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Summary

Studies on the effects of environmental factors and technological processes on the behavior of micro-
organisms in food have been conducted for many years. Mathematical models have come to be used exten-
sively for quantitative interpretation of the results of these studies. The use of modeling in food microbiology
has grown to the point of being recognized as a distinct discipline of food microbiology, termed predictive
microbiology. In recent years, progress in this field has been impressive, and predictive microbiology is
increasingly used by food producers and food inspectors in their routine work. One of the reasons for this
development are changes in European food law, particularly the obligatory introduction of HACCP, risk
analysis and microbiological criteria for food. Predictive microbiology has been an important supporting tool

in food chain risk management.
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Podstawowym celem mikrobiologdw 1 technologow
zywnosci jest uzyskanie bezpiecznych dla zdrowia
konsumenta i trwatych produktow spozywczych. Do
osiagnigcia tego celu niezbedna jest inaktywacja lub
zahamowanie wzrostu i aktywnos$ci niepozadanych
drobnoustrojow, ktore moga powodowac zatrucia i za-
kazenia pokarmowe lub psucie si¢ srodkow spozyw-
czych. Od dawna prowadzone sa zatem badania nad
wplywem czynnikow srodowiskowych oraz proceséw
technologicznych na zachowanie si¢ mikroorganiz-
méw w zywnosci. W latach osiemdziesiatych ubiegte-
go wieku intensywnos¢ tych badan znacznie wzrosta,
jednak brak odpowiednich metod matematycznej in-
terpretacji wynikow przeprowadzanych do§wiadczen
ograniczat realny postgp w mikrobiologii Zzywnosci.
Momentem przelomowym byta Konferencja Towarzy-
stwa Mikrobiologii Przemystowej (Society for Indu-
strial Microbiology) w Tampie na Florydzie w 1992 r.,
podczas ktorej mikrobiolodzy, technolodzy, matema-
tycy i statystycy z kilkunastu krajow okreslili kierunki
rozwoju nowej gal¢zi mikrobiologii Zywnos$ci —,,pre-
dictive microbiology” (6).

Podstawowym zalozeniem mikrobiologii progno-
stycznej jest powtarzalnos¢ procesc’)w mikrobiologicz-
nych przebiegajacych w zywnosci oraz mozliwos¢
oplsama ich za pomoca modeli matematycznych,

a gtownym celem — przewidywanie zachowania si¢
drobnoustrojoéw w produktach spozywczych, wyraza-
ne w kategoriach ilo§ciowych.

Jest kilka klasyfikacji modeli matematycznych wy-
korzystywanych w m1krob1010g11 prognostycznej.
Wedlug jednej z nich wyrdznia sig:

— modele oparte na prawdopodobienstwie — czgsto
stosowane w przypadku bakterii przetrwalnikujacych
np. C. botulinum,

— modele kinetyczne — stosowane zwykle dla bak-
terii nieprzetrwalnikujacych, ktére staja si¢ niebez-
pieczne po przekroczeniu pewnej progowej liczby.

Z uwagi na charakter opisywanego zjawiska wyrdz-
nia si¢ modele inaktywacji, wzrostu oraz przezywal-
nosci drobnoustrojow (14).

Inna klasyfikacja dzieli modele matematyczne na
pierwszo-, drugo- i trzeciorzedowe.

Modele pierwszorzedowe to wzory matematyczne
opisujace krzywe wzrostu lub przezywalnosci.

Modele drugorzedowe sa rownaniami opisujacymi
zmiany parametrow modeli pierwotnych pod Wp{ywem
zmian czynnikow §rodowiskowych. Do najczescie]
stosowanych naleza model Arrheniusa, pierwiastka
kwadratowego Ratkowskiego i model Gamma Zwite-
ringa (14).

Modele trzeciorzgdowe sa komputerowymi arkusza-
mi kalkulacyjnymi (systemami) ztozonymi z modeli
pierwszego i drugiego rzedu. Paradoksalnie te najbar-
dziej skomplikowane modele sa czgsto najbardziej
przyjazne dla uzytkownikow, poniewaz zostaty opra-
cowane w formie fatwych w obstudze programéw kom-
puterowych stuzacych do symulacji zachowania si¢
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drobnoustrojéw w réznych warunkach. Przykladami
takich modeli sa Food MicroModel opracowany przez
Leatherhead Food Research Association, ComBase
Predictor i najbardziej popularny Pathogen Modeling
Program, ktory dostgpny jest bezptatnie na stronie
internetowej Departamentu Rolnictwa Stanow Zjed-
noczonych (USDA).

Przewidywanie inaktywaciji drobnoustrojow
pod wplywem czynnikow fizycznych

Modele matematyczne wykorzystano po raz pierw-
szy do przewidywania inaktywacji drobnoustrojow
podczas obrobki termicznej. Prace w dziedzinie ter-
mobakteriologii zapoczatkowane zostaty juzw 1895 .
przez Russela. Podwaliny teoretyczne technologii pro-
dukcji konserw tworzyt Bigelow, ktory w latach 1917-
-1921 wyznaczyl opornos¢ przetrwalnikow bakte-
ryjnych i byt w stanie obliczy¢ niezbgdne parametry
sterylizacji, a nastgpnie Ball, Stumbo 1 wielu innych
badaczy, dzigki ktorym konserwy sterylizowane ter-
micznie uwazane sa za jeden z najbardziej bezpiecz-
nych produktoéw (17).

W wigkszos$ci przypadkdéw przy zachowaniu stalej
temperatury procesu termicznego wystepuje prostoli-
niowa zalezno$¢ pomig¢dzy czasem ogrzewania i licz-
ba przezywaj qcych drobnoustrojéw, dlatego do pod-
stawowych poje¢ z zakresu termobakteriologii nalezy
obliczana z analizy regresji liniowej warto$¢ ,,D”, ktora
oznacza czas wyrazony w minutach potrzebny w da-
nej temperaturze do dziesigciokrotnej redukcji liczby
drobnoustrojéw oraz wartos¢ ,,z”, ktéra charakteryzu-
je wrazliwos$¢ populacji bakteryjnej na wzrost tempe-
ratury i1 okresla, o ile stopni Celsjusza nalezy podnies¢
(lub obnizy¢) temperaturg obrobki cieplnej, aby uzy-
ska¢ dziesigciokrotne skrocenie (lub wydtuzenie) war-
tosci D. Znajomos¢ tych wartosci oraz zmian tempe-
ratury w produkcie podczas jego ogrzewania pozwa-
laja na przewidywanie konsekwencji mikrobiologicz-
nych obrobki termicznej przy stosowaniu réznych
kombinacji czasu i temperatury oraz na obliczanie
wartos$ci pasteryzacyjnych (PV) lub sterylizacyjnych
(F) niezbg¢dnych do uzyskania zaplanowanego stopnia
destrukcji bakterii wegetatywnych lub przetrwalnikow
(17). Pomimo znacznych osiagnie¢ w zakresie mate-
matycznego modelowania inaktywacji termiczne;j
drobnoustrojow, ciagle poszukuje si¢ nowych rozwia-
zan, zwlaszcza przy stosowaniu tagodnej obrobki ciepl-
nej w polaczeniu z innymi czynnikami, np. modyfi-
kacja pH lub obnizaniem aktywnos$ci wody.

Modele matematyczne opracowane przez termobak-
teriologéw sa wykorzystywane (bezposrednio lub po
nieznacznych modyfikacjach) do przewidywania skut-
koéw stosowania 1nnych procesow fizycznych, tj. na-
promieniowania zywnos$ci oraz wysokiego ci$nienia
hydrostatycznego (7).

Przewidywanie wzrostu drobnoustrojow

Znacznie trudniejsze od przewidywania stopnia in-
aktywacji okazalo si¢ prognozowanie wzrostu drob-
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noustrojow w zywnosci, poniewaz jego dynamika za-
lezy od wielu zmiennych, takich jak: charakter jakos-
ciowy i ilosciowy poczatkowej mikroflory produktu,
temperatura, pH, aktywnos$¢ wody, dostgpnos$¢ tlenu,
poziom CO,, stezenie substancji konserwujacych, za-
warto$¢ witamin 1 aminokwasow egzogennych itp.

Przyktadem jednego z pierwszych zastosowanych
modeli opartych na prawdopodobiefistwie jest zapro-
ponowany przez Hauschilda (4) prosty wzér do obli-
czania prawdopodobienstwa wykietkowania pojedyn-
czego przetrwalnika C. botulinum oraz namnozenia sig
potomnych komodrek wegetatywnych do poziomu nie-
zbednego do wytworzenia toksyny botulinowej:

P = (Inn/q)/s

gdzie:
P — prawdopodobienstwo wytworzenia toksyny bo-
tulinowe;j,

n — liczba probek w grupie do§wiadczalne;,

q — liczba probek nietoksycznych,

s — liczba przetrwalnikow C. botulinum w 1 probee.

Wykorzystanie tego rownania w badaniach wlasnych
pozwolito na ocen¢ wptywu napromieniowania na
wlasciwosci przeciwbotulinowe azotynu sodowego
w peklowanym migsie (9, 13). Umozliwia ono row-
niez oceng ryzyka wystapienia zatru¢ botulinowych
zwiazanego z konsumpcja réznych produktow spozyw-
czych obecnych na rynku (4).

Przyktadem jednego z pierwszych zastosowanych
modeli kinetycznych jest rownanie Gompertza (1, 3,
6), wykorzystywane do przewidywania kinetyki wzro-
stu populacji bakteryjne;j:

L,=A+Cexp {—exp [-B t—M)]}

gdzie
— log liczby bakterii w czasie t (h) [lg/ml],

A — asymptotyczny lg liczby bakterii przy nieozna-
czonym spadku czasu (= lg poczatkowej liczby
bakterii) [lg/ml],

C — asymptotyczna wielko$¢ wzrostu przy nieozna-
czonym wzroscie czasu (ilos¢ 1g cykli wzrostu)
[lg/ml],

M — czas, przy ktorym tempo wzrostu jest maksymal-
ne [h],

B — relatywne tempo w czasie M [lg/ml/h].

Zaleta rownania Gompertza jest to, ze pozwala ono
przy pomocy rownah pomocniczych na obliczenie ta-
kich wskaznikow, jak: dlugo$¢ trwania lagfazy, tempo
wzrostu bakterii w fazie logarytmicznej, czas jedne;j
generacji oraz maksymalna ggsto$¢ populacji, co
umozliwia znaczne poglebienie interpretacji wynikow
doswiadczen mikrobiologicznych. Model Gompertza
okazat si¢ bardzo przydatny w badaniach wiasnych,
ktorych celem bylo porownanie wzrostu S. aureus
W nienapromieniowanej i napromieniowanej roznymi
dawkami peklowanej szynce wieprzowej (12) oraz
poréwnanie krzywych wzrostu pateczek Salmonella
poddanych dzialaniu ogrzewania mikrofalowego i wy-
sokiego ci$nienia hydrostatycznego z krzywymi wzro-
stu bakterii kontrolnych (10, 11).
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Do innych modeli najczesciej wykorzystywanych
obecnie do oceny wzrostu populacji bakteryjnej w zyw-
nosci nalezy model logistyczny, Baranyi i MacKellara.

Do oceny przezywalnos$ci bakterii stosuje si¢ mo-
dele: liniowy, nieliniowy potgegowy, nieliniowy ekspo-
nencjalny, nieliniowy Fermi, nieliniowy Cole’a, zmo-
dyfikowany Gompertza oraz Baranyi i MacKellara (7).

Rola mikrobiologii prognostycznej
w zapewnieniu bezpieczenstwa zywnosci

Mikrobiologia prognostyczna rozwija si¢ w ostat-
nich latach niezwykle dynamicznie. Odgrywa ona nie
tylko istotna rol¢ w interpretacji wynikéw badan z za-
kresu mikrobiologii zywnosci, ale tez jest coraz po-
wszechniej wykorzystywana w rutynowej pracy pro-
ducentéw zywnosci oraz stuzb inspekcyjnych, w tym
Inspekcji Weterynaryjne;.

Jedna z przyczyn tego zjawiska sa zmiany w euro-
pejskim prawie zywno$ciowym ukierunkowane na
poprawe bezpieczenstwa zywnosci, a zwlaszcza obli-
gatoryjne wprowadzenie systemu HACCP, analizy
ryzyka (Rozporzadzeniem WE nr 178/2002) oraz kry-
teriow mikrobiologicznych dla zywnosci (Rozporza-
dzenie WE nr 2073/2005 1 1441/2007).

W systemie HACCP mozliwo$¢ przewidywania re-
akcji drobnoustrojoéw na stosowane zabiegi technolo-
giczne i zmiany czynnikéw Srodowiskowych moze by¢
wykorzystana w analizie zagrozen i okreslaniu $rod-
kow kontrolnych, ustalaniu pozioméw docelowych i li-
mitow krytycznych oraz przy weryfikacji systemu (7).

POJQC1e analizy ryzyka zostato okre§lone w prawie
zywno$ciowym jako postgpowanie sktadajace sig
z trzech powiazanych ze soba elementow obejmuja-
cych oceng ryzyka, zarzadzanie ryzykiem i informo-
wanie o ryzyku. Mikrobiologia prognostyczna jest
cennym narzedziem w ocenie ryzyka mikrobiologicz-
nego — wspartego naukowo procesu sktadajacego si¢
z czterech etapow: identyfikacji zagrozenia, charakte-
rystyki niebezpieczenstwa, oceny narazenia oraz cha-
rakterystyki ryzyka. Mikrobiologia prognostyczna jest
szczegOllnie przydatna w dwoch ostatnich etapach oce-
ny ryzyka, tj. ocenie narazenia oraz charakterystyce
ryzyka.

Wielu szczegdtowych informacji na temat roli 1 moz-
liwosci wykorzystania mikrobiologii prognostycznej
w systemie HACCP, ocenie ryzyka mikrobiologiczne-
go oraz analizie ryzyka dostarcza opracowanie Mode-
ling Microbial Responses in Food (7).

Kontrola jakosci mikrobiologicznej srodkow spo-
zywczych znajdujacych si¢ w obrocie jest jednym
z podstawowych elementow zapewnienia bezpieczen-
stwa zywnosci. Z tego wzgledu szczegolnie istotna role
w europejskim prawie zywnosciowych odgrywa roz-
porzadzenie (WE) 2073/2005 (wraz z nowelizacja
zawarta w rozporzadzeniu (WE) nr 1441/2007 oraz
pdzniejszymi zmianami) w sprawie kryteriow mikro-
biologicznych dla produktow spozywczych. Kazdy
producent srodkéw spozywczych powinien posiadaé
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dokumentacje¢ charakteryzujaca produkt uzyskiwany
w warunkach zaktadu w wyniku okreslonego procesu
produkcyjnego. Powinny zosta¢ wykonane odpowied-
nie badania dla okre$lenia trwatosci produktu. Dla
kazdego nowego produktu wskazane jest wykonanie
badan fizykochemicznych, takich jak: okreslenie pH,
a,,, zawartosci soli i $rodkoéw konserwujacych. Dla
uzyskania niezbg¢dnych informacji zaleca si¢ wykorzy-
stywanie modeli matematycznych, pozwalajacych na
oceng wzrostu lub przezywalnosci okreslonych drob-
noustrojow chorobotworczych podczas przechowywa-
nia w roznych warunkach. W szczegdlnosci dotyczy
to zywnosci gotowej do spozycia, w ktérej mozliwy
jest wzrost Listeria monocytogenes — bakterii stwa-
rzajacej znaczne ryzyko dla zdrowia ludzkiego w przy-
padku osiagnigcia wysokiej liczby. AFSSA (Francu-
ska Agencja Bezpieczenstwa Zywno$ci) oraz Labora-
torium Referencyjne Unii Europejskiej ds. Listeria
monocytogenes opublikowaty dokument techniczny
zawierajacy metody badan pozwalajace na oceng
intensywnosci wzrostu listerii w zywnos$ci gotowe;j
do spozycia (2). W dokumencie tym rekomenduje si¢
wykorzystanie programu MicroFit v 1.0 opracowane-
go w Instytucie Badania Zywnosci (IFR) w Wielkiej
Brytanii, ktory bazuje na modelu wzrostu Baranyi.
Wydaje sig, ze w najblizszej przysztosci mikrobio-
logia prognostyczna bedzie powszechnie wykorzysty-
wana w zarzadzaniu ryzykiem w tancuchu Zywnos-
ciowym. Wynika to z faktu, Zze wiodace organizacje
migdzynarodowe (ICMSF — International Commission
on Microbiological Specifications for Foods, CAC —
Codex Alimentarius Commission, ILSI — Internatio-
nal Life Science Institute) zalecaja wprowadzenie do
narodowych programow bezpieczenstwa zywnosci na-
rzqdm bazujacych na idei analizy ryzyka mikrobiolo-
g1czneg0 (MRA), ktore mog%yby powiazaé wymaga-
nia krajowych programoéw bezpieczenstwa zywnosci
z ich wplywem na zdrowie publiczne (15, 16). Dysku-
sja nad tymi narzedziami (kryteriami) zaczgta sig juz
w latach dziewigcdziesiatych. Zostaty one wprowadzo-
ne po raz pierwszy w praktyce przez WTO (Swiatowa
Organizacja Handlu). Narzedziami tymi sa: ALOP,
FSO, PC i PO. ALOP (Appropriate Level of Protec-
tion) oznacza ,,odpowiedni poziom ochrony”, czyli
poziom przyjety jako odpowiedni przez dany kraj
w obrebie swojego terytorium. FSO (Food Safety
Objective) — ,,cel bezpieczenstwa zywnosci” to mak-
symalna czgstotliwos¢ i/lub koncentracja czynnika
zagrozenia w zywnos$ci na etapie jej spozycia. PO
(Performance Objective) —,,cel wykonawczy” to mak-
symalna czgstotliwo$¢ i/lub koncentracja czynnika za-
grozenia w zywnosci na odpowiednim etapie jej pro-
dukcji przed etapem jej spozycia. PC (Performance
Criterion) — ,.kryterium wykonawcze” to maksymal-
na warto$¢ w zakresie cze¢stotliwosci i/lub koncentra-
cji czynnika zagrozenia w zywnosci, ktora musi by¢
osiagnigta. Punktem wyjscia tej koncepcji ma by¢
odpowiedni poziom ochrony (ALOP), ustalany przez
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wiadze danego kraju i wyrazany jako ogolne cele zdro-
wia publicznego. W celu praktycznego powiazania
ALOP z kontrola zagrozen bezpieczenstwa zywnosci
powinny by¢ ustanowione cele bezpieczenstwa zyw-
nosci (FSO), cele operacyjne (PO) oraz kryteria ope-
racyjne (PC). Przyktadem FSO moga by¢ kryteria bez-
pieczenstwa zywnosci okreslone w Rozporzadzeniu
2073/2005 1 1441/2007.

Przyktadem PO moze by¢ np. wystgpowanie pate-
czek Salmonella nie czgstsze niz w 0,002% surowych
tuszek drobiowych. Przyktadem PC jest np. wymaga-
nie redukcji bakterii enteropatogennych o 5 jednostek
logarytmicznych podczas pasteryzacji.

Wymienione narz¢dzia (FSO, PO, PC) w wymierny
sposob umozliwiaja producentom praktyczna realiza-
cj¢ zadan w zakresie bezpieczenstwa zywnosci, ktore
zagwarantuja osiagnigcie ALOP. Do koncepcji FSO
nawiazuje posrednio norma [S0O22000: 2005, ktora
wymaga okreslenia akceptowalnych poziomow zagro-
zenh w wyrobach gotowych.

Wydaje sig, ze omawiane kryteria beda coraz czgs-
ciej wykorzystywane w praktyce i stana si¢ powszech-
nie stosowanym, uzytecznym narzedziem w ksztatto-
waniu polityki bezpieczenstwa zywnos$ci oraz ochro-
ny zdrowia publicznego.

Opisujac praktyczne zastosowania mikrobiologii
prognostycznej, wypada wspomniec¢ o dziataniach po-
dejmowanych w Polsce w tym zakresie. Obecnie w kil-
ku krajowych osrodkach naukowych, w tym rowniez
w Katedrze Higieny Zywnosci i Ochrony Zdrowia
Publicznego SGGW, realizowany jest projekt rozwo-
jowy nr N R12 0097 06/2009 ,,Zastosowanie mikro-
biologii prognostycznej do modelowania bezpieczen-
stwa zywno$ci”. Kierownikiem i koordynatorem pro-
jektu jest prof. dr hab. Stefan Ziajka z UWM w Olsz-
tynie. Cele badan obejmuja: opracowanie matematycz-
nych modeli (wzrostu, przezywalnos$ci), opisujacych
zachowanie si¢ okreslonych drobnoustrojow chorobo-
tworczych w wybranych produktach pochodzenia
zwierzgcego przechowywanych w réznych tempera-
turach; przedstawienie wynikow w formie kompute-
rowej bazy danych; przygotowanie narz¢dzi do reali-
zacji programdw bezpieczenstwa Zywnosci w oparciu
o analizg ryzyka w postaci kryteriow operacyjnych,
kryteriow procesu i kryteriow produktu. Do chwili
obecnej okreslono zachowanie si¢ L. monocytogenes,
Salmonella spp., S. aureus, Y. enterocolitica 1 E. coli
w 15 wybranych produktach, przechowywanych w 5
réznych temperaturach w zakresie od 0°C do 25°C.
Projekt realizowany jest we wspotpracy z producen-
tami zywnosci, a zatem jego wyniki maja szanse na
szybkie zastosowanie w praktyce.
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