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Verifikace predikce ristu mikroorganismu Listeria monocytogenes
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Abstract

LANDFELD A., KARPISKOVA R. HOUSKA M., KYHOS K., NOVOTNA P. (2000): Verification of prediction of growth of
Listeria monocytogenes micro-organism in chicken meat. Czech J, Food Sci., 18: 183-186.

Raw chicken meat was comminuted and homogenized. There were measured water activity and pH (a,,= 1 for temperature 25°C,
pH= 5.8 for temperature 8°C). Input raw material was investigated for the presence of Listeria monocytogenes (negative) and the
raw meat was inoculated by Listeria monocytogenes CCM 4699. Number of Listeria monocytogenes, total plate count and
number of coliforms were determined in the range 0-7 days by bacteriological survey for the storage temperatures 4.9, 7 and
8.3°C. The increase of Listeria monocytogenes counts has been registered for temperature 4.9°C about log 1.5 CFU/g after
6 days, for temperatures 7 and 8.3°C about 2 logCFU/g (regarding to the starting counts). The prediction for listeria growth with
the aid of Food MicroModel was also made. The best agreement between the experimentally analysed number of bacteria and
prediction was received for the lowest incubation temperature 4.9°C.
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Souhrn

LANDFELD A., KARPISKOVA R., HOUSKA M., KYHOS K., NOVOTNA P.: Verifikace predikce ristu mikroorganismu Lisferia
monocytogenes v drubeZim mase. Czech J. Food Sci., 18: 183—186.

Syrové kufeci maso bylo umleto, zhomogenizovéano, zméfena aktivita vody a pH (a,= 1 pfi teplot& 25 °C, pH = 5,8 pfi teploté
8 °C). Vstupni surovina byla vy3etfena na prikaz bakterii rodu Listeria (negativni nalez) a potom byla provedena inokulace
kmenem Listeria monocytogenes CCM 4699. Mikrobialnim vy3etfenim v rozmezi 0—7 dni byl stanovovan pocet listerii, celkovy
pocet mikroorganismi a koliformnich bakterii pfi teplotach skladovani 4,9; 7 a 8,3 °C. P¥i teploté& 4,9 °C dolo po $esti dnech ke
zvyseni pocCtu bakterif Listeria monocytogenes v kufecim mase o 1,5 fadu, pfi teplotach 7 a 8,3 °C o 2 Fady (vzhledem k pod4tednimu
mnoZstvi). Zaroveil byla provedena predikce riistu Listerif sp. s pouZitim prediktivn{ databaze Food Micromodel. Nejlepsi shody
modelu s experimentaln€ analyzovanymi polty bakterii bylo dosaZeno pti nejniZi teplot& inkubace (cca 4,9 °C).

Kli¢ova slova: mikroorganismus; Listeria monocytogenes; kufeci maso; verifikace predikce Food Micromodelem

V CR zaznamenéavame stale vys$i produkei chlazené
dribeZe a driibeZich polotovarii. U téchto vyrobki je do-
poruceno skladovani pti teplot& kolem 5 °C po dobu ma-
ximalné 5 dnli. Nékteré druhy bakterii se viak mohou
pomnozovat 1 pfi nizkych teplotdch. Mezi n& patfi také L.
monocytogenes. Pfi nevhodné manipulaci s dribeZimi vy-
robky b&hem transportu od vyrobce, uskladnéni v obchod-
ni siti a dale po zakoupeni spotiebitelem miZe dochazet
k pomnoZeni listerii a popfipadé ke kontaminaci ostat-

nich potravin nebo prosttedi v domacnostech (lednice,
pracovni plochy, nastroje apod.). Proto jsme se zamé&¥ili
na chlazenou driibez a na vyrobky, ve kterych jsou liste-
rie Casto prokazovany (LAWRENCE, GILMOUR 1994; SHI-
NEMAN, HARRISON 1994).

V na3i predchozi praci (HOUSKA et al. 1999) jsme se
zabyvali teplotni historii chlazenych kutat od porazky az
po distribuci do domdcnosti. S pouZitim prediktivni da-
tabaze Food Micromodel (FMM) jsme provedli teoretic-

*Préce byla vypracovéna s podporou NAZV, grant &. EP 6260, a GA CR, grant & 101/99/1617.
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kou kvantitativni analyzu rizika rastu nejrozsifené;jSich
patogennich mikroorganismui pro zjisténou teplotni his-
toril kufat. Bylo zji$té€no zvySené¢ riziko pomnoZzeni yer-
sinii a listerii, kterym vyhovuji k riistu teploty okolo 5 °C
a vysoké hodnoty aktivity vody a hodnoty pH kufeciho
masa. JelikoZ pouzita prediktivni databaze uvazuje rist
samotného mikroorganismu v zivném roztoku, je zpravi-
dla predikovany nardst na stran& bezpecnosti. Ve skute¢-
ném substratu totiz existuje konkurence nepatogenni mi-
kroflory, ktera zpravidla nedovoli tak rychly narist
patogenll. BEAUFORT et al. (1999) porovnavali predikci
a skuteny rtist mikroorganismi v redlnych systémech
a upozoriiuji, Ze tomu tak nemusi byt vzdy.

Velmi nebezpeénym patogenem (umrtnost az 30 %)
zejména pro osoby se sniZzenou imunitou a t€hotné€ Zeny
jsou mikroorganismy druhu Listeria monocytogenes, pro
néz jsme predikovali mozny znany nartst. Abychom se
piesveédcili, zda ziskana predikce odpovida realnym pod-
minkam kufeciho masa, provedli jsme ve spolupraci
s Narodni referencni laboratofi pro listerie tento pokus.

MATERIAL A METODY

PFiprava vzorkit: Cerstvé vychlazené kuteci Fizky byly
odebrany v rannich hodinach pfimo z vyrobni linky. Po
jejich umleti v masovém mlynku byl z homogenatu ode-
bran vzorek na stanoveni pH vpichovym pH-metrem Sen-
tron 1001 (Nizozemsko) a ke stanoveni aktivity vody na
piistroji Rotronic typ AM3 se sondou AW VD (Svycarsko).

Mikrobiologicky rozbor: Zbyla homogenizovana mas-
na surovina byla umisténa do pfepravniho boxu spolu
s chladicimi vloZkami a co nejrychleji pfevezena z VUPP
do Centra hygieny potravinovych fetézci Brno. Zde byla
surovina nejprve vysetiena na prukaz bakterii rodu Liste-
ria. Poté byla provedena inokulace kmenem Listeria mo-
nocytogenes CCM 4699 z pfedem namnozené lyofylizo-
van¢ kultury tak, aby vyslednd denzita listerii v mase byla
cca 800 CFU (kolonie tvoticich jednotek) na gram masa.
Kazdy vzorek byl po pfidani inokula zhomogenizovan ve
stomacheru. Vlastni vySetfeni poctu listerii bylo prova-
déno podle normy EN ISO 11290-1 (Horizontalni meto-
da priikkazu a stanoveni poCtu bakterii Listeria monocyto-
genes) a 11290-2. K vysetieni bylo pouzito médium Rapid
Listeria monocytogenes (Sanofi Diagnostics Pasteur,
s. I. 0., Praha). Kromé vySetfeni na listerie bylo prove-
deno stanoveni celkového po¢tu mikroorganismii a poctu
koliformnich bakterii standardnimi metodami podle pri-
slusnych CSN ISO. Vesker4 stanoveni byla provedena tfi-
krat a jako vysledek byl vzat aritmeticky prumér.

Mikrobidlni vySetieni poctu listerii bylo provadéno
v prvy, druhy, tieti, Ctvrty a sedmy den po inokulaci. Vy-
Setfeni poltu koliformnich bakterii bylo provedeno
v nulty, druhy, &tvrty a sedmy den. Kromé ristu listerii
v masném homogenatu byl sledovan také jejich rust
v fedicim fyziologickém roztoku s 1 % peptonu pfi1 inku-
baci za stejnych teplot jako masné surovina. Denzita
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u tohoto stanoveni byla vyjadiena ve stupnich McFarlan-
da, tj. 0,5 se rovna cca 108 bakterii.

Snimdni teploty: Jednotlivé oddélen€ inokulované
a balené vzorky byly skladovany ve tfech chladicich skii-
nich s rozdilnou teplotou. Ke vzorkiim byly uloZeny pa-
métové teploméry typ Tinytalk (Gemini, Velké Britanie),
které zaznamenavaly s minutovym intervalem prubéh tep-
loty vzorkl po celou dobu inkubace. Na zakladé téchto
zdznamu byly stanoveny prumeérné teploty masa pouzité
k dal§im vypoctim.

VYSLEDKY A DISKUSE

Na zéklad¢ vyhodnoceni zdznami pamétovych ¢idel
byly vypodteny primérné teploty skladovéni inokulova-
nych vzorkti—4,9; 7 a 8,3 °C. Hodnota aktivity vody masa
pii primérné teploté okoli 25 °C byla rovna jedné, proto
nebylo nutné méfit aktivitu vody p¥i niz8ich teplotach (je
stdle rovna jedné). Hodnota pH kufeciho masa o teploté
8 °C byla rovna 5,8.

Vysetfeni homogenizovaného Kufeciho masa na pfitom-
nost listerii bylo negativni. Vysledky analyzy vzorka ne-
jsou v modelovych pokusech zkresleny pritomnosti dal-
Sich druhi listerii v samotném vzorku.

Vysledky vySetfeni po¢tu listerii v prib&hu inkubace
(tab. 1) byly ¢asové posunuty zpét o jeden den, nebot’
vychozi koncentrace 800 CFU/g nebyla stanovena mik-
robidlni analyzou vzorkl, ale dopoftem z koncentrace
inokula po fedéni a z hmotnosti vzorku masa. Tento do-
pocet byl pravdépodobné zatiZen chybou, takZe jsme vzali
za vychozi pocet pro modelovani a porovnani s predikci
FMM vysledek mikrobiologického stanoveni za 24 hod
po inokulaci. P¥i uvazovani vychoziho po¢tu 800 CFU/g
by totiZ za prvy den inkubace doglo k velmi rychlému
nartstu populace (o vice neZ jeden fad), coz je znalné
nepravdépodobné, nebot’ bakterie jsou po inokulaci v lag
fazi (v tab. 1 chovani mezi nultym a prvym dnem 1 po
posunuti odpovida je$té tomuto stavu).

V tab. 2 jsou uvedeny vysledky vy3etfeni celkoveého
pocti mikroorganismi a koliformnich bakterii. Den nula
(0) reprezentuje ptivodni vzorek mletého masa bez pfida-

Tab. 1. Stanoveni poltu CFU Listeria monocytogenes v Kufe-
cim mase po transformaci po¢atku o 1 den — Experimental re-
sults of CFU of Listeria monocytogenes in chicken meat after
transformation of start on one day

Den' 4,9 °C il % 8.3°C
0 1,0 x 104 1,5 x 104 2.5 ® 10*
l 1,3 x 10¢ 1.3 x 104 3.5 x 104
2 2.0 x 104 2,0 x 104 2.0 x 10°
3 2.5 x 10* 3.0 x 104 6.5 x 10°
6 1,5 x 10° 1,3 x 106 2.5 x 108
'day




gzech J. Food Sci.

Vol. 18, No. 5: 183-186

Tab. 2. Stanoveni celkového po&tu mikroorganisma (CPM) a koliformnich bakteri{ v mase — Experimental data of total microbio-

logical counts (CPM) and coliform bacteria

Dia) CPM (CFU/ml) Koliformnf bakterie? (EFUfmI)

4,9 °C 79 8,3 °C 4,9 °C T R
0 1,5 x 104 1,6 x 103
1 = =
2 2,5 x 104 7,0 x 10* 4,0 x 105 3,0 x 103 9,0 x 103 4,5 x 10*
3 = -
4 7,0 x 10* 5,6 x 10° 3,0 x 107 5,0 x 103 1,0 x 10* 5,0 x 10°
7 2,0 x 10° 1,0 x 107 1,0 x 108 6,5 x 10 2,0 x 10°

1,0 x 107

— — e e T

'day; Zcoliform bacteria

ni inokula s listeriemi. Zde nebyla data asové posouva-
na, nebot stanoveni po&tl bylo provedeno vzdy mikrobi-
ologickymi metodami. Je patrné, Ze dochazelo k pomérné
znacnemu narustu koliformnich bakterii i celkového po-
¢tu mikroorganismu.

Rist populace listerii v fedicim roztoku byl pomérng
nizky, coz mohlo byt zplisobeno pomé&mé vysokou pi-
vodni denzitou bun¢k a déle po strénce Zivin pomé&rng
chudym médiem (brzy byla dosaZena stacionarni faze riis-
tu. Toto stanoveni bylo provedeno bez pfitomnosti kon-
kuren¢ni mikrofléry.

Predikce ristu listerii pro model Listeria monocytoge-
nes (Lactic) (pfipona znamena, Ze pH bylo pfi tvorbg
modelu ovlivnéno Kyselinou mlé&nou) byla provedena pro
prumérmy vychozi pocet mikroorganismi pro viechny
vzorky 4,2 CFU/g pro pH = 5,8 a aktivitu vody 1,0 a pro
teploty skladovani masa zji§téné pt¥i inkubaci. P¥i predik-
ci byl vzat model véetné lag faze.

® 4,92 °C - experiment

9 1 i 7 °C — experiment
A 827°C - experiment
| —--—- 4,92 °C -FMM
81 el 7°C —FMM
&0 — 827 °C - FMM
£
O I
&)
°

!'q'
- & " %

0 I 2 3 G 3 6 7

———————————y —

Vysledky predikci jsou uvedeny na obr. 1 jako souvis-
Ié ¢ary. Z obrézku je patrné, Ze pfi nejvyssi teplot& inku-
bace probiha skute¢ny rist mikroorganismi pongkud rych-
leji neZ je predikovano do doby 3 dnii. Poté se skute&ny
rust znacné zbrzdil. Pro inkubaéni teplotu 7 °C je predi-
kovany rist nad namé&fenymi koncentracemi po celou sle-
dovanou dobu. Nejlepsi shody modelu s nam&fenymi po-
Cty mikroorganismii bylo dosaZeno pfi nejniZ3i teplotd
inkubace cca 5 °C. V tomto pfipad& namétend data prak-
ticky sleduji predikovany pribgh.

Pro velmi hrubé porovnéni riistu koliformnich bakterii
jsme zvolili z FMM jediného zastupce, kterym je pato-
genni Escherichia coli O157:H7. Model viak plati aZ od
teploty 10 °C a proto jsme predikci provedli pro tuto tep-
lotu, pfestoZe vzorky byly skladovany pti teplotdch mno-
hem niZ8ich. P¥i predikci jsme vylougili lag f4zi, nebot
mikroorganismy nebyly do masa inokulovény, ale mikro-
organismy byly na jeho prostfedi pln& adaptovany. Po-

8 9 10 11 12 13 14 15

Cas (dny)'
'time [days]

Obr. 1. Porovnén{ experimentalnich dat ristu L. monocytogenes CCM 4699 v kufecim mase (a,=1,0; pH = 5,8) pti riznych
teplotach s predikci Food Micromodelu (Listeria monocytogenes [Lactic]), potateéni log CFU/g = 4,2 — Comparison of experi-
mental values of growth L, monocytogenes CCM 4699 at chicken meat (a, = 1.0; pH = 5.8) during different temperatures with
prediction Food Micromodel (Listeria monocytogenes [Lactic]), initial log CF U/g = 4.2

185




Vol. 18, No. 5: 183-186

ng_ch J. Food Sci.

Obr. 2. Porovnani experimentalnich dat riastu
Escherichia coli na vzorku kufeciho masa

(a,=1,0,pH=35,8)s predikci Food Micro-
modelu pro Escherichia coli O157:H7
(vypusténa lag faze, teplota 10 °C) — Com-
parison of experimental values of growth
Escherichia coli at chicken meat (a =1.0;
pH = 5.8) with prediction of Food Micro-
model for Escherichia coli O157:H7 (with-
out lg time, temperature 10°C)

g .
& 4092°C —expenment
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7 —— 10°C -FMM A
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rovnani predikce pro teplotu 10 °C s namé&fenymi daty
(tab. 2) je provedeno v obr. 2. Je patrné, Ze trend predi-
kované zavislosti sleduje velmi zhruba data ziskana pro
primé&rnou teplotu inkubace 8,3 °C do cca 4 dnii sledova-
ni. Z bakterif uvedenych v programu Food Micromodel
jsou uvedeny jen nejvyznamnéj$i zastupci baktérii.
7 teledi Enterobacteriaceae jsou to bakterie rodu Salmo-
nella, Yersinia a E. coli O157. Proto byl pro orientalni
stanoveni predikce riistu koliformnich bakterii pouzit se-
rotyp E. coli 0157 ikdyz se v nékterych znacich od ostat-

nich E. coli li81.
Zaver

Porovnani predikovanych pribeht s experimentalnimi
vysledky inkubace Listeria monocytogenes v kufecim
mase ukazuje na dobrou shodu modelu FMM s realitou.
Odchylky jsou v rozsahu chyb experimentalniho stano-
veni, resp. chyby predikce FMM (& jeden fad), coz uka-
zuje, e predikce moZného ristu listerii v kufecim mase
(HOUSKA et al. 1999) je nutné povaZovat za realne. Otaz-
kou zfistdva, zda je redlny tak masivni pocatecni vyskyt
tohoto mikroorganismu v b&Zném prostiedi vyrobniho
zavodu. Z literatury jsou znamy nélezy piirozeného ob-
sahu listerii Fadové v jednotkach az desitkach jedincti na
povrchu driibeZe (FEU ef al. 1999). Nebezpenost tohoto
patogena viak tkvi v tom, Ze infek¢ni davka pro rizikove
skupiny obyvatel se pohybuje ve stovkach bunék a Ze rtst
je mozny i pti chladirenskych teplotéach.

~ ime [days]

Literatura

BEAUFORT A., RUDELLE S., BERGIS H. (1999): Growth of
pathogens in food: comparison between experimental results
and data of Food Micromodel. Paper 170. In: 20'" Int. Congr.
Refrigeration, IIR/IIF, Sydney.

FEU M. R., RODRIGUEZ J. J., QUINTO E. J., ROIG A. X,,
HERNANDEZ M. M., MORA M. T. (1999): Growth of Liste-
ria on packaged and non-packaged poultry carcasses at 24
and 48 hours refrigerated storage. Paper 718. In: 20™ Int.
Congr. Refrigeration, [IR/IIF, Sydney.

HOUSKA M., LANDFELD A., STROHALM J., KYHOS K.,
NESVADBA P. (1999): Teplotni historie chlazen€¢ho kufete
v prib&hu zpracovéani a dopravy véetné analyzy nebezpeci
ristu vybranych mikroorganismi. Czech J. Food Sci., 17:
188-195.

LAWRENCE L. M., GILMOUR L. (1994). Incidence of Listeria
spp. and Listeria monocytogenes in a poultry processing
environment and in poultry products and their rapid confir-
mation by multiplex PCR. Appl. Environ. Microbiol., 60:
4600-603.

MCCLURE P. J., DE BLACKBURN C., COLE M. B., CURTISS
P. S. et al. (1994) Modelling of growth, survival and death
of micro-organisms in foods: The UK Food Micromodel
approach. Int. J. Food Microbiol., 23: 265-275.

SHINEMAN T. L., HARRISON M. A. (1994): Growth of Liste-
ria monocytogenes on different muscle tissue. J. Food Pro-
tect., §7: 1057-1062.

Doslo 30. 3. 2000
Prijato k publikovani 8. 9. 2000

Kontaktni adresa:

Ing. ALES LANDFELD, Vyzkumny ustav potravinafsky Praha, Radiova 7, 102 31 Praha 10-Hostivat, Ceska republika, tel.:

+4202 72 7023 21, fax: + 420 2 72 70 19 83, e-mail: a.landfeld@vupp.cz

186



