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Uwaga: Niniejsze thumaczenie na jezyk polski zostalo sfinansowane ze Srodkow
FUNDUSZU PROMOCJI MLEKA

Oznaczanie liczby clostridiow powodujacych powstawanie kwasu
maslowego (wady sera - “psucie”) — rozwazania metodologiczne

Niniejszy dokument zostal opracowany przez Grup¢ Zadaniowa H 26 Stalego Komitetu ds.
Harmonizacji Metod Mikrobiologicznych (SCHMM) - Rozwazania metod liczenia
przetrwalnikow clostridii powodujacych powstawanie kwasu mastowego ( wady sera “psucie
sera “

Pomyst: Stworzenie podstaw

Odbiorca: Odpowiedni eksperci

Pozne wzdecia sera sg istotnym problem, szczego6lnie w produkcji seréw twardych lub pot-
twardych. Powstawanie wady sera, nawet dyskwalifikacja produktu przyczyniaja si¢ do
marnotrawstwa zywnosci w tancuchu spozywczym, obnizanie wydajnosci i powodowanie
licznych problemow 1 straty ekonomiczne w produkeji serow twardych. Koszty ponoszonych
szkod zwigzane z clostridiami psujgcymi jako$¢ seréw zostaty uznane jako istotne przez
wiele Komitetow Narodowych IDF w polaczonej ankiecie przegladowej na temat nowego



zaproponowanego zadania majgcego na celu opublikowanie Biuletynu IDF dotyczacego
dostepnych metod okreslania liczby przetrwalnikow clostridii produkujacych kwas mastowy.

Wprowadzenie

Najpowazniejsza wada “psucia” serow twardych i pot-twardych, tak zwane pdzne wzdecia
sera, jest spowodowana przez niepozadang aktywno$¢ clostridiow produkujagcych kwas
mastowy podczas dojrzewania sera. Wspomniane beztlenowe bakterie tworzace
przetrwalniki, a najbardziej gatunek Clostridium tyrobutyricum, produkuja nadmierne ilo$ci
gazow 1 kwasow organicznych, ktore powoduja wzdecia, niepozadane oczkowanie, szczeliny
i peknigcia jak réwniez wyrazne niepozadane posmaki posmaki w serze (1).

Wystepowanie poznego wzdecia jest do pewnego stopnia spowodowane parametrami
technologicznymi takimi jak stezenie soli, pH i1 warunki dojrzewania sera. Jednakze,
najwazniejszy wpltyw na jako$¢ serow twardych i pot-twardych ma jakos¢ surowego mleka.
Przetrwalniki clostridii pochodza glownie z paszy przedostajacej si¢ do surowego mleka ze
srodowiska obory podczas doju i nie sa one wrazliwe na obrobke cieplng podczas pasteryzacji
mleka z powodu ich cieptoopornego charakteru. Dlatego tez, w przypadku seréw twardych i
pot-twardych, sprawa najwyzszego znaczenia jest znajomo$¢ poziomu zanieczyszczenia
mleka przetrwalnikami do produkcji sera. Wobec tego, w wielu krajach wykrywanie i
okreslanie liczby przetrwalnikow clostridii w mleku sa rutynowa oceng jakosci surowego
mleka. Jednakze, z powodu braku migdzynarodowych znormalizowanych metod oznaczania i
okreslania liczby powyzszych drobnoustrojow, stosuje si¢ obecnie w praktyce nadmierng
liczbe roznych metod oznaczania przetrwalnikow. Niniejszy dokument ilustruje
charakterystyczne cechy najwazniejszych z tych metod.procdur.

Inne stosowane techniki okreslania liczby przetrwalnikow i metody molekularne

Jedng z technik okres$lania liczby przetrwalnikow w oparciu o liczbe tworzonych kolonii jest
filtracja membranowa, glownie stosowana w Szwajcarii (7). Przetrwalniki Clostridium
tyrobutyricum sa okreslane ilo§ciowo po filtracji ciSnieniowej spasteryzowanej probki mleka
surowego na mebranie filtracyjnej oraz inkubacji tej membrany w warunkach beztlenowych
przez 3 dni w temperaturze 37°C we wzbogaconej pozywce dla clostridii z dodatkiem
cykloseryny i fuksyny kwasowej (8-11). Jednakze omawiana metoda filtracyjna nie moze by¢
,,Zautomatyzowana” i nie nadaje si¢ do zastosowania wobec mleka bawolic, owiec lub koz,
ani do analizy probek, ktore zostaty zamrozone (8).

Metody molekularne, takie jak ilo$ciowa reakcja polimerazy (PCR) lub poélilosciowa
izotermiczna metoda amplikacji DNA (LAMP) umozliwiaja wiasciwe wykrycie tych bakterii.
W metodach tych dolna granica wykrywalnosci wynosi okoto 2000 przetrwalnikéw w litrze
mleka. Z powodu potrzeby wykrywania ponizej 100 przetrwalnikow w litrze lub nawet mniej,
metody molekularne nie sg odpowiednie do monitorowania jakosci surowego mleka o niskiej
zawartos$ci przetrwalnikow.

Platnosci za jakos$¢ mleka



Metody MPN (Most Probable Number) opisane w Tabeli 1 stosowane sg w roznych krajach
cztonkowskich IDF jako dodatkowy parametr w celu oceny mleka majacego wptyw na
zaptate za jego jakos§¢. Poniewaz wyniki sg uzaleznione od stosowanej metody (1, 7, 8) jest
wazne, aby wyniki dotyczace oznaczania liczby przetrwalnikow jak rowniez stosowane limity
ptatnosci za jako$¢ mleka byly brane pod uwage w odniesieniu do metody stosowanej w
badaniach.

Tabela 1
Nazwa Bryant and | Norma Mleczan RCM | Metoda AMP-
metody Burkey Holenderska (VDLUFA 6000 (6)
(CNERNA), (3) | (NEN 6877), (4) | M7.183.1) (5)
Skrot BB NEN RL AMP
Pozywka Pozywka Bryant | Pozywka mleko- | Wzbogacony Chromogeniczna
i Burkey (z | glukoza- zmodyfikowany | pozywka
resazuryng) mleczan agar dla | Ampmedia 666
clostridii
Stosowany Szklane Szklane Szklane Ptytki z
sprzet probéwki proboéwki probéwki mikromianem,
mikroproboéwki
Pasteryzacja 75°C, 10 min 80°C, 10 minut, | 75°C, 10 min 80°C, 20 min
potem 44-47°C,
15 min
Warunki Korek Korek Korek Pojemnik do
beztlenowe parafinowy parafinowy parafinowy lub | hodowli
agarowy beztlenowej
Inkubacja 37°C £1°C, 7|37°C =£1°C,96 | 37°C £1°C,3do 5 | 37°C +1°C,
dni h+4h dni 48h+4h
Ocena Produkcja gazu | Produkcja gazu | Produkcja gazu | Wzrost clostridiiii
prowadzi do | prowadzi do | prowadzi do | wywoluje zmiang
uniesienia korka | uniesienia korka | uniesienia korka | barwy pozywki z
parafinowego parafinowego parafinowego lub | czerwonegj na
rozerwania agaru | zotta
Mozliwos¢ Przygotowanie | Przygotowanie | Przygotowanie Przygotowanie
automatyzacji | probkii posiew | probki i posiew | prob i i posiew probki, posiew i
ocena wyniku
Kraje Francja, Holandia, Niemcy Austria, Wtochy,
posiadajace Szwajcaria Niemcy Szwajcaria
laboratoria
akredytowane
dla danej
metody
Uwagi dostepna *tania pozywka | dostgpna *dostepna
pozywka *pH musi by¢ pozywka pozywka gotowa
granulowana lub | regulowane granulowana lub | do uzycia
w proszku *inkubacja z W proszku *nie wymagana




*Nie wymagana | naktadka *pH musi by¢ regulacja pH
regulacja pH parafiny regulowane *$cisle
*inkubacja z *zmienna liczba | *inkubacja z beztlenowy
korkiem powtorzen i korkiem posiew w
parafinowym, objetosci parafinowym aparatach
mala liczba badanych *niska liczba beztlenowych
powtdrzen protokotem powtdrzen *iloSciowe
zgodnie z rutynowym badanych okres$lanie
rutynowym *krotka trwato$¢ | zgodnie z przetrwalnikow
postgpowaniem | (24h) pozywki, | rutynowym clostridii w
*(duze roztworu mleko- | postepowaniem | szerokim zakresie
przedziaty glukoza- *konieczny obecnosci
ufno$ci mimo mleczan szybki posiew, | *wysoka liczba
duzej objetosci | * specyficzno$¢ | aby unikngé powtdrzen
probek i dla Clostridium | zestalenia zgodnie z
pozywek) spp 58% (7) pozywki rutynowym
*specyficzno$¢ *specyficznos¢ postepowaniem
dla Clostridium dla Clostridium | pozywka do
spp wynosi 37% spp.wynosi 39% | jednorazowego
(7 (7) stosowania.
Wysoka
specyficznos¢ dla
clostridii
spp.wynosi 95%
(6)

Zasada Najbardziej Prawdopodobnej Liczby (NPL) wykrywania 1 okreslania liczby
przetrwalnikow clostridii w mleku.

Tylko kilka lub nawet pojedyhcze przetrwalniki clostridii obecne w mleku surowym moga
spowodowa¢ powazne wady sera twardego.Aby uzyska¢ tak niski proég wykrywalnos$ci i
limity ilosciowego okreslania liczby przetrwalnikoOw,najbardziej odpowiednia jest metoda
Okreslania Najbardziej Prawdopodobnej Liczby (NPL) (ISO 7218:2014) (1, 2). Ogolnie
biorgc, uktad w NPL moze by¢ przystosowany do wymagan okreslonych przepisow i dla
celow praktycznych. Jednym z najwazniejszych parametréw w metodzie NPL jest liczba
probowek wzigtych do oznaczania lub ilos¢ mleka pobranego do pomiaru, gdyz niepewno$¢
pomiaru maleje wraz ze zwigkszong liczba probowek do analizy.
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Skrot BB NEN RL AMP
Pozywka Pozywka Bryant | Pozywka mleko- | Wzbogacony Chromogeniczna
i Burkey (z | glukoza- zmodyfikowany | pozywka
resazuryna) mleczan agar dla | Ampmedia 666
clostridii
Stosowany Szklane Szklane Szklane Ptytki z
sprzet probowki probowki probowki mikromianem,
mikroprobowki
Pasteryzacja 75°C, 10 min 80°C, 10 minut, | 75°C, 10 min 80°C, 20 min
potem 44-47°C,
15 min
Warunki Korek Korek Korek Pojemnik do
beztlenowe parafinowy parafinowy parafinowy lub | hodowli
agarowy beztlenowej
Inkubacja 37°C +1°C, 7 |37°C £1°C,96 | 37°C +1°C,3do 5 | 37°C +1°C,
dni h+4h dni 48h+4h
Ocena Produkcja gazu | Produkcja gazu | Produkcja gazu | Wzrost clostridiiii
prowadzi do | prowadzi do | prowadzi do | wywoluje zmiang
uniesienia korka | uniesienia korka | uniesienia korka | barwy pozywki z
parafinowego parafinowego parafinowego lub | czerwonegj na
rozerwania agaru | zotta
Mozliwos¢ Przygotowanie | Przygotowanie | Przygotowanie Przygotowanie
automatyzacji | probkii posiew | probkiiposiew | prob i i posiew probki, posiew i
ocena wyniku
Kraje Francja, Holandia, Niemcy Austria, Wtochy,
posiadajace Szwajcaria Niemcy Szwajcaria
laboratoria
akredytowane
dla danej
metody
Uwagi dostgpna *tania pozywka | dostgpna *dostepna
pozywka *pH musi by¢ pozywka pozywka gotowa
granulowana lub | regulowane granulowana lub | do uzycia
W proszku *inkubacja z W proszku *nie wymagana
*Nie wymagana | naktadka *pH musi by¢ regulacja pH
regulacja pH parafiny regulowane *$cisle
*inkubacja z *zmienna liczba | *inkubacja z beztlenowy
korkiem powtorzen i korkiem posiew w
parafinowym, objetosci parafinowym aparatach
mata liczba badanych *niska liczba beztlenowych
powtorzen protokotem powtorzen *ilosciowe
zgodnie z rutynowym badanych okreslanie
rutynowym *krotka trwato$¢ | zgodnie z przetrwalnikow
postgpowaniem | (24h) pozywki, | rutynowym clostridii w
*(duze roztworu mleko- | postepowaniem | szerokim zakresie
przedzialy glukoza- *konieczny obecnosci
ufno$ci mimo mleczan szybki posiew, | *wysoka liczba
duzej objetosci | * specyficzno$¢ | aby unikngé powtdrzen
probek i dla Clostridium | zestalenia zgodnie z




pozywek)
*specyficznos¢
dla Clostridium
spp wynosi 37%

(7)

spp 58% (7)

pozywki
*specyficznos¢
dla Clostridium
spp.wynosi 39%
(7)

rutynowym
postepowaniem
pozywka do
jednorazowego
stosowania.
Wysoka
specyficznos¢ dla
clostridii
spp.wynosi 95%
(6)
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