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Ekologia bakterii rodzaju Listeria spp. i Listeria monocytogenes
Znaczenie obecnosci w produkcji mleczarskiej

Frangois Bourdichon, Denise Lindsay, Aurélie Dubois, Kieran Jordan

ABSTRAKT

Listeria monocytogenes jest w najwyzszym stopniu bakterig wszechstronnie wigzacg sie z
pojawianiem sie epidemii chordb przenoszonych drogg pokarmowg (zatru¢ pokarmowych) i jest
zwigzana z szerokim zakresem réznorodnych produktéw spozywczych. Ostatnie zatrucia miesem
delikatesowym w Potudniowej Afryce, mrozonkami warzywnymi w Europie i lodami w USA wigzg
zanieczyszczenia gotowego produktu ze srodowiskiem przetwdrstwa zywnosci. Historycznie, w
przemysle mleczarskim, S$rodki zwalczania omawianej bakterii poprzez obrébke cieplna
(pasteryzacje) majg zasadniczy wptyw na wystepowanie listeriozy, ale zanieczyszczanie tg bakterig
zdarza sie w dalszym ciggu. Wcigz istnieje potrzeba wiekszego zrozumienia nisz ekologicznych
wystepujacych w obrebie zaktaddw mleczarskich, aby zminimalizowaé¢ prawdopodobienstwo
wystgpienia przypadkow wtdrnego zanieczyszczenia po okresleniu i stosowaniu krytycznych
punktow kontroli. Niniejszy przeglad ma na celu zestawienie rdinych istotnych dziatan
podejmowanych w procesie produkcji zywnosci, ktore muszg by¢ realizowane, aby zmniejszy¢ do
minimum  prawdopodobienstwo wyprodukowania niebezpiecznego dla zdrowia gotowego
produktu mleczarskiego w odniesieniu do L. monocytogenes.

Stowa kluczowe: Listeria monocytogenes, listerioza, przetworstwo mleka, bezpieczerstwo
Zywnosci, monitorowanie srodowiska przetwérstwa, srodki zwalczania
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PRZEDMOWA

Listerioza jest chorobg przenoszong przez zywno$¢, spowodowang obecnoscig drobnoustroju
chorobotwadrczego Listeria monocytogenes. L. monocytogenes jest obecnie uwazana za jeden z
gtéwnych organizmdéw chorobotwdrczych przenoszonych drogg pokarmowa, nie z powodu wysokiego
stopnia obecnosci w produktach spozywczych, ale z powodu wysokiego wskaznika
zachorowalnosci/$miertelnosci choroby, listeriozy, ktérg omawiana bakteria moze spowodowac.

Oczekuje sie od producentéw zywnosci wprowadzania dobrych praktyk produkcyjnych, procedur
funkcjonowania praktyk higienicznych i programdéw analizy zagrozenia i okreslania krytycznych
punktow kontroli w celu zminimalizowania zanieczyszczenia srodowiska przez L. monocytogenes i
zmniejszenia do minimum prawdopodobienstwa wystgpienia zanieczyszczenia krzyzowego w
zaktadach przetwodrczych i w sSrodowisku handlu detalicznego.

Bezpieczenstwo gotowego do spozycia produktu mleczarskiego nie moze polega¢ wytgcznie na
badaniu gotowego produktu. Przeciwnie, musi polegaé¢ na wprowadzeniu przemyslanych systemow
zarzadzania ryzykiem, ktére obejmujg potaczenie niezbednych wymaganych programéw i programow
kontroli procesu oraz monitorowania srodowiska procesu (ang. environment monitoring programmes
— PEM) w celu monitorowania zanieczyszczenia srodowiska produkcyjnego (wtgczajgc tu organizmy
chorobotwarcze i bakterie, bedgce wskaznikiem stanu sanitarnego takie jak Enterobacteriaceae i/lub
bakterie z grupy coli).

Niniejszy przeglad ma na celu przedstawienie réznych istotnych dziatah stosowanych w procesie
produkcji zywnosci, ktére muszg by¢ przeprowadzane, aby zminimalizowa¢ prawdopodobienstwo
produkcji niebezpiecznych, gotowych do spozycia produktéw mleczarskich, wynikajgcych z obecnosci
L. monocytogenes.

Praca nad niniejszym Biuletynem byta prowadzona przez szefa Grupy Zadaniowej Frangois Bourdichon
(Francja) z udziatem Kieran Jordan (Irlandia) i Denise Lindsay (Nowa Zelandia) pod egidg Statego
Komitetu IDF ds. Higieny Mikrobiologicznej (SCMH).

Caroline Edmond

Dyrektor Generalny

Miedzynarodowa Federacja Mleczarska
Pazdziernik 2019
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1
WSTEP

Listerioza jest chorobg przenoszong przez zywno$é¢, spowodowang obecnoscig fakultatywnego
organizmu chorobotwdrczego Listeria monocytogenes. Bakterie po raz pierwszy opisat E.G.D. Murray
w 1926 roku, w przypadku zoonozy u krélikéw laboratoryjnych; poczatkowo uwazano, ze zakazenie to
dotyczy tylko zwierzat, az do 1929 roku, kiedy to pojawita sie informacja o pierwszym przypadku
listeriozy u cztowieka. Okoto 60 lat pdzniej, L. monocytogenes uznano za organizm chorobotwédrczy
przenoszony przez zywnos$¢ w przypadku wystgpienia epidemii zwigzanej ze spozyciem surowki
coleslaw (1981 r) (Schlech et al., 1983). Po wybuchu tej epidemii i dalszych nastepnych, L.
monocytogenes jest obecnie uwazana za jeden z gtdwnych drobnoustrojow chorobotwdrczych
przenoszonych drogg pokarmowag; nie z powodu wysokiego stopnia wystepowania w produktach
spozywczych, ale z powodu wysokiego wskaznika zachorowalnosci/ $miertelnosci choroby — listeriozy,
ktorg moze ona spowodowac (de Noorshout i wsp., 2014). Po ocenie ryzyka, dokonanej przez
potgczone spotkanie ekspertéw FAO i WHO ds. Oceny Ryzyka Mikrobiologicznego (JEMRA) dotyczace
L. monocytogenes (JEMRA, 2014), Komitet Kodeksu ds Higieny Spozywczej (ang. Codex Committee on
Food Hygiene) opublikowat wytyczne dotyczgce kryteridw mikrobiologicznych dla gotowych do
spozycia (,ready-to-eat”) produktéw spozywczych w zaleznosci od potencjalnego wzrostu L.
monocytogenes (Codex Alimentarius, 2007). Panistwa cztonkowskie Kodeksu uaktualnity wedtug tych
wytycznych swoje przepisy krajowe (FSANZ, 2014; Toddi wsp., 2011). Wytyczne opublikowane przez
Ministerstwo Zdrowia Kanady (Health Canada, 2011) sg takze dostosowane do zaproponowanego
uzasadnienia podczas gdy USDA-FDA opublikowaty inne podejscie — ,zero tolerancji” dla L.
monocytogenes w gotowych do spozycia produktach spozywczych (FDA, 2008), aczkolwiek we
wczesniejszej swojej ocenie ryzyka rozwazano klasyfikacje w zaleznosci od potencjatu wzrostu bakterii
(FDA, 2003). Po ostatnim wybuchu epidemii przenoszonej drogg pokarmowag przy niskim poziomie
zanieczyszczenia w produkcie gotowym, stanowisko FDA poparto polityke ,zero tolerancji” (Archer,
2018).

Listerioza jest obecnie uwazana za chorobe prawie wytacznie przenoszong drogg pokarmowsa.
Oczekuje sie, ze producenci zywnosci bedy stosowaé ,dobre praktyki produkcyjne, procedury
funkcjonowania praktyk higienicznych i programy analizy zagrozenia i krytycznych punktédw kontroli w
celu zminimalizowania zanieczyszczenia Srodowiska przez L. monocytogenes i zmniejszenia do
minimum prawdopodobienstwa wystgpienia zanieczyszczenia krzyzowego w zaktadach przetwérczych
i w $rodowisku handlu detalicznego” (EFSA, 2018; ILSI, 2005; JEMRA, 2004). Temat niniejszego
przegladu skupia swojg uwage na przemysle mleczarskim.

Poniewaz rodzaj Listeria spp. jest wszechobecny, bezpieczeistwo gotowego do spozycia produktu
mleczarskiego nie moze polega¢ wytacznie na badaniu gotowego produktu. Przeciwnie, musi polegac
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na wprowadzaniu przemyslanych systeméw zarzadzania ryzykiem, ktére obejmujg potaczenie
niezbednie wymaganych programéw i programow kontroli procesu oraz monitorowania srodowiska
procesu (ang. environment monitoring programmes — PEM) w celu monitorowania zanieczyszczenia
Srodowiska produkcyjnego (wtaczajac tu organizmy chorobotwdrcze i bakterie bedace wskaznikiem
stanu sanitarnego takie jak Enterobacteriaceae i/lub bakterie z grupy coli). Listeria monocua, uwazana
za genetycznego przodka rodzaju, jest lepszym ,ekologicznym konkurentem” niz L. monocytogenes
(Liui wsp., 2009). Poszukiwania rodzaju Listeria spp. w szczegdlnosci w Srodowisku przetwdrstwa
mleczarskiego, omoéwione pdzniej, mogg w lepszy sposdb potwierdzi¢ sukces posiadania w zaktadzie
stref o r6znym poziomie higieny oraz okreslenia punktéw krytycznych identyfikowanych przez plan
analizy ryzyka i kontroli punktéw krytycznych (HACCP) w celu zminimalizowania mozliwosci
zanieczyszczenia przez L. monocytogenes, wobec tego dajgc przedsiebiorstwom sektora mleczarskiego
lepsze zapewnienie bezpieczenstwa produktéw.
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WZROST BAKTERII CHOROBOTWORCZE)J
LISTERIA MONOCYTOGENES W
tANCUCHU PRZETWORSTWA MLEKA

L. monocytogenes jest dobrze znana z powodu swej obecnosci w surowym mleku (Lovetti i wsp., 1987;
Paul i wsp., 2015) oraz w produktach mleczarskich z mleka surowego, co spowodowato wybuch
choroby przenoszonej drogg pokarmowsg (Beckersiiwsp., 1987; Verraes i wsp., 2015). Poza tym, rodzaj
Listeria spp., obejmujacy gatunek L. monocytogenes jest rodzajem dobrze znanych bakterii
wystepujgcych trwale w srodowisku produkcji zywnosci, w tym w $rodowisku dziatu pasteryzacji,
stosowanej w produkcji produktdw mleczarskich (Carpentier i Cerf, 2011). Dane dotyczace cytowania
licznych przyktadéw pasteryzowanych produktéw mleczarskich w ciggu ostatnich 5 lat (patrz Tabela 1
dotyczaca przyktadéw produktéw w oparciu o dostepne dane on-line) pokazujg, ze Listeria jest ciggle
trwajgcym problemem dla producentéw produktéw mleczarskich. Poza tym, w latach 1985 — 2019,
stwierdzono 40 potwierdzonych wazniejszych wybuchdéw listeriozy w zwigzku ze spozywaniem
produktow mleczarskich, ktére zanotowano w literaturze lub podano nowe odniesienia literaturowe
(Tab.2). W wiekszosci wspomnianych przypadkéw (18/22 — 80%) tam gdzie zidentyfikowano zrodto
choroby, znaleziono L. monocytogenes w niszowych miejscach (obszar mato znany, niewykorzystany
— przyp. ttum.) Srodowiska przetwérstwa mleka, a zanieczyszczenie gotowego produktu miato miejsce
w wyniku zanieczyszczenia krzyzowego po etapie obrobki cieplnej (pasteryzacja).

Z licznych gatunkéw rodzaju Listeria, trzy najbardziej powszechne gatunki zwigzane ze srodowiskiem
produkcji produktéw mleczarskich to L. innocua, L. monocytogenes i L. seeligeri (Barancelli i wsp.,
2014; Mclintyre i wsp., 2015; Riickerl i wsp., 2014). Wyizolowane takze inne gatunki to L. ivanovii, L.
welshimeri oraz okazjonalnie, L. grayi (Alvarez-Orddfiez i wsp., 2015; Barancelli i wsp., 2014; Silva i
wsp., 2003). Obecnosé L. innocua w Srodowisku przetwérstwa jest dobrym wskaznikiem wskazujgcym,
ze rezim sanitarny stosowany w danym zakfadzie nie jest wystarczajgcy, aby zmniejszy¢é obecnosé
Listeria spp. w tym miejscu i wobec tego, istnieje prawdopodobienistwo zanieczyszczenia L.
monocytogenes (Ryser i Marth, 2007). Jest to wiarygodne, gdyz stwierdzono, ze L. innocua i L.
monocytogenes zachowujg sie w podobny sposéb w produktach mleczarskich (Petran i Swanson,
1993; Ryser i Martin, 2007) jak i w srodowisku produkcyjnym produktéw mileczarskich (Lui i wsp.,
2009). Takze, przyjmuje sie powszechnie, ze obecnos$¢ L. monocytogenes w zaktadach produkujgcych
produkty mleczarskie jest wieksza w obszarach wilgotnych w poréwnaniu do miejsc, ktére pozostaja
suche (Redfern i Verran, 2017; Rickerl i wsp., 2014). W niektérych przypadkach , woda stosowana w
przetwdrstwie sama moze by¢ siedliskiem L. monocytogenes. W 2002 roku, na przyktad, woda
stosowana w procesie przetwdrczym, ktdra zostata zanieczyszczona przez ptaki przenoszace L.
monocytogenes, wywotata wybuch choroby, spowodowany spozyciem sera w Kanadzie (Tab.2).
(Mclntyre i wsp., 2015). Dodatkowo, L. monocytogenes — tam gdzie jest obecna — ma tendencje do
powszechniejszego wystepowania na powierzchniach nie majacych kontaktu z zywnoscig (ang. non-
FCS non-food contact surface) w poréwnaniu do powierzchni stykajgcych sie z zywnoscig (ang. FCS)

N



_ EKOLOGIA BAKTERII LISTERIA SPP. | LISTERIA MONOCYTOGENES

(Barancelli i wsp., 2014; Muhterem-Uyar i wsp., 2015). Jednakze moze to by¢ statystyczny btad
monitorowania Srodowiska procesu w danym miejscu, wynikajgcy z faktu, ze monitorowanie skupia
sie na potencjalnych niszach, gdzie Listeria spp. przezywa przez dtugi czas w Srodowisku
produkcyjnym. Niektére przyktady z przesztosci pokazujg gdzie Listeria przetrwata w zaktadach
przetworczych mleka i obejmuja, ale nie ograniczajg sie do: zbiornikdw do przechowywania, pasow
transmisyjnych, nalewarek do mleka i solanki (Pritchard i wsp., 1995); urzadzen do mycia kratek i
skrzynek, posadzek, miejsc mycia racic i mat do racic (Klausner i Donnelly, 1991; Kabuki i wsp., 2004).
Nowsze badania wykazujg, ze nisze bedgace siedliskiem omawianej bakterii obejmujg posadzki, kratki
Sciekowe w posadzkach, wozki transportowe, palety i stoty (Rickerl i wsp., 2014); solanki do solenia
sera, baseny solankowe, oraz powigzane urzadzenia do solenia (Alessandria i wsp., 2010; Barancelli i
wsp., 2014); kotty serowarskie, chusty serowarskie oraz noze do ciecia skrzepu i chtodziarki do
przechowywania produktéw (Kousta i wsp., 2010). (Wedtug niektérych doniesien, w kratkach
Sciekowych powinny by¢ zamontowane podwadjne syfony — przyp. ttum.). Powierzchnie nie majgce
kontaktu z zywnoscig (non-FCS) dziatajg jak rezerwuary dla zanieczyszczenia powierzchni FCS, a
nastepnie, zanieczyszczenia gotowego produktu, jak to wyraznie pokazano podczas ostatniego
wybuchu epidemii L. monocytogenes w lodach Blue Bell w Sta nach Zjednoczonych (Tab.2) (CDC,
2015a).

Podejscia regulacyjne stosowane dla okreslenia obecnosci L. monocytogenes w produktach
spozywczych koncentrujg sie gtdwnie na badaniu gotowych produktdw, z klasyfikacjg produktéw na
trzy gtdwne kategorie (zdolnos$¢ do sprzyjania wzrostowi, nie wykazujgce wzrostu i produkty dla
niemowlat/z przeznaczeniem medycznym. Rozne kryteria mikrobiologiczne uwzgledniajg kategorie
danego produktu spozywczego.

Podejscia regulacyjne odnoszace sie do obecnosci L. monocytogenes w gotowych do spozycia
produktach sg rdéine w poszczegdlnych krajach. Wytyczne Kodeksu Zywnosciowego (Codex
Alimentarius) proponujg, aby dla produktéw gotowych do spozycia (ang. RTE, ready-to-use), w ktérych
nie wystepuje wzrost bakterii, zostata ustalona granica odrzucenia produktu na poziomie obecnosci
100 jednostek tworzacych kolonie (jtk) (ang. CFU, colony-forming units) w gramie produktu w jednej
lub wiecej z 5 prébek o masie 25 g. W gotowych do spozycia produktach, w ktérych mdégtby wystgpic
wzrost bakterii, wymagane jest 5 probek produktu o masie 25 g kazda. Jesli zdolnos$¢ do wzrostu nie
zostanie okreslona, zdolno$¢ ta zostaje zatozona i stosuje sie kryterium nieobecnosci (Codex
Alimentarius, 2007).

Australia (FSANZ) i Nowa Zelandia (MPI) przestrzegajg tych kryteridw ustalonych przez Codex (Anon,
2014). W krajach Unii Europejskiej, Rozporzgdzenie Komisji Europejskiej (EC) 2073/2005 ustanawia
limity, ktore zasadniczo sg zgodne z wytycznymi Codex Alimentarius, z dodatkowym wprowadzeniem
kryterium (nieobecnos¢ w 10 prébkach produktu o masie 25 g) dla odzywek dla niemowlat i gotowych
do spozycia produktow ze specjalnym przeznaczeniem medycznym. W Kanadzie, w 2011 r dokonano
uaktualnienia ,Polityki w zakresie L. monocytogenes w produktach gotowych do spozycia”; jest ono
zgodne z podejsciem europejskim (Ministerstwo Zdrowia Kanady, Health Canada, 2011).

W Stanach Zjednoczonych, Departament Rolnictwa USA (USDA) podtrzymuje polityke ,,zera tolerancji”
dla obecnosci L. monocytogenes w gotowych do spozycia (RTE) produktach” (Archer, 2018; FDA,
2008). Dalsze szczegdéty dotyczace przepisbw w zakresie L. monocytogenes mozna znalezé w
specjalnym wydaniu czasopisma ,Food Control” (Todd, 2011) aczkolwiek w miedzyczasie mogty
nastgpi¢ pewne zmiany w tym zakresie.
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CHARAKTERYSTYKA WZROSTU
LISTERIA MONOCYTOGENES

L. monocytogenes toleruje surowe warunki bytu i moze wobec tego przezy¢ lub rosngé w réznych
rodzajach produktéw spozywczych. Drobnoustrdj ten moze rosngé w niskich temperaturach (0.6 do
45°C) i w szerokim zakresie pH. Moze takze rosngé w stezeniu soli do 14% i toleruje niska aktywnos¢
wody (Tab.3).

L. monocytogenes ma zdolnos¢ do wzrostu w temperaturze chtodziarki (4°C) (Lake et al., 2009).
Przezywa w warunkach zamrazania (Metzger et al., 2015) i obecnos¢ jej zostata stwierdzona w lodach,
mleku mrozonym, sorbecie i réznego rodzaju nowinkach lodziarskich (El-Kest i Marth, 1992). L.
monocytogenes ulega szybko inaktywacji w temperaturach powyzej 70°C, a w mleku warto$¢ D w
temperaturze 72°C jest szacowana na 0.9 — 2.7 s (Sutherland i Porritt, 1997).

Optymalne pH dla wzrostu omawianej bakterii wynosi 7.0 a zakres 4.4 — 9.4 (Lake et al., 2009).
Okazjonalnie, niektére szczepy wykazujg potencjat wzrostu az przy tak niskim pH jak 4.1 (Jay, 2003).
Wspomniane wartosci sg mierzone przy uzyciu HCl jako gtéwnego Zrédta ukwaszenia. W przypadku
fermentowanych produktéw mleczarskich, wydaje sie mato prawdopodobne, aby L. monocytogenes
rosta w warunkach pH ponizej 5.2 (Sutherland i Porritt, 1997) z powodu hamowania bakterii przez
kwas mlekowy. Wykazano, ze wzrost L. monocytogenes nie nastepuje w stezeniach przekraczajacych
6.35 mM niezdysocjowanego mleczanu (Aryaniiwsp., 2016; Wemmenhove i wsp., 2018). Jesli bakterie
L. monocytogenes bedy obecne w $srodowisku o tagodnej kwasowosci (pH 5.5) przez pewien okres
czasu, spowoduje to ich tolerancje na surowe warunki kwasowosci srodowiska (pH 3.5) (O’Driscoll i
wsp., 1996). Komadrki przystosowane do kwasnego Srodowiska takze przetrwajg nastepnie lepiej w
fermentowanych produktach mleczarskich, takich jak biaty serek ziarnisty (cottage cheese), jogurt i
petnottusty ser cheddar (Gahan iwsp., 1996).

L. monocytogenes rosnie optymalnie w warunkach mikroaerofilnych, ale rozwija sie takze dobrze w
warunkach beztlenowych i tlenowych (Muller-Herbst i wsp., 2014). L. monocytogenes moze rosngé¢ w
atmosferze zawierajgcej stosunkowo wysokie poziomy CO; ale zahamowanie nastepuje przy
podwyzszonej jego zawartosci (Bennik i wsp., 1995). L. monocytogenes moze rosng¢ nawet przy
stosunkowo wysokim poziomie CO; (n.p. 30%), ale przy 100% CO, nastepuje zahamowanie wzrostu.
Wzrost nie byt opdzniany przy 5 —10% CO, w powietrzu (Lake i wsp., 2009).
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Uwaza sie, ze minimalna aktywnos¢ wody (aw) pozwalajgca na wzrost L. monocytogenes wynosi ay =
0.92 711.5% NaCl i 0.93 a 40% sacharozg (Jay, 2005). L. monocytogenes posiada zdolno$¢ przezywania
w suchych produktach spozywczych (aw = 0.83) (Beuchat i wsp., 2011) a ostatnio wykazano zdolnos¢
tych bakterii do przezywania w mace (Taylor i wsp., 2018) tak wiec nie wolno niedoceni¢ potencjatu
omawianego szczepu do przezywania w produktach mleczarskich o niskim stopniu wilgotnosci.
Jednakze, wykazano, ze L. monocytogenes stopniowo ginie w bezttuszczowym mleku w proszku wraz
z czasem przechowywania (Doyle i wsp., 1985). Sorbinian potasu bedacy przyktadem powszechnie
stosowanego $rodka konserwujgcego w produktach spozywczych, inaktywuje L. monocytogenes przy
zawartosci 2000 — 3000 ppm (pH 5.0) (Lake i wsp., 2009).
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CHOROBOTWORCZOSC BAKTERII
LISTERIA MONOCYTOGENES

Wystepowanie choréb spowodowanych obecnoscig rodzaju Listeria opisano u ponad 40 gatunkow
zwierzat. Mechanizm chorobotwdrczosci tej bakterii jest utrwalony i generalnie prowadzi do
poronienia podczas cigzy, posocznicy, zapalenia opon moézgowych i mdézgu jak réwniez opisywanych
przypadkéw biegunek, zakazen skory i zapalenia wsierdzia (Farber i Peterkin, 1991). Zidentyfikowano
trzynascie serotypow dla L. monocytogenes. Wszystkie z nich mogg byé powigzane z listeriozg u ludzi;
jednakze, wiekszo$¢ zakazen u cztowieka wigze sie z serotypami 1/2a, 1/2b lub 4b. Wskaznik
hospitalizacji wynosi ponad 90%, a wskaznik zgondéw okoto 24% zakazonych oséb (de Noordhout i
wsp., 2014). Ostatnie badania wykazaty, ze larwy owada Galleria mellonella mogtyby by¢ pozytecznym
modelem zwierzecym w badaniach nad chorobotwdrczoscia L. monocytogenes (Martinez i wsp.,
2017) (Galleria melonella — polska nazwa: barciak btekitny, motylica; nocny owad z rzedu motyli.
Niszczy wosk pszczeli. Angielska nazwa Wax Moth — woskowa éma. Trawi owoce i odpady organiczne
oraz polietylen. Najlepiej styszace zwierze Swiata — przyp. ttum.)

Ze szczepem L. monocytogenes wigzg sie dwa postacie choroby: listerioza nieinwazyjna i inwazyjna.

Nieinwazyjna listerioza (okreslana jako gorgczkowe zapalenie zotgdka i jelit — listerial gastroenteritis)
jest tagodniejszg postacig choroby. Choroba wystepuje w ciggu 24 godzin po spozyciu produktu i
obejmuje biegunke, gorgczke i bdle miesni (myalgia). Ogdlnie, wybuch omawianej choroby wigze sie
ze spozyciem duzych dawek L. monocytogenes przez zdrowych skadingd osobnikéw. Ogromna
wiekszos¢ tych przypadkdéw nie wykazuje dowoddw inwazyjnej choroby poza jelitami i zazwyczaj
ustepuje samoistnie (2 dni) (Ooi i Lorber, 2005).

Inwazyjna postac listeriozy dotyczy oséb ,, wysokiego ryzyka” (ang. YOPI — co obejmuje mtodziez, osoby
starsze, kobiety w cigzy, noworodki oraz osoby doroste z uposledzong odpornoscig) (McLauchlin i
wsp., 2004). W inwazyjnej listeriozie czas inkubacji moze wynosi¢ od 2 tygodni do 3 miesiecy
(McLauchlin i wsp., 2004). Infekcja podczas cigzy moze nastgpi¢ w kazdym stadium, ale z doniesien
wynika, ze najczesciej zdarza sie w trzecim trymestrze.

Przyszta matka zazwyczaj wykazuje fagodne objawy grypopodobne, ale u nienarodzonego dziecka lub
noworodka moze rozwingc sie ostra choroba uktadowa (MclLauchlin i wsp., 2004). Powszechne sg
martwe porody, przedwczesne poronienia lub narodziny zakazonego noworodka. Ukfady
odpornosciowe ptodéw i noworodkdw sg bardzo niedojrzate i sg niezwykle podatne na tego rodzaju
zakazenia. Ogdlnie mdéwigc, omawiana choroba charakteryzuje sie nie tylko ostroscig objawéw u
wrazliwych osobnikdw, ale takze wysokim wskaznikiem smiertelnosci.
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Prawdopodobienistwo, ze obecnos¢ L. monocytogenes w produktach spozywczych spowoduje
wystgpienie choroby jest rézne i zalezy od wielu czynnikdw, w tym typu szczepu i roznic w podatnosci
(wrazliwosci) gospodarza. Podczas gdy, teoretycznie, jedna komodrka bakterii moze spowodowacd
listerioze, dawka komdrek L. monocytogenes wywotujgca chorobe u zdrowych oséb szacowana jest na
107 — 10° komdrek i 10° — 107 komérek dla 0séb o wysokim stopniu ryzyka (Farber i wsp., 1996; Dalton,
1997). Jednakze, zanotowano wiele wybuchdéw choroby przy duzo nizszych dawkach (< 1000 CFU w
niektérych przypadkach). Na przyktad, podczas wybuchu choroby spowodowanej spozyciem masta w
Finlandii, szacowano, ze wspomniana dzienna dawka wynosita 10! — 10° CFU/dziennie (Maijala i wsp.,
2001). W 2015 roku w USA, w przypadku spozycia lodéw, wykazano nawet nizszg potencjalng dawke
(najnizszy poziom zakazenia lodow szacowano na 8 CFU/g, chociaz nie mozna byto wykluczy¢ zaktécen
temperatury i wzrostu L. monocytogenes w koktajlach mlecznych sporzadzonych z tych loddw,
powodujgcych chorobe u pacjentéw szpitalnych) (Pouillot i wsp., 2016). Ponadto, badania
przeprowadzone przez Chen i wsp. (2006) takze wskazywaty, ze istniejg szerokie wahania w stopniu
zjadliwosci zwigzane z wyizolowanymi L. monocytogenes, zaleznie od serotypu i szczepu, co ma wptyw
na liczbe komérek potrzebng do wywotania choroby.

. o. |
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PRZEZYWALNOSC LISTERIA SPP. | L.
MONOCYTOGENES W PROCESIE
PRODUKCIJI MLEKA | JEGO
PRZETWORSTWA

L. monocytogenes moze wystepowac w wielu réznych srodowiskach, w tym w glebie, sciekach, wodzie,
odchodach zdrowych zwierzat i ludzi, uprawach roslinnych i kiszonkach (Welshimer i Donker-Voet,
1971). Istnieje opinia, ze rozktadajacy sie materiat roslinny i kiszonki sg gtéwng drogg zakazania
zwierzat gospodarskich. Zwierzeta gospodarskie nie sg uwazane za gtéwny rezerwuar dla L.
monocytogenes, chociaz omawiana bakteria moze spowodowac chorobe u zwierzat, a zainfekowane
stado bydfa mlecznego moze rozprzestrzeni¢ wspomniany drobnoustréj w catym srodowisku
gospodarstwa (Nightingale i wsp., 2004). Moze takze wystgpi¢ zanieczyszczenie mleka w wymieniu w
przypadkach klinicznego lub podklinicznego zapalenia wymion (mastitis) (Jensen i wsp., 1996; Hunt i
wsp., 2012). W przypadku zakazenia u cztowieka, L. monocytogenes przenosi sie bezobjawowo w
odchodach 2 — 6% populacji i znajdowano go w jamie nosowej oraz na rekach oséb zatrudnionych przy
produkcji zywnosci (EI-Shenawy, 1998), ale nie zanotowano faktu przenoszenia z cztowieka na
cztowieka jako gtéwnej drogi zakazenia (z wyjatkiem transmisji od matki do ptodu) (Lake i wsp., 2009).
Spozycie produktu jest gtdwng drogg zakazenia u ludzi (EFSA, 2018).

L. monocytogenes jest czesto obecna w produktach spozywczych pochodzenia zwierzecego (niektére
produkty mleczarskie, rézne rodzaje miesa i produktow miesnych takie jak wotowina, wieprzowina,
kietbasy fermentowane, owoce morza i produkty z ryb) i w produktach pochodzenia roslinnego
(produkty swieze takie jak rzodkiewka, kapusta, seler, melon, kantalupa, jabtka karmelowe, satata
rzymska i kietki) i moze spowodowaé chorobe endemiczng w srodowisku przetwdrstwa zywnosci
(Ghandi i Chikindas, 2007).

Omawiana bakteria moze takze by¢ obecna w gotowanych produktach spozywczych w wyniku
zanieczyszczenia po procesie produkcji albo niedostatecznej obrébki cieplnej, takich jak produkty
miesne gotowe do spozycia (Simmons i wsp., 2014). Produkty mleczarskie, ktdre najczesciej wigze sie
z obecnoscia L. monocytogenes, obejmujg mleko surowe i sery miekkie, a w szczegdlnosci miekkie sery
plesniowe, gdzie ich wzrost moze nastgpi¢ wskutek wykorzystania kwasu mlekowego przez plesn,
dajac w rezultacie wzrost pH na powierzchni. Jednakze, ostatnie wybuchy choroby pokazaty, ze L.
monocytogenes moze by¢ takze obecna i wywotywac chorobe przy spozyciu innych produktow

N
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mleczarskich takich jak lody i mleko pasteryzowane (w wyniku wtérnego zanieczyszczenia po
pasteryzacji).

Jak uprzednio wspomniano, Listeria spp. i L. monocytogenes zostaty wyizolowane w wielu réznych
miejscach w obrebie zaktadéw mleczarskich, chociaz bakterie te sg najczesciej spotykane w
srodowisku wilgotnym lub w obszarach z nagromadzong lub stojgcg wodg lub miejscach z resztkami
produktéw spozywczych, w tym odprowadzenia Sciekdw, posadzki, chtodziarki, transportery, miejsca
wokot kratek (przeglad: patrz Carpenter i Cerf, 2011). Biofilmy powstajgce w obrebie zaktaddéw
produkcyjnych, w tym w przetwdrstwie mleczarskim, mogg takze byé zrédtem L. monocytogenes dla
przetwarzanych produktéw (Valderrama i wsp., 2013).

Aby zminimalizowac¢ prawdopodobienstwo krzyzowego zanieczyszczenia bakterig L. monocytogenes
w zaktadach mleczarskich, stosuje sie monitorowanie Srodowiska przetwdrczego, jak to sugeruje
FSMA (Food Safety Modernization Act — USA; Ustawa o Modernizacji Bezpieczeristwa Zywnosci, USA),
w FSANZ (Australia i Nowa Zelandia, 2014) i Rozporzadzenie UE 2073/2005 (Unia Europejska, 2005).
Na przyktad, artykut 5 Rozporzadzenia EU 2073/2005 zastrzega: ,Przedsiebiorstwa sektora
spozywczego produkujgce zywnos¢ gotowa do spozycia, ktdra moze stanowic zagrozenie dla zdrowia
publicznego ze wzgledu na obecnos¢ Listeria monocytogenes, pobierajg prébki z obszaréw
produkcyjnych i sprzetu w celu sprawdzenia obecnosci L. monocytogenes w ramach stosowanych
przez nie schematdw pobierania probek”. Chociaz nie wspomina sie tutaj o czestotliwosci pobierania
probek ani o liczbie prébek, nalezy omdéwié z wiasciwymi kompetentnymi organami stosowne
schematy odpowiedzialnosci przedsiebiorstwa sektora spozywczego, aby zapewnié, ze realizowany
jest odpowiedni plan pobierania prébek gotowych produktéw i z obszaréw produkcyjnych.
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POTENCJAL WZROSTU LISTERIA SPP. |
L. MONOCYTOGENES W PRODUKTACH
MLECZARSKICH

Ogdlnie, do wywotania choroby potrzeba stosunkowo wysokiej liczby komaorek L. monocytogenes. Z
powodu ,wrodzonych” czynnikdw w produktach, takich jak niezdysocjowany mleczan w niektorych
serach péftwardych lub w produktach ukwaszonych takich jak jogurty, nie wszystkie produkty
mleczarskie sprzyjajg wzrostowi L. monocytogenes, tak aby bakteria osiggneta wysokg liczbe komarek
(Aryani i wsp., 2016). Dodatkowo, jest mato prawdopodobne, aby zanieczyszczenie krzyzowe
pochodzace ze srodowiska produkcyjnego spowodowato bezposrednio takg wysoka liczbe komérek.
Wobec tego, najwieksze znaczenie ma ,,zdolnos¢” produktdw mleczarskich do sprzyjania wzrostowi L.
monocytogenes. Unia Europejska i inne kompetentne organizacje opublikowaty wytyczne do
podejmowania badan obcigzeniowych (przechowalniczych) ( ang. challenge studies) w celu okreslenia
mozliwosci wzrostu L. monocytogenes w produkcie (Anon, 2014; Beaufort i wsp., 2014; Health Canada,
2011).

W celu oszacowania zdolnosci i zakresu wzrostu L. monocytogenes w danym produkcie mleczarskim
mozna zastosowa¢ modelowanie prognostyczne jako wstepng ocene przed badaniami ze sztucznym
zanieczyszczeniem produktu. Do tego celu mozna stosowaé model in silico (dostownie:‘w krzemie’ —
termin naukowy stosowany w biologii, informujacy o tym, ze badania zostaty przeprowadzone za
pomocy komputera, informacja z internetu — przyp. ttum.) takich jak ,ComBase” (Baranyi i Tamplin,
2004), ,Sym’Previus (Leporq i wsp., 2005) i ,,Program modelowania organizmu chorobotwdrczego”
(USDA, 2018). W programach tych, jesli wzrost bakterii prognozowany jest w oparciu o systemy
hodowli bakterii w pozywce, inne cechy charakterystyczne produktu nie brane sg pod uwage w
modelach, ktére mogtyby potencjalnie zahamowac wzrost L. monocytogenes, takie jak np. mikroflora
konkurencyjna (Jordan i wsp., 2018). Stosujgc ComBase, Schvartzman i wsp. (2011) prognozowali
wzrost w serze jako matrycy dla 40% przypadkow, podczas gdy w rzeczywistosci nie zaobserwowano
wzrostu.

Zdolnos¢ produktow mleczarskich do sprzyjania wzrostowi L. monocytogenes musi by¢ okreslona dla
kazdego rodzaju produktu spozywczego, w szczegdlnosci jesli réinig sie one zawartoscig wody,
wartoscig pH podczas okresu przydatnosci do spozycia, zastosowanymi kulturami startowymi i
sposobem obrdbki powierzchni produktu, poniewaz zawartos¢ réznych sktadnikéw i rézne metody
produkcji majg istotny wptyw na potencjat wzrostu L. monocytogenes. Ponadto, wszelkie zmiany w

5



_ EKOLOGIA BAKTERII LISTERIA SPP. | LISTERIA MONOCYTOGENES

sktadnikach lub w procesie produkcji danego produktu mleczarskiego czy to z powodu préby
przedtuzenia okresu przydatnosci do spozycia produktu czy to bedgce odpowiedzig na oczekiwania
nowosci przez konsumentéw produktdw, moglyby doprowadzi¢c do zmiany zdolnosci L.
monocytogenes do wzrostu lub wyginiecia. Potrzebne by byto podejmowanie badan walidacyjnych, w
tym préby obcigzeniowe gdy zachodzi taka potrzeba, dla kazdego nowo otrzymanego produktu
mleczarskiego. Ekstrapolacja czynnikéw od jednego typu produktu do drugiego albo od modeli
generycznych bez walidacji okreslonego gatunku sera nie jest wtasciwa (Schvartzman i wsp., 2010). W
przypadkach, gdzie wykazywany jest potencjat wzrostu, tj. > 0.5 log, wzrost liczby bakterii od dnia O
do dnia konca badania préby obcigzeniowej w warunkach przechowalniczych (por. Dokument EURL
dot. L. monocytogenes (ang. European Union Reference Laboratories — przyp. ttum.) (Wytyczne
Techniczne, Beaufort i wsp. 2014), poczatkowa liczba obecna i stopien wzrostu pozwoli okreslié, czy
liczba bakterii przekroczy granice 100 jtk (ang. CFU)/g (w okresie przydatnosci do spozycia). Wytyczne
EURL okreslajg metode przeprowadzania badan sztucznego zanieczyszczenia produktu w celu
okreslenia stopnia wzrostu bakterii. Badania przechowalnicze mogg okresla¢ albo potencjat wzrostu,
albo stopien wzrostu L. monocytogenes w podstawowym skfadzie danego produktu mleczarskiego
(ang. dairy matrix). Zgodnie ze wspomnianymi wytycznymi, kiedy badany jest stopien wzrostu bakterii,
kazdy szczep musi by¢ przebadany indywidualnie, pobieranie prébek musi byé przeprowadzone
conajmniej 10 razy (dla celéw modelingu) a przechowywanie zywnosci musi mie¢ miejsce w jednolitej
temperaturze (Beaufort i wsp., 2014). Zminimalizowanie wzrostu L. monocytogenes na poziomie
sprzedazy detalicznej i dalej, w tarncuchu dystrybucji mogtoby doprowadzié¢ do redukcji przypadkéw
wystepowania listeriozy o 37% (EFSA, 2018).

Y
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Jak to okreslono w dokumencie Kodeksu, CAC GL 21/1997 zmodyfikowanym w 2013 roku (Codex
Alimentarius, 2013), metody analityczne i parametry ich wykonywania sg kluczowymi sktadnikami
kryteridéw mikrobiologicznych. Tradycyjne metody oparte na posiewie sg stosowane od wczesnych lat
osiemdziesigtych XX wieku. Badanie pod katem obecnosci Listeria spp. i L. monocytogenes jest
okreslone w ostatnio opublikowanych normach ISO (ang. International Standardization Organization)
11290, Czes¢ 1 i Czesc 2 (ISO, 2017a i 2017b). Jednakze w sektorze mleczarskim, czas potrzebny do
wprowadzenia na rynek gotowych produktéw z powodu oczekiwania na wyniki zwigzane z obecnoscig
organizméw chorobotwdrczych stanowi koszt dla producentéw. Obecnie sg szeroko dostepne szybsze
metody alternatywne oparte o préby immuno-enzymatyczne lub metody biologii molekularnej, tak
dtugo jak wspomniana metoda alternatywna spetnia wymagania przepisoéw takich jak ustanowione w
Rozporzadzeniu (EU) 2073/2005: Artykut 5 — ,, Wykorzystanie alternatywnych metod analitycznych
jest dopuszczalne pod warunkiem ich zwalidowania w odniesieniu do metod referencyjnych
wymienionych w Zataczniku 1 oraz jesli metoda jest certyfikowana przez strone trzecig zgodnie z
protokotem zawartym w normie EN/ISO/16140 lub z innymi podobnymi protokotami uznanymi w skali
miedzynarodowej. Jesli dane przedsiebiorstwo sektora spozywczego zamierza stosowac inne metody
analityczne niz metody walidowane i certyfikowane zgodnie z zapisami powyzej w akapicie 3, metody
te musza by¢ zatwierdzone zgodnie z protokotami uznanymi w skali miedzynarodowej, a ich
stosowanie musi by¢ zatwierdzone przez wtasciwy organ”. Do walidacji takich alternatywnych metod
mikrobiologicznych zazwyczaj stosuje sie Norme I1SO 16140 Czes¢ 2 (I1SO, 2016). Dalszym istotnym
aspektem dla producentéw produktdw mleczarskich jest aby stosowana metoda byfta wykonana w
kompetentnym laboratorium pracujgcym zgodnie z ISO 7218:2007 (ISO, 2007) i ISO 17025:2017 (ISO,
2017c).

Dostepne sg takze inne metodologie niz metody ISO, takie jak GB 4789.30-2016 (GB, 2016), stosowane
w Chinach czy metoda USFDA BAM (BAM — Bacteriological Analytic Manual, Przewodnik Metod
Mikrobiologicznych — przyp. ttum.) do oznaczania obecnosci L. monocytogenes w produktach
spozywczych i prébkach srodowiskowych (Hitchins i wsp., 2017), stosowana w USA. Alternatywne
(opatentowane) metody nie majg programu uznanej walidacji i weryfikacji w Chinach, podczas gdy w
USA, mozliwe jest podejscie AOAC ( od 1965 r, Amerykanskie Stowarzyszenie Urzedowych Chemikéw
Analitycznych — przyp. ttum.) oparte na normie I1SO 16140 Cze$¢ 2, jednak w oparciu o USFDA BAM
jako metodzie referencyjnej a nie ISO 11290 Czesci 1i 2 (1SO 201743, i 2017b).

i
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Alternatywne zastrzezone metody oznaczania Listeria spp. i L. monocytogenes mozna znalezé w
Europie i w schemacie ISO na stronie internetowej AFNOR (http://nf-validation.afnor.org/en/food-

industry/listeria-monocytogenes/), na  stronie  MICROVAL (http://microval.org/en/issued-

certificates/) oraz w Stanach Zjednoczonych, na stronie FSIS (Food Safety and Inspection Service,
Wydziat Bezpieczeristwa Zywnosci i Kontroli Departamentu Rolnictwa USA, agencja rzadowa — przyp.
ttum.) (http://content.govdelivery.com/accounts/USFSIS/bulletins/842385). (Wazne jest zwalido-
wanie dostepnej dokumentacji walidacji, czy zakres walidacji (matryce produktéw spozywczych)

obejmuje analizowane sktadniki i technike pobierania prébek (n.p. zbiorcze [ang. pooling] czy nie).

Metody typowania bakterii s3 wymagane w $ledzeniu Zrédet i drég zanieczyszczenia Listeria spp. a
zwtaszcza bakterii L. monocytogenes. Przez wiele lat az do czasdw obecnych stosowano metode
elektroforezy pulsowej w zelu (ang. pulsed field gel electrophoresis, PFGE) ktéra dostarcza odcisk
genomu bakteryjnego jako ztoty standard identyfikacji i grupowania (okreslanie klonalnosci)
wyizolowanych bakterii. Jednakze, catkowite sekwencjonowanie genomu (WGS) wprowadzono po raz
pierwszy w USA w 2008 roku, i stato sie to instrumentem w rozwigzywaniu problemu pojawienia sie
Listerii w lodach Blue Bell. Odtad, niniejsza metoda zastgpita PFGE i stata sie preferowang metodg FDA
dla identyfikacji i $ledzenia wyizolowanych organizméw chorobotwdrczych w prébkach produktéw
spozywczych i w miejscach produkcji produktéw spozywczych. Wiele organdéw zajmujgcych sie
bezpieczenstwem zywnosci stosuje obecnie na szerokg skale omawiang technike w innych regionach
na swiecie, a szczegdlnie w krajach Unii Europejskiej (Hendriksen i wsp., 2018). Metoda WGS (ang.
Whole Genome Sequencing) jest technikg analityczng, ktéra pozwala na okreslenie catkowitej
sekwencji genomowej DNA bakterii. Dzieki doktadnosci w okreslaniu jak bakterie sg wzajemnie ze sobg
powigzane, metoda WGS usprawnia wykrywanie, nadzér i reakcje na choroby przenoszone drogg
pokarmowg i wybuchy epidemii choroby. Technologia niniejsza zapewnia ujednolicone systemy
typowania w Srodowisku, w sektorze zwierzecym, spozywczym i w Srodowisku ludzi i daje mozliwos¢
$ledzenia zanieczyszczen przenoszonych drogg pokarmowa wstecz az do Zrédet mikrobiologicznych
pomijajgc réznice geograficzne (FAO-WHO, 2016).

Metoda WGS jest dokfadniejsza niz okreslanie serotypowe i bardziej réznicujgca niz techniki PFGE,
rybotypowanie i RFLP (ang. Restriction Fragment Length Polymorphism — Polimorfizm Dtugosci
Fragmentéw Restrykcyjnych). Niniejsza metoda moze pokaza¢ z najwyiszg rozdzielczoscig i w
szczegllnie krétkim czasie relacje pomiedzy szczepami. Metoda WGS zapewnia zdolno$é¢ do:
réznicowania zrddet zanieczyszczenia, nawet w obrebie tej samej epidemii choroby; okreslenia, ktory
sktadnik zostat pierwotnie zanieczyszczony przez organizm chorobotwdrczy zwigzany z wybuchem
epidemii choroby i wobec tego, zawezenia poszukiwan zrédta zanieczyszczonego sktadnika;
oznaczania nieoczekiwanych nosnikéw zanieczyszczenia zywnosci i dostarczenia informacji dla analizy
przyczynowej pochodzenia choroby oraz okreslenia fenotypowych cech wyizolowanych bakterii takich
jak opornos¢ na srodki myjace i przyleganie do powierzchni (Kovac, 2017).

Informacje o identyfikacji catego genomu mozna wymieniac¢ i porownywac pomiedzy laboratoriami na
Swiecie, stosujgc miedzynarodowe bazy danych z otwartym dostepem, takie jak GenomeTrakr.
Mikrobiolodzy zywnos$ci i mikrobiolodzy kliniczni mogg obecnie sprecyzowaé pochodzenie
zanieczyszczenia drogg pokarmowa przez poréwnanie klinicznych wyizolowanych drobnoustrojéow. W
rezultacie, choroby przenoszone drogg pokarmowa mogg by¢ tatwo przesledzone do okreslonego
miejsca ich pochodzenia. Kompetentne organy mogg obecnie identyfikowa¢ pochodzenie niewielkich
wybuchéw epidemii przy wykorzystaniu matej liczby wyizolowanych klinicznie drobnoustrojéw lub
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identyfikowaé zdarzenia dtugotrwatego zanieczyszczenia powodujace ograniczong liczbe przypadkéow
w populacji.

Z czasem, przewiduje sie, ze metoda WGS stanie sie nowg normg identyfikacji izolatéw i zastgpi inne
stosowane w tym celu metody. Aby mdc sledzi¢ dane z przesztosci zmieniajac technike identyfikacji,
wazne jest zatrzymanie jesli nie wszystkich izolatéw, to przynajmniej szczepy danego typu kazdej
kultury. Posiadanie kolekcji szczepow jest wazne, gdyz metoda WGS staje sie coraz szerzej stosowana
i nalezy podejmowac lokalne/przemystowe/krajowe inicjatywy w celu zgromadzenia wspominanych
izolatow.

Obecnie gtéwnym wyzwaniem stosowania metody WGS sg koszty metody typowania w porédwnaniu
do innych metod typowania, brak technicznej metody WGS dotyczacej metodologii i brak
uzgodnionych, w skali miedzynarodowej, wartosci ,,odciecia”, ktére réznicujg szczepy (polimorfizmy
pojedynczych nukleotyddéw, ang. SNP, single nucleotide polymorphisms) (zjawisko zmiennosci
sekwencji DNA — przyp. ttum.) Mozliwa do przyjecia liczba SNPs moze by¢ specyficzna dla kazdego
drobnoustroju. Interpretacja wynikdw wymaga specjalistow w dziedzinie bioinformatyki podczas gdy
nie ma obecnie zaakceptowanego w skali miedzynarodowej podejscia dotyczgcego ochrony przed
naduzyciami informacji i danych uzyskanych metodg WGS, przechowywanych w bankach danych.
Problemy zwigzane z ogniskami choroby Iub incydentami dotyczacymi bezpieczeristwa
zywnosci nie mogg by¢ rozwigzywane wytgcznie na podstawie danych uzyskanych metodg WGS,
ale zawsze musi by¢ odniesienie do danych epidemiologicznych dla potwierdzenia tych wynikow.

Od ponad 30 lat stosuje sie PFGE jako ,ztotg” norme dla typowania szczepdow. Z powodu rozwoju
zdolnosci (szkolenie, urzadzenia, pomieszczenia, przetwarzanie danych...), omawiana technologia nie
moze zostac zastgpiona z dnia na dzien metodologig, ktdra nie jest jeszcze znormalizowana. Takze, w
niektdrych sytuacjach, gdzie zastosowanie metody WGS bytoby zbyt kosztowne do ustanowienia,
zastosowanie techniki PFGE bedzie kontynuowane jako cenne narzedzie przeprowadzenia analizy.

Dla zapewnienia czytelnikom wiecej informacji na temat stosowania metody WGS w przemysle
spozywczym, ostatni przeglad opracowany przez Jagadeesan i wsp. (2019) dostarcza czytelnikom opis
réznych technologii metody WGS stosowanych obecnie i wytyczne dotyczgce okreslania rézni¢ w SNP
tzn. zjawiska zmiennosci sekwencji DNA dla réznych bakterii, ktore to zwalidowano instrumentami
dziatania opartymi na SNP, niektére zalecane do stosowania zwalidowane bazy danych w
porownaniu z metodg cgMLST (ang. core-genome multi locus sequence typing; metoda
sekwencjonowania wymagajgca informacji o catym genomie — przyp. ttum.) i jej stosowania
wobec powszechnie wystepujacych organizmédw chorobotwérczych  przenoszonych drogg
pokarmowa. Wspomniane opracowanie podaje takie najbardziej odpowiednie odniesienia
literaturowe w celu zapewnienia wskazdwek do analizy drzewa filogenetycznego (drzewo
filogenetyczne — graf acykliczny przedstawiajgcy ewolucyjne zaleznosci pomiedzy sekwencjami
lub gatunkami wszystkich organizmow; rodzaj dendrogramu; informacja z Internetu (Wikipedia)
— przyp. tlum.) i wyboru najbardziej powszechnie stosowanych narzedzi bioinformatycznych i
drég prowadzacych do analizy metodg WGS.
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SRODKI ZWALCZANIA L.
MONOCYTOGENES NA PRZESTRZENI
CALEGO PROCESU PRODUKCII
PRODUKTOW MLECZARSKICH

Historycznie ujmujac, obrdébka cieplna stosowana jest do surowcow w celu zmniejszenia wyjsciowego
zanieczyszczenia mikrobiologicznego do poziomu mozliwego do przyjecia. Aktualne obrébki termiczne
oparte sg albo na wytycznych dla przemystu, kodeksach praktyk lub na przepisach ustanowionych
gtéwnie w oparciu o historie, na poziomie wymaganej redukcji populacji drobnoustrojow. W
odniesieniu do produktéow mleczarskich, ogélnie uznawana pasteryzacja mleka surowego przez 15 sek
w temperaturze 72°C spowoduje >6-log redukcje L. monocytogenes. Poza tym, wzrost L.
monocytogenes w gotowych do spozycia produktach mozna zahamowac¢ stosujac jeden lub wiecej z
nastepujacych srodkéw kontroli:

e pH nizsze lub réwne 4.4 (Rozporzgdzenie UE 2073/2005, FDA, 2018)

o Aktywnos$¢ wody mniejsza niz lub rdwna 0.92 (np. mleko w proszku produkowane przez
przemyst mleczarski) lub mniejsza niz lub réwna 0.94 w potaczeniu z pH mniejszym lub
réownym 5.0 (Rozporzgdzenie UE 2073/2005, FDA, 2018)

e Formuta produktu zawierajgca jedng lub wiecej substancji hamujacych, ktére same, lub w
potgczeniu, zmniejszajg do minimum prawdopodobiefnstwo wzrostu L. monocytogenes (np.
bioutrwalanie przy uzyciu spozywczych kultur bakteryjnych takich jak stosowane w produkgji
seréw typu twardego (Wemmenhove i wsp., 2018) i niezdysocjowany kwas mlekowy w
stezeniu powyzej 6.35 mM (Aryani i wsp., 2016)

e State utrzymywanie taficucha chtodniczego (np. chtodzenie mleka spozywczego w produkcji
mleczarskiej)

e Zminimalizowanie prawdopodobienistwa zanieczyszczenia krzyzowego (np. stosowanie sie do
zasad dobrej praktyki produkcyjnej, ang. GMP) i zanieczyszczenia wtdrnego (np. wymagania
dobrej praktyki higienicznej, ang. GHP) produktow spozywczych poddanych obrébce cieplnej
(np. oddzielenie stref w sSrodowisku produkcji mleka surowego i przetwdérstwa mleka).

Z powodu niskiej zawartosci omawianych bakterii w wiekszosci produktéw spozywczych, badanie
produktu gotowego nie jest skuteczne. Jest waznym sposobem badania tylko tam, gdzie jest mozliwe,
ze L. monocytogenes wystepuje czesto. W przypadkach gdzie L. monocytogenes nie jest czesto obecny,

o
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badanie produktu gotowego dostarcza niewiele informacji na temat zanieczyszczenia produktu,
pochodzenia tego zanieczyszczenia i mozliwosci jego zmniejszenia. Wszelkie dziatania powinny skupiaé
sie na ciggtym i Swiadomym pobieraniu probek ze srodowiska produkcyjnego, obszaréw ,,docelowych”
z dodatnim wynikiem w zakresie obecnosci tej bakterii i dodatkowych srodkéw sanitarnych np. analiza
zrédet problemu. Poniewaz zaobserwowano, ze zanieczyszczenie powierzchni nie majgcych kontaktu
z 7zywnoscig bakteriami rodzaju Listeria spp., w tym L. monocytogenes zazwyczaj poprzedza
zanieczyszczenie powierzchni majgcych kontakt z zywnoscia (GMA, 2014), wobec tego bardziej
korzystng strategig jest posiadanie w zaktadzie produkcyjnym zwalidowanego i skutecznego programu
monitorowania obecnosci w Srodowisku drobnoustrojéw chorobotwdérczych PEM (ang. Pathogen
Environmental Monitoring Program), w tym bakterii Listeria spp., gdyz wowczas zmniejsza sie
prawdopodobienstwo zanieczyszczenia krzyzowego w gotowym produkcie mleczarskim.

Poniewaz Listeria spp. sy powszechnie obecne w S$rodowisku, catkowite wyeliminowanie ze
Srodowiska produkcyjnego tego rodzaju bakterii, a L. monocytogenes w szczegdlnosci, jest celem
nierealnym. Natomiast zwalczanie L. monocytogenes w S$rodowisku produkcyjnym jest celem
osiggalnym. Uzyskanie kontroli nad wspomnianym gatunkiem bakterii wymaga znajomosci ekologii L.
monocytogenes. Poniewaz inne gatunki rodzaju Listeria spp. nie sg chorobotwércze, ich obecnosé w
Srodowisku produkcji mleczarskiej nie stanowi ryzyka dla zdrowia publicznego i jest brana pod uwage
jako dobry wskaznik potencjalnej obecnosci L. monocytogenes (Liu i wsp., 2009; Ryser i Marth, 2007).
Nie jest to wskaznik w dostownym tego stowa znaczeniu przy okazji przeprowadzania badania pod
katem obecnosci Enterobacteriaceae iflub bakterii coli dla oceny higienicznej, ale jest to raczej
wskazanie zdolnosci L. monocytogenes do przezycia w srodowisku produkcyjnym i przewidywanie
wprowadzenia tego szczepu. Badanie na obecnosc¢ Listeria spp. w programie PEM i reagowanie na
wyniki dodatnie tak jakby to byly bakterie L. monocytogenes przewiduje program bardziej starannej i
szerszej weryfikacji oraz zwalczania niz bytoby to badanie samego L. monocytogenes, szczegblnie
bioragc pod uwage spodziewane bardzo niskie wystepowanie tego organizmu chorobotwdrczego w
dobrze utrzymanym, starannie czyszczonym i dezynfekowanym srodowisku przetwérstwa mleka.

Pobieranie prébek ze srodowiska przetwdrstwa mleka na obecnos¢ L. monocytogenes opiera sie na
poszukiwaniu miejsc bedacych siedliskiem, gdzie mogloby wystgpi¢ zanieczyszczenie w
przeciwienstwie do wybierania miejsc pobierania probek tylko w celu uzyskania ujemnych wynikéw
zgodnie z przepisami. Dobrze zaprojektowany program PEM to program, ktéry w rzeczywistosci
znajduje dany patogen tak, ze mozna zastosowac¢ dane do przesledzenia wszelkich trenddéw
wzrostowych i malejgcych danego drobnoustroju w $rodowisku przetwdrstwa mleka. Molekularna
metoda typowania wyizolowanych bakterii, ktére uzyskuje sie w Scisle okreslonym programie PEM
moze by¢ kosztowna, ale naprawde dostarcza cenne informacje dotyczace charakterystyki
otrzymanych izolatéw oraz charakteru zanieczyszczenia. Na przyktad, powtdrzone wyizolowanie
szczepu o tym samym profilu molekularnym moze wskazywac na trwate zanieczyszczanie, ktére
wymagatoby innego dziatania niz w sytuacji gdyby kazdy szczep byt inny. Aby obnizy¢ koszty analizy
molekularnej, typowanie molekularne trzeba wykonywaé tylko dla prébek otrzymanych z obszaréw
wysokiego ryzyka.

Pobieranie prébek ze srodowiska przetwdrstwa powinno opierac sie na pobieraniu prébek w miejscu
produkcji produktu, w tym na poszukiwaniu miejsc bedacych siedliskiem drobnoustrojéw w poblizu
stref produktu gotowego. Program PEM dla L. monocytogenes i Listeria spp. powinien koncentrowaé
sie na mokrych strefach srodowiska np. stacja mycia, miejsca gromadzenia sie wody i odptywy sciekéw
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(jesli sa takowe) (Carpentier i Cerf, 2011, Valderrama i wsp., 2013) w poréwnaniu do PEM dla
Salmonella, ktéry to program skupia swojg uwage na obszarach suchych z Enterobacteriaceae jako
wskaznikiem stanu higieny w danym miejscu. Na przyktad, jednym z najbardziej powszechnych
obszaréw zanieczyszczenia L. monocytogenes sy kratki w posadzkach, gdyz kazde
zanieczyszczenie jest prawdopodobnie wyptukiwane przez otwory w instalacji Sciekowej, tam gdzie L.
monocytogenes moze przetrwacé w biofilmach (przeglad, patrz Carpentier i Cerf, 2011). Niekoniecznie
nalezy uwazaé otwory Sciekowe w instalacjach za jedyne miejsca osiedlania sie drobnoustrojow, ale
mogg one takze wskazywaé na obecnos¢ niszowego miejsca na otaczajgcym obszarze. Nalezy
zauwazy¢, ze monitorowanie srodowiska produkcyjnego nie jest monitorowaniem skutecznosci
procedur mycia. Pobieranie prébek z umytych powierzchni pod kagtem obecnosci L. monocytogenes
powinno by¢ przeprowadzane tylko dla oceny skutecznosci procedur mycia po wykryciu probek
dodatnich.

Aby program PEM byt skuteczny, pobieranie prébek powinno byé wykonywane przy uzyciu wacika
typu gabka lub gaza, pozwalajgcego na pobranie prébki z dostatecznie duzej powierzchni danego
obszaru zgodnie z zaleceniami ISO 18593-2018 (ISO, 2018). Odpowiednie pobranie probek pozwoli na
»,czynne” podejscie do swiadomego systemu zarzadzania bezpieczeAstwem zywnosci tam gdzie
badanie produktu gotowego jest podejsciem ,biernym”. Zanieczyszczenie gotowych produktow
mleczarskich bakterig L. monocytogenes jest duzo powazniejszym problemem, ktéry wymaga
znacznie wiekszej interwencji niz zanieczyszczenie na etapie srodowiska produkcyjnego. Przepisy
dotyczace pobierania probek z obszaru srodowiska produkcyjnego, okreslone w art.5 Rozporzadzenia
UE 2073/2005 lub oczekiwan FSMA powinny by¢ wtasciwie realizowane. Dokument Unii Europejskiej
na temat wytycznych dotyczacych pobierania préobek dostarcza zalecenia m. in. w odniesieniu do czasu
pobierania probek i miejsc pobierania préobek (EC, 2012). Miejsca do pobierania prébek, moggce daé
najwiecej informacji mogg sie rézni¢ zaleznie od urzadzen i typu wytwarzanych na nich produktow.
Informacje taka mozna uzyskac z wykonanych badan przesiewowych powierzchni majacych kontakt z
zywnoscig (FCS) i powierzchni nie majacych kontaktu z zywnoscig (non-FCS); wazne jest uzyskanie
rownowagi pomiedzy tymi réznymi rodzajami probek. Odpowiednie pobieranie probek na obecnosé
L. monocytogenes pomoze we wczesnym zidentyfikowaniu problemu i umozliwi natychmiastowe
dziatanie. Powinno sie regularnie dokonywac przegladu takiego programu w zaleznosci od uzyskanych
wynikow.

W urzadzeniach przetwodrczych o Sredniej i duzej wielkosci nalezy rozwazy¢ ustalenie krytycznych
obszarow kontroli (CCA, ang. critical control areas). CCA powinny by¢ wyraznie zaznaczone, a bariery
sanitarne powinny zmniejszy¢ do minimum prawdopodobienistwo, ze CCA ulegng zanieczyszczeniu
poprzez zanieczyszczenie krzyzowe w wyniku nieodpowiednich praktyk. W celu zmniejszenia
mozliwosci krzyzowego zanieczyszczenia bakterig L. monocytogenes, mozna wprowadzi¢ miejsca do
mycia racic zwierzat oraz zmiane ochronnego ubioru pracownikéw. Okreslenie obszaréw CCA moze
utatwic ukierunkowane pobieranie probek we wspomnianych obszarach i, wobec tego, wprowadzenie
roznych dziatan opartych na dodatnich wynikach otrzymanych z réznych obszaréw CCA. Na przyktfad,
im blizej kto$ analizuje powierzchnie kontaktu z gotowym produktem mleczarskim, tym wieksze jest
prawdopodobienstwo uzyskania dodatniego wyniku, ktéry mégtby spowodowaé zanieczyszczenie
krzyzowe produktédw mleczarskich. W urzadzeniach przetwérczych o matej wielkosci, okreslenie CCA
przy istniejgcych barierach sanitarnych mogtoby by¢ niemozliwe, ale nalezy rozwazy¢ okreslenie CCA,
przy ograniczconym dostepie nieprzeszkolonego personelu do obszaréw majgcych kontakt z
produktem mleczarskim.

- »n



EKOLOGIA BAKTERII LISTERIA SPP. | LISTERIA MONOCYTOGENES

Czestotliwos¢ pobierania prébek powinna byé oceniana na podstawie indywidualnego przypadku, dla
kazdego srodowiska przetwdrczego. Kiedy pobiera sie prébki ze sSrodowiska produkcyjnego po raz
pierwszy, nalezy pobiera¢ wiele probek w celu zidentyfikowania drég zanieczyszczenia i potencjalnych
miejsc zasiedlanych przez te bakterie. Jesli dostepna jest historia monitorowania miejsc pobierania
probek, lub stan zanieczyszczenia jest juz znany, mozna ograniczy¢ liczbe miejsc pobierania prébek.
Czestotliwosc¢ pobierania prébek nalezy dostosowac do nowych punktow ich pobierania, jesli uzyskane
zostang wyniki ujemne, ale nalezy jg zwiekszy¢, jesli zostang uzyskane wyniki dodatnie lub jezeli
nastgpig zmiany w $rodowisku produkcyjnym lub w procesie produkcji (EU, 2005). Takie zmiany w
pobieraniu prébek powinny byé podejmowane w odpowiednim przypadku, w konsultacji z ekspertami
zewnetrznymi.

Podczas prac remontowych lub budowlanych, trudno utrzyma¢ warunki higieniczne w zakfadzie
produkcyjnym. Moze by¢ trudne zalecenie stosowania ochrony sanitarnej (kalosze, ptaszcze ochronne)
przez rzemieslnikdw i robotnikdw budowlanych, lub zachowania srodkéw higieny w stosunku do
materiatdéw budowlanych czesto przechowywanych na powietrzu przed ich wykorzystaniem i
zastosowaniem. Moze zaistnie¢ konieczno$¢ wyrobu danych produktow w pomieszczeniach
produkcyjnych przylegajacych do obszaru budowy. Wazne jest, aby mie¢ swiadomosé zwiekszonego
prawdopodobienistwa zanieczyszczenia krzyzowego podczas wspomnianych prac budowlanych.
Pierwszym waznym krokiem jest zbudowanie bariery fizycznej pomiedzy obszarem produkcyjnym a
strefg budowy. Zwiekszona czestotliwos¢ pobierania prébek w celu monitorowania danego
Srodowiska produkcyjnego, w potaczeniu ze zwiekszonym poziomem swiadomosci utatwi takze
zmniejszenie mozliwosci zanieczyszczenia krzyzowego. Rejestracja uzyskanych danych jest kluczowa
dla przetwércy mleka. Tak jak rejestracja wynikédw programu monitorowania $rodowiska
produkcyjnego, rownie wazna jest rejestracja danych dotyczacych sktadnikow i surowcéw, tak aby
istniata mozliwos¢ zidentyfikowania wszelkich zachodzacych korelacji, na przyktad, zanieczyszczenie
Srodowiska produkcyjnego w odniesieniu do partii surowca lub zmiana dostawcy. Wazne jest takze
analizowanie uzyskanych danych. Przetwércy powinni analizowac trendy wystepujgce w wynikach
swych badan, albo wykonujgc wykresy graficzne, albo przedstawiajgc je w postaci tabel. W przypadku
monitorowania srodowiska produkcyjnego w szczegdlnosci, obraz graficzny pomoze producentom
zaobserwowaé trend w kierunku niezadawalajacych wynikéw, co pozwoli na jego przesledzenie oraz
podjecie stosownych dziatan naprawczych w danej sytuacji.

Utrzymanie Srodowiska produkcyjnego catkowicie wolnego od L. monocytogenes jest stosunkowo
trudne do uzyskania, poniewaz na obecnosc¢ tych bakterii wptywa wiele czynnikéw. Obejmujg one, na
przyktad, wprowadzanie do produkcji zanieczyszczonych surowcéw, pracownikdw jako nosnikéw tych
bakterii, niedostateczne mycie i nieodpowiednie programy pobierania prébek, a z drugiej strony,
odpowiednig konstrukcje urzadzer w celu zminimalizowania prawdopodobienistwa zanieczyszczenia,
umieszczanie urzadzen blisko gospodarstwa rolnego i podobne. Innym waznym czynnikiem
wystepowania L. monocytogenes jest odpowiednie zarzadzanie oraz poziom $wiadomosci
pracownikdw w zakresie zagrozenia i edukacja dotyczgca produkcji i urzadzen produkcyjnych oraz
ewentualnych problemdéw wystgpienia w nich zanieczyszczenia. Brak takiej swiadomosci moze
doprowadzi¢ do istotnych problemoéw z produktem gotowym, ktére mogg spowodowac wycofanie
produktu ze sprzedazy, pogorszenie reputacji firmy, procesy sgdowe, choroby, a nawet przypadki
$Smierci. Tak wiec, Swiadomosc¢ pracownikéw, odpowiednie pobieranie prébek i analiza sg kluczowymi
czynnikami pomysinego zwalczania L. monocytogenes. lJesli zostanie wykryta obecnosc
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drobnoustrojéw, mozna je wyeliminowac poprzez docelowe dziatania interwencyjne, zmniejszajac do
minimum prawdopodobienstwo wtdrnego zanieczyszczenia produktu gotowego (Leong i wsp., 2016).

Stosowanie dezynfekcji chemicznej w celu zwalczenia L. monocytogens, wybdr Srodkow
dezynfekcyjnych przez przedsiebiorcow branzy spozywczej jest czesto ograniczany przez przepisy. Aby
$rodki te byty skuteczne, FDA (Food and Drug Agency, Agencja ds Zywnosci i Lekéw, USA — przyp. tlum.)
zaleca stosowanie Srodkéw dezynfekcyjnych, zawierajgcych czwartorzedowe zwigzki amonowe (QACs,
ang. Quarternary Ammonium Compounds, lub QUATS); takze dlatego, ze majg one czesciowy wptyw
przeciwdrobnoustrojowy (FDA, 2008). Niniejsze zalecenie jest skorelowane z badaniami, ktoére
wykazaty, ze QAC mogg by¢ bardziej skuteczne w zwalczaniu biofilméw z L. monocytogenes niz srodki
dezynfekcyjne zawierajgce chlor (Olszewska i wsp., 2016). Niektére badania jednakze wykazaty, ze L.
monocytogenes moze rozwijac tolerancje na dziatanie QAC (Meregheretti i wsp., 2000; Olszewska i
wsp., 2016). Badania wykazaty dwu- do czterokrotny wzrost tolerancji komoérek L. monocytogenes na
QAC po ekspozycji przez kilkaset , pokolen” bakterii (Kastbjerg i Gram, 2012), a obecnos$¢ plazmidow
w niektérych szczepach moze nastepnie przyczynia¢ sie do wspomnianej tolerancji (Naditz i wsp.,
2019). W przeciwienstwie do tego, takiego wzrostu tolerancji nie stwierdzono w przypadku
podchlorynu lub kwasu nadoctowego/nadtlenku wodoru (Kastbjerg i Gram, 2012). Dlatego tez, nalezy
w zaktadach mleczarskich rozsadnie stosowaé srodki dezynfekcyjne QAC i ich rotacje w celu
zminimalizowania mozliwosci osadzania sie populacji bakterii i zwiekszy¢ ogdlng skutecznosé¢ dziatan
przeciwbakteryjnych (FDA, 2008). Srodki dezynfekcyjne mozna stosowaé przemiennie, na przykfad
kwas nadoctowy/nadtlenek wodoru, ktére okazaty sie skuteczne w inaktywacji komaorek biofilmow z
L. monocytogenes (Belessi i wsp., 2011). Na przyktad, badanie Costa i wsp. (2016) pokazato, ze sSrodek
dezynfekcyjny zawierajgcy kwas nadoctowy/nadtlenek wodoru skutecznie redukowat populacje 16
odpornych szczepdéw L. monocytogenes (w zaktadzie produkcji sera Gorgonzola) o ponad 4 log jtk (ang.
CFU, pol. jednostki tworzgce kolonie).

Tak jak w przypadku innych bakterii, planktonowe (btgkajgce sie — przyp. ttum.) komorki L.
monocytogenes sg tatwo dezaktywowane przy powszechnym stosowaniu srodkéw dezynfekcyjnych w
poréwnaniu do ich inaktywacji, kiedy przyczepia sie jako biofilmy do powierzchni ze stali nierdzewnej
(Lugue-Sastre i wsp., 2018). Kilka dziesigtek lat badan wykazato takze, ze populacje komérek L.
monocytogenes przyczepionych do réznych materiatéw reagujg w rézny sposéb na stosowane srodki
dezynfekcyjne (Tabela 4 przedstawia niektére przyktady). Wspomniane wyniki badan podkreslajg
potrzebe wyboru odpowiedniego srodka dezynfekcyjnego przy realizacji programéw dezynfekcji w
Srodowisku produkcyjnym zaktadu mleczarskiego, poniewaz zaréwno typ $rodka dezynfekcyjnego,
czas jego stosowania, jego stezenie jak i typ powierzchni, ktéra bedzie dezynfekowana, wydaja sie
mie¢ wptyw na prawdopodobny sukces w zwalczaniu L. monocytogenes (Skowron i wsp., 2018).

Jednak czasem, bez wzgledu na skutecznos¢ srodka dezynfekcyjnego, obecnosé L. monocytogenes jest
stwierdzana w miejscach produkcji. Sugeruje sie, ze odpowiednie warunki wzrostu w miejscach
nagromadzenia drobnoustrojéw tj. w elementach konstrukcji urzadzen i w pomieszczeniach, nie
zapewniajgcych warunkéw higienicznych lub niehigieniczne lub uszkodzone materiaty sprzyjajg
obecnosci Listerii; omawiany organizm chorobotwérczy staje sie trudny do wyeliminowania (Belessi i
wsp., 2011; Carpentier i Cerf, 2011). Tak wiec, fizyczna dbatos¢ o urzadzenia jest takze istotna dla
zmniejszenia prawdopodobienstwa rozwoju endemicznej (lokalnej — przyp. ttum.) populacji L.
monocytogenes w zaktadach mleczarskich.

s
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WNIOSEK

Podczas gdy moznaby sadzi¢, ze posiadamy dostateczng wiedze na temat L. monocytogenes w
zwalczaniu wspomnianego zagrozenia w tancuchu produktéw mleczarskich, ostatnie wybuchy
epidemii choroby i przypadki wycofywania produktéw z rynku powodujg postrzeganie, w
perspektywie, zdolnosci omawianego drobnoustroju do zasiedlania licznych nisz ekologicznych i
pozostawania w stanie ,,uspionym” w srodowisku produkcyjnym przez wiele lat. Badanie produktu
gotowego nie wystarcza, aby zapewnic bezpieczenstwo produkcji zywnosci. Skuteczne monitorowanie
Srodowiska przetwdrstwa poprzez pobieranie wymazdéw z powierzchni majacych kontakt z zywnoscia
i z nie majgcych kontaktu pozostaje najbardziej skutecznym proaktywnym sposobem podejscia do
zagadnienia redukcji liczby L. monocytogenes. Ostatnie osiggniecia w zakresie Sledzenia Zrddet
zanieczyszczenia, szczegdlnie przy zastosowaniu metody WGS (sekwencjonowanie catego genomu,
patrz rozdziat 7, przyp. ttum.), pomagajg ukierunkowac podejscie ,genomowe” majgce na celu lepszg
charakterystyke obecnych szczepdw, ich opornosci na srodki myjace oraz przylegania do powierzchni
majacych kontakt z produktami mleczarskimi. Srodki zwalczania mozna dostosowa¢ lepiej do danego
celu, przy odpowiedniej konstrukcji urzadzen zapewniajgcych warunki higieniczne i skuteczne
racjonalne uzasadnienie dla stosowania chemicznych srodkéw myjacych. W oparciu o rownanie (wzor)
ICMSF dla bezpiecznej zywnosci (Ho — 2 R + 2 | £ FSO), dobre praktyki doju zmniejszajg powszechne
wystepowanie L. monocytogenes w zaktadzie przetwoérstwa mleka (Ho): pasteryzacja zmniejsza
zanieczyszczenie (jesli jest) przetwarzanego mleka zawierajgcego L. monocytogenes (X R); ,wrodzony”
charakter produktu i monitorowanie srodowiska produkcyjnego (PEM) zapewnia niepojawianie sie
przypadkéw pdzniejszego (wtdrnego) zanieczyszczenia szczepem L. monocytogenes (2 | = 2 Wzrost +
X Zanieczyszczenie), w ten sposéb spetniajac cel bezpieczerstwa zywnosci (ang. Food Safety Objective,
FSO) w tym dla bezpiecznych produktéow mleczarskich.
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Tabela 1. Przyktady wycofania z handlu produktéw mleczarskich z powodu obecnosci Listeria monocytogenes

w ciggu ostatnich 5 lat

Produkt
mleczarski

Masto

Ser

Data wycofania

Marzec 2016

Lipiec 2017
Lipiec 2017
Styczen 2018
Czerwiec 2019

Styczen 2015

Worzesien 2015

Worzesien 2015

Pazdziernik 2015

Listopad 2015
Grudzien 2015

Kwiecien 2016

Kwiecien 2016
Pazdziernik 2016
Luty 2017

Luty 2017

Maj 2017

Pazdziernik 2017
Styczen 2018

Styczen 2018

Kwiecien 2018
Listopad 2018
Listopad 2018
Styczen 2019
Luty 2019

Kwiecien 2019

Czerwiec 2019

Lipiec 2019

Typ lub marka

Masto smakowe Tesco

Perron and Beurre de Luc
St Laurent
Masto Plaquette
Masto spotdzielni Bandon
Ser miekki Queseria
Bendita i ukwaszona
$mietana
Produkt do smarowania
oparty na serze Picnic
Gourmet
Ser z zaktadow
mleczarskich Karoun
Dip serowy ze Swiezym
serem letnim
Ser cheddar Inverloch
Ser rozdrobniony Bothwell
Ser Ricotta z mleka
petnego Kopobbi
Miekki ser irlandzki
Brewers Gold
Ser Kuster
Ser Fromi
Zwigzek Producentéw
Mleka w Michigan
(Saputo), ser Deutche Kase
Haus
Ser $wiezy Queso (Global
Garlic Inc.)
Ser Little Milk Co.

Ser $mietankowy z rybg
Ser $mietankowy Panera
Bread
Ser z zaktadu
produkujgcego ser brie,
Exploateur, dojrzewajacy
ser miekki
Ser Green Cedar Ackawi
Ser Sprout Creek Margie
Ser Yorkshire — Brie
Barncliffe
JOD - Produkty spozywcze
— Irlandzki ser cheddar z
chilli
Zaktad produkujacy ser
Brie (Société Fromagere)
Ser tarty Srednio
zabarwiony firmy Lactalis
McLelland Galloway
Damse Mokke Koe (biaty
ser plesniowy — przyp.
ttum.)

Zwiazane z chorobg
przenoszong droga
pokarmowa/wybuch
choroby

Zjedn. Krolestwo Nie
W. Brytanii
Kanada Nie
Kanada Nie
Belgia Nie
Irlandia Nie
USA Tak
USA Nie
USA i Kanada Tak
Kanada Nie
Kanada Nie
Kanada Nie
USA Nie
W. Brytania Nie
USA Nie
USA Nie
USA Nie
USA (pochodzacy z .
. . Nie
Nikaragui)
Irlandia Nie
USA Nie
USA Nie
USA (ser z Francji) Nie
USA Nie
USA Nie
Zj. KrolestV\./.o W. Nie
Brytanii
Irlandia Nie
Franqa_(l inne Tak
kraje)
W. .
Brytania/Szkocja Nie
Belgia/UE Nie
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Pasteryzowana
$mietana Sierpien 2015 Sm':@n';y::rzltlo_wa W. Brytania Nie
dotyczy wielu firm
Deser mleczarski Crerwiec 2019 Firtna Ca“dbury Zj. Zj. Krél. W. Brytanii Nie
Krdl. (Mdaller, UK)

Lody Styczen 2015 Lody Ful Tilt USA Nie
Styczen 2015 Lody Pinks USA Nie
Marzec 2015 Lody Blue Bell USA Tak
Kwiecien 2015 Lody Jen’s Splendid USA Nie

Czerwiec 2016 Lody Agave USA Nie
Wrzesien — pazdziernik | Lody Blue Bell drugie Nie
2016 wycofanie produktu
Pazdziernik 2016 Lody Nestle USA Nie
Pazdziernik 2016 Lody Publix USA Nie
Pazdziernik 2016 Lody Blue Bunny USA Nie
Pazdziernik 2016 L L elEE R USA nie
Shoppe
Niskottuszczowe lody
Listopad 2016 z kruszonym ciastem USA Nie
od Weight Watchers
Listopad 2016 Lody Ashbey Sterling USA Nie
Listopad 2016 Lody Cedar Crest USA Nie
Listopad 2016 LT USA Nie
Creamery
Listopad 2016 Lody Agave USA Nie
Lody z zaktadu z Los
Listopad 2016 Angeles (L.A. USA Nie
Creamery)
Listopad 2016 Lody Mc Connell USA Nie
Grudzien 2016 Lody firmy Foxy USA Nie
Grudzier 2016 Lody firmy Snow USA Nie
Monkey
L Lody z wanilig firmy .
Kwiecien 2017 Wholesome Foods USA Nie
Styczer 2018 Lody firmy Fieldbrook USA Nie
Foods
Wrzesien 2018 Loy i (1LY USA Nie
Craft Creamery
Pazdziernik 2018 LA USA Tak
Cow Homemade
Mleko smakowe
Mieko spozywcze Czerwiec 2016 czekoladowe firmy Kanada Tak
Neilson
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Tab. 3. Tabelaryczne zestawienie parametréw wzrostu L. monocytogenes

Warunki wzrostu

Temperatura Zakres: 0.6 —45°C

Optimum: 37°C
pH Zakres: 4.4-9.4

(minimum 5.2 w produkcie fermentowanym)
Atmosfera Fakultatywny beztlenowiec

Aktywnos¢ wody

Toksycznos¢ lub zakazanie

Zakazanie

Minimum aw = 0.92

Dynamika inaktywacji /przezywalnosci

Temperatura inaktywacji

pH

Aktywnos$¢ wody

Hamowanie

Przezywa aw <0.83

Inaktywacja sorbinianem potasu (2000 — 3000 ppm)

Inaktywacja (warto$¢ D) w temp. 72°C/0.9 — 2.7 sek w mleku
Przezywa w warunkach chtodniczych (-18 do -20°C)

Wykazano tolerancje na ostry stres kwasu (pH 3.5) wywotang poddaniem
na dziatanie tagodnej kwasowosci (pH 5.5) przez pewien okres czasu

Tab. 4. Przyktady inaktywacji (redukcja log) biofilméw z L. monocytogenes (48 — 72 h) przy stosowaniu
powszechnie stosowanych srodkéw dezynfekcyjnych na réznych typach powierzchni (kompilacja na podstawie

Korany i wsp., 2018; Krysinski i wsp., 1992; Ronner i Wong, 1993; Skowron i wsp., 2018).

Testowany srodek
dezynfekcyjny

Chlor (podchloryn
sodu)

Kwas nadoctowy (z
nadtlenkiem
wodoru lub bez)

Srodki kwasowo-
anionowe

QAC
(czwartorzedowe
zwigzki amoniowe)

Redukcja log

(powierzchnia stal
nierdzewna)

(1-5 min, 0.5%)
1.97 -3.55
(2 min, 100 ppm
4.5
(20 min.)

1.3
(1-5min., 0.5%
6.63
(10 min.)
(>4)

(2 min. 200 ppm)
4-5
(20 min.)
(>4)

(1 min, 200 ppm)
4
(1 -5 min, 0.5%)
4.06-5.01
(>4)

Redukcja log
(powierzchnia guma)

(1 -5 min, 0.5%)
1.79-2.21

(1 =5 min, 0.5%)
5.10-5.70

(2 min, 200 ppm)
<1

(1 =5 min, 0.5%)
1.72-3.14

Redukcja log
(powierzchnia
poliester/poliuretan

(10 min.)
<1

(10 min.)
1.4

(10 min.)
<1

(20 min.
1.4)

Redukcja log
(powierzchnia
polistyren)

(1 min, 200 ppm)
2.57

(1 min, 200 ppm)
3.85

(1 min, 400 ppm)
2.20
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