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Summary

Survival of Listeria monocytogenes in fermented milk
products

Samples of fermented milk products on the Polish
market called ,,natural yogurt” and ,,natural kefir”
as well as raw milk were artificiagly contaminated
with L. monocytogenes (inoculum 10°cells/ml). Yogurt
and kefir were stored at 6°C for 35 days and at 20°C
for 14 days. Samples of raw milk were incubated at
20°C for 7 days. In each sample the pH-value, aerobic
plate count and number of listeria were determined.
It was found that the number of L. monocytogenes
decreased in all tested products during storage. From
the regression analysis T-4D values (time required
for reduction of listeria by 4 log units) were calculated.
T-4D values amounted to: for kefir and yogurt stored
at 6°C — 43.4 and 25.4 days respectively; for kefir
and yogurt stored at 20°C - 9.5 and 4.8 days, for raw
milk stored for natural fermentation at 20°C — 38.2
days. The obtained results were compared to theo-
retical results obtained from the Pathogen Modeling
Program 4.0. This program makes it possible to
predict the behavior of L. monocytogenes in culture
media. It was found that microflora of fermented
milk products increases the dying rate of L. mono-
cytogenes during storage at 20°C. Lactic acid bacteria
used for yogurt production seem to exert a particu-
larly strong antagonistic effect on L. monocytogenes.

Wystepowanie Listeria monocytogenes w Surow-
cach 1 produktach spozywczych, a zwlaszcza w mle-
ku i przetworach mlecznych, stwierdza sie stosun-
kowo czesto (6, 10, 14). Dotyczy to szczegdlnie
mleka surowego oraz seréw produkowanych z mleka
nie poddawanego obrébce cieplnej. Pomimo tego,
ze L. monocytogenes jest bakterig o niskiej ciepto-
opornosci i jej przezycie w mleku poddanym prze-
mystowej pasteryzacji lub obrdébce cieplnej w wa-
runkach domowych jest mato prawdopodobne (17),
stwierdzano réwniez jej obecno$é¢ w przetworach
wyprodukowanych z mleka pasteryzowanego. Fakt
ten zwigzany jest z zanieczyszczeniami wtérnymi,
do ktérych moze dochodzié juz po obrébce termicz-
nej mleka, np. podczas nieaseptycznego napetniania
opakowan napojami mlecznymi fermentowanymi lub
przy nieprzestrzeganiu higieny podczas produkcji
twarogbw 1 serow. Przeprowadzone dotychczas ba-
dania nad zachowaniem si¢ L. monocytogenes w
fermentowanych przetworach mlecznych nie pozwa-

laja na jednoznaczna oceng sytuacji (1-5, 7-9, 13,
16, 18). Wyniki uzyskane przez poszczegdlnych
autoré6w wykazuja znaczne réznice w zaleznosci od
rodzaju badanego produktu, jego kwasowosci, liczby
wprowadzanych komérek bakteryjnych, temperatu-
ry przechowywania i innych czynnikéw.

Celem pracy byto:

a) okreSlenie przezywalnoSci L. monocytogenes
w najbardziej popularnych w Polsce fermentowa-
nych przetworach mlecznych — kefirze naturalnym
1 jogurcie naturalnym przechowywanych (zgodnie
z zaleceniami producenta) w temperaturze 6°C,

b) ustalenie czy mozliwe jest namnazanie sie
L. monocytogenes w kefirze i jogurcie naturalnym
przechowywanych w warunkach obciazenia tem-
peraturowego (20°C) oraz w mleku surowym po-
zostawionym do naturalnego zakwaszenia w tem-
peraturze pokojowej (20°C).

Material i metody

Prébki kefiru i jogurtu naturalnego (firmy Danone) w
opakowaniach jednostkowych pobierano natychmiast po
zakoriczeniu produkcji. Poszczegélne prébki skazano mie-
szaning hodowli bulionowych trzech szczepéw L. mono-
cytogenes, w iloSci zapewniajacej koncentracje bakterii

na poziomie 10 komérek na 1 ml produktu. Szczepy
uzyte do badafi zostaly wyizolowane z mleka surowego
w Zakladzie Higieny Produktéw Pochodzenia Zwierzecego
Panistwowego Instytutu Weterynarii w Putawach. W do-
$wiadczeniach uzywano 24 godzinnych hodowli L. mono-
cytogenes w bulionie BHI (Oxoid), inkubowanych w temp.
37°C.

Probki mleka surowego, pobierane w gospodarstwie
SGGW, rozlewano do sterylnych kolb po 200 ml, a na-
stepnie skazano L. monocytogenes identycznie jak prébki
kefiru i jogurtu.

Probki kefiru i jogurtu naturalnego poddawano bada-
niom bezposrednio po skazeniu L. monocytogenes oraz
po 3,7, 14, 28 i 35 dniach przechowywania w temp. 6°C
oraz po 2, 3,4,7, 101 14 dniach przechowywania w temp.
20°C. Prébki mleka surowego badano po 0, 1, 2, 3 7
dniach przechowywania w temperaturze 20°C.

W kazdym z wymienionych okreséw badan w poszcze-
g6Inych prébkach oznaczano warto§é pH, ogdlng liczbe
bakterii tlenowych oraz liczbe komérek L. monocytoge-
nes.

Warto$¢ pH oznaczano za pomoca pehametru Jenway
3030. Ogdlna liczbe drobnoustrojéw tlenowych okreslano
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zgodnie z Polskimi Normami (11, 12). Liczbe komarek
L. monocytogenes oznaczano zgodnie z Instrukcja Pari-
stwowego Instytutu Weterynarii w Putawach (15), wyko-
nujgc szeregi dziesigciokrotnych rozcieficzen i posiewy
na selektywnym podlozu agarowym Oxford (Oxoid).
Wszystkie posiewy inkubowano w temp. 30°C przez 72
godziny.

Dos$wiadczenie wykonano w czterech powtdrzeniach.
Uzyskane wyniki poddano transformacji logarytmicznej
i opracowaniu statystycznemu z zastosowaniem wielo-
czynnikowej analizy wariancji oraz regresji prostolinio-
wej, wykorzystujac program statystyczno-graficzny ,,Stat-
graphics”. Za pomocy programu komputerowego Pathogen
Modeling Program 4.0 (uzyskanego z USDA ARS NAA
Eastern Regional Research Center, Philadelphia, USA)
ustalano przewidywane teoretycznie zachowanie sig
L. monocytogenes w poréwnywalnych warunkach, tzn.
przy podobnym poziomie inoculum, temperaturze, aktyw-
nosci wody, stezeniu soli i atmosferze przechowywania
prébek. Omawiany program opracowano na podstawie
wynikéw uzyskanych na podlozach bakteriologicznych.
W przypadku L. monocytogenes bylo to podtoze BHI, w
ktérym inkubowano jedynie listerie, bez obecnoSci in-
nych mikroorganizméw. Wyniki badari wtasnych poréw-
nano z wynikami przewidywanymi teoretycznie.

Wyniki i omdéwienie

Wyniki przedstawione na ryc. 1 i 2 wskazuja, ze
zarébwno w kefirze naturalnym, jak i w jogurcie
naturalnym, podczas przechowywania w temp. 6°C,
liczba zywych komérek L. monocytogenes zmniej-
szata sic w miare wydluzania okresu przechowy-
wania. W prébkach jogurtu tempo wymierania li-
sterii bylo wyraznie szybsze niz w probkach kefiru.
Wyliczona na podstawie analizy regresji wartosc
T-4D (czas, po uplywie ktdrego liczba listerii obniza
si¢ o 4 jednostki logarytmiczne) wynosi 43,4 dnia
dla kefiru i 25,4 dnia dla jogurtu (tab. 1). Wartosci
te sg zblizone do wartosci T-4D przewidywanych
na podstawie programu komputerowego Pathogen
Modeling Program 4.0 (tab. 1). WartoSci pH oraz
wyniki dotyczace ogélnej liczby bakterii tlenowych
ulegaly jedynie nieznacznym zmianom podczas
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Ryc. 1. Zmiany ogdlnej liczby bakterii tlenowych, liczby listerii i pH
podczas przechowywania kefiru w temp. 6°C
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Ryc. 2. Zmiany ogdlnej liczby bakterii tlenowych, liczby listerii i pH
podczas przechowywania jogurtu w temp. 6°C

przechowywania probek kefiru i jogurtu w temp.
6°C (ryc. 11 2).

Na podstawie wynikéw badan przedstawionych
na ryc. 3 i 4 mozna stwierdzi¢, ze podczas prze-
chowywania kefiru i jogurtu w temp. 20°C dochodzi
do stosunkowo szybkiego wymierania L. monocy-
togenes. W prébkach kefiru nie stwierdzano obec-
nosci listerii po 14 dniach, natomiast w probkach
jogurtu podobny efekt obserwowano juz po 7 dniach

Tab. 1. Wartoéci T-4D (czas, po uplywie ktérego dochodzi do redukcji liczby bakterii o 4 jednostki logarytmiczne)
dla L. monocytogenes okreslone na podstawie badan wiasnych oraz przewidywane na podstawie programu komputerowego
Pathogen Modeling Program 4.0

Wartosci T-4D (dni)
Produkt piiﬁﬂ:?:‘::ﬁia obliczone na podstawie przewidywane ng podstawie programu komputerowego
badani whasnych Srednia przedzial ufnosci (95%)
Kefir 6°C 43,4 414 21,2-80,7
Jogurt 6°C 25,4 34,3 18,1-65,0
Kefir 20°C 9.5 36,5 18,8-70,8
Jogurt 20°C 4,8 38,7 19,7-76,1
Mleko surowe pH (6,6) 20°C 38,2 >92,0
Mileko surowe pH (5,1) 20°C 38,2 72,2 26,0-200,7
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Ryc. 3. Zmiany ogolnej liczby bakterii tlenowych, liczby listerii i pH
podczas przechowywania kefiru w temp. 20°C
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Ryc. 4. Zmiany ogélnej liczby bakterii tlenowych, liczby listerii i pH
podczas przechowywania jogurtu w temp. 20°C
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Ryc. 5. Zmiany ogélnej liczby bakterii tlenowych, liczby listerii i pH
podczas przechowywania mleka surowego w temp. 20°C

przechowywania. Redukcja liczby listerii w obu ba-
danych produktach byta znacznie szybsza od prze-
widywanej na podstawie programu komputerowego
(tab. 1). W obu badanych produktach ogélna liczba
bakterii tlenowych ulegata nieznacznemu obnizaniu
si¢ w okresie przechowywania prébek, a warto$ci
pH pozostawaly na zblizonym poziomie.

W mleku surowym przechowywanym w temp.
20°C (ryc. 5) ogdlna liczba bakterii tlenowych gwal-
townie wzrosta po 1 dniu obserwacji, osiagajac po-

ziom 10° komérek na ml, czego efektem byt wyrazny
spadek pH oraz Sciecie sic mleka. W okresie 7-dnio-
wych obserwacji liczba L. monocytogenes ulegata
stosunkowo nieznacznej redukcji. Warto$é T-4D ob-
liczona dla mleka surowego przechowywanego w
temp. 20°C wynosita az 38,2 dnia (tab. 1).

Ogdlnie biorac uzyskane wyniki sa zgodne z da-
nymi piSmiennictwa. W wielu pracach obserwowano
redukcje liczby listerii w fermentowanych napojach
mlecznych oraz zwigzek migdzy szybkosScia obu-
mierania L. monocytogenes, a wartoscia pH bada-
nego produktu i temperatura jego przechowywania
(4, 5, 13, 16, 18).

Wyniki niniejszej pracy wskazuja, ze tempo wy-
mierania L. monocytogenes w fermentowanych na-
pojach mlecznych jest w ogromnej mierze uzalez-
nione od charakteru mikroflory danego produktu.
Jest to szczeg6lnie wyraznie widoczne przy poréw-
naniu wartoSci T-4D dla poszczegdlnych wariantéw
doswiadczenia (tab. 1).

Listerie inkubowane w temp. 20°C w pozywce
bakteriologicznej bez obecnosci innych drobnous-
trojow (wyniki przewidywane na podstawie progra-
mu komputerowego) ulegaja redukcji o 4 rzedy wiel-
kosci dopiero po 36,5 lub 38,7 dniach, natomiast
w badanych prébkach kefiru i jogurtu analogiczna
redukcje stwierdzono juz po 9,5 oraz 4,8 dniach
przechowywania. Wystepowania tak wyrazniej r6z-
nicy w przezywalnosci L. monocytogenes w podtozu
bakteriologicznym oraz kefirze i jogurcie nie mozna
wytlumaczyé wptywem pH, ktérego wartosci we
wszystkich rodzajach prébek byty zblizone. Wydaje
si¢ zatem, ze mikroflora wystepujaca w fermento-
wanych przetworach mlecznych wyraznie przyspie-
sza tempo wymierania listerii, przy czym bakterie
kwasu mlekowego wykorzystywane do produkcji
jogurtu naturalnego wykazuja szczegdlnie silne dzia-
tanie antagonistyczne w stosunku do L. monocytogenes.

Poniewaz w praktyce poszczegdlne partie mleka
surowego wykazuja ogromne zréznicowanie pod
wzgledem liczebnosci i charakteru mikroflory, jej
oddziatywanie na listeric moze by¢ réznorodne i
trudno je dokfadnie przewidzieé. Uzyskane wyniki
dotyczace mleka surowego $wiadcza jednak o tym,
ze dosy¢ powszechny w polskich gospodarstwach
domowych zwyczaj pozostawiania w temperaturze
pokojowej mleka nie poddanego obrébce termicznej
do naturalnego zakwaszenia jest niebezpieczny z
higienicznego punktu widzenia. Listerie moga czesto
wystepowaé w surowym mleku (14) i chociaz w
przeprowadzonych badaniach nie stwierdzono ich
namnazania sig, to jednak obserwowano, ze z tatwoscia
przezywaja one proces naturalnego kwaszenia sie
mleka i1 dlugo zachowuja zywotno$é podczas prze-



Medycyna Wet. 53 (10) 1997

595

chowywania zakwaszonego mleka w temperaturze
pokojowej (ryc. 5, tab. 1).
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szczeciriskim (2), tarnobrzeskim (1).

stupskim (1), suwalskim (1),

1) Wscieklizna pséw i kotéw — wystgpita w 5 wojewddztwach (w nawiasach podano
liczby chorych zwierzat) a mianowicie: krakowskim (1), elblaskim (1), kieleckim (1),
tomzyriskim (1), przemyskim (2). Wscieklizne stwierdzono u 2 pséw i 5 kotow.

2) Wscieklizna zwierzat gospodarskich — wystapita w 4 wojewodztwach: elblgskim (2),
olsztyriskim (4), suwalskim (2), toruriskim (1).

3) Wscieklizna zwierzat dzikich — wystapita w 19 wojewodztwach: warszawskim (2),
krakowskim (8), biatostockim (4), ciechanowskim (5), czestochowskim (2), elblgskim (2),
kaliskim (1), kieleckim (7), tomzyriskim (2), olsztyriskim (9), ostroteckim (9), piotr-
kowskim (2), poznariskim (11), radomskim (1), siedleckim (5), suwalskim (13), tar-
nobrzeskim (5), tarnowskim (2), toruriskim (4).

4) Swierzb koni — stwierdzono w wojewédztwie fomzyriskim (1).
5) Otret koni i bydta — wystapit w wojewodztwie bialskopodlaskim (1) i radomskim (2).

6) Myksomatoza — w 5 wojewodztwach: kieleckim (1), olsztyriskim (1), poznariskim (2),

7) Pomor krélikéw — wystapit w 10 wojewddztwach w: bydgoskim (1), gorzowskim (6),
kieleckim (1), olsztyiskim (1), pilskim (1), radomskim (1), szczeciriskim (1), tarno-
brzeskim (1), zamojskim (1), zielonogérskim (1).

8) Zgnilec ztosliwy pszczét — wystapitw : biatostockim (1), gdariskim (5), katowickim (1),
kro$nieriskim (1), lubelskim (1), nowosadeckim (1), olsztyriskim (5) ptockim (1),
wroctawskim (1).

9) Zgnilec tagodny pszczét — stwierdzono w wojewodztwie suwalskim.
10) Cholera drobiu — wystgpita w 2 wojewddztwach: kieleckim (1) i radomskim (1).
11) Posocznica karpi — wystapita w wojewddztwie bydgoskim (1) i opolskim (1).




