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MODELLING OF BACILLUS CEREUS DISTRIBUTION IN
PASTEURIZED MILK AT THE TIME OF CONSUMPTION

Pavel Aéai, Cubomir Valik, Denisa Liptiakovd, Jana Minarovic¢ova

ABSTRACT

Modelling of Bacillus cereus distribution, using data from pasteurized milk produced in Slovakia, at the time of
consumption was performed in this study. The Modular Process Risk Model (MPRM) methodology was applied to over all
the consecutive steps in the food chain. The main factors involved in the risk of being exposed to unacceptable levels of B.
cereus (model output) were the initial density of B. cereus after milk pasteurization, storage temperatures and times (model
input). Monte Carlo simulations were used for probability calculation of B. cereus density. By applying the sensitivity
analysis influence of the input factors and their threshold values on the final count of B. cereus were determined. The results
of the general case exposure assessment indicated that almost 14 % of Tetra Top cartons can contain > 10* cfu/ml of B.

cereus at the temperature distribution taken into account and time of pasteurized milk consumption.
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Mikrobiologické hodnotenie rizika, ako neoddelitena
sucast’ analyzy rizika, sa zacalo vyraznejSie presadzovat
pri  posudzovani bezpe€nosti potravin a ochrany
spotrebitela od polovice devitdesiatych rokov minulého
storo¢ia. Klu€ovymi zlozkami hodnotenia rizika su:
(1) identifikacia nebezpefenstva, (2) hodnotenie expozicie,
(3) charakterizacie nebezpecenstva (hodnotenie davka-
odozva), (4) charakterizacia rizika ILSI Europe, (2012).

Zatial' ¢o kvalitativne hodnotenie rizika sa zaobera
opisnym spracovanim informacii na odhad stupna
(velkosti) rizika a vplyvu faktorov na riziko, kvantitativne
hodnotenie rizika pracuje s ¢iselnymi udajmi Fazil (2005).
Vhodné techniky kvantitativneho hodnotenia rizika su vo
vSeobecnosti zaloZzené na simuldcidch Monte Carlo.
Vysledkom st distriblicie pravdepodobnosti ziadaného
vystupu, ktoré poskytuji  informacie nielen o
najpravdepodobnejsich hodnotach vystupnej premennej
(stredna hodnota, median), ale tiez o jej extrémnych
hodnotach, vyplyvajice z kombinacii z rozdelenia
pravdepodobnosti vstupnych parametrov Lindqvist et al.,
(2002). Hlavnym cielom modelovania mikrobiologickych
aspektov  bezpecnosti potravin je odhad moznej
pritomnosti alebo rastu a rozmnoZovania sa neziaduceho
mikroorganizmu v potravinach pomocou prediktivnych
primarnych a sekundarnych modelov. Tie si nasledne
pouzité na zistenie rozdelenia poctu mikroorganizmov
v jedle v case jeho konzumdcie, aby bolo potom mozné,
prostrednictvom modelov davky a odozvy, zistit
pravdepodobnost’ rizika néakazy/ochorenia konzumenta.
Najvseobecnejsi pristup si vyzaduje aplikdciu modelov
reprezentujucich rozliéné spdsoby a scenare, ktoré mozu
nastat, ked’ potravinarsky produkt putuje od
vyrobcu/farmara k spotrebitelovi. Ked’ze pocet takychto
moznych spdsobov a scendrov je takmer nekonecny,
komplikované modely je potrebné zjednodusit do tej

miery, aby eSte primerane reprezentovali realitu
Vose (2008).
B. cereus patri k najdolezitejsim spoérotvornym

mikroorganizmom, ak sa berie do ivahy postudenie kvality
a bezpecnosti pasterizovaného mlieka. Je schopny prezit’ aj
pasterizaény proces a pri vyssich po&toch (>10° KT/ml) je
schopny produkovat enterotoxiny, ktoré mozu sposobit
otravu, ktorej priznaky zahrnuji nevolnost, hnacky,
zvracanie Granum et al. (1995). Optimalna teplota pre
rast B. cereus je od 28 °C do 35 °C, minimalna teplota je 4
°C a maximdalna teplota 55 °C. Interval hodndét pH
vhodnych pre rast mikroorganizmu je od 4,9 do 9,3, a je
schopny tolerovat’ koncentraciu soli az 7,5% Lampel et al.
(2012). Vo vseobecnosti, uz mlieko obsahujuce viac ako
10* KTJ B. cereus/ml sa nepovaZzuje za bezpe&né pre
spotrebitela. Ako podklady pre hodnotenie expozicie B.
cereus pri konzumacii pasterizovaného mlieka sa pouzili
udaje o teplotach a casoch jeho skladovania, podmienkach
dopravy z dostupnych literarnych zdrojov Notermans et
al. (1997), FDA (1999), Pokrievka (2001), Nauta et al.
(2003), Valik et al. (2003).

MATERIAL A METODY

Cesta pasterizovaného mlieka od
konzumentovi

Na kvantitativne hodnotenie expozicie B. cereus v
pasterizovanom mlieku v ¢ase konzuméacie sa aplikoval
Moduléarny procesny model rizika (MPMR) Nauta (2005),
Nauta et al. (2003), Lindqvist et al. (2002), Mataragas
et al. (2010), ktory pozostiva zo Styroch postupnych
krokov cesty mlieka od vyrobcu az po konzumenta:
1. transport mlieka od vyrobcu k predajcovi (maloobchod),
2. skladovanie u predajcu, 3. transport mlieka
spotrebitel'om z obchodu domov, 4. skladovanie mlieka v
domécnosti.

vyrobcu ku
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Distribucia tepldt a ¢asov skladovania/dopravy mlieka

Datum spotreby pasterizovaného mlieka v jednolitrovych
obaloch Tetra Top bol deklarovany do siedmich dni
od vyroby. Predpoklada sa, ze pasterizované mlieko sa
dostane pri doprave od vyrobcu do obchodu do jedného
dna pri teplote 5 °C za prisne kontrolovanych podmienok.
Na ziskanie distribcie ¢asov skladovania v obchode sa
pouzilo uniformné rozdelenic Nauta et al. (2003)
a hustota rozdelenia teplot skladovania sa vypocitala
na zaklade udajov FDA (1999). Pretoze podmienky
dopravy mlieka spotrebitelom z obchodu domov nie st vo
vSeobecnosti zname, pouzili sme analogicky pristup
na ziskanie distribucii teplot a casov ako v ¢lanku Nauta
et al. (2003). Hustoty rozdeleni ¢asov v chladnickach
domacnosti boli prevzaté od Notermans et al. (1997)
a teplot Pokrievka (2001).

Matematicky model

Cielom matematického modelovania bolo hodnotenie
expozicie mikroorganizmov B. cereus (log KTJ/ml)
v pasterizovanom mlieku v ¢ase jeho spotreby na zaklade
simulacii Monte Carlo.

Na vypocet distribucie mikroorganizmov bol pouzity
primarny prediktivnhy model pre rast B. cereus
v pasterizovanom mlieku Zwietering et al. (1996),
Notermans et al. (1998), Nauta (2000) v nasledujucom
tvare:

log(N) = log(Ny) + kt @)

kde N je koncentracia mikroorganizmov (KTJ/ml) v Case t,
No je zaciatocna koncentracia mikroorganizmov (KTJ/ml),
k je rastova rychlost’ (log KTJ/h), t je ¢as skladovania (h).
Najskor sa na odhad rastovej rychlosti a dizky lag fazy, A,
z experimentalnych rastovych ¢iar Valik et al. (2003),
pouzila Baranyiho a Robertsova rovnica (1994).
V druhom kroku sa prostrednictvom sekundarnych
modelov ziskala zavislost dizky lag fazy od teploty z
modifikovanej Arrheniovej rovnice Davey (1989)

A=ap+2 )

kde A je dizka lag fazy (h), ar = -45,667 h a by = 1035,3
h°C st parametrami rovnice Valik et al. (2003) a T je
teplota (°C), a z odmocninového modelu Ratkowského
Ratkowsky et al. (1982) vztah na vypocet rastovej
rychlosti od teploty

\/E = b(T - Tmin) +q €)]

kde parameter b = 0.026 °C"'h ™" je smernica a q = -0.1032
h® (°C'h®%) usek na osi y Valik et al. (2003),
Tmin = 4 °C Blackburn a McClure (2009) je teoreticka
minimalna teplota, pri ktorej je B. cereus schopny rast’.
Vlozenim rovnice (3) do rovnice (1) pre uvazované fazy
cesty pasterizovaného mlieka od vyrobcu az po
konzumenta dostaneme:

log(N;) = log(No,) + [b*(T — Typin)® + 2bq(T —
Tmin) + qz]ti (4)

Zavedenim substitucie
i = [bz(T - Tmin)2 + ZbQ(T - Tmin) + qz]ti (5)

kde Ny, je zaciatocny pocet mikroorganizmov (KTJ/ml),
¢; rastovy parameter (KTJ/ml), t; je realny Cas rastu B.
cereus (d) v danej etape cesty mlieka od vyrobcu po
konzumenta, oznaenej prisluSnym indexom i = 1, 2, 3, 4,
moze byt rovnica (4) prepisana do zjednodusenej formy:

log(N;) = log(No,;) + ¢; (6)

Na zistenie rozdelenia pravdepodobnosti B. cereus (log
KTJ/ml) v pasterizovanom mlieku v ¢ase spotreby (vystup
modelu) sa pouzil Model Risk software
www.vosesoftware.com. Jeho sucastou je aj citlivostna
analyza, umoznujica posudit nielen vplyv vstupnych
faktorov modelu na vystup v podobe Spearmanovych
korelacnych koeficientov, ale aj ich hranicné ciselné
hodnoty (threshold values), ktorych zvySenie spdsobi
vyraznejsi nelinedrny narast poctu B. cereus.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Rozdelenie pravdepodobnosti B. cereus (log KTJ/ml)
v pasterizovanom mlieku v ¢ase spotreby (log N4 = log N),
pomocou rovnic (1-6), je zndzorneny na Obr. 1.
Vysledky modelovania naznacili, ze pri distribucii teplot,
ktoré sa pouzili pri hodnoteni expozicie, by asi 14 %
z objemu pasterizovaného mlieka obsahovalo viac ako 10*
KTJ/ml B. cereus v Case Kkonzumacie mlieka
spotrebitel'om.
Pouzitie pribliznej (crude) citlivostnej analyzy (Tornado
chart) www.vosesoftware.com v simulaénych vypoctoch
nam umoznilo zistit, ktory zo vstupnych faktorov, ¢i
pociatocna koncentracia mikroorganizmu, teplota alebo
doba skladovania, vyjadrenych prostrednictvom hustoty
rozdelenia pravdepodobnosti, ma najvacsi vplyv na
neurcitost’ rozdelenia pravdepodobnosti B. cereus v Case
konzumaécie pasterizovaného mlieka. Hodnoty
Spearmanovych korelaénych koeficientov pre cas
skladovania v domacnosti (0,467), teploty skladovania v
obchode (0,413), zaciatoény pocet B. cereus po
pasterizacii (0,336) a teploty skladovania mlieka v
chladni¢kach domacnosti (0,201), poukazali, ze prave tieto
maju najvyznamnejsi vplyv na simulaény vystup. Hodnoty
zvySnych vstupujucich faktorov (Cas skladovania v
obchode, doprava od vyrobcu do obchodu a z obchodu do
domacnosti) boli mensie ako 0,1, a preto ich nebolo nutné
vziat do uvahy pri naslednej identifikacii medznych
hodnét  (threshold wvalues) vstupujicich  faktorov
Mataragas et al.. (2010), ktorych zvysenie malo sposobit’
vyraznej§i, nelinearny narast poctu B. cereus. Z
pokrocilejsej  citlivostnej  analyzy  (Spider  chart)
www.vosesoftware.com vyplynulo, Ze hrani¢né hodnoty
uvazovanych vstupnych parametrov su: ¢as skladovania v
chladni¢kach domacnosti 6 dni (¢as dopravy od vyrobcu
do obchodu nie je zapocitany), teplota skladovania v
obchode 6,8 °C, pociatoény pocet B. cereus po pasterizacii
1 KTJ/ml, teplota uchovavania mlieka v chladnickach
domacnosti 7,8 °C.
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Obrazok 1 Rozdelenie pravdepodobnosi B. cereus v pasterizovanom mlieku v ¢ase jeho spotreby.

Napriek tomu, Ze vy$sie poty B. cereus modzu sposobit’
ochorenie, neexistujuci vztah davka-odozva pre jeho
toxiny, nam neumoznila riziko charakterizovat, teda
odhadnut’ jeho pravdepodobnost’. O to viac je v sicasnosti
potrebné verifikovat maximalne akceptovatelné pocty
B. cereus v pasterizovanom mlieku v ¢ase jeho spotreby.
Je to spolo¢na zodpovednost vyrobcu, predajcu aj
spotrebitel’a, a to najmé v letnych mesiacoch.

Predlozeny ¢lanok demonstruje moznost modelovania
expozicie B. cereus v pasterizovanom mlieku pri jeho
ceste od vyrobcu cez obchod k spotrebitelovi, prepojenim
prediktivnych mikrobidlnych modelov a dostupnych
udajov o teplotach a casoch skladovania. Aj ked” kvoli
niektorym predpokladom a neurcitostiam tykajucich sa
vstupujucich faktorov pouzitych pri odhade poctu
B. cereus v pasterizovanom mlieku moézu byt urcité
vyhrady k predlozenému matematickému modelu, je
uzitoénym nastrojom pre kvantitativne hodnotenie
expozicie B. cereus a rozhodnutia zainteresovanych, najma
vyrobcu a obchodu.
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