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PROCENA MIKROBIOLOSKOG RIZIKA
KOD SIREVA PROIZVEDENIH OD

SIROVOG MLEKA

uvoD

Kvalitativna procena rizika u kate-
goriji sireva proizvedenih iz sirovog
mleka podrazumeva analizu specifi¢-
nog mikrobioloskog hazarda, epidemi-
oloske dokaze koji potkrepljuju karak-
terizaciju rizika, kao i ostale relevant-
ne podatke u cilju odredivanja

a) da li utvrdeni hazard predstav-
lia, odnosno u kojoj verovatnoci
predstavlja rizik po zdravlje ljudi

b) gde tokom procesa proizvodnje
sireva hazard moze biti ispo-
lien, kao i veli¢inu njegove pro-
mene.

Daleko detaljnije, procena rizika

specifi¢no:

¢ identifikuje mikrobioloske ha-
zarde;

o identifikuje faktore rizika koji
mogu uticati na verovatnocu
kontaminacije sireva proizvede-
nih od sirovog mleka sa mikro-
bioloskim hazardom, kao i zna-
¢aj istih faktora;

e ispituje uticaj procesnih para-
metara tokom proizvodnje na
identifikovane mikrobioloSke
hazarde;

o ukljuCuje probabilisticke modele
u odredivanju sudbine (inaktiva-
cija, prezivljavanje/rast, produk-
cija toksina) E. coli, S. aureus i
Listeria monocytogenes u sire-
vima. Takvi modeli, po svojoj
prirodi, su konzervativni, kako
se ne razmatraju svi potrebni
Jnput parametri. Naime, stopa
rasta mikroorganizama u mat-
riksu sira nikako nije statina
pojava, i uslovljena je brojnim
fizickim i hemijskim promenama
u stalno prisutnoj dinamici. Naj-
znacajniji parametri, pored sva-
kako temperature, podrazume-
vaju dodatak starter kulture gde

kao direktnu posledicu metabo-
licke i sinteticke aktivnosti kul-
ture imamo povecanje koncen-
tracije mlecne kiseline, snizenje
pH vrednosti, kao i produkciju
antagonistickih komponenti. Od
navedenih parametara jedino je
redukcija pH vrednosti ukljuce-
na u modelisanje. Pored toga,
takvi modeli ne uzimaju u obzir
trajanje lag faze, koja dodatno
minimizuje rast mikroorganiza-
ma i redukuje verovatnocéu is-
poljavanja hazarda, kao ni inhi-
bitorni efekat prisutne mikroflo-
re na osnovu mehanizma kom-
petitivnog isklju¢enja (Breidt i
Fleming, 1998; Gimenez i Dal-
gaard, 2004), ali ni varijabilnost
u dinamici i kinetici rasta razli-

Citih sojeva.
e procenjuje rizik po zdravlje ljudi
usled izloZzenosti potroSaca

znacCajnim patogenima poveza-
nim sa sirevima proizvednim od
sirovog mleka.

Codex alimentarius (Codex CAC/
GL 30, 1999) je uspostavio interna-
cionalno prepoznatljiv okvir za sprovo-
denje procene mikrobioloSkog rizika.
Procena rizika objedinjuje 4 zasebna
mehanizma: identifikaciju hazarda, ka-
rakterizaciju hazarda, procenu izloze-
nosti i karakterizaciju rizika. Kvalitati-
van pristup ovoj problematici podra-
zumeva karakteristike identifikovanih
hazarda (identifikacija i karakterizacija
hazarda) i procenu verovatne izloze-
nosti ovim hazardima (procenu izloZze-
nosti), kako bi bila moguéa konaéna
procena rizika (karakterizacija rizika).
Modul karakterizacije hazarda katego-
rizuje svaki identifikovani hazard na
osnovu verovatnoce ispoljavanja bo-
lesti (infektivha doza) i ozbiljnosti ma-
nifestovanog bolesnog stanja (ugro-
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Zenost zdravlja ljudi). Modul procene
izloZzenosti razmatra verovatno¢u pri-
sustva hazarda u proizvodu, kao i efe-
kat procesnih parametara, specifi¢nih
za svaki zasebni entitet sira, na sam
hazard. Karakterizacija rizika kombi-
nuje podatke karakterizacije hazarda i
modula izloZzenosti kako bi se postigla
konagna kategorizacija rizika. Pojed-
nostavljeno receno, pri karakterizaciji
hazarda enterohemoragicnih sojeva
E. coli u odnosu na ekstra tvrde sireve
proizvedene iz sirovog mleka, hazard
se smatra visokim, kombinujuéi po-
datke o niskoj infektivnoj dozi (<10
cfu/ml) sa ozbiljnim posledicama po
zdravlje usled konzumacije kontamini-
ranih sireva. Medutim, modul procene
izlozenosti, rangira verovatnocu pri-
sustva hazarda kao nisku, usled ne
tako Ceste kontaminacije ekstra tvrdih
sireva sa doti¢nim patogenom, kao i
usled c€injenice da tokom procesa
proizvodnje dolazi do eliminacije E.
coli. Time, u konagnoj karakterizaciji
rizika, saZzimanjem napred navedenih
podataka, sam rizik se procenjuje kao
nizak.

Proizvodnja sireva od sirovog
mleka

Godisnja proizvodnja sireva od si-
rovog mleka na podrucju Evropske
Unije se procenjuje na priblizno
700.000 tona; najveci proizvodaci su
Francuska, ltalija i Svajcarska. Radi
poredenja, u 2004. godini ukupna pro-
izvodnja sira u Evropi iznosila je
8.550.000 tona (IDF, 2005). Sirevi
proizvedeni od sirovog mleka pred-
stavljaju priblizno 10% od ukupne pro-
izvodnje sireva u EU i Svajcarskoj; va-
rijacije su prisutne medu pojedinim ev-
ropskim zemljama. Npr., Francuska
proizvodi priblizno 1.600.000 tona si-
reva sa zrenjem od kojih se 200.000
(15% francuske proizvodnje) proizvodi
od sirovog mleka (Lortal, 2005), dok je
svega 5.000 tona (1,5% od ukupne
proizvodnje sireva) proizvedeno u
Spaniji tokom 2001. godine (Beuvier i
Buchin, 2004). U Svajcarskoj, 59,5%
proizvedenih sireva, ukljuuju¢i Em-
mentaler, Gruyere, Tilsiter i Appenzel-
ler, poreklom su od sirovog mleka
(Schaellibaum, 2005).
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Alimentarna oboljenja povezana sa
konzumacijom sireva proizvedenih
od sirovog mleka

Pre uvodenja pasterizacije, proiz-
vodi od mleka su €esto bili implicirani
u slu€ajevima alimentarnih oboljenja.
Jo§ daleke 1884. godine (Zottola i
Smith, 1991) dokumentovani su sluca-
jevi alimentarnih oboljenja povezanih
sa konzumacijom kontaminiranih sire-
va. U periodu 1973.-2006., ukupno 84
prijavljena slu€aja alimentarnih obolje-
nja se dovode u vezu sa konzumaci-
jom sireva. Od toga, 69% (58/84)
predstavlja sireve poreklom od siro-
vog mleka, 23% (20/84) su sirevi pro-
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melitensis (19%), Listeria monocyto-
genes (15%), E. coli (14%), S. aureus
(9%). Campylobacter spp., Strepto-
coccus spp., M. bovis i Coxiella spp.
su implicirani isklju¢ivo u slu¢ajevima
alimentarnih oboljenja povezanih sa
konzumacijom sireva od sirovog mle-
ka. Analiza alimentarnih oboljenja po-
vezanih sa konzumacijom sireva u od-
nosu na regiju je predstavljena u ta-
beli 1.

U najveéem broju slucajeva
(54,7%), oboljenja se registruju na po-
dru¢ju Evrope, potom sledi USA sa
30,9% registrovanih slucajeva. Ukoli-
ko sagledavamo oboljenja povezana
sa konzumacijom sireva poreklom od

W Cheese made from raw milk

O Cheese made from pasteunsed milk

¥

ALIMENTARNA OBOLJENJA DOVEDENA U VEZU SA KONZUMA-

CIJOM SIREVA OD SIROVOG I PASTERIZOVANOG MLEKA U
ODNOSU NA ETIOLOGIJU UZROCNIKA (1973-2006)
Figure 1. RAW AND PASTEURISED MILK CHEESE OUTBREAKS BY

AETIOLOGY (1973-2006)

izvedeni od pasterizovanog mleka, i
7,2% (6/84) su sirevi za koje podaci o
poreklo i termi¢kom tretmanu nisu po-
znati. Na slici 1 dat je prikaz alimen-
tarnih oboljenja povezanih sa sirevima
od sirovog i pasterizovanog mileka u
odnosu na etiologiju uzroCnika.

U najve¢em broju slucajeva
(29%), Salmonella spp. su implicirani
kao uzrocnici, potom sledi Brucella

sirovog mleka, tada u Evropi biljiezimo
62%, odnosno u USA 22,4% slucaje-
va.

U odnosu na tip sireva, meki sirevi
su najve¢im delom (27,6%) implicirani
kao vehikulum, a s obzirom na vrstu
mleka, kozji sirevi u najve¢em broju
sluCajeva (27,6%) predstavljaju inkri-
minisanu namirnicu (tabela 2.).

Tabela 1. ALIMENTARNA OBOLJENJA POVEZANA SA POTROSNJOM SIRA
U ODNOSU NA REGIJU (1973-2006)

Table 1. OUTBREAKS ATTRIBUTED TO CONSUMPTION OF CHEESE BY
REGION (1973-2006)
Region Sirovo mleko Pasterizovano | Nepoznato UKUPNO
mleko poreklo
USA 13 (11 kravlje, 2 kozja) 12 1 26
Kanada 6 (5 kravlja, 1 kozje) 2 1 9
36 (21 kravlja, 11 kozja,

Evropa 4 ovja) 6 4 46
Ostali 3 (2 kravlja, 1 kozje) - - 3
UKUPNO 58 20 6 84
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Tabela 2. OBOLJENJA POVEZANA SA KONZUMACIJOM SIREVA OD
SIROVOG MLEKA U ODNOSU NA TIP SIRA (1973-2006)
Table 2. OUTBREAKS ATTRIBUTED TO RAW MILK CHEESE BY CHEESE-

TYPE (1973-2006)

Tip sira Broj oboljenja Tip sira Broj oboljenja
Cheddar/Gouda Meksicki
Sirevi sa plavim plesnima 1 Kozji 16
Meki 16 Ovgji 4
Svezi 2 Nije utvrdeno 7

Interesantno je zapaziti da mada
sirevi od sirovog mleka predstavljaju
svega 10% od ukupne proizvodnje si-
reva, ¢ak u 70% slu€ajeva su implici-
rani u slu¢ajevima alimentarnih obo-
lienja dovedenih u vezu sa potro$njom
sireva. Kao najcesc¢i uzrocnici iden-
tifikuju se Salmonella spp., Brucella
spp., L. monocytogenes i E. coli, a u
najve¢em broju slu€ajeva kao vehiku-
lum se potvrduju tipiéno sirevi sa viso-
kim sadrzajem vode, kod koji ne po-
stoji period zrenja, ili se zrenje odvija
u kratkom periodu. Pri analizi i inter-
pretaciji epidemioloSkih podataka tre-
ba biti obazriv kako sistemi nadzora i
izveStavanja o pojavi alimentarnih
oboljenja nisu jedinstveni, a pored to-
ga, mnogi, pre svega sporadicni slu-
€ajevi nisu prijavljeni. Procena alimen-
tarnih oboljenja povezanih sa konzu-
macijom sireva od sirovog mileka je
moguéa samo ha osnovu raspoloZivih
podataka, i na taj nacin predstavlja
samo ,snapshot* zastupljenosti takvih
oboljenja, daleko od realne situacije.
Tokom perioda 2006-2008. nastavlja
se lista prijavljenih slucajeva oboljenja
gde su sirevi implicirani kao vehiku-
lum. U septembru 2008., u Kanadi se
registruje 14 slu¢ajeva oboljenja i 1
smrtni slu€aj usled kontaminacije sira
sa L. monocytogenes. U Severnoj Ka-
rolini su 2007. godine registrovana tri
sluCajeva listerioze povezana sa kon-
zumacijom mekih sireva. Irska agen-
cija za bezbednost hrane u septembru
2008., savetuje povlacenje 4 meka si-
ra uvezena iz Francuske usled prisus-
tva L. monocytogenes.

Prisustvo patogenih
mikroorganizama u sirevima
proizvedenim od sirovog mleka

MikrobioloSka ispitivanja i podaci
monitoringa pokazuju da patogeni
mikroorganizmi mogu biti izolovani iz
sireva poreklom od sirovog mleka, pre
svega Brucella spp., Campylobacter
spp., patogeni sojevi E. coli, L. mono-
cytogenes, Salmonella spp. i S. au-
reus. lpak, procena rizika se uspos-
tavlja samo kod odredenih, selekcioni-
sanih patogena uklju€uju¢i Campylo-

bacter spp., S. aureus, L. monocyto-
genes, enterohemoragiCni sojevi E.
coli (EHEC) i Salmonella spp. Razlog
ovakve selekcije jeste dosta cesta
kontaminacija sirovog mleka ovim
mikroorganizmima, bilo putem direkt-
ne transmisije iz mleCne Zlezde u
slu€aju mastitisa, ili pak kao posledica
fekalne, odnosno kontaminacije iz
okoline. Pored toga, doti¢ni mikroor-
ganizmi su jasno implicirani u slucaj-
evima alimentarnih oboljenja pove-
zanih sa konzumacijom sireva od si-
rovog mleka. Najznacajniji mikrobio-
loski hazardi identifikovani u sirevima
poreklom od sirovog mleka prikazani
su u tabeli 3.

prirode, i u odredenim fazama moze
delovati bakteriostatski, baktericidno ili
stimulativno na rast razli¢itih mikroor-
ganizama. Nakon muze i hladenja si-
rovog mleka, mnogi faktori mogu de-
lovati kao svojevrsne barijere, direktno
delujuéi na potencijal rasta, prezivlja-
vanja, aktivnosti ili inaktivacije patoge-
nih mikroorganizama. Takvi faktori po-
drazumevaju pretreman sirovog mleka
u smislu mikrofiltracije ili baktofugi-
ranja, standardizacije i homogeniza-
cije mleka, opseg i stopu acidifikacije
na osnovu aktivnosti starter kultura,
koncentracija soli, redukovana aktiv-
nost vode kao posledica soljenja i
zrenja sireva, sinteza bakteriocina, ali
i efekt aditiva koji se primenjuju u
proizvodnji sireva. Termicki tretmani
kao Sto su termizacija i pasterizacija,
u proizvodnji ove kategorije sireva se
ne primenjuju.

Frekvencija kontaminacije sirovog
kravljeg, ovcijeg i kozjeg mleka sa
specificnim patogenima je prikazana u
tabeli 4. Predstavljeni podaci pokazuju
znaCajnu varijabilnost zastupljenosti
patogena u odnosu na poreklo mleko.

Tabela 3. IDENTIFIKOVANI MIKROBIOLOSKI HAZARDI POVEZANI SA
SIREVIMA PROIZVEDENIM OD SIROVOG MLEKA

Table 3. SUMMARY OF IDENTIFIED MICROBIOLOGICAL HAZARDS
ASSOCIATED WITH RAW MILK CHEESES

. Ra_sejavanje Kont_a minacija Ozbiljnost I;'I‘&!:Iakjae?llijl::
Organizam d"elkt'? Y snl'o'\:o’g oboljenja | alimentarnih
mieko mieka oboljenja

Brucella spp. da da ozbiljno ++
Campylobacter spp. da da ozbiljno” +
Enterohemoragi¢na da da ozbiljno ++
E. coli
Listeria da da veoma ++
monocytogenes ozbiljno
Salmonella spp. da da ozbiljno ++
Staphylococcus da da blago ++
aureus™

# transmisija putem vimena, u slu¢ajevima mastitisa;

## transmisija putem fecesa, okoline;
A osetljiva populacija;

+ postoje izvestaji, ali retki;

++ Cesta implikacija;

** enterotoksin je termostabilan

Procesni parametri koji uticu na
bezbednost sireva proizvedenih od
sirovog mleka

Proces proizvodnje sireva se mo-
Ze sagledati kao slozeno medude-
lovanje razlicitih fizickih, biohemijskih i
bioloSkih faktora. Starter i pomoc¢ne
kulture, kao i nepozeljni mikroorganiz-
mi Cesto zahtevaju sliéne uslove za
rast, prezivljavanje ili inaktivaciju (npr.
sadrzaj vode, koncentracija soli, pH,
redoks potencijal, hranjive materije,
temperatura i anaerobna/aerobna at-
mosfera). Sam proces je dinamicke

Pocetna faza proizvodnje sira se
odnosi na acidifikaciju, koagulaciju,
secenje, obradu i zagrevanje grusa,
izdvajanje surutke i soljenje, odnosno
sve one operacije koje prethode zre-
nju sira. Kod velikog broja sireva, aci-
difikacija se ostvaruje na osnovu ak-
tivnosti selekcionisanih sojeva bakte-
rija mle¢ne kiseline. Odabir sojeva koji
ulaze u sastav starter kulture se vrsi
na osnovu zahtevanog opsega acidifi-
kacije, proteoliticke aktivnosti, formira-
nja gasa i sinteze aromogenih kom-
ponenti saglasno sa dirigovanim uslo-
vima pH, kiselosti, koncentracije soli i
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Tabela 4. FREKVENCIJA KONTAMINACIJE SIROVOG MLEKA SA

SPECIFICNIM PATOGENIMA

Table 4. SUMMARY OF PREVALENCE DATE FOR RAW MILK

CONTAMINATION

Kontaminacija sirovog mleka

Organizam Kravije* Kozje* Ovéije”
C. jejuni ND-40% ND-0,04% ND
S. aureus 9,7-100% ND-96,2% 7-33,3%
L. monocytogenes 1-60% ND-5,8% 46%
E. coli (EHEC) ND-33,5% ND-16,3% ND-12,7%
Salmonella spp. ND-11,8% ND ND

* medunarodni podaci
ND- nije odredeno

Tabela 5. pH LIMITI POTREBNI ZA RAST POJEDINIH PATOGENIH
MIKROORGANIZAMA (ICMSF, 1996)
Table 5. pH LIMITS REQUIRED FOR GROWTH FOR VARIOUS

PATHOGENS (ICMSF, 1996)

Patogen Minimum Optimum_| Maksimum
Campylobacter spp. 49 6,5-7,5 9
Salmonella spp. 3,8 7-75 9,5
L. monocytogenes 4,4 7,0 9,5
S. aureus 4,0 6-7 10
) 4.4
E. coli 2,5-3,0 (acidotolerantni sojevi) 77,5 9.5

Tabela 6. TEMPERATURE RASTA POJEDINIH PATOGENIH MIKROORGANI-

ZAMA (ICMSF, 1996)

Table 6. TEMPERATURE GROWTH CONDITIONS FOR VARIOUS

PATHOGENS (ICMSF, 1996)

Patogen Minimum (°C) | Maksimum (°C) [ Optimum (°C)
L. monocytogenes -1,5 45 37
Salmonella spp. 7 46 35-43
E. coli 7 48 37
Campylobacter spp. 30 45 42-43
S. aureus 7 48 35-40
S. aureus
(toksin produkuju¢i sojevi) 10 48 40-45

temperaturnih profila, koji predstavlja-
ju specificnost procesa proizvodnje
zasebnih entiteta sireva. Po dodava-
nju kulture (obi¢no se dodaju u broju
10°-10" cfu/ml), starter mikroorganiz-
mi uspostavljaju dominaciju, i na os-
novu mehanizma kompetitivhog isklju
€enja, iskoristavanja dostupnih hranlji-
vih materija, ali i inhibitornog efekta na
osnovu snizenja pH vrednosti i pove-
¢anja nivoa organskih kiselina, one-
mogucéavaju razvoj populacije pato-
gena (Fox i sar., 2000). Time su vija-
bilnost i produktivnost starter kulture
od posebnog zna€aja buduci da smet-
nje u fermentaciji mogu dovesti do ra-
sta i razmnozZavanja patogenih mikro-
organizama, ali i mikroflore kvara, ug
rozavaju¢i tako mikrobioloSku stabil-
nost proizvoda (Cogan, 2003). Stopa
(brzina) redukcije pH (vreme postiza-
nja zahtevane pH vrednosti) je karak-
teristina za svaki sir i iznosi 5-6 sati
za Cheddar i Cottage tip sira, odnos-
no 12 sati za danske i Svajcarske
sireve (Fox i sar., 2000). Postizavanje
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odgovaraju¢e pH vrednosti na kraju
procesa fermentacije od kriticnog je
znacCaja za redukciju rasta patogena u
gotovom proizvodu. Veéina mikroor-
ganizama zahteva neutralni pH za
optimalni rast, i ne rastu i/ili sasvim
slabo rastu na pH vrednostima ispod
5. Kod vecine tvrdih sireva, pH grua
na kraju procesa fermentacije iznosi
5,0-5,4, dok kod mekih, kiselokoagu-
liSu¢ih sireva (Cottage, Quarg) i po-
jedinih varijeteta slatkokoaguliSucih si-
reva (Camembert i Brie) pH vrednost
iznosi 4,6. U tabeli 6. date su pH
vrednosti pri kojima se odvija rast po-
jedinih  patogenih  mikrorganizama.
Potrebno je naglasiti da se pH limiti
(minimalne i maksimalne vrednosti
potrebne za rast) moraju sagledati u
sadejstvu sa ostalim faktorima kao Sto
su temperatura, aktivnost vode i kon-
centracija soli.

Tokom koagulacije dolazi do gru-
Sanja proteina mleka (kazein), a mle¢-
na mast, voda i u vodi rastvorljive
komponente bivaju zarobljene u mrezi

proteina. Koagulacija proteina mleka
tokom konverzije mleka u grus ostva-
ruje se ograni¢enom proteolizom se-
lekcionisanih proteinaza (sirilo), aci-
difikacijom do ostvarene pH vrednosti
4,6 (izoelektricna tacka kazeina), ili
kombinacijom acidifikacije (pH oko
5,2) i zagrevanja (90°C). Koagulacija
je temperaturno zavisni proces, kako
kravlje mleko ne koaguliSe na tempe-
raturama nizim od 18°C (Fox i sar.,
2000). Koagulacija se obi¢no sprovodi
pri temperaturi optimalnog rasta me-
zofilnih starter kultura koja se kreée u
opsegu 32-37°C (Broome i sar.,
2003), iako je optimalna temperatura
za koagulaciju mleka 40-45°C. Zagre-
vanje i odrzavanje temperature mleka
na temperaturi potrebnoj za koagula-
ciju favorizuje rast patogenih mikroor-
ganizama, u slu€aju njihovog prisust-
va u mleku. Ukoliko starter kultura nije
aktivna, ili su prisutne rezidue anti-
biotika, ili pak dolazi do kontaminacije
kulture fagama, $to za posledicu ima
poremecaj u procesu fermentacije, os-
tvaruje se sredina pogodna za razvoj
patogenih mikroorganizama. Minimal-
ne, optimalne i maksimalne tempera-
ture rasta pojedinih patogenih mikro-
organizama su prikazane u tabeli 6.
Secenje i zagrevanje grusa. Sa-
drzaj vode u siru najve¢im delom je
odreden opsegom sinerezisa po koa-
gulaciji. Brzina i opseg odvijanja si-
nerezisa uslovljeni su sastavom mle-
ka, posebno koncentracijom kalcijuma
i kazeina, pH surutke, temperaturom
zagrevanja grusa, kao i intenzitetom
mesanja grus-surutka mesavine. Si-
nerezis znacajno koncentride mast i
kazein u matriksu grusa za faktor 6-12
u zavisnosti od tipa sira (Fox i sar.,
2000). Istiskivanje surutke za posle-
dicu moze imati i koncentrisanje pato-
gena usled njihova zarobljavanja u
matriksu gruSa. Zagrevanje grus$a us-
porava ili u potpunosti inhibira rast
starter kulture, potpomaze kontrakciju
grusa i posledicno istiskivanje surutke.
Temperature zagrevanja grusa varira-
ju u odnosu na tip sira i nacin aci-
difikacije. Za meke i polutvrde sireve
temperature zagrevanja se krecu u
opsegu 30-38°C (Banks, 2003; Van
den Berg, 2003); za tvrde sireve 38-
55°C (Bachmann i sar., 2003); a kod
sireva gde se koagulacija mleka od-
vija kombinacijom acidifikacije i tem-
perature kao Sto su Cottage, Quark,
Queso Blanco, Ricotta, Mascarpone,
temperature zagrevanja su dosta viso-
ke i iznose 90°C (Fox, 2004; Lucey,
2003). Ukoliko su temperature zagre-
vanja ispod 48°C, patogeni mikroorga-
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Tabela 7. D-VREDNOSTI PATOGENIH MIKROORGANIZAMA (ICMSF, 1996)
Table 7. EFFECT OF TEMPERATURES (D- VALUES) GREATER THAN
50°C ON PATHOGENS (ICMSF, 1996)

Organizam

Efekat temperature

Patogeni sojevi
E. coli

Dso =31 min (mleko bivolice)

Dss = 5,5 min (obrano mleko)
Dss= 6,6 min (punomasno mleko)
Ds72 = 1,3 min (obrano mleko)

L. monocytogenes

Dso = 31, 67 min (rekonstituisano obrano mleko u prahu)
Ds2 2 = 24 min (sterilisano punomasno mleko)

Dsz 2= 37 min (komercijalno sterilno, puno mleko)

Dss = 4,5 min (rekonstituisano obrano mleko u prahu)
Ds7 g = 6,25 min (sirovo obrano mleko)

Ds7,8 = 4,83 min (sirovo punomasno mleko)

Ds1,4 =49 min (laboratorijski medijum + 10% SM mleka)

Salmonella Ds47 =7,5 min (laboratorijski medijum + 10% SM mleka)
typhimurium Dss2 = 4,7 min (laboratorijski medijum + 10% SM mieka)
Dss7 = 3,2 min (laboratorijski medijum + 10% SM mieka)

Dso =10 min (mleko)
S. aureus Ds45 =27 min (10 rekonstituisano obrano mleko u prahu)

Dss =3 min (mleko)

nizmi imaju mogucnost rasta sve do
momenta kada postignuta kiselost
grusa ne inhibira razvoj populacije pa-
togena. Letalni efekti viSih tempera-
tura (temperature iznad 48°C) na pa-
togene mikroorganizme date kroz
vrednosti decimalne redukcije (D-
vrednosti) predstavljeni su u tabeli 7.

Soljenje je zadnja operacija u pro-
cesu proizvodnje sireva. Dodata so
zaustavlja rast starter kulture i promo-
viSe sinerezis. Koncentracija soli i vre-
me soljenja ima velikog uticaja i na
promene pH unutar matriksa sira.
Koncentracija soli kod razlicitih tipova
sira iznosi 0,7-7% (Fox i sar., 2000).
Zajedno sa pH, redoks potencijalom, i
aktivhoS¢u vode deluje inhibitorno na
patogene i mikroorganizme kvara.
Ipak, tokom pocetne faze, so se ne
distribuira podjednako kroz masu gru-
8a; kod povrSinskog soljenja potrebno
je vreme da so difundira i ravnomerno
se rasporedi kroz matriks gru$a. Veci-
na mikroorganizama, sa izuzetkom S.
aureus i L. monocytogenes, nema
sposobnost rasta pri koncentraciji soli
od 4% (% wlw). S. aureus moze rasti i
u prisustvu 6,5% NaCl, a L. mono-
cytogenes raste u sredini sa 10%
NaCl (Cogan, 2003). Kod mnogih va-
rijeteta sireva, koncentracija soli posti-
Ze nivo 1,6-2,5%, $to je nedovoljno da
inhibira rast vecine patogena prisutnih
u siru.

Efekat zrenja na bezbednost sireva
proizvedenih od sirovog mleka.

Tokom ¢&uvanja sireva odredeno
vreme pod specificnim uslovima tem-
perature i vlaznosti, razvijaju se brojne
biohemijske reakcije odgovorne za

modifikaciju ukusa, arome i teksture.
Jedinstvene karakteristike pojedinih
sireva razvijene kao rezultat procesa
zrenja, velikim delom su uslovljene
specificno$éu proizvodnog procesa,
odnosno fizicko-hemijskim sastavom
(prvenstveno sadrzaj vode, nivo NaCl,
i pH), nivoom rezidualne aktivnosti
primenjenog koagulanta, tipom starter
kulture, a u mnogim slu¢ajevima i se-
kundarnim kulturama, bilo dodatim sa
namerom kao pomocéne kulture ili kao
posledica kontaminacije, tzv. nestar-
terska mikroflora bakterija mle¢ne ki-
seline. Kod vecine slatkokoagulisucih
sireva zrenje se odvija u periodu od 3
nedelje (Mozzarella) do duze od dve
godine (Parmigiano Reggiano ili eks-
tra zreli Cheddar sir). Zrenje podra-
zumeva i promenu mikroflore, lizu i
smrt ¢elija starter kultura, te razvoj ne-
starterske mikroflore. Aktivnost vode
se smanjuje tokom perioda zrenja
kako matriks sira gubi vodu, a dodata
so vezuje slobodnu vodu ¢inedi je ti-

me nedostupnom za mikroorganizme.
Gruyere ima brzu stopu snizenja ak-
tivnosti vode u poredenju sa Emmen-
taler, pre svega usled faze povrSin-
skog soljenja sira tokom zrenja. Ak-
tivnost vode moze varirati kroz unu-
trasnji matriks sira, pri ¢emu su vari-
jacije vece kod vecih sireva kao $to je
Emmentaler, a manje izrazene kod
manjih sireva (Appenzeller). Ova poja-
va se objasnjava temperaturnim gra-
dijentom u siru tokom ranih stadijuma
fermentacije, gubitkom vode u periodu
zrenja, NaCl gradijentom, ali i mikrob-
nom aktivno8¢u (Fox i sar., 2000).
Aktivnost vode tipi€na za pojedine si-
reve je data u tabeli 8.

Patogeni mikroorganizmi su oset-
liivi na niske vrednosti aktivnosti vode.
Kako vrednost aktivnosti vode pada,
produzava se trajanje lag faze rasta,
generacijsko vreme se produzava i ti-
me se smanjuje stopa rasta mikroor-
ganizama. Sirevi sa relativno visokom
aktivnoS¢u vode (meki sirevi) podrza-
vaju rast patogenih mikroorganizama.
Aktivnost vode ispod 0,92 inhibira rast
patogenih mikroorganizama, sa izu-
zetkom S. aureus (tabela 9).

Temperatura pri kojoj se odvija
zrenje sireva predstavlja kompromis-
no redenje izmedu dva zahteva: 1) po-
trebe kontrole rasta potencijalno pa-
togenih i mikroorganizama kvara i 2)
potrebe promovisanja reakcija zrenja i
rasta sekundarne mikroflore. Vise
temperature omogucavaju brze zrenje
intenziviranjem aktivnosti starter i ne-
starterske mikroflore, ali i rast nepo-
Zeljne mikroflore. Zrenje Cheddar sira
se odvija pri temperaturi od 6-8°C,
Camembert 10-15°C (Fox i sar.,
2000). Tokom prve 2-3 nedelje, zrenje
Emmentaler se odvija pri temperaturi
od oko 12°C, a potom se temperatura
povecava na 20-24°C tokom 2-4 ne-
delje kako bi se omogucio rast propio-
nobakterija i fermentacija laktata do

Tabela 8. AKTIVNOST VODE RAZLICITIH SIREVA (FOX | SAR., 2000)
Table 8. TYPICAL WATER ACTIVITY VALUES FOR VARIOUS CHEESES

(FOX et al., 2000)

Varijetet sira Aktivnost vode
Parmesan 0,917
Sbrinz 0,940
Gruyere 0,948
Gouda 0,950
Appenzeller 0,960
Tilsiter 0,962
Gorgonzola 0,970
Emmentaler 0,972
Brie 0,980
Camembert 0,982
Cottage 0,988
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Tabela 9. MINIMALNA AKTIVNOST VODE POTREBNA ZA RAST
PATOGENIH MIKROORGANIZAMA (ICMSF, 1996)
Table 9. MINIMUM WATER ACTIVITY FOR THE GROWTH OF VARIOUS

PATHOGENS (ICMSF, 1996)

Patogen Minimalna aktivhost vode
E. coli 0,95
Salmonella spp. 0,94
L. monocytogenes 0,92
S. aureus 0,86
Campylobacter spp. 0,99

propionata, acetata i CO2. Generalno,
temperature zrenja su suboptimalne,
ali ne i inhibitorne za patogene mikro-
organizme.

Ostali faktori koji deluju na rast
patogenih mikroorganizama u siru.

Autohtona mikroflora, prirodni inhi-
bitorni mehanizmi sirovog mleka, oksi-
doredukcioni potencijal, kao i produk-
cija organskih i masnih kiselina te pri-
mena aditiva takode mohu imati inhi-
bitorni efekat na prezivljavanje i rast
patogenih mikroorganizam u matriksu
sira. Glavni prirodni antimikrobni sis-
temi mleka su laktoferin, laktoperoksi-
dazaltiocijanat/hidrogen peroksid sis-
tem (LP sistem), i u manjem opsegu
lizozim, specifi€ni imunoglobulini, folat
i vit B12 vezujuéi sisteme Laktoperok-
sidaza je indogeni enzim mleka i u
prisustvu hidrogen peroksida i tiocija-
nat ispoljava bakteriostatski efekat na
mnoge mikroorganizme (inhibicija u
odredenom opsegu bakterija mle¢ne
kiseline, koliforma i razli¢itih patoge-
na), i baktericidni efekat na specifi¢ne
Gram negativne bakterije (Pseudomo-
nas spp. i E. coli). Jednom aktiviran,
efekat LP sistema je ograni€enog tra-
janja i uslovljen je inicijalnom kontami-
nacijom mleka, vrstom i sojevima mik-
roorganizama, ali i temperaturom &u-
vanja mleka. LP sistem, kao deo in-
tegrisanog mehanizma za poboljSanje
kvaliteta i bezbednosti mleka, ne mo-
Ze se smatrati zamenom za postojeée
tehnoloSke mere, kao $to su hladenje
i termiCki tretman, ve¢ pre komple-
mentarnom alternativom, pre svega u
situacijama gde navedene mere nisu
moguce.

Efekat kompetitivne mikroflore na
prezivljavanje i rast patogenih mikro-
organizama je demonstriran u nekoli-
ko studija. Wang i sar. (1997) ispituju
prezivljavanje i/ili rast nekoliko sojeva
E. coli 0157:H7 u sirovom i pasterizo-
vanom mleku pri temperaturi od 5°C,
8°C, 15°C, i 22°C u periodu od 28 da-
na. Pri 8°C, zabiljezen je rast u siro-
vom mleku za 2-3 log cfu/ml u pore-
denju sa povecanjem od 4 log cfu/ml
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u pasterizovanom mleku. Objasnjenje
autori vide u kompeticiji ostvarene od
strane autohtone mikroflore sirovog
mleka, koja je pri pasterizaciji mleka
eliminisana. Autori objavljuju i podatak
da E. coli O157:H7 moze rasti i pri
temperaturi od 8°C sa povecanjem
populacije za 1-2 log cfu/ml tokom 4
dana. L. monocytogenes ima duzu lag
fazu i daleko sporije raste (1,9 puta) u
Camembert siru proizvedenom od si-
rovog u poredenju sa anologom proiz-
vedenim od pasterizovanog mleka.

Redoks potencijal predstavlja me-
ru sposobnosti hemijskih i biohemij-
skih sistema da se oksidiraju (gube
elektrone) ili redukuju (stiCu elektro-
ne). Tatan mehanizam na osnovu ko-
jeg dolazi do sniZzenja redoks poten-
cijala u siru nije poznat. Ipak, gotovo
sasvim sigurno velikim delom se od-
nosi na fermentaciju laktoze do mle¢-
ne kiseline aktivhoS¢éu startera, kao i
redukciji male kolic¢ine kiseonika u
mleku do vode. Na osnovu ovih reak-
cija, sir generalno predstavlja anerob-
nu sredinu u kojoj su fakultativno ili
obligativno anaerobni mikroorganizmi
sposobni da rastu.

Prezivljavanje i rast patogenih
mikroorganizama u siru zavisi i od in-
trinzi¢ faktora kao $to su inicijalan broj
mikroorganizama, njihovo fizioloSko
stanje (faza rasta), karakteristike soja
kao $to su tolerancija na nizak pH,
poviSene koncentracije soli, redukova-
nu aktivnost vode, primenjeni termicki
tretman i rezistencija na bakteriocine
sintetisane od strane bakterija mle¢ne
kiseline.

Zakonitost jeste da kombinacija
viSe inhibitornih faktora koji deluju kao
specificne barijere, daleko pre, nego
pojedinacni procesni parametri ili fizi-
kohemijske karakteristike matriksa si-
ra, ima veci uticaj na prezivljavanje i
posledini rast i aktivhost patogenih
mikroorganizama. Prezivljavanje i rast
patogena je favorizovano u sredinama
sa visokim sadrzajem vode, neutral-
nim pH i malom koncentracijom soli, a
manjim ili veéim delom inhibirani u
neprijateljskoj atmosferi (visoka tem-
peratura dogrevanja grusa, kao i pro-

duzeni period zrenja sa kombinova-
nim delovanjem niske pH vrednosti,
vece koncentracije soli, redukovanog
sadrzaja vode).

Kvalitativha procena rizika kod
pojedinih kategorija sireva
proizvedenih iz sirovog mleka

Pregled mikrobiolo$kih hazarda i
rizika po zdravlje kod pojedinih kate-
gorija (ekstra tvrdi, Svajcarski tip sire-
va, Cheddar, Feta i Camembert) si-
reva proizvedenih iz sirovog mleka dat
je u tabeli 10.

Za Campylobacter spp. je utvrde-
no da predstavlja neznatan rizik kod
ekstra tvrdih, ali i Svajcarskih tipova si-
ra. Ekstra tvrdi sirevi predstavljaju
dobro poznatu familiju italijanskih si-
reva, u stilu parmezana, kao $to su
Parmigiano Reggiano, Grana Padano,
Romano, Asiago i Montasio, te Svaj-
carski Sbrinz sir. Tipi¢an proces pro-
izvodnje ovih sireva podrazumeva pri-
menu relativno visokih temperatura
dogrevanja grusa (>45°C) i dug period
zrenja $to rezultira u niskom sadrzaju
vode, generalno manje od 35%. Svaj-
carski sirevi se na osnovu konzisten-
cije klasifikuju kao tvrdi ili polutvrdi si-
revi. KarakteriSu se propionskom fer-
mentacijom koja vodi formiranju okaca
i mehaniCkih otvora, a na osnovu
produkcije CO», odnosno nepotpune
fuzije komadi¢a grusa. Rizik prisustva
Campylobacter spp. u Cheddar, Feta i
Camembert siru nije analiziran. Cam-
pylobacter spp. se karakteriSe veoma
specificnim zahtevima rasta: mikro-
aerofilna priroda, temperatura rasta
32-45°C, kao i nemogucénost prezivlja-
vanja u slabo kiselim sredinama, ili u
prisustvu soli u koncentraciji ve¢oj od
2%. Na osnovu postavljenih zahteva,
matriks Cheddar, Feta i Camembert
sira ne podrzava rast doticnog mikro-
organizma.

Za E. coli je utvrdeno da predstav-
lia nizak rizik kod ekstra tvrdih i Svaj-
carskih tipova sireva, ali se zato utvr-
duje visok rizik usled nalaza E. coli u
Cheddar, Feta i Camembert siru kako
procesni parametri i generisano fiziko-
hemijsko okruZenje istih sireva ne do-
vodi do znacajne redukcije broja.

Visoke temperature dogrevanja
grua i dug period zrenja gde se na
osnovu uspostavljenih fizikohemijskih
parametara generiSe dosta nepovolj-
na sredina koja ne podrzava rast Sal-
monella spp., obrazlazu €injenicu da
se salmonele smatraju neznatnim rizi-
kom kod iste kategorije sireva. Sud-
bina Salmonella spp. u Cheddar, Feta
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i Camembert siru nije analizirana. Ge-
neralno, populacija salmonela se po-
vecava tokom pocetnih faza proizvod-
nje, da bi u kasnijem toku tokom zre-
nja sireva doslo do redukcije broja.

S. aureus predstavlja neznatan do
nizak rizik kod sireva proizvedenih iz
sirovog mleka. Ipak, procenu je pot-
rebno obaviti paZljivo, i voditi raéuna o
pocetnom nivou kontaminacije sa S.
aureus, kao i mogucnosti rasta i pro-
dukcije enterotoksina tokom faze fer-
mentacije. Neadekvatno hladenje mle-
ka, te poremecaji u fermentaciji (hnema
brzog razvoja acidifikacije i uspostav-
lianja niske pH vrednosti od sustin-
skog znacaja za restrikciju rasta i pro-
dukciju enterotoksina) podrzavaju rast
i razvijanje kritiCne populacije >10°
cfu/ml), odnosno broja potrebnog da
se produkuju dovoljne koli¢ine termo-
stabilnog enterotoksina kako bi dozlo
do manifestacije bolesti.

L. monocytogenes predstavlja ne-
znatan do nizak rizik kod sireva pro-
izvedenih iz sirovog mleka, ali ujedno i
visok rizik ukoliko se razmatra oseljiva
populacija ljudi (mlade osobe, stari lju-
di, imunokompromitovane individue,
trudnice) i to u kategoriji Svajcarskog
Appenzeller, Tilsiter i Teta de Moine,
Camembert i Feta sira. L. monocyto-
genes moze rasti i pri niskim tempera-
turama i u Sirokom pH opsegu, pri
koncentraciji soli 10-14%, a toleriSe i
nisku aktivnost vode. Ovakva toleran-
cija omogucéava prezivljavanje Listeria
Spp. U mnogim tipovima sira.

ZAKLJUCAK

Premda sirevi od sirovog mleka
predstavljaju svega 10% od ukupne
proizvodnje, ¢ak u 70% slucajeva su
implicirani u slu€ajevima alimentarnih
oboljenja dovedenih u vezu sa konzu-
macijom sireva. Kao najc¢es¢i uzroc-
nici identifikuju se Salmonella spp.,
Brucella spp., L. monocytogenes i E.
coli, a u najvecem broju slucajeva kao
vehikulum se potvrduju tipi€no sirevi
sa visokim sadrzajem vode (meki i
svezi sirevi).

Proizvodnja sireva se moze sagle-
dati sa aspekta slozene interakcije
nekoliko fizi€kih, biohemijskih i biolos-
kih procesa. Svaki od ovih procesa ili
uslova ima uticaja na prezivljavanje
ifili rast mikroorganizama u matriksu
sira. Medudelovanje ovih parametara
odreduje potencijal prezivljavanja, ras-

ta ili smrti, a kombinovani efekat ovih
faktora Cesto je veci nego suma za-
sebnih faktora. Najznacajnije intrinzic¢
faktore predstavljaju sadrzaj vode, pH,
kiselost, raspolozivost hranjivih mate-
rija, redoks potencijal, prisustvo anti-
mikrobnih komponenata, ali i aktivnost
kompetitivne  mikroflore.  Ekstrinzi¢
faktore ¢ine vreme i temperatura ¢u-
vanja mleka, procesni parametri, is-
torija proizvoda i tradicionalna upotre-
ba. Svi ovi uslovi objedinjeno diktiraju
potencijal prezivljavanja, rasta i/ili su-
presije rasta i inaktivacije patogenih
mikrorganizama. Faktore koji imaju
najveci uticaj na mikrobiolosku bez-
bednost sireva proizvedenih iz sirovog
mleka €ine mikrobioloski kvalitet siro-
vog mleka, faza acidifikacije, vreme i
temperatura dogrevanja grusa, kao i
temperatura i period trajanja faze
zrenja sireva. Efekat koji navedeni
faktori imaju na rast i prezivljavanje
patogenih mikroorganizama u siru va-
rira zna¢ajno u odnosu na pojedine
sireve, koje na osnovu specifi¢nosti
vezane za njihove inheretne karakte-
ristike i procesne parametre moramo
smatrati zasebnim entitetima.

Usvajajuci kvalitativni pristup pro-
cene rizika, C. jejunilcoli, E. coli
(EHEC), Salmonella spp., S. aureus i
L. monocytogenes predstavljaju ne-
znatan do nizak rizik pri konzumiranju
ekstratvrdih i Svajcarskih tipova sire-
va. Prisustvo L. monocytogenes u
Svajcarskim sirevima Appenzeller, Til-
siter i Tete de Moine u odnosu na
osetljivu populaciju ljudi se rangira
kao visok rizik. Nalaz E. coli (EHEC) u
Cheddar, Feta i Camembert siru se
karakteri8e kao visok rizik, kao i L.
monocytogenes (u odnosu na osetlji-
vu populaciju) kod Feta i Camembert
sira.

LITERATURA

Bachmann, H.P., Bitikofer, U. Isolino, D. (2003)
Cheese - Swiss-type cheese. In: Roginski,
H., Fuquay, J.W., and Fox, P.F. eds.
Encyclopedia of Dairy sciences. Elsevier
Science, London, pp. 363-371.

Banks, J.M. (2003) Cheddar-type cheeses. In:
Roginski, H., Fuquay, J.W., and Fox, P.F.
eds. Encyclopedia of dairy sciences.
Elsevier Science, London, pp. 356-363.

Beuvier, E., Buchin, S. (2004) Raw milk cheeses
in: Cheese: chemistry, physics and micro-
biology, vol. 1. Elsevier, London, UK.

Breidt, F., Fleming, H.P. (1998) Modeling of the
competitive growth of Listeria monocytoge-
nes and Lactococcus lactis in vegetable
broth. Appl Envirion Microbiol. 64(9): 3159-
3165.

Broome, M.C., Powell, I.B. Limsowth, G.K.Y.
(2003) Starter culures: specific properties.
In: Roginski, H., Fuquay, J.W., and Fox,
P.F. eds. Encyclopedia of dairy sciences.
Elsevier Science, London, pp. 269-275.

CODEX (CAC/GL 30, 1999) Principles and
Guidelines for the Conduct of Microbiolo-
gical Risk Assessment http://www.codexali-
mentarius.net/download/standards/357CX
G_030e.pdf.

Cogan, T.M. (2003) Public health aspects. In:
Roginski, H., Fuquay, J.W., and Fox, P.F.
eds. Encyclopedia of dairy sciences. Else-
vier Science, London, pp. 314-320

Fox, P.F. (2004) Cheese: Chemistry, Physics
and Microbiology. Volume 1 General As-
pects. In: Fox, P.F., McSweeney, P.LH.,
Cogan, T.M., and Guinee, T.P. eds. 3¢,
Elsevier Academic Press

Fox, P.F., Guinee, T.P., Cogan, T.M., McSwe-
eney, P.L.H. (2000) Fundamentals of
Cheese Science. Aspen Publishers.

Gimenez, B., Dalgaard, P. (2004) Modelling and
predicting the simultaneous growth of
Listeria  monocztogenes and spoilage
microorganisms in cold-smoked salmon. J
App! Microbiol 96(1):96-109

ICMSF. (1996) Microorganisms in Food 5:
Microbiological ~Specifications of Food
Pathogens. In: International Commission
on Microbiological Specifications for Foods.
eds. 1 ed, Blackie Academic and Profes-
sional, London.

IDF (2005) The World Market for Cheese 1995-
2004, Sixth Edition - E-Form. Report No.
Bulletin of the IDF No 402/2005, Inter-
national Dairy Federation.

Hugo, W.B. eds. Inhibition and Inactivation of
Vegetative Microbes. Academic Press,
London pp 219-237

Lortal, S. (2005) French raw milk cheeses: what's
new? IAFP conference.

Lucey, J.A. (2003) Acid and acid/heat coagulated
cheese. In: Roginski, H., Fuquay, J.W., and
Fox, P.F. eds. Encyclopedia of dairy scien-
ce. Elservier Science, London, pp. 350-
356.

Schaellibaum, M. (2005) Hard Swiss cheeses -
Approaching Safety. /In: IAFP August 14-
17, 2005, Baltimore, Maryland.

Van den Berg. (2003) Dutch-type cheeses. In:
Roginski, H., Fuquay, J.W., and Fox, P.F.
eds. Encyclopedia of dairy sciences. Else-
vier Science, London, pp. 371-378.

Zottola, E.A. and Smith, L.B. (1991) Pathogens
in cheese. Food Microbiology 8(3):171-182.

Wang, G., Zhao, T., Doyle, M.P. (1997) Survival
and growth of Escherichia coli O157:H7 in
unpasteurised and pasteurised milk. J
Food Prot 60(6):610-613.

23



SNEZANA B. BULAJIC et al. / Preh. ind. — Mleko i ml. proiz. 1-2 (2010) 17-24

SUMMARY

MICROBIOLOGICAL RISK ASSESSMENT OF RAW MILK CHEESES
Bulaji¢ Snezana, Mijacevi¢ Zora

University of Belgrade, Faculty of Veterinary Medicine, Belgrade, Serbia

Microbiological risk assessment of raw milk cheeses must be performed in the
framework of complex interplay between several intrinsic and extrinsic parameters
which dictate the potential for bacterial pathogens to grow, persist and/or decline in
cheeses. In this paper, we discuss the main components of microbiological risk
assessment including the incidence and prevalence of foodborne pathogens in raw
milk cheeses, effect of manufacturing steps during cheesemaking, physicochemical
characteristics of individual cheese matrix (pH, salt content, and water activity) and the
growth requirement of specific foodborne pathogen.
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