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1 sl

JI sl/en

Al Na osnovi obstojecega sistema HACCP v klavnici in pakirnici dveh slovenskih

perutninskih obratov smo odvzeli brise oc¢iS¢ene in razkuZene povrSine pred zacetkom

proizvodnje ter umazane povrsine med potekom proizvodnje. Dodali smo Se vzoréna mesta iz

proizvodnega okolja, ki niso bila v neposrednem stiku s surovino in izdelkom, ter vzorce

kon¢nega izdelka. V brisih in na pi§¢an¢jem mesu smo dolocili indikatorske mikroorganizme

snaznosti (skupno Stevilo mikroorganizmov, koliformne organizme ter E. coli) in patogene

mikroorganizme rodov Campylobacter in Salmonella ter vrste Listeria monocytogenes - po

klasicni metodi ter z metodo PCR v realnem casu. Rezultati so potrdili prisotnost

indikatorskih organizmov in patogenih bakterij Campylobacter spp. in Listeria

monocytogenes na umazanih, pa tudi domnevno d¢istih in razkuZenih povrSinah. Industrijske

izolate in seve iz mikrobioloske zbirke vrste Listeria monocytogenes ter rodov Campylobacter

in Salmonella smo uporabili kot testne mikroorganizme pri dolo¢itvi protimikrobne aktivnosti

Cistilnih in razkuzilnih sredstev, ki se uporabljajo v preiskovanih obratih. Uporabili smo

standardni suspenzijski test (EN 1276, 1997) in povrSinski test, pri katerem so bakterije

pritrjene na kovinske nosilce (Charaf, 2000). Glede na pridobljene rezultate testiranja

ucinkovitosti uporabljenih ¢istil in razkuZzil se je njihova protimikrobna ucinkovitost

razlikovala, nobeno sredstvo pa ni v celoti ustrezalo zahtevam povrSinskega testa

mikrobicidne u¢inkovitosti in standardnega suspenzijskega testa. Vecina Cistil in razkuzil je

bila u¢inkovita proti testnim mikroorganizmom Campylobacter. Slabse je bilo delovanje proti

proti bakterijam Salmonella in najslabse proti vrsti Listeria monocytogenes. Potrdili smo

povezavo med prisotnostjo mikroorganizmov na delovnih povrSinah in njihovo odpornostjo

proti sanitacijskim sredstvom, ki jih uporabljajo v proizvodnji.



Tusar T. Ugotavljanje kriti¢nih kontrolnih to¢k v klavnici in pakirnici pis¢ancjega mesa in izdelkov. 1A%
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd.za zivilstvo, 2011

KEY WORDS DOCUMENTATION

DN  Dn

DC UDC 614.3+614.97:637.54:579.67(043)=163.6

CX  food control/ food hygiene/ processing plants hygiene/ slaughteryhouses/ poultry
meat/ critical control points/ HACCP/ disinfectants/cleaning agents/ Campylobacter
spp. / Listeria monocytogenes / Salmonella spp.

AU  TUSAR, Tina

AA  SMOLE MOZINA, Sonja (supervisor) / GASPERLIN, Lea (reviewer)

PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

PB  University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Academic Study Programme of Food

technology

PY 2011

TI CRITICAL CONTROL POINTS IN POULTRY SLAUGHTERY AND
PACKAGING ROOM

DT  Graduation thesis (University studies)

NO XII, 67 p., 16 tab., 21 fig., 6 ann., 101 ref.

LA sl

AL  sl/en

AB  On the basis of the HACCP system and the existing control points in two poultry
slaughterhouses, we determined swab sampling points on processing line where there is direct
contact with raw material or product. In addition, swabs were taken from sampling points in
the processing environment, and samples of the final product, chicken meat, were taken
according to standard procedures. The samples were examined for indicator microorganism,
such as total count, coliforms and E. coli. We also examined the presence of pathogenic
Campylobacter, Listeria monocytogenes and Salmonella spp. with conventional methods and
real-time PCR. We confirmed the presence of Campylobacter and Listeria monocytogenes on
both dirty and clean and disinfected processing surfaces. Isolated bacterial strains and strains
from microbial culture collections of Campylobacter, Listeria monocytogenes and Salmonella
were used for testing antimicrobial efficiency of cleaning agents and disinfectants. We used
two different methods: quantitative suspensions test (EN 1276, 1997) and biofilm tests with
stainless steel carriers (Charaf, 1999) for the evaluating bactericidal activity of chemical
cleaning agents and disinfectants. Based on the results of both methods, bactericidal activity
was different for specific agents, but none of the cleaning agents or disinfectants met standard
requirements completely. Cleaning agents and disinfectants the highest efficacy against
Campylobacter, less against Salmonella spp. and the least against Listeria monocytogenes.
We confirmed the connection between the presence of microorganisms on working surfaces
after disinfection and their resistance against chemical sanitation agents used in the
production plants.
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L. monocytogenes

m

M
MAS

ME

MHA

MHB

MO

NA

PCR

S. Enteritidis

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

Ay vodna aktivnost (ang. water activity)

AHB agar Abeyta Hunt Bark agar

C. jejuni, C. coli Campylobacter jejuni, Campylobacter coli

CFU/ml, CFU/cm? Stevilo kolonijskih enot na ml ali cm” (angl. Colony Forming
Units)

CIp Zaprt sistem ¢iS¢enja (angl. Cleaning In Place)

DHP dobra higienska praksa

DPP dobra proizvodna praksa

E. coli Escherichia coli

F1 oznaka za prvo podjetje, kjer smo opravili vzor¢enje

F2 oznaka za drugo podjetje, kjer smo opravili vzorcenje

HACCP anali;g tveganja kritiénih kontrolnih toc¢k (angl. Hazard Analysis
of Critical Control Points)

KAS kvarterne amonijeve spojine

KKT kriti¢na kontrolna tocka

KT

kontrolna tocka
Listeria monocytogenes

mejna vrednost, rezultati nad to vrednostjo so zadovoljivi

mejna dopustna vrednost, rezultati nad to vrednostjo ne ustrezajo
standardu

mikrobioloska ocenjevalna shema (angl. Microbial Assesment
Scheme)

enota za mikrobicidno ucinkovitost Cistil (angl. Microbicidal
Effect)

gojisce (angl. Mueller-Hinton Agar)

gojis¢e (angl. Mueller-Hinton Broth)

okrajSava za mikroorganizem

hranljivi agar (angl. Nutrient Agar)

Verizna reakcija s polimerazo (angl. Polymerase Chain Reaction)

Salmonella Enteridis
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SIM strojno izkoS¢eno meso

SSM skupno Stevilo mikroorganizmov

TSA tripti¢ni sojin agar

TTC trifeniltetrazolijev kloridni agar

YOPI ogrozene skupine (angl. Young, Old, Pregnant, Immuno-
compromised)

VTT Finski tehnisko raziskovalni center (angl. Technical Research
Centre of Finland)

7.ZUZIS Zakon o zdravstveni ustreznosti zivil in izdelkov ter snovi, ki

prihajajo v stik z Zivili
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1 UvoOD

Sodobni potrosnik Zeli varen in kakovosten izdelek s ¢im daljSo dobo uporabnosti. Higiena
v zivilskih obratih je pomemben ¢len v proizvodnji varnih in kakovostnih zivilskih
izdelkov. Mikrobioloska obstojnost in kakovost posameznega izdelka je v veliki meri
odvisna od stanja kontaminacije zacetne surovine, postopkov tehnoloskega procesa,
higiene delovnih povrsin, opreme in osebja, ki prihaja v neposreden stik z zivilom.

Stopnja Cistosti povrSin odseva kakovost mehanskega ciSCenja v kombinaciji z
ucinkovitostjo Cistilnih sredstev in razkuzil. Prav ti so klju¢ni dejavniki za vzdrzevanje Se
sprejemljivega nivoja mikrobioloSke kontaminacije v proizvodnih razmerah. Na
proizvodno linijo se z zivalskimi trupi dnevno vnasa mikrobioloske povzrocitelje kvarjenja
in zdravju skodljive mikroorganizme. Tveganje, ki ga predstavljajo, se Se povecuje, ¢e so
jim omogocene razmere za rast ali tvorbo biofilma. Z uporabo uspesnih sanitacijskih
postopkov in ucinkovitih Cistilnih ter razkuzilnih sredstev se vse necistoCe dnevno
odstranjujejo. Kot najucinkovitejsi sistem za zagotavljanje varnosti izdelkov se je izkazala
analiza tveganja kriti¢nih tock in kriti¢nih kontrolnih tock po HACCP sistemu.

Z eksperimentalnim delom diplomske naloge smo Zeleli pridobiti vpogled v mikrobioloSko
sliko Ze obstoje¢ih kriticnih mest in pripraviti oceno bioloskega tveganja v predvidoma
novih kriti¢nih tockah pred in po sanitacijskem postopku. Velik vpliv na kakovost ¢i§¢enja
pa imajo prav izbrana Cistilna in razkuzilna sredstva. Zato smo Zeleli preveriti kako
ucinkovita so ta sredstva proti bakterijskih vrstam, ki najveckrat naseljujejo prebavni trakt
zivih zivali in so zato najpogostejSi onesnaZevalci perutninskih obratov. Patogene bakterije
Campylobacter spp., Listeria monocytogenes in Salmonella spp. predstavljajo najvecje
tveganje pri piscan¢jem mesu. Ko se ukvarjamo s patogenimi mikroorganizmi, so resitve
problema preproste in kompleksne hkrati, Se posebej pri zivilih, ki jih je potrebno pred
uporabo toplotno obdelati. Do problemov pride Sele ob napakah v procesu obdelave in
predelave do kon¢nega produkta. Pomembno je pravilno rokovanje z zivilom po nacelu
»od polja do vilic« torej vzdolz celotne proizvodno-prehranske verige, saj le tako lahko
zagotovimo ustrezno varnost zivila.
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1.1 CILJI EKSPERIMENTALNEGA DELA

Cilji te diplomske naloge je bila ocena obstojecih in prredvidoma novih kriti¢nih tock v

proizvodnem procesu na podlagi naslednjih eksperimentalnih korakov:

- dolocitev vzorénih mest na osnovi sheme proizvodnega procesa ze evidentiranih in
predvidoma novih kriti¢nih tock pred in po sanitacijskem postopku;

- odvzem brisov in mikrobioloSke analize ugotavljanja prisotnosti skupnega Stevila
mikroorganizmov,  indikatorskih ~ organizmov ~ in  izbranih  patogenih
mikroorganizmov (Salmonella spp., Campylobacter spp., Listeria monocytogenes);

- identifikacija bakterij izbranih patogenih mikroorganizmov iz pozitivnih vzorcev in
njihova uporaba pri laboratorijskem testiranju protimikrobne ucinkovitosti Cistilnih
in razkuzilnih sredstev, ki jih uporabljajo v proizvodnji;

- izvedba testiranja protimikrobne ucinkovitosti Cistilnih in razkuzilnih sredstev s
suspenzijskim testom (EN 1276, 1997) in povrSinskim testom (Charaf, 2000).

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Na podlagi zastavljenih ciljev smo predpostavili:

- da bodo rezultati pokazali odsotnost patogenih bakterij (Salmonella spp.,
Campylobacter spp., Listeria monocytogenes) na Cistih in razkuzenih povrSinah;

- da bomo potrdili prisotnost vsaj nekaterih vrst patogenih bakterij (npr. Listeria
monocytogenes, Salmonella spp. in Campylobacter spp.) v vzorcih brisov povrsin,
ki smo jih odvzeli med potekom proizvodnje;

- da bomo potrdili povezavo med prisotnostjo mikroorganizmov na delovnih
povrsinah in njihovo odpornostjo proti sanitacijskim sredstvom, ki jih uporabljajo v
proizvodnji.
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2 PREGLED OBJAV

2. HIGIENA IN ZAKONSKE UREDBE

2.1.1 Podrocje varnih Zzivil v Sloveniji

Zakon o zdravstveni ustreznosti zivil (ZZUZIS-Zakon o zdravstveni..., 2000; ZZUZIS-A-
Zakon o spremembah..., 2002; ZdZPZ-Zakon o spremembah in dopolnitvah..., 2004)
doloca pogoje, ki jih morajo izpolnjevati zivila, aditivi za Zivila in izdelki ter snovi, ki
prihajajo v stik z zivili, da so zdravstveno ustrezni. Zakon ureja zdravstveni nadzor nad
njihovo proizvodnjo in prometom z namenom, da se varuje zdravje ljudi in zaScitijo
interesi potrosnika. V prvi vrsti zakon opredeljuje pojem zivilo, kot vse kar ljudje
uporabljajo za prehranske namene v nepredelani, polpredelani ali predelani obliki,
vklju¢no s pitno vodo. Prav tako so definirani pojmi proizvodnje in prometa zivil, pojmi
onesnaZenja in higiene Zivil. V 6. ¢lenu je definirana zdravstvena ustreznost Zivil. Zivila so
zdravstveno ustrezna, ¢e ne vsebujejo mikroorganizmov ali parazitov oziroma njihovih
razvojnih oblik ali izlo¢kov, ki lahko skodljivo vplivajo na zdravje ljudi (ZZUZIS-Zakon o
zdravstveni..., 2000). Slovenska zakonodaja loCuje pristojnosti veterinarske uprave, ki
nadzoruje proizvajalce zivil zivalskega izvora in pristojnosti zdravstvene inSpekcije, ki
nadzoruje ostale proizvajalce zivil. Poleg zunanjega nadzora (zdravstveni, veterinarski,
trzni inSpektorji) se nad zdravstveno ustreznostjo ustreznosti zivil in izdelkov ter snovi, ki
prihajajo stik z Zivili, izvaja tudi notranji nadzor (JerSek, 2009). Izvajajo ga pravne ali
fizicne osebe, ki proizvajajo in dajejo v promet zivila, nadzor pa je vzpostavljen na
osnovah sistema HACCP. Slovenija je uskladila svojo zakonodajo z Evropsko Skupnostjo
in sprejela doloCene spremembe zakonov in pravilnikov, ki se ti¢ejo zivil, higiene zivil in
uradnega nadzora nad zivili. Znotraj zakona o zdravstveni ustreznosti zivil in izdelkov ter
snovi, ki prihajajo v stik z zivili, je bil tudi Pravilnik o higieni zivil, ki je prenehal veljati
2007 (Pravilnik o prenehanju..., 2007).

2.1.2 Podrocje varnih zivil v EU

Evropska skupnost je naredila pomemben korak z vkljucitvijo HACCP sistema v evropsko
zakonodajo z direktivo 93/43 EEC (Raspor, 2004; Poto¢nik, 2001; Council Directive...,
1993). Skoraj desetletje kasneje pa je bil objavljena Bela knjiga o higieni zivil (angl. White
Paper on Food Safety) (European Parliament resolution..., 2001). Dokument je radikalno
spremenil zakonodajo in njegov poglavitni cilj je bil zagotoviti visoko raven varstva
potro$nikov (Raspor, 2004). Vsak nosilec dejavnosti, v zivilski verigi mora zagotoviti
varnost zivil namenjenih za prehrano ljudi, tekom pridelave, predelave, distribucije,
prometa do priprave zivil. Sledila je regulativa ES 178/2002 Evropskega parlamenta in
sveta, ki je jasno opredelila cilje evropske politike o splo$nih nacelih in zahtevah Zivilske
zakonodaje, ustanovitve Evropske agencije za varnost hrane in postopkov, ki zadevajo
varnost hrane, znana kot splosna Zivilska zakonodaja (Regulation (EC) No 178/2002...,
2002). Leta 2004 pa je bila sprejeta Uredba o higieni zivil (Regulation (EC) No
852/2004..., 2004), ki dolo¢a minimalne higienske zahteve za proizvajalce zivil Clanic
evropske unije. Uredba $t. 852/2004 se od zacetka leta 2006 uporablja v vseh drzavah
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¢lanicah EU (Regulation (EC) No 852/2004..., 2004). V skladu s to uredbo morajo po
zakonu vsa podjetja, ki delujejo na podrocju prehrambene industrije, uposStevati nacela
HACCP. Ta uredba omogoca vecjo prilagodljivost postopkov in aktivnosti, s ¢imer se
zagotavlja izpolnjevanje zahtev tudi manjSim in manj razvitim podjetjem (MKGP, 2010).

Pravila regulativ temeljijo na sledecih principih (MKGP, 2010):

. primarna odgovornost za zagotavljanje varne hrane je na strani nosilca Zivilske
dejavnosti;

. varnost zivil mora biti zagotovljena skozi celotno prehransko verigo, vklju¢no s
primarno proizvodnjo;

. v celotni prehranski verigi morajo biti vkljuceni postopki, ki temeljijo na principih
HACCP;

. obvezna je registracija in odobritev zZivilskih obratov;

. zakonodaja omogocCa razvoj smernic dobre higienske prakse, oziroma doloca
uporabo principov HACCP, kot orodja za izpolnjevanje novih zahtev zakonodaje;

. upostevana je fleksibilnost zakonodaje do proizvajalcev v odrocnih predelih (npr.

visokogorje) ter do tradicionalnih postopkov in metod.

2.1.3 Zagotavljanje varnosti Zivil

Vsako zivilsko podjetje se spopada s problemi kako optimizirati proizvodnjo, hkrati pa
vzdrzevati kakovost in dosegati optimalno varnost izdelka. Temelj uspeSnega vodenja
proizvodnje je sledenje principom dobre proizvodne prakse (DPP). Zacetki segajo v leto
1968 (WHO), pri nas pa je zakonsko obvezna od leta 1997. Dobra proizvodna praksa je
skupek vseh dejavnikov, ki zagotavljajo, da je kakovost, varnost in ucinkovitost zZivila v
skladu z njegovo specifikacijo in nameravano uporabo. Od dobre proizvodne prakse se je
loc¢ila dobra higienska praksa (DHP), ki zdruzuje postopke sanitarnega in tehnicnega dela
in ga danes imenujemo higienski menedzment (Raspor, 2004).

UspeSen sistem higienskega menedZzmenta podjetja vzdrzuje visoko sploSno stopnjo
higiene, zagotavlja skladnost predpisov, doloca, oceni in nadzoruje nevarnosti vzdolz
produkcijske linije ter doloca kriti¢ne vrednosti in predpiSe ukrepe v kriti¢nih situacijah
(slika 1). Nadgradnja dobre proizvodne prakse je prilagajanje dejanskemu proizvodnemu
procesu, da se tveganje za konéni izdelek in za potro$nika zniza na minimum. Po definiciji
v uradnem listu je HACCP (angl. Hazard Analysis Critical Control Point) sistem, ki
omogoca identifikacijo oziroma prepoznavanje, oceno, ukrepanje in nadzor nad morebitno
prisotnimi Skodljivimi agensi v Zivilih ali stanji, ki lahko ogrozajo zdravje Cloveka
(ZZUZIS-Zakon o zdravstveni..., 2000). Nacela HACCP so instrument, ki pomaga
zivilskopredelovalnim obratom in osebju doseci visok standard pri zagotavljanju varne
hrane. HACCP ni nadomestilo za higienski menedzment ampak samo razvoj Ze obstojecih
sistemov, ki so osnovani na analizi tveganj in nevarnosti. Sistem HACCP je prenesel
teziSCe nadzorstva iz retrospektivne analize na preventivno naravnan sistem.
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= 2 Analiza tveganja, kriti€ne kontrolne tocke, kritié-
HACCP ne mejne vrednosti, korekcijski postopki, verifika-
cija sistema.

osebna higiena
dezinfekcijski postopki
Higienski plan specifiéni higienski ukrepi za doloé¢ena podrodja
upravljanje z odpadki
mikrobiologki monitoring

= Odgovornosti, organizacijski plan, izobraZzevanje
Vodstveni sistem in Solanje osebja, uvedba higienskih planov,
kalibracija, revizija.

Primerna oprema, metode, validacijski
_ postopki, varovanje osebja.

Slika 1: Zahteve in odgovornosti pri vzpostavitvi uspeSnega higienskega menedzmenta po principih HACCP
(WFK, 2007)

Na sliki 1 so navedeni temelji za uspeSno vzpostavitev higienskega menedzmenta po
nacelih HACCP sistema. Vodstvo mora zagotoviti primerno opremo v proizvodnji
(ustrezna delovna oprema, gladke povrSine iz primernega materiala). Potrebno je dosledno
izvajanje sanitacijskih postopkov, pravilna izbira metod ¢is¢enja za vzdrzevanje higiene in
periodi¢no vrednotenje uspesnosti metod. Vodstvo obrata nosi odgovornost za organizacijo
izvajanja higienskih postopkov, Solanje osebja in uvedbo kontrole nad izvrSevanjem
higienskih planov. Poskrbeti je treba za varno delovanje osebja (izobrazevanje o osebni
higieni, tveganju za infekcije, zastrupitve s hrano ter nacin pravilnega rokovanja s
kemikalijami v proizvodnji in ukrepi ob nesrecah). Nadalje je potrebno uskladiti u€inkovit
higienski plan, ki vkljucuje osebno higieno zaposlenih, nalrtuje se plan CciScenja,
dezinfekcije in vzdrzevanja. Poleg tega se dolo¢i tudi nacin odstranjevanja odpadkov,
ukrepe ob moznih nesrecah, nacrtuje se pogostost dezinsekcije in deratizacije ter nacrtuje
izobrazevanje za delavce o pomembnosti vzdrzevanja higiene. Naloge strokovne ekipe
higienskega menedzmenta obsegajo nacrtovanje organizacijskega plana po nacelih
HACCP, urejanje dokumentacije in vzpostavitev seznama tveganj. Sele na trdnih temeljih
se lahko ovrednoti tveganja (bioloski, kemijski in fizikalni dejavniki tveganja). Nadalje se
doloc¢i kontrolne tocke (KT) in kriti¢ne kontrolne tocke (KKT), vkljuéno s parametri in
kriticnimi mejnimi  vrednostmi. Nacrtuje in opiSe se metode merjenja ter nacin
shranjevanja podatkov in dolo¢i odgovorne osebe za monitoring ter kontrolo KKT (WFK,
2007).

V nadaljevanju se bomo ukvarjali s ¢iS¢enjem procesne linije in t.i. bioloskimi viri tvegan;.
Osredoto¢ili se bomo na povzrocitelje alimentarnih infekcij (vrste Salmonella,
Campylobacter in Listeria). Nadgradnja sistema higienskega manedzmenta je namre¢
vzpostavitev mikrobioloSke ocenjevalne sheme (angl. Microbial Assesment Scheme).
MAS ali mikrobioloska ocenjevalna shema je postopek, ki je bil razvit kot orodje za
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sistemati¢no analizo mikrobioloSkih rezultatov in za vrednotenje sistema za zagotavljanje
varnosti v zivilski proizvodnji. Prednost sistema MAS je v mikrobioloskem nadzoru
kriticnih kontrolnih tock na procesni liniji, kjer se lahko prepre¢i porast potencialnih
tveganj in ne izklju¢no kontrola kon¢nega izdelka. Sistem MAS vkljucuje identifikacijo
kriti¢nih kontrolnih to¢k za vzoréenje, izbor mikrobioloskih parametrov, pogostost in izbor
metode vzorCenja, izbor same analitske metode ter nacin kon¢ne obdelave rezultatov in
njihovo interpretacijo. Smiselno je preverjati vzorce po nacelu 3-3-3, 3 krat na dan (na
zaCetku, med proizvodnjo in na koncu dneva), 3 dnevi v mesecu v treh zaporednih mesecih
(Jacxens in sod., 2009). Proizvodni obrati najveckrat mikrobioloSko testirajo konc¢ne
produkte, ¢e zadoScajo pogojem varnosti. Veliko bolj uc¢inkovit nacin pa je dolociti
parametre za vsako posamezno kriticno mesto. Mikrobioloske metode so nepogresljive pri
verifikaciji oz. preverjanju ucinkovitosti celotnega sistema nadzora HACCP in postavljenih
kriticnih mejnih vrednosti parametrov (Smole Mozina, 2002). Skupno Stevilo
mikroorganizmov v kriticnih kontrolnih tockah daje oceno moznosti okuzbe na teh tockah.
Sistem je uspesen, ko zagotavljamo nizko Stevilo mikroorganizmov in zaznamo le manjse
spremembe v obsegu mikrobioloske populacije (ICMSF, 2002).

2.2 MIKROORGANIZMI IN ZAGOTAVLJANJE VARNOSTI V PERUTNINARSKI
INDUSTRIJI

V splosnem velja, da so mikrobioloska tveganja najpomembnejsa, najpogostejSa in najtezje
obvladljiva, zaradi zmoZnosti razmnozevanja ter tvorbe toksinov v zivilu (Smole Mozina,
2002). Za preprecevanje alimentarnih toksiko-infekcij in velike ekonomske Skode, ki je
posledica mikrobioloSkega kvara zivil, je pomembno poznavanje biologije
mikroorganizmov.

| KEMIJSKI KONTAMINANTI | | PROCESNA HIGIENA | | OKOLJSKI FAKTORJI |

MIKROORGANIZM
- biofilmi

- vir kontaminacije

- populacija (nevarni patogen
ali nenevarni MO)

PROCESNI POGO.
- pH

- temperatura

- retenzijski ¢as
- koncentracija soli
- ay vrednost
- procesni ¢as

PROCESNA VODA
-hranila

| BIOCIDI, RAZKUZILA ——>|
| ENCIML CISTILA [

Kvar in
kontaminacija surovin

Kontaminacija
konénega produkta

Tvorba biofilma ali
sluzavega sloja na
povrsini

Oblikovanje
tujih priokusov
in vonjev

Slika 2: Mikrobna rast kot osrednji element bioloskih in kemijskih tveganj in posledice v industrijskih
procesih (Maukonen in sod., 2003)
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Najpomembnejsi dejavniki kemijskega in bioloSkega tveganja v Zivilskem procesu
povezanem z mikrobno rastjo ter nacini prepreCevanja so podani na sliki 2.
Mikroorganizmi v hrani in v industrijski predelavi zivil so porazdeljeni neenakomerno in
obcasno, glede na spremembe pogojev v okolju. Na mikrobno rast in vrsto imajo vpliv
notranji dejavniki, kot so kemijska sestava in naravno prisotna mikrobiota. Perutninsko
meso je s svojo nevtralno vrednostjo pH (6,3-6,5) in visoko aktivnostjo vode (0,99),
idealen substrat za razmnozZevanje mikroorganizmov (Adami¢ in sod., 2003). Na zunanje
dejavnike pa lahko vplivamo tekom industrijskega procesa oz. s procesi skladiScenja.
Intenzivnost kontaminacije in sestava mikrobiote sta odvisni od zacetne kontaminacije,
tehnoloskega procesa, higiene povrsin v stiku z mesom, temperature in casa skladiScenja.
Dnevno se mikroorganizme z Zivalskimi trupi vnasa v tehnoloski proces in jih po koncani
proizvodnji odstranjuje s sanitacijo. Stevilo mikroorganizmov in vrsta se spreminja glede
na vrsto proizvoda (Maukonen, 2003). Glede na to so potrebni dolo¢eni higienski ukrepi,
ki so odvisni od vrste prisotnih mikroorganizmov, njihove zmoznosti za rast na proizvodni
povrsini oziroma zivilu ter njihove sposobnosti prezivetja tekom priprave (kuhanje,
pasterizacija, konzerviranje, globoko zmrzovanje, susenje) ali med skladis¢enjem. Varnost,
kvaliteta in obstojnost koncnega proizvoda so v veliki meri odvisni od obsega mikrobne
kontaminacije na proizvodni liniji, torej posredno tudi od ucinkovitosti dnevne sanitacije.

2.2.1 Pokazatelji higiene

2.2.1.1 Indikatorski mikroorganizmi

Rutinska mikrobioloska preiskava snaznosti v industriji zahteva takojSen rezultat, temu pa
ni kos klasi¢na preiskava z inkubacijo in precepljanjem. Na trgu najdemo kar nekaj hitrih
testov, ki temeljijo na detekciji t.i. indikatorskih bakterij. Indikatorski mikroorganizmi so
mikroorganizmi, katerih prisotnost nakazuje na moznost rasti tudi drugih patogenih
bakterij ali kvarljivcev (JerSek, 2009). Indikatorski mikroorganizmi so lahko fekalne
koliformne bakterije, ne-fekalne koliformne (Citrobacter, Enterobacter, Escherichia in
Klebsiela), enterokoki in bakterije iz druzine Enterobacteriaceae (Citrobacter, Erwinia,
Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Kluyvera, Proteus, Salmonella, Shigella,
Yersinia) (Jersek, 2010). Forsythe in Hayes (1998) locita indikatorske mikroorganizme na
tako imenovane "indeks" organizme, katerih prisotnost v hrani napove moznost patogenov
v istem vzorcu (zdravstvena oporecnost) in "indikatorske" organizme, ki dajejo informacije
o splosnem mikrobioloskem stanju Zzivila (higienska kvaliteta). Razlika med obema je
lahko nedolocljiva in tak primer so bakterije druzine Enterobactericeae.

Idealni indikatorski mikroorganizem higienskega stanja, ki pa pravzaprav ne obstaja oz. Se
ni bil odkrit, bi izpolnjeval vse navedene kriterije (Forsythe in Hayes, 1998):

e je prisoten le v primeru fekalne kontaminacije,

e izkazuje enako ali boljSo stopnjo prezivetja kot tar¢ni patogen,

e se ne razmnoZuje zunaj gostitelja,

e je eksperimentalno lahko dokazljiv v ¢im krajSem Casu.
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KOLIFORMNI NEFEKALNI
MIKROORGANIZMI
= kontaminacija iz okolja

FEKALNI KOLIFORMNI
MIKROORGANIZMI + E. coli
= fekalna kontaminacija

=)
E. colf0157:H7

Slika 3: Najpogostejsi indikatorski mikroorganizmi (razmerje med fekalnimi koliformnimi, nefekalnimi
koliformnimi mikroorganizmi in E. coli) (Wutor in sod., 2009)

Najpogostejsi indikatorski organizmi so koliformni mikroorganizmi. Koliformni organizmi
so gram-negativne, oksidaza negativne, nesporogene paliCaste bakterije, ki rastejo aerobno
ali fakultativno anaerobno. V velikih koncentracijah naseljujejo prebavni trakt ¢loveka in
toplokrvnih zivali (Gerardi in Zimmerman, 2005). Lo¢imo jih na fekalne in nefekalne
(slika 3). Fekalne rastejo ob prisotnosti zol¢nih soli, kot vir hranil izkori§¢ajo pepton,
laktozo pa razgrajujejo v kislino in plin (pri gojenju na 44-45,5 °C). Koliformna fekalna
bakterija je Escherichia coli, nefekalna pa Enterobacter aerogenes. Bakterijo E. coli zelo
redko najdemo drugje kot v gastrointestinalnem traktu ¢loveka in zivali, zato je klasi¢ni
indikator prisotnosti entericnih patogenov. Resnost onesnazenja vode s fekalijami
ocenjujemo s koli¢ino bakterij E. coli, ker se le-te v vodi ne razmnozujejo (Forsythe in
Hayes, 1998). V zivilih pa je povezava med bakterijo in okuzbo manj zanesljiva. Veliko
Stevilo zraslih kolonij ne pomeni nujno moc¢ne fekalne kontaminacije in odsotnost E. coli
ne pomeni nujno odsotnosti drugih fekalnih mikroorganizmov. Prav tako iz nara$canja
koncentracije E. coli ne moremo sklepati, da se podobno obnasajo ostale enterobakterije. Iz
povisanega Stevila bakterije v zivilu pa lahko sklepamo na ugodne pogoje za razvoj tudi
ostalih bakterij druzine Enterobacteriaceae (Jersek, 2010). Razrast kolonij E. coli je bodisi
posledica kontaminacije s fekalijami, rasti bakterije v hrani, slabo ocis¢ene opreme bodisi
kontaminacije preko osebja. Bakterijska vrsta Enterobacter aerogenes pa je ubikvitarna
bakterija in dobro raste tudi izven gastrointestinalnega trakta (Forsythe in Hayes, 1998).

2.2.1.2 Skupno Stevilo mikroorganizmov

Mikrobiolosko sliko snaznosti lahko dolo¢imo tudi s skupnim Stevilom zivih
mikroorganizmov. Inkubacija pri temperaturi 25-30 °C je indikator higiene Zzivilskega
obrata, pri temperaturi 30-37 °C pa indikator potencialnega zdravstvenega tveganja
(Jersek, 2010). Stalen nadzor nad skupnim Stevilom bakterij (angl. Total viable count, 24h/
30-37 °C) na doloCenih kriti¢nih toc¢kah je dovolj, da vsako odstopanje upostevamo kot
svarilo za moznost okuzbe (Forsythe in Hayes, 1998). Skupno Stevilo zivih oziroma za
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reprodukcijo sposobnih mikroorganizmov dolo¢imo s Stetjem kolonij na plosc¢ah. Pri
preiskavi zivil sta izbira razmer in gojiSca za inkubacijo tezavni, saj Zivila vsebujejo zelo
raznovrstne mikroorganizme. Na splosno velja, da ¢imbolj je sestava gojisca zapletena, vec
razli¢nih mikroorganizmov bo raslo na gojiscu (JerSek, 2010).

2.2.2 Najpogostejsi patogeni mikroorganizmi perutnine

Trup (koza, perje) in prebavni trakt so gostitelji Stevilnih mikroorganizmov, ki lahko
povzrocajo obolenja zivali, zivali in ljudi ali pa so kvarljivci mesa. NajpogostejSe patogene
bakterije Campylobacter spp. in Salmonella spp. pridejo v obrat pri reji, prek stelje, vode,
hrane, osebja, glodalcev, insektov, divjih ptic ali zraka. V Crevesu in slepem crevesu
klini¢no zdrave perutnine pogosto najdemo bakterije rodu Campylobacter v koncentraciji
10°-10° CFU/g vsebine ¢revesa. Obicajno je dve tretjini bakterij rodu Campylobacter iz
fecesa piscancev, prepoznanih kot Campylobacter jejuni in le tretjina kot Campylobacter
coli (EFSA, 2010a). V slepem ¢revesu perutnine najdemo tudi salmonele, ki se hitro
razmnoZujejo in doseZejo koncentracijo 10° CFU/g vsebine &revesa. Pri perutnini sta
specifi¢ni vrsti S. gallinarum in S. pullorum in S. Enteritidis, ki je patogena za ljudi
(Gasperlin in Bem, 2003).

Po porocilu EFSA za leto 2008 so v vseh 26 preiskovanih drzavah EU potrdili prisotnost
Campylobacter in Salmonella (EFSA, 2010c). Vzorci fecesa ali povrSine klavnih Zivali iz
561 klavnic so bili pozitivni na Campylobacter v 75 % in Salmonella v 15,6 % odvzetih
vzorcev. Od 15,6 % izoliranih sevov Salmonella, je bilo potrjenih kar 3,6 % kot
Salmonella Enteritidis ali Salmonella Typhimurium (EFSA, 2010b; EFSA, 2010c). Poleg
teh dveh rodov bakterij najdemo pri perutnini Se celo vrsto patogenih mikroorganizmov, ki
povzroc¢ajo alimentarne toksikoinfekcije. Obolenja, povzrocena s sevi Listeria
monocytogenes, so pogostejsa pri divjih pticah. V Crevesju perutnine je lahko prisoten tudi
toksinogen Clostridium botulinum ali C. perfringens, ki je pokazatelj fekalne okuzbe mesa.
Bakterijo Escherichia coli najdemo v zadnjem delu érevesa, vendar vecina sevov ni
patogena za ljudi. Izjema je enterohemoragi¢ni sev E. coli O157:H7, ki je povzrocitelj
alimentarnih toksikoinfekcij (GaSperlin in Bem, 2003). Po porocilih EFSA-e je bilo v letu
2009 v EU prijavljenih 3.573 primerov zastrupitev z E. coli O157:H7 (EFSA, 2011). V
jatah intenzivne reje piS€ancev povzrocajo bolezni Se Clamidia psittaci, Staphylococcus
aureus, Mycobacterium avium in $tevilne druge (Gasperlin in Bem, 2003).

Kampilobakterioza s 198.252 prijavljenimi primeri po statistiki EFSA za leto 2009, je Se
vedno najpogostejSa Crevesna okuzba povzroCena s hrano (EFSA, 2011). Sledi ji
salmoneloza s 108.614 primeri, ki je najveckrat posledica uzivanja nezadostno toplotno
obdelane perutnine in svinjskega mesa. Listerioza je sicer na repu statistike, vendar je to
okuZzba z najvec smrtnimi primeri (1.645) (EFSA, 2011). Kljub prisotnosti patogenov pa so
mikrobne okuzbe s hrano $e vedno najpogosteje posledica nestrokovnega in nehigienskega
rokovanja z mesom pri pripravi perutninskega mesa in jajc, nezadostne toplotne obdelave,
priprave hrane vnaprej, hranjenja zivil na sobni temperaturi, neustreznega pogrevanja ali
odtajevanja zivil (Milohnoja, 2003).
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2.2.2.1 Campylobacter spp.

Bakterije vrste Campylobacter spp. so gram-negativne, spiralno zavite, gibljive palcke. So
mikroaerofilne, za rast potrebujejo kisik (5-10 % kisika), prezivijo pa tudi v pakiranju s
plinom ali v vakuumu. Prezivijo temperaturo hladilnika in prenasajo zmrzovanje, vendar se
pod 30 °C ne razmnozujejo. Zelo obcutljive so na visoke temperature (Adami¢ in sod.,
2003). Okuzba s kampilobakterji je ena od najpogostejSih ¢revesnih okuzb v Sloveniji in
svetu (IVZ, 2008b; Peyrat in sod, 2008). Po navedbah zavoda za zdravstveno varstvo se

Stevilka Se povecuje. Podobno stanje je v nekaterih drugih evropskih drzavah (EFSA,
2011).

Preglednica 1: Karakteristike bakterij vrste Campylobacter (C. coli, C. jejuni)

Campylobacter spp.
KLASIFIKACIJA (Garrity in sod., 2005)
Kraljestvo: Bacteria
Deblo: Proteobacteria
Razred: Epsilonproteobacteria
Red: Campylobacterales
Druzina: Campylobcteraceae
Rod: Campylobacter
PARAMETRI RASTI in MEJNE VREDNOSTI REFERENCE
PREZIVETJA
Min a,, (za rast) 0,987 ICMSF, 1996
Max koncentracija NaCl 1,5-6,5 % (pri nizkih T je toleranca nizja) ICMSF, 1996
za preZivetje
pH (za rast min 4,9 ICMSF, 1996
opt 6,5-7,5
max ca. 9,0
Temperatura (za rast) min 32°C ICMF, 1996
opt 42-43 °C
max 45°C
posneto mleko 48 °C/ 7,2-12,8 min Doyle in sod., 1989

Toplotna odpornost
celic (D-vrednost) meso 60 °C/ < 1,0 min

mleto pis¢. meso 49 °C/ 20 min; 57°C/45 s

Po podatkih EFSA je v 50-80 % primerih je izvor okuzb s C. jejuni perutnina ali jajca, od
tega je kar 20-30 % primerov kampilobakterioze vezanih na nepravilno rokovanje,
pripravo in uzivanje piScancjega mesa (EFSA, 2010a). Vir okuzbe pa je lahko tudi
pomankljivo toplotno obdelano goveje ali prasicje meso, sveze gobe ali mleko. Do okuzbe
lahko pride z navzkrizno kontaminacijo med predelavo perutnine, v mlekarstvu, preko
okuzene vode ali preko bolnega osebja. Kampilobakterioze imajo specificno
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epidemiologijo in jih uvr§¢amo med zoonozne Crevesne kuzne bolezni okuzbe. Infektivna
doza pri kampilobakteriozi je minimalno 500 Zivih celic. Inkubacijska doba traja 2-10 dni,
bolezen pa traja 2-7 dni. Simptomi bolezni so krvava diareja, kr¢i v Zelodcu, miSicah in
sklepih, vro€ina, slabost, bruhanje ter glavobol. V redkih primerih se pojavi vnetje sklepov,
oslabelost srca, vnetje oci in trebusne slinavke (Aho in sod., 1989).

2.2.2.2 Listeria monocytogenes

L. monocytogenes so ubikvitarne, gram-pozitivne, gibljive, fakultativno anaerobne
paliCaste bakterije. So nesporogene, a relativno dobro odporne proti neugodnim
dejavnikom okolja. Bakterije so katalaza pozitivne in oksidaza negativne ter hemolizirajo
B-hemolizin, kar povzro¢a razpad rdec¢ih krvnih telesc. Rod Listeria vsebuje 6 razli¢nih
vrst: L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. welshimeri, L. seeliger in L. grayi. Od
vseh vrst samo L. monocytogenes povezujemo z okuzbo pri cloveku in jo lo¢imo od drugih
vrst po tvorbi B-hemolize na krvnem agarju (Adamic in sod., 2003). Toplotna obdelava 20
min pri 70 °C zagotovi popolno unicenje bakterij. Temperatura hladilnika (4 °C) upocasni,
zmrzovanje izdelkov na -18 °C pa prepreci razmnozevanje bakterij (Slutsker in Schuchat,
1999).

Infektivna doza za zdrave osebe znasa med 10°-10° CFU/g in za rizi¢ne skupine (YOPI)
10-10* CFU/g. Inkubacijska doba traja od 18 ur do 2 mesecev. Listeria monocytogenes je
znotraj celi¢ni parazit in povzroc€i razpad celice. Zastrupitev pri normalno odpornih osebah
je podobna simptomom gripe. Izjema so noseCnice pri katerih lahko zastrupitev povzroci
prezgodnji porod ali splav. Ogrozena skupina so tudi mlaj$i otroci, starostniki, osebe z
imunskimi boleznimi, bolniki po transplantaciji organov, z rakom ali HIV. Pri rizi¢nih
skupinah bakterija povzroci pljucnico in meningitis, v hujsih primerih pa se pojavi vnetje
notranjih organov (Polanc in Raspor, 2002). Po podatkih EFSA (2011) je bilo v ¢lanicah
EU leta 2009 prijavljenih kar 1.645 primerov listerioze. Od tega je bilo kar 16,6 % smrtnih
primerov (EFSA, 2011).

Vir okuzbe je lahko pomanjkljivo toplotno obdelana in hlajena ali zmrznjena hrana
pripravljena za takojSnje uzivanje (angl. Ready-to-eat food), zivila, ki jih hranimo v
zmrzovalniku daljSi Cas (ribe in ribji izdelki, mesni izdelki), mehki siri ali vakuumsko
pakirani produkti. Okuzba je lahko posledica navzkrizne kontaminacije v pridelavi,
predelavi mesa, posebno perutnine, mleka, surove zelenjave. Pomembno je rokovanje s
perutnino in preprecitev stika kuhanih in surovih Zivil ter osebna higiena delavca (ICMSF,
1996; Slutsker in Schuchat, 1999).

Preglednica 2: Karakteristike bakterij vrste Listeria monocytogenes
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Listeria monocytogenes
KLASIFIKACIJA (Garrity in sod., 2005)

Kraljestvo: Bacteria
Deblo: Firmicutes
Razred: Bacilli
Red: Bacillales
Druzina: Listeriaceae
Rod: Listeria
Vrsta: Listeria monocytogenes
PARAMETRI RASTI IN MEJNE VREDNOSTI REFERENCE
PREZIVETJA
Min a, (za rast) NaCl 0,92-0,93 Miller, 1992, Nolan in sod. 1992
saharoza 0,92 Nolan in sod., 1992
glicerol 0,90 Nolan in sod., 1992
Max koncentracija NaCl 25,5 % (ax=0,83) Shahamat in sod., 1980
min 4,1 ICMSF, 1996
pH (za rast) opt 7,0
max 9,4
min 1.5°C Hudson in sod. 1994
Temperatura rasti opt 30-37°C Petran in Zottola, 1989
max 45-50 °C
60 °C/30 min .
Toplotna odpornost celic (D- | 65 °C/10 min Secliger in Jones, 1986
vrednost) v vodni fazi 70 °C/2 min
75°C/30 s
80°C/5s

2.2.2.3 Salmonella spp.

Salmonele so gram-negativne, fakultativno anaerobne, paliCaste bakterije iz druzine
enterobakterij. So nesporogene in gibljive bakterij razen izjem, kot sta S. gallinarum in S.
pullorum). Vecina jih proizvaja vodikov sulfid. Bakterije rodu Salmonella so znacilne za
prebavni trakt domacih in divjih zivali. Preko fecesa se izlocajo v okolje, kjer lahko ob
ugodnih pogojih prezivijo nekaj let (suho blato) (Polanc in Raspor, 2002).

Salmonele so ene najpogostejSih povzroCiteljev gastrointestinalnih okuzb v svetu in tudi
pri nas (IVZ, 2008a). Po EFSA porocilu za leto 2009 je bilo v EU 108.614 prijavljenih
primerov te infekcije (EFSA, 2011). Salmoneloze spadajo med alimentarne infekcije in
smrtnost je manj kot 1 % v ZDA (Mead in sod., 1999). Za bolezen sta najveckrat kriva
serotipa S. Enteritiditis in S. Typhimurium. Infektivna doza za zdrave odrasle je 10°-10°
CFU/g, za rizi¢ne skupine zadosc¢a ze 10 CFU/g. Izjema sta S. Typhi in S. Paratyphi, pri
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katerih lahko infekcijo povzroci Ze nekaj 10 bakterij. Inkubacijska doba je 36 h in traja 1-4
dni. Simptomi so mocna, krvava diareja, slabost, boleine v abdomnu in glavobol. Iz
Crevesja lahko vdrejo v kri in povzrocajo resna obolenja z vnetji, meningitisom in
pljucnico (Polanc in Raspor, 2002).

Preglednica 3: Karakteristike rodu Salmonella

Salmonella spp.
KLASIFIKACIJA (Garrity in sod., 2005)

Kraljestvo: Bacteria
Deblo: Proteobacteria
Razred: Gammaproteobacteria
Red: Enterobacteriales
Druzina: Enterobacteriaceae
Rod: Salmonella
PARAMETRI RASTI in | MEJNE VREDNOSTI REFERENCE
PREZIVETJA
Min a,, (za rast) NaCl 0,95 D'Aoust, 1989; Adamic in sod.,
2003
glicerol 0,94
zivilo 0,92
Blackburn in sod., 1997;
3 0 b bl
Max koncentracija NaCl <8,5% Cliver, 1990
. D'Aoust, 1989
pH za rast) o 4,05
opt 6,6-8,2
max <9,0
. min 5,3°C D'Aoust, 1989
Temperatura rasti
opt 35-37°C
max 45,6 °C
Toplotna odpornost celic (D- | posneto mleko 71,7°C/1.2's Cliver, 1990;
vrednost) v vodni fazi mleko 62,8°C/7s Blackburn in sod., 1997
jajca (pH-5,5) 60 °C/9.5 min

Mozni viri kontaminacije so pomankljiva higiena pri zakolu, slaba higiena v mlekarstvu,
prireji jajc, okuzbe preko vode, navzkrizna kontaminacija surove in pripravljene hrane ali
prenos preko okuzenih delavcev. Hrana, ki jo povezujemo z okuzbami je svinjsko, goveje,
perutninsko meso, fermentirane klobase, surovo mleko in mle¢ni produkti, prelivi za
solate, jajca ter sladice.

2.2.3 Tveganja za okuzbo med pridelavo in predelavo perutnine

V industrijskem obratu se odvijajo Stevilni procesi, ki lahko vplivajo na mikrobiolosko
kakovost perutninskega mesa. Patogeni mikroorganizmi vstopajo v proces in vplivajo na
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kon¢ni izdelek po razli¢nih poteh. Do prenosa lahko pride med intenzivno rejo, ko se
zadrzuje velika koli¢ina zivali na majhnem prostoru ali pa se perutnina okuzi kasneje med
transportom. Kontaminacija lahko pride iz okolja (zrak, voda iz vodnih tankov, zemlja,
feces), preko tehnoloskega postopka, preko delovnih povrsin ali delavcev (slika 4).

PATOGENI
MIKROORGANIZMI

OKUZBA

Slika 4: Vplivi okolja in higiene na zdravje zivali (Nahberger Mar¢i¢ in Vidovié, 2002)

Nekateri mikroorganizmi ne najdejo pogojev za razmnozevanje, nekatere unicijo pogoji
tehnoloskega postopka, ostali pa se po krajSem ali daljSem casu prilagajanja zacnejo
razmnozevati (Maukonen, 2003). Perutninsko meso in njegova mikrobioloska sestava ima
doloceno specificnost v primerjavi z mesom ostalih klavnih zivali. Kriti¢ne tocke se
pojavljajo Ze pri reji, tekom transporta zivih pis¢ancev, med zakolom, skubljenjem,
odstranjevanjem prebavil, kosti, prav tako med filetiranjem in rezanjem. Masovnost klanja
in tehnoloski pogoji dela v posameznih fazah proizvodnje so idealni za navzkrizno
kontaminacijo mesa (Borck in Pedersen, 2005). PovrSina pis€ancev je relativnho majhna,
kar pomeni vecji stik mesa s povrSinami v procesu. En sam okuzen pis€anec ali napaka
med procesom klanja lahko okuzi celotno jato (Gasperlin in Bem, 2003). Cilj nadzora nad
mikroorganizmi na procesni liniji je znizati ali omejiti Stevilo mikrobov, njihovo aktivnost
ter odstranitev morebitnih hranil na procesni opremi. Najbolj ucinkovit nacin je $e vedno
dosledno izvajanje higienskih postopkov (DHP), racionalen zagon proizvodnih linij in
uspesna raba ¢im manj okolja ogrozajocih Cistilnih sredstev ter razkuzil (Maukonen, 2003).

2.2.3.1 Potek proizvodnega procesa predelave perutninskega mesa

Na kakovost in zdravstveno varnost koncnega izdelka vplivajo Stevilni premortalni
dejavniki (starost, pasma, prehrana, zdravstveno stanje). Nanje imajo vpliv predvsem rejci,
perutninski obrat pa le delno z izbiro dobavitelja pis€ancev in ravnanjem z zivalmi pred
zakolom. Ves nadaljni proces pa je v rokah industrije. Mikrobiota posameznih oddelkov
klavnice predstavlja precej zaokrozene biosisteme. Sestava mikrobiote (vrsta in Stevilo
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mikroorganizmov) klavnice in njenih oddelkov je podvrzena razlicnim sezonskim, pa tudi
raznim drugim vplivom. Na splosno velja, da se v vsaki delovni enoti, povezani z
delovnim procesom, zadrzuje bolj ali manj stalna mikrobiota, ki se dnevno osvezuje in
obnavlja (Savi¢, 2003). V spodnji preglednici je navedena moZznost navzkrizne
kontaminacije in kriti¢ne tocke (preglednica 4). Se posebno velik vpliv na kakovost mesa
ima mikrobiota klavnic. V njej najdemo mikroorganizme perja in koze (mikrobiota okolja
iz katerega zivali prihajajo), mikroorganizme prenesene tekom transporta, mikrobioto iz
zivalskih telesnih odprtin (usta, prebavni trakt, zadnjicna odprtina). Pomembna naloga pri
klanju je preprecitev prenosa obstojecih mikroorganizmov na meso in organe med zakolom
in po njem (Savi¢, 2003).

TRANSPORT

Sprejem piscancev je pomemben del, saj pri sprejemu in transportu pis€¢ancev lahko pride
do navzkrizne kontaminacije perja in koZe s fekalnimi mikroorganizmi okuZenih pis¢ancev
(Pecoler, 1996). Mikrobiota transportnih kletk vsebuje tako organizme iz povrsine tal in
okolja (veCinoma proteoliticne in mlecnokislinske bakterije, kot mezofilne bakterije
fekalij, ki so velikokrat patogene) (Savi¢, 2003). Northcutt in Berrang (2006) sta v
raziskavi ugotovila, da je prenos bakterije Campylobacter spp. iz okuZene transportne
kletke na Zive zdrave Zivali izrazito hiter. Ce se kletke po uporabi oéisti z vodo in posusi
(48h), to znatno zniza Stevilo mikroorganizmov vrste Campylobacter.

KLAVNICA

V mikrobioti klavnic najdemo mikroorganizme perja in koze (mikrobiota okolja iz
katerega Zzivali prihajajo), mikroorganizme preneSene tekom transporta, mikrobioto iz
zivalskih telesnih odprtin (usta, prebavni trakt, zadnjicna odprtina). Pomembna naloga pri
klanju je preprecitev prenosa obstojecih mikroorganizmov na meso in organe med zakolom
in po njem (Savi¢, 2003).

- MAMILEC

Pis¢ance iz transportnih kletk pritrdijo na transportno liro ter potujejo skozi
vodno kad z elektriénim mamilcem. Prenos mikroorganizmov poteka preko vode
v kadi ali zaradi prekratke razdalje med posameznimi trupi (Pecoler, 1996).

- KLAVEC in IZKRVAVITEV
Vir kontaminacije pri klavcu je rezilo, medtem ko pri postopku izkrvavitve ni
opaziti povisane kontaminacije (Pecoler, 1996).

- PARIJENJE TRUPOV PRED SKUBLJENJEM

Pred skubljenjem trupi potujejo skozi parno kopel, ki je lahko vir nezazelenih
mikroorganizmov. Resitev je parjenje perutnine v viseCem poloZaju ali obcasna
pasterizacija vode za parjenje tekom procesa (Milohnoja, 2003). S parjenjem pri
visokih temperaturah (50-60 °C) ucinkovito znizamo S$tevilo mikroorganizmov
na povrsini mesa. Parjenje pri nizjih temperaturah ne uni¢i oziroma zaustavi
fekalnih bakterij (Mead in sod., 2007). Naprimer bakterija Campylobacter spp.
pri parjenju na 50 °C prezivi ve¢ minut, temperatura 60 °C pa jo popolnoma
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inaktivira. Vi§ja temperatura unici vec bakterij, hkrati pa poskoduje povrhnjico.
Poskodovana koza postane idealen medij za pri¢vr§¢anje mikroorganizmov in
prodiranje v globino tkiva. Tako meso ni primerno za prodajo kot sveze hlajeno
meso ali zmrznjeno meso, ampak je namenjeno za pasterizirane in sterilizirane
produkte (Milohnoja, 2003).

- SKUBILEC

Vecji problem od parjenja predstavlja skubljenje. Mikrobiota iz perja se delno
odstrani, delno pa se med postopkom skubljenja prenese na kozo.
Mikroorganizmi ostanejo na povr$ini ali pa prodrejo v notranjost, ¢e je koza
poskodovana. V USDA raziskavi (Northcutt in Berrang, 2006) so ugotovili, da se
tekom procesiranja brojlerjev sicer moznost za okuzbo niza, vendar pa je
najpogostejSa navzkrizna kontaminacija pri postopku odstranjevanja perja.
Gumijaste prste stroja za skubljenje naj bi tekom proizvodnje in po njej temeljito
oCistili. Naprava za odstranjevanje perja namre¢ povzroca iztekanje fekalnih
snovi iz spodnjega dela ¢revesa, kar kontaminira trupe.

- EVISCERACIJA PREBAVIL

Na kvantiteto mikrobne zdruzbe na proizvodnji liniji vpliva nacin ravnanja s
trupom in odstranjevanje prebavil, ki najveckrat poteka delno strojno in delno
ro¢no. Odstranjevanje glave in evisceracija prebavil je zelo pomemben del, ker
se v prebavni cevi nahajajo Stevilni fekalni mikroorganizmi. Nestrokovno
odpiranje trebusne votline in odstranjevanje crevesja ter trebusnih organov lahko
povzro¢i okuzbo celotnega asortimana produktov. Jetra in druge organe naj ne bi
dajali ponovno v trebusno votlino, razen ¢e so zapakirani. Po evisceraciji je
potrebno povrsino trupov in trebusno votlino oprati ter nato ¢im hitreje ohladiti
trupe na temperaturo blizu 0 °C (Milohnoja, 2003).

PAKIRNICA

V pakirnici se piscancje trupe sortira glede na velikost, nato pa razsekuje in odkoscuje.
Praviloma vsebujejo prostori pakirnice zelo nizko koncentracijo mikroorganizmov in
manj$i je prenos te mikroflore iz izdelka na izdelek. Bolj pogosta pa je navzkrizna
kontaminacija izdelka preko osebja, povrsin ali orodja in nizja iz izdelka na izdelek (Savi¢,
2003). Pakiranje $¢iti meso pred nadaljno kontaminacijo, izgubo vlage, nihanjem
temperature in upocasni razvoj obstojecih mikroorganizmov. Temperatura pakirnice mesa
se vec¢inoma giblje okrog 10 °C, z nizko relativno vlaznostjo (Pecoler, 1996). Vir Sirjenja
kontaminacije so lahko nezadostno o¢is¢ene povrSine, oprema za razsek ali odkosc¢evanje
ter nihanje temperature nad 10 °C. Mehansko odkos¢eno pis¢ancje meso je Se posebej
problemati¢no, ker je tezko vzdrZevati temperaturo surovine od -1 do 2 °C. V mletem mesu
so posebno ugodni pogoji za rast in razmnozevanje bakterij (Pecoler, 1996).
HLADILNICA in ZMRZOVALNICA

Navkljub strogim higienskim ukrepom med klanjem gre v hladilnico meso, ki vsebuje
mikrofloro klavnice. Danes se meso veCinoma ohlaja v toku hladnega zraka ali v ledeni
vodi (Berrang in Nortcutt, 2006). Kljub temu tudi kroZenje zraka predstavlja vektor za



Tusar T. Ugotavljanje kriti¢nih kontrolnih to¢k v klavnici in pakirnici pis¢andjega mesa in izdelkov. 17
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd.za Zivilstvo, 2011

razSirjanje mikroorganizmov po mesu in hladilnici. Potreben je nadzor nad temperaturo (-3
do 4 °C) in relativno vlaznostjo zraka (predhlajenje 70-75 %, hlajenje za daljsi Cas 90 %
relativna vlaznost) (Vomberger in ArzenSek Pinter, 2008). Temperatura hladilnic poskrbi
za temperaturni Sok vecine mezofilnih mikroorganizmov, kar pomeni zaustavitev
mikrokokov in koliformnih mikroorganizmov. Huezo s sod. (2007) je raziskoval ucinek
fekalno kontaminiranih trupov brojlerjev pred in po hlajenju. Ugotovili so, da hlajenje
moéno vpliva na sestavo mikrobne druzbe. Stevilo koliformnih bakterij, vrst E. coli, rodov
Campylobacter in Salmonella se je znizalo za 90 %. Psihrotrofi pa se hitro prilagodijo na
zniZzano temperaturo in s hrano bogate, vlazne povrsine trupov, se razmnozijo ter lahko
povzrocijo sluzavost mesa. Pri sodobnem hitrem hlajenju na mesu prevladujejo psihrotrofi,
pri pocasnih metodah hlajenja pa prevladujejo predstavniki enterobakterij (Savic, 2003).

2.2.3.2 Analiza tveganja kriti¢ne kontrolne tocke v proizvodnem procesu

Spodnji shemi analize tveganj sta povzeti in prirejeni po tabelah analize tveganja na
procesnih linijah obeh preiskovanih proizvodnih obratov. Obravnavana mesta v
proizvodnji predstavljajo vecje potencialno tveganje za bodisi biolosko (B), kemijsko (K)
ali fizikalno kontaminacijo (F) in so specificna za vsako proizvodno linijo. Vsak
tehnoloski vodja najbolje pozna biolosko tveganje svoje proizvodne linije in Ze z
reorganizacijo procesa lahko zmanjSa obseg mikrobioloske kontaminacije. Sodobni
proizvodni obrati so organizirani tako, da se zmanjsa tveganje za okuzbo na minimum.
Uporablja se zaprte avtomatizirane sisteme proizvodnje kjer je mogoce, CiSCenje je
enostavno, najveckrat avtomatsko, materiali za povrSine so gladki in ¢im manj porozni ter
¢im bolj odporni na cistila. Proizvodne povrsine in pripomocki so prilagojeni tako, da
vsebujejo ¢im manj mrtvih kotov, kjer bi se lahko nabirale snovi in potencialno tvorili
mikrobni biofilmi. Pomemben je tudi stalen nadzor nad kvaliteto pitne vode, ki se
uporablja v proizvodnji (Wirtanen, 1995).

Najbolj pomemben kontrolni procesni parameter pri vzdrZzevanju higienskih razmer v
perutninskih obratih je vsekakor temperatura. Meritve temperature na ocenjenih kriti¢nih
kontrolnih  tockah nam omogocajo enostaven nadzor nad razmnozevanjem
mikroorganizmov. Vecini kvarljivcev ali patogenih mikroorganizmov zaustavimo rast, jih
uni¢imo pri hitrem zmrzovanju ali s toplotno obdelavo nad 60 °C. Nezadostna kontrola
temperature je najpogostej$i vzrok za povzrocCitev mikrobnih okuzb s hrano ali kvara
izdelkov od proizvodne linije do zauzitja (Codex Alimentarius Commission, 2003).
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N

PREPOZNANO TVEGANJE na PROCESNI LINIJI KT in KKT
SPREJEM B: prihod bolnih Zivali v klavnico 1 KT
ZIVALI K: ostanki zdravil ali ostanki pesticidov (krma) v zivalih ’
OBESANJE F: mehanske poSkodbe Zivali, lomljenje kosti, ostanki delcev kosti v miSicah
F: mehanske poskodbe Zivali, lomljenje kosti, ostanki delcev kosti v miSicah
OMAMLJANJE | 755 neucinkovitega omamljanja
B: kontaminacija s patogenimi MO preko noza za zakol iz koze trupov.
ZAKOL F: zastajanje odkruSenih delcev noZa za zakol v trupu
IZKRVAVITEV B: zastajanje krvi v tkivih Zivali, kontaminacija mesa pri razkosanju
F: poSkodbe vrhnijih slojev koZe in miSi¢nine zaradi previsoke T
PARJENJE parjenja ali neucinkovito parjenje zaradi prenizke T parjenja, 2. KT
g ostanek perja na trupih v naslednjih fazah
F: poskodbe vrhnjih slojev koze, miSicnine, ostanek perja na trupih zaradi
SKUBLJENJE | nepraviine nastavitve skubilnika ali poskodovanih/obrabljenih prstov skubilnika
ODSTRANITEV | F: moznost poskodbe vratnega dela in prsi zaradi nepravilne nastavitve stroja
GLAV, TRAHEJ
STROJNO ODPI-| F: mehanske poskodbe trupa zaradi nepravilnega odprtja
RANJE TRUPA | B: kontaminacija trupa z MO iz ¢revesja zaradi nepravilnih nastavitev stroja
STROJNA B: kontaminacija trupa z MO (razlitie Erevesne vsebine), moznost ostankov
EVISCERACIJA | organov, Crevesja zaradi nepravilnih nastavitev stroja
-
LOCEVANJE B: kontaminacija trupa z MO (razlitie ¢revesja) zaradi nepravilnih nastavitev
DROBOVINE stroja, ostanki organov, Crevesja v trupu-kontaminacija pri nadaljni obdelavi
OD TRUPA B: pri loCevanju srca, jeter, vratov, zelodcev od Crevesja obstaja moznost
L razlitja Zol€a po srcu in jetrih, kontaminacija z MO preko vode ali zaposlenih
HLAJENJE B: kontaminacija src, jeter, vratov, Zelodcev zaradi okuzene
DROBOVINE | posode ali neustrezne T hlajenja 1. KKT
4 v
PREOBESANJE | F: prelomov ¢lenkov kosti beder, ostanki delcev kosti v misicah
in HLAJENJ B: padanje trupov na tla med preobeSanjem- kontaminacija z M 2. KKT
TRUPOV B: rast in razmnozevanje MO zaradi neustrezne T hlajenja

Slika 5: Analiza tveganja in kriticne toCke v klavnici perutninskega mesa (interno gradivo podjetja F2)
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PREPOZNANO TVEGANJE na PROCESNI LINIJI KT in KKT

( PAKIRANJE B: moznost okuzbe z nezazeljenimi mikroorganizmi iz embalaze
CELH K: moznost migracije snovi iz pakimega materiala v Zivilo
TRUPOV
NOTRANUJI F: mehanske poskodbe Zivali, lomljenje kosti, ostanki delcev kosti v misicah
TRANSPORT B: moznost okuzbe z nezaZeljenimi MO preko povrsin in delavcev

L in

SKLADISCENJE| B: preivetje, rast in razmnozevanje nezazeljenih MO

OHLAJENIH zaradi neustrezne T ali predolgega ¢asa skladiS¢enja 3. KT
| TRUPOV
ZAMRZOVANJE | B: preZivetje, rast in razmnozevanje nezazeljenih MO
CELIH TRUPOV zaradi neustrezne T in prepoCasnega zamrzovanja 3. KKT

f SKLADISCENJE| B: preivetje, rast in razmnozevanje nezazelienih MO
ZMRZNJENIH zaradi nestalne T, odmrzovanje ali prepo¢asnega zamrzovanja 4. KT
| TRUPOV

-

F: drobljenje kosti in ostanek drobcev kosti v kosih zaradi nepravilnih nastavi-
RAZSEK NA tev stroja

DELE B: kontaminacija kosov z nezazeljenimi MO zaradi neustrezne Gistoce opreme ali
preko zaposlenih

e F: moznost drobljenja kosti in zaostajanja drobcev kosti v kosih zaradi nepravilno
IZKOSCEVANJE nastavljenega stroja
MESA B: kontaminacija kosov z nezazeljenimi MO zaradi neustrezne CistoCe opreme ali

(prsa, stegno) | preko zaposlenih
Ne

-
PROIZVODNJA | F: moznost drobljenja kosti in zaostajanja drobcev kosti v
SIM- strojno kosih zaradi nepravilno nastavljenega stroja
izkoSéeno meso| B: kontaminacija kosov z nezazeljenimi MO zaradi

neustrezne Cisto¢e opreme ali preko zaposlenih
Ne

-

PAKIRANJE B: moznost okuzbe z nezaZeljenimi mikroorganizmi iz embalaze
SIM, K: moznost migracije snovi iz pakirnega materiala v Zivilo

ZAMRZOVANAJE | B: prezivetje, rast in razmnozevanje nezazelienih MO zaradi
SIM, prsa neustrezne T in prepoCasnega zamrzovanja 4. KKT

SKLADISCENJE| B: preZivetje, rast in razmnozevanje nezazeljenih MO zaradi G KD

SIM, prsa neustrezne T in prepoCasnega zamrzovanja

Slika 6: Analiza tveganja in kriti¢ne tocke v pakirnici perutninskega mesa (interno gradivo podjetja F2)
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2.2.4 Tvorba biofilmov in njihovo odstranjevanje s procesnih povrsin

Zivila se med seboj razlikujejo po svojih fizikalnih, kemijskih, mikro- in makrostrukturnih
ter mikrobioloskih lastnostih. Dejavniki okolja, torej lastnosti zivil in razmere v
proizvodnji ter prometu z zivili, dolo¢ajo sestavo mikrobne zdruZzbe, obseg ter dinamiko
rasti in odmiranja (Adami¢ in sod., 2003). Prilagojenost na spreminjajoce se okolje in
zmoznost rasti tudi v neugodnih pogojih je prvi zacel raziskovati Zobell leta 1943.
Spremljal je mikrobioloske aktivnosti na povrSinah pri neugodnih pogojih za rast.
Strukturo, ki je sestavljena iz mikrobne zdruzbe in njihovih izvencelicnih produktov,
polisaharidov in glikoproteinov pa so poimenovali biofilm. Po Charaklisu (1981) se
biofilm tvori v petih fazah: prisotnost in transport mikrobnih celic na vlazni povrSini,
adsorbcija celic na povrSino z makromolekulami, pritrditev celic na povrsino, reakcije
znotraj biofilma (transport hranil, metabolizem, tvorba izvenceli¢nih polimerov) in
popuscanje vezi med mikroorganizmi in povrsino ter posledi¢no luscenje zrelega biofilma.
Strukture biofilma delimo na reverzibilne in ireverzibilne (Marshall in sod., 1971).
Reverzibilni biofilmi so lahko zacetna faza, ko se mikroorganizmi zbirajo na povrsini,
vendar se Se ne pritrjujejo na povrsino. Na naslednji stopnji celice ob stiku s povrsino
zacnejo tvoriti izvenceli¢ne polisaharide, ki nato prispevajo k ireverzibilni pritrditvi celic
na povrsino (Wirtanen, 1995).

2.2.4.1 Biofilmi v industrijskem procesu

Za nastanek biofilma potencialno potrebujemo samo vodo in organski material na porozni
ali hrapavi povrsini. Nastanek biofilma daje zascito mikroorganizmom pred neugodnimi
pogoji in zagotavljanje hranil, ki se lovijo v biofilm. Strukture biofilma povzrocajo
probleme v industrijskih tankih z vodo, na neravnih in hrapavih povrSinah v ceveh, na
napravah ter pripomockih v zivilski predelovalni industriji (Salo in Wirtanen, 2005).
v kondenzatorskih ceveh, pri kroZenju odpadnih vod, v izmenjevalcih toplote, zmanjSanje
ucinkovitosti membranskih procesov, ionske izmenjave itd. Biofilmi povzrocajo tudi
mikrobioloske korozivne spremembe na procesnih povrSinah in opremi. Zato je
pomembno, da je procesna oprema narejena iz ¢im manj korozivnih materialov, povrSine
morajo biti gladke, brez mrtvih kotov, razpok ali hitrih prelomov. Oprema mora biti dobro
vzdrzevana in primerno ociS¢ena. Najbolj uporaben material je nerjavece jeklo, ki je dokaj
odporno proti mehanskim udarcem, mletju, poliranju itd. (Wirtanen, 1995).

2.2.4.2 Testiranje protimikrobne u¢inkovitosti po metodi Charaf

Postopki za registracijo razkuzil temeljijo na testiranju protimikrobne ucinkovitosti v
tekocini in z laboratorijskimi kulturami. Tako imenovani suspenzijski testi so ucinkoviti le
za preverjanje splosne ucinkovitosti razkuzil in za dolocitev vpliva parametrov okolja na
uCinkovitost. Parametri okolja, kot so neustrezna temperatura, prekratek ali predolg
kontaktni ¢as in mote¢i materiali, kot so organski ostanki, lahko zmanjSajo ucinkovitost
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sanitacijskih sredstev. Neupostevajo¢ mikrobne zdruzbe v biofilmih tudi testni sevi
mikroorganizmov iz laboratorijskih zbirk niso primerljivi z organizmi, ki rastejo v okolju.
Da bi vsaj priblizali stanje v realnosti, je Charaf s sod. (1999) razvila in patentirala metodo,
ki temelji na gojenju biofilmov na jeklenih nosilcih (slika 10). Metoda vkljucuje razbijanje
biofilma pritrjenega na povrsino nosilca s steklenimi kroglicami, izpostavitev razkuzilu za
5 min in detekcijo za rast sposobnih mikroorganizmov s Stetjem kolonij na ploscah.
Rezultate se poda v enotah ME. Enota ME ali mikrobicidni efekt Cistila je razlika med
logaritemsko vrednostjo (CFU/ml) brez uporabe Cistilnega sredstva (fizioloSka raztopina)
in logaritmom Stevila kolonij (CFU/ml) po kontaktu s Cistilnim sredstvom ali razkuzilom
(Charaf in sod., 1999). Redukcija 5 enot ME je dovolj, da lahko reCemo za Cistilno
sredstvo, da je uspeSno v boju proti celicam, pritrjenim v biofilmu (Moesteller in Bishop,
1993).

TESTNA POVRSINA

(kuponcek iz

FILTER
PAPIR nerjavecega jekla)

| -,

/ N

POVRSINA AGAR
BIOFILMA

Slika 7: Pre¢ni prerez pripravljenega gojiSca za gojenje biofilmov na jeklenih nosilcih (Charaf in sod., 1999)

23 SANITACIISKI POSTOPKI V PERUTNINARSTVU

2.3.1 Splosno o sanitacijskih postopkih v Zivilskih obratih

Cis¢enje in dezinfekcija sta pomemben del higiene v Zivilski industriji, kajti samo z
upostevanjem dobre higienske prakse (DHP) lahko potrosniku zagotovimo zdravstveno
neoporecno in kakovostno zivilo. Zaradi kompleksnosti in pomembnosti ¢iS¢enja se
pogosto uporablja pojem higienski menedzment, ki zajema celotno organizacijo
vzdrzevanja higiene v nekem obratu (Kegl, 2003).

Cis¢enje je odstranjevanje nezaZelenih snovi iz povrsin, opreme in pribora (DIN 10516). S
¢is¢enjem odstranjujemo ostanke surovin iz opreme, orodja, sten, tal in drugih povrsin v
proizvodnih prostorih. Na uspesno odstranjevanje necistoCe pomembno vpliva vrsta in
lastnosti necistoce, njena razporeditev po povrSinah, ter ¢as, ki je potekel od onesnazenja.
Vpliv na ucinkovitost imajo tudi lastnosti materiala in lastnosti Cistilnega sredstva,
temperatura, koncentracija ter ¢as delovanje Cistilnega sredstva in trdota vode. V zivilskih
obratih se zadrzuje bolj ali manj stalna mikrobiota, ki se dnevno obnavlja. Poznavanje
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razlik v sestavi mikrobiote v posameznih oddelkih predelave mesa omogoca pravilno
izbiro sredstev za CiSCenje ter pogostosti razkuzevanja. Na tak nacin so higienski ukrepi
racionalnejsi in uc¢inkovitejsi (Savié, 2003).

Vecja stopnja higiene pomeni predvsem ve¢ kvalitetnega in bolj ucinkovitega ¢isCenja, ki
zahteva kombinacijo naslednjih elementov (Ponikvar, 2006):

« dolocitev specificnosti vrste necistoce, ki nastaja vzdolz proizvodnje linije;

« izbira ustreznih cistil glede na necistoco;

« izbira ucinkovitejsih postopkov Ciscenja;

« izbira ustrezne opreme za CiSCenje;

« izbira nacina dezinfekcije;

« program ciSCenja je skladen z zahtevami nacel HACCP;

« izobrazena delovna sila na podro¢ju higiene.

2.3.1.1 Vrste necisto¢ v zivilski industriji

Necistoca je material na nepravem mestu. Za u¢inkovito ¢isCenje je potrebno poznati vrste
necisto¢, ki se pojavljajo, ter njihove kemicne-fizikalne lastnosti, kot so povrSinska
napetost, polarnost, njihova velikost, oblika, gostota in kemic¢ne reakcija s podlago
(Marriot, 1995; Milohnoja in Tomasic, 1996). Drugi kriterij je vrsta materiala, ki ga Zelimo
odistiti (Kegl, 2002). Sele nato izberemo najudinkovitejse metode &is¢enja. Najveckrat
mora biti dvofazna, Se posebno tam, kjer so necCistoce kombinacija organskih in
anorganskih (Milohnoja in Tomasic, 1996).

Preglednica 4: Vrste necisto¢ v Zivilstvu (Marriott, 1995)

VRSTA TOPNOST TEZAVNOST SPREMEMBE PRI VISJIH
ODSTRANITVE TEMPERATURAH
ENOVALENTNE |Topne v vodi in kislinah Enostavna do |Kemicne reakcije z drugimi
SOLI tezka necisto¢ami, kar poveca

tezavnost odstranitve.

SLADKORJI Topne v vodi Enostavna Karamelizacija in povecanje
tezavnosti odstranitve.

MASCOBE Netopne v vodi, topne v Tezka Polimerizacija in povecanje
alkalnih raztopinah teZzavnosti odstranitve.
BELJAKOVINE |Netopne v vodi, delno topne Zelo tezka Denaturacija in povecanje
v kislih in topne v alkalnih tezavnosti odstranitve.
raztopinah.

Necistoce, topne v vodi, kot so razlicne anorganske soli, sladkorji, Skrob, ne predstavljajo
velikih tehni¢nih problemov. NecistoCe, topne pri pH, nizjem od 7,0 so anorganske soli
naprimer kalcijev oksalat, kovinski oksidi (rja), vodni in mle¢ni kamen. Necistoce, topne v
alkalnem mediju, so veCinoma organskega izvora. Tak primer so naprimer svezi in
nezasuSeni ostanki beljakovin in mascob. Pri koaguliranih in zasuSenih beljakovinskih
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oblogah ter ostankih zivalskih mascob, pa lahko pride do tezav pri odstranjevanju.
Potrebna je mehanska sila (drgnjenje, povisan tlak) in uporaba ucinkovitejSih povrsinsko
aktivnih €istil ter namakanje v vodni raztopini Cistila (Savi¢, 2003).

2.3.1.2 Izbira ustreznih ¢istil glede na necistoco

Vv oW

Za kakovost in ucinkovitost CiS¢enja je potrebno izbrati ustrezno Cistilno sredstvo.
Upostevati je potrebno temperaturo Cistilnega sredstva ob nanosu, predpisano
koncentracijo, kontaktni Cas in mehansko silo, predpisano na deklaraciji (Kegl, 2003).
Cistilna sredstva je potrebno hraniti lo¢eno od Zivil, jih uporabljati v predpisan namen in
ne mesati med seboj. Cistila hranimo v originalni embalaZi in le e je nujno prelijemo v
drugo embalaZo, ki jo ustrezno oznacimo z originalnim imenom. Po uporabi zapremo in
upostevamo navodila za varno uporabo (etiketa, oznacba, navodilo, varnostni list) (Kegl,
2003).

2.3.1.3 Izbira ucinkovitih postopkov ¢iscenja

A%

postopkov, ne da bi pri tem uporabili vodo. Najveckrat se uporablja kot pred¢iscenje ali v
primeru zelo higroskopskih zivil, ki bi bila ob stiku z vodo uni¢ena. Suho ciSCenje se
uporablja tudi v primeru, ko bi ob stiku z vodo nastale za CiScenje tezko odstranljive
obloge. V praksi pa v zivilski industriji najpogosteje uporabljamo mokro ciscenje.
Izbiramo lahko med razlicnimi vrstami Cistilnih sistemov. NajpreprostejSe je roc¢no
¢isCenje z uporabo pene in gelov, v zivilski industriji se uporabljajo tudi Cistilni sistemi s
pomocjo vodne pare (visokotlatne Cistilne razprSilne naprave, vrtece Cistilne razprsilne
Sobe itd.). V novejSih proizvodnjah se uporablja avtomatske Cistilne sisteme ali CIP
(cleaning in place), ki so primerni predvsem za cevne sisteme. Po CiS€enju je potrebno
povrsine spirati z vodo in jih osusiti. Pravilno ¢iS¢enje poteka po to¢no dolo¢enem vrstnem
redu od najbolj &istih povrin k bolj umazanim predelom. Cistimo od zgoraj navzdol (Kegl,
2003).
Pravilen postopek ¢iS€enja v zivilski industriji je naslednji (Ponikvar in JerSek, 2002):

« grobo predCis¢enje (mehani¢no odstranjevanje umazanije s strganjem, ribanjem

pometanjem vecjih kosov necistoce, ostankov embalaze);

« predizpiranje (izpiranje delovnih povrsin, sten in tal);

« glavno ¢iscenje s Cistilom (nanos pene, strojno ali rocno drgnjenje);

« spiranje povrsin z vodo (najpogosteje s Sirokim curkom);

« razkuzevanje;

« koncno spiranje;

« CisCenje, razkuzevanje in vzdrzevanje Cistilnih pripomockov.

worw v

2.3.1.4 Izbira ustrezne opreme za ¢iSCenje

Wrv v

Pri roénem cis¢enju moramo izbrati primerne ¢istilne pripomocke kot so mopi, Scetke,
metle, gobice, krpe, sesalniki itd. Izberemo takSne pripomocke za ¢isCenje, ki uCinkovito
odstranjujejo necistoCe in ne poskodujejo povrsin. Cistilne pripomocke lo¢imo za Cisti in
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necisti del obrata. Za ciSCenje sanitarij uporabljamo locene Cistilne pripomocke in jih
shranjujemo loc¢eno od tistih za ¢iS¢enje proizvodnega dela obrata (Kegl, 2003). Po uporabi
se pripomocke redno in ustrezno Cisti, razkuzi in shrani. Krpe in gobice, ki se uporabljajo
za posamezna delovna podrocja se lahko prekuha (95 °C) ter osusi. Veliko bolje pa je, da
uporabljamo tiste za enkratno uporabo. Vlazno in hranljivo okolje je idealno za hiter razvoj
mikroorganizmov. Preko umazanih pripomockov lahko nezazelene mikroorganizme
prenesemo nazaj na delovne povrsine, opremo, druge delovne pripomocke in posredno na
zivila. Pripomocki za CiSCenje in Cistilna sredstva, naj se shranjujejo v posebnem dobro
zracenem prostoru ali v omari, kjer se po uporabi obesijo in ¢im hitreje posusijo (IVZ,
2007).

2.3.1.5 Izbira nacina razkuzevanja

Razkuzevanje ali dezinfekcija je postopek, pri katerem s pomocjo fizikalnih ali kemi¢nih
sredstev zaviramo rast in unicujemo Skodljive mikroorganizme razen bakterijskih spor.
Namen dezinfekcije je zmanjsati Stevilo mikroorganizmov na delovnih povrsinah, opremi
in priboru, ki jih z obiCajnimi Cistilnimi postopki nismo uspeli odstraniti (Milohnoja in
Tomasi¢, 1996). Razkuzevanje ni nadomestilo za temeljito CiSCenje in ga izvajamo na
Cistih, suhih povrsinah, saj se u¢inkovitost mnogih kemi¢nih razkuzil mo¢no zmanjsa, ce
povrSina ni temeljito oc¢iScena (Riemann in sod., 2006). Primere, v katerih je potrebno
razkuzevanje, mora odgovorna oseba natan¢no opredeliti v okviru nacrta ¢iS€enja in
razkuzevanja. Ravnanje v primeru okuzene jate, pri pojavu nalezljivih bolezni med delavci,
pri slabem higienskem porocilu, ob posegih na opremi (predelave, obnova), letno

wrw v

generalno ¢iscenje in razkuZevanje itd.

Metode razkuzevanja (Milohnoja in Tomasic, 1996):
« s toploto (vroc¢a voda nad 80-90 °C, para, vro¢ zrak),
« mehansko (visok tlak do 130 atm),
o s kemic¢nimi sredstvi,
« plini (ozon),
« zarCenjem (UV zarki, ionizirajoCa sevanja-a, B, o, elektromagnetno valovanje).

2.3.1.6 Program ciscenja, skladen z zahtevami HACCP

Worw v

Za nacrtovanje postopka Ciscenja in dezinfekcije je potrebno dobro poznati proizvodnjo in
vrsto neéistoce, ki nastaja v proizvodnji zivil. Cis¢enje in razkuzevanje ima v predelavi
zivil velik vpliv na zdravstveno varnost. Se posebej velja to za povrsine, kjer Zivilo lahko
pride v stik s povrSino in kasneje ni ve¢ toplotno obdelano. Z ucinkovitim ¢is§€enjem in
razkuzevanjem se zmanjsa Stevilo mikroorganizmov v delovnih prostorih in na opremi za
priblizno 10°-10° CFU/ml mikroorganizmov (Preglednica 5). Zato lahko dolo¢eno &is€enje
izberemo tudi kot KT ali KKT. Oprema, ki je v neposrednem stiku z zivili, mora biti
izbrana tako, da glede na zahteve dobre higienske prakse dopusca primerno ¢is€enje in
vzdrzevanje ter po potrebi razkuzevanje. Glede na specifi¢nost proizvodnje je potrebno
izbrati ustrezna Cistila in pripadajoCo opremo za Ciscenje.
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Preglednica 5: ZmanjSanje Stevila bakterij na povrsini po ¢is€enju in po ¢is€enju z razkuzevanjem (Reuter,
1998)

CISCENIJE AN (log;y CFU/ml) CISCENJE in RAZKUZEVANJE
AN (log;o CFU/ml)

Cis¢enje 3-5 Cis¢enje 3-5

Spiranje 1-3 Spiranje 1-3

Susenje 1-4 Razkuzevanje 4-7

Skupno najmanj 5 Skupno najmanj 8

Dolociti je potrebno pogostost in nacin izvajanja postopkov ter metod ¢iS¢enja ter kontrole
sistema HACCP, se izdela uporaben, predvsem pa ucinkovit program ¢iScenja ali higienski
nacrt. Program ciscenja je pisni dokument s katerim standardiziramo postopke ¢is¢enja. V

worv v

N2 %

del pa se nanasSa na monitoring ¢iscenja (Kegl, 2002).

Higienski menedzment sestavi ucinkovit higienski nacrt in plan CisCenja, ki vsebuje
(Codex Alimentarius, 2003):
« popis vseh prostorov in inventarja, ki se Cisti;
« vrste in predpisane delovne koncentracije Cistil, ki se uporabljajo na dolo¢enih
povrsinah;
« navodila za izvajanje ciSCenja (vrsta Cistila, Cistilni pripomocki, pogostost
¢iS¢enja (dnevno, tedensko, mesecno, letno);
« navodila za varno delo, opozorila, navodila za vzdrzevanje Cistilne opreme
« vsebuje tehni¢ne in varnostne liste za Cistila in stroje zajete v higienskem
nacrtu;
« doloci se odgovornost za evidentiranje in kontrolo ¢is¢enja (obmocje CisCenja
ali kontrole, datum/ura ¢is¢enja, potrditev izvajanja v obliki podpisa).

Vendar to ni dovolj. Za izvrSevanje pravilnih higienskih postopkov je potrebno dolgotrajno
vlaganje v izobraZzevanje, izbiro primernih kadrov in organizacijo dela. Higienski nacrt
¢isCenja je namenjem zaposlenim, da dobijo popolno informacijo o nacinu ¢iscenja, vrstah
¢istil, naCinu uporabe Cistil itd. Najveckrat so v zivilskih proizvodnjah za nadzor nad
¢is¢enjem odgovorni vodje proizvodnje, za CiSCenje pa posebne delovne skupine ali
izmeni¢no delavci proizvodnje. Najbolj smiselno je, da delavce, ki upravljajo z dolocenim
strojem, postavimo za odgovorne tudi za vzdrzevanje higiene po zakljucku dela. Vse
delavce, ki izvajajo CiSCenje, pa je potrebno izobraziti o pomembnosti natancnega sledenja
in izvrSevanja programa ciSCenja. Higienski menedZment zbira in vodi vso dokumentacijo
prostoru na vidnem mestu obeSen obrazec o izvedenih dnevnih postopkih ¢is¢enja in jih
arhivira vsaj 2 leti (IVZ, 2007).
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2.3.2 Cistilna sredstva in razkuzila

2.3.2.1 Kemijski postopki sanitacije

.....

celi¢no povrsino ter poSkodovanju ali uni¢enju mikrobne celice. Zgradba celi¢ne povrSine
se razlikuje glede na tip celice in glede na prilagojenost na okolje. Interakcija Cistilnega
sredstva s celicno povrsino je kljuCnega pomena za odpornost na sanitacijske postopke.
Vecina protimikrobnih sredstev Ze v minimalnih koncentracijah uspesno pronica v
notranjost celice in jo poSkoduje ali unici.

Glede na kemicno sestavo in aktivne substance razkuzila delimo na (Seme, 2002):
« fenolne spojine (bifenoli, halofenoli),
« alkoholi,
o aldehidi (formaldehid, glutaraldehid),
« dusikove heterocikli¢ne spojine,
« kvarterne amonijeve spojine ali KAS,
« gvanidini (bigvanidini, polimerni bigvanidini),
» peroksigeni (ozon, vodikov peroksid, perocetna kislina),
« halogeni (klorove spojine, jodove spojine),
« derivati tezkih kovin (srebrove spojine, baker, Zivosrebrne spojine).

Preglednica 6: Aplikacije razkuzilnih sredstev (Holah, 2003)

UPORABA PRIPOROCLJIVA RAZKUZILA
Preventiva in odstranitev kislina, jodofor, klor, perocetna kislina, KAS*
bakterijskega filma
Betonska tla klor, KAS*

Dizinfekcija rok jodofor, KAS*, klorheksidin

Plasticni deli jodofor, KAS*, amfoterne spojine

Leseni deli klor

Porozne povrsine klor

Procesna oprema (aluminij) KAS*, jodofor, amfoterne spojine

Procesna oprema (nerjavece jeklo) | kislina, KAS*, klor, indofor, amfoterne spojine
Stene jodofor, KAS*, amfoterne spojine

Tretiranje vode klor, ozon, klorov dioksid

KAS* kvarterne amonijeve spojine

Mehanizmi delovanja razkuzil so razli¢ni. Nekatera razkuzila lahko uvrstimo tudi v veé
skupin hkrati. Snovi, ki porusijo celicno membrano, so organska topila in detergenti
(fenolne spojine, bigvanidini oz. gvanidini in alkoholi). Fenoli, aldehidi in alkoholi
povzrocajo denaturacijo celi¢nih beljakovin. Oksidanti (klorove in jodove spojine,
perocetna kislina) in alkilirajo¢a sredstva (aldehidi), povrsinsko aktivne spojine (KAS)
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spremenijo funkcionalne skupine encimskih kataliticnih mest ali nukleinskih spojin in
privedejo do motenj njihove funkcije.

Lastnosti dobrega Cistilnega sredstva (Milohnoja in Tomasi¢, 1996) so:

ucinkuje hitro in na ¢im Sirsi spekter mikroorganizmov;

ne Skoduje zdravju in je razgradljivo;

nima vpliva na senzori¢no kakovost zivil;

ne poSkoduje materiala delovnih povrSin ali orodja;

deluje v majhnih koncentracijah in ne pusca ostankov na povrsini;
organski ostanki minimalno vplivajo na uc¢inkovitost;

je poceni in enostavno za uporabo.

Razkuzevanje ni nadomestilo za temeljito ¢iScenje in se izvaja na Cistih in suhih povrSinah,
saj se ucinkovitost mnogih kemi¢nih razkuzil mocno zmanjsa, ¢e povrSina ni temeljito
ociscena. Na delovanje razkuzil delujejo Stevilni dejavniki, kot so: koncentracija, kontaktni
Cas in temperatura raztopine razkuzila. Priporocena koncentracija proizvajalca je optimalna
koli¢ina sredstva za maksimalen ucinek. Uc¢inkovitost in koncentracija premo sorazmerno
naraSCata samo do doloCene optimalne tocke. Visja koncentracija od priporocene ne doseze
boljSega ucinka. Kontaktni ¢as med razkuzilom in mikroorganizmom je najbolj pomemben
dejavnik biocidne ucinkovitosti. Ucinkovita razkuzila se veZejo na bakterijsko celico,
prodrejo skozi celiéno membrano ter jo unicijo v manj kot 5 minutah. Splosna zahteva za
ucinkovito razkuzilo je, da v kontaktnem ¢asu 5 min zniza bakterijsko populacijo za vsaj 5
log enot v suspenziji (EN 1276, 1997).

Za posebno odporne mikroorganizme (spore, plesni) se kontaktni ¢as podaljsa 15-60 min.
Povisana temperatura (50-60 °C) v veCini primerov deluje pozitivno na delovanje razkuzil.
Kljub temu je potrebno preveriti priporo¢eno temperaturo na specifikaciji razkuzila.
Najbolj obcutljivi na temperaturo so jodofori, ki se ne uporabljajo pri temperaturi
nad35 °C, razkuzilom na bazi klora pa se zmanjSa ucinkovitost pri temperaturah, ki
presegajo 52 °C (Holah, 2003).

V spodnji preglednici so najpogostejSe aktivne sestavine razkuzil, ki se uporabljajo v
zivilski predelovalni industriji, ter njihove prednosti in slabosti (preglednica 7). V industriji
se najveC uporabljajo razkuzila na kisli ali bazi¢ni osnovi, halogenski preparati s klorom,
okolju prijazni oksidanti (perocetna kislina, kalijev permaganat), povrSinsko aktivne snovi
(KAS) in sredstva na bazi alkohola za dezinfekcijo rok (Holah, 2003).
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Preglednica 7: NajpogostejSe snovi v Cistilnih in razkuzilnih sredstvih ter njihove prednosti in slabosti
Wirtanen, 1995; Flemming, 1991; Troller, 1993)

SESTAVINE CISTILNIH PREDNOSTI SLABOSTI
SREDSTEV
-Sirok spekter delovanja, -Toksiéni razgradni produkti,
-aktivne v nizkih koncentracijah, -lahko se pojavi rezistenca,
KLOROVE SPOJINE -uniéi matriks biofilma, -koroziven in ostanki klora na povrsini,
-odstop biofilma iz povisine - reagira z ekstracelularnimi polimeri
in slabo prodira v biofilm,
-Poceni, u¢inkovit, -Slaba stabilnost, toksi¢nost,
-enostaven za uporabo, -koroziven, oksidativen,
HIPOKLORIT -destabilizacija in odstop biofilma, -hitra ponovna rast mikrobov,
-irok spekter aktivnosti. -mozne diskoloracije produkta,
-ne prepreéuje vezave biofilma.
-Manj uéinkovit od klora pri bakterijah
-Dobra penetracija v biofilme, v suspenziji,
KLORAMIN -hitra reakeija z mikrobi. -razvoj odpornosti,
-ostanki razkuzila na povrsini.
-U¢inkovit pri nizkih koncentracijah, -Toksiéni razgradm produkt,
KLOROV DIOKSID -neodvisen od pH, -eksploziven plin.
-priprava na mestu discéenja.
-Uéinkovite in brez vonja in okusa, -Nizek pH jih inaktivira, prav tako kal-
KVARTERNE AMONIJEVE | -odstranjujejo in prepreéujejo vezavo cijeve in magnezijeve soli,
SPOJINE biofilma na povriino, -razvo] odpornosti,
-nekorozivne, netoksicéne, -neudinkovite proti Gram negativnim
-ne draZijo. bakterijam.
-Sirok spekter aktivnosti, -Imajo modan vonj in okus,
JODOFORJI -nekorozivne in ne drazijo -v stiku s 3krobom se obarva vijola
-enostavne za uporabo. -drag
-Uc¢inkovita pri nizkih koncentracijah, | -Korozivna,
PEROCETNA KISLINA -dirok spekter aktivnosti, -relativno nestabilna.
-uni¢uje tudi spore.
-Ucinkovit pri nizkih koncentracijah, -Slabo prodira v biofilm,
GLUTARALDEHID -poceni, -ragradi se v mravlji¢no kislino.
-nekoroziven, neoksidativen
-Razg_radi SEmd V_Odo in kisik, -Potrebne visoke koncentracije >3%,
-relativno netoksiden, -razvoj odpomosti
HIDROGEN PEROKSID -uporablja se ga lahko 1 sifu, “koroziviiost,
- prepraéuje vezavo biofilma na
povriino in ga odstranjuje.
-Podobna ucinkovitost kot klor, -Reakeija z organskimi snovmi,
-dekompozicija kisika, nastanek epoksidov,
OZON -ni ostankov, -korozivnost
-odstranjuje biofilm. -kratka obstojnost,
-obéutljivi na kompozicijo vode.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 SHEMATSKI PRIKAZ OPRAVLJENEGA DELA

1. IZBIRA VZORCNIH MEST

Odvzem vzorcev in transport v analitski
laboratorij na 4-8°C.

2. MIKROBIOLOSKA ANALIZA

Ugotavljanje prisotnosti
patogenih MO: Ugotavljanje prisotnosti
»  Campylobacter spp. indikatorjev snaznosti
o Listeria monocytogenes
o Salmonella spp.

- Ugotavljanje skupnega
stevila mikroorganizmov
in statisti¢na obdelava

Standardiziran postopek izolacije
po navodilih:

- VIT-437791

— ISO 11290-1:1996 podatkov
— [80 6579:2002

- Ugotavljanje stevila feka-

Potrditveni biokemijski testi za Molekularno Inih koliformnih mikroor-
identifikacijo bakterij: bioloska ganizmov in statistiéna

—  oksidazni test potrditev na obdelava podatkov

—  katalazni test oshovi PCR v

- barvanje po Gramu realnem &asu - Ugotavljanje prisotnosti
- ANItest (BioRad, iQ- bakterije E.coli in statis-
- APItest ? -

o hemoliva Check tiéna obdelava podatkov

Osamitev ¢istih kultur

Priprava raztopin s testnimi
mikroorganizmi

Priprava testnih raztopin razkuZil

3. TESTIRAN.JE PROTIMI-
KROBNE UCINKOVITOSTI

CISTILNIH in RAZKUZILNIH
SREDSTEV

Priprava tekodine za inaktivacijo
Cistilnih in razkuZilnih sredstev

SUSPENZLISKI POVRSINSKI
TEST TEST
(EN 1276:1997) (Charaf in sod., 1999)

Slika 8: Shema poteka eksperimentalnega dela
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Analizo smo razdelili v dva vsebinska sklopa (slika 8). Prvi del se nanasa na testiranje
vzorcev na snaznost, kjer smo dolocali skupno §tevilo aerobnih mikroorganizmov, fekalnih
koliformnih bakterij in bakterije vrste Escherichia coli. Naslednji korak pa je bila
kvalitativna preiskava za dolocitev izbranih bakterijskih patogenih vrst: Campylobacter
spp., Listeria monocytogenes in Salmonella spp. Drugi sklop pa se nanasa na preiskavo
ucinkovitosti Cistilnih sredstev uporabljanih v obeh zivilskih podjetjih.

32  ODVZEM VZORCEV

Vzorci za mikrobiolosko analizo so bili odvzeti 12. februarja 2009 v dveh perutninarsko
predelovalnih obratih. Brisi na povrSinah klavnice in pakirnice so bili odvzeti pred
zacetkom proizvodnje in med potekom proizvodnje. Skupaj smo vzorcili 60 razlicnih
povrsin in produktov v obeh klavnicah. Vzorci so bili odvzeti v dveh ponovitvah, ki smo
jih dosledno oznacili po vnaprej dogovorjenih oznacbah.

V proizvodnji smo zbrali 3 vrste vzorcev:
e vzorci brisov povrSine v neposrednem stiku s surovino ali izdelkom (proizvodna
linija);
e vzorci povrsin proizvodnega okolja, ki niso v neposrednem stiku s surovino ali
produktom (umivalnik, stena, kljuka, tehnoloska voda);
e vzorci izdelka (sveZega pis€anca oz. koZe s piS€ancjega vratu).

Vzor¢na mesta brisov povrsine v neposrednem stiku s surovino ali produktom smo dolo¢ili
po uskladitvi Ze obstojeCih shem analiz tveganja HACCP sistema v proizvodnji obeh
perutninskih obratov (slika 5 in 6). Odvzem brisov na snaznost povrsin je potekal asepticno
po standardni metodi. Za vzorcenje so bile uporabljene sterilne epruvete s 5 ml sterilne
fiziologke raztopine s sterilno vatenko. Vzorec smo odvzeli s povrsine velikosti 100 cm?.
Vzorce koze s piS€ancjega vratu smo s sterilnim skalpelom in pinceto odrezali s svezega
proizvoda po hlajenju in pred pakiranjem ter jih zapakirali v sterilne plasticne vrecke. Kot
vzorec proizvoda smo odvzeli koZzo z vratu pis¢ancev, kot to predvideva standardni
postopek opisan v standardu (EC 1441, 2007). Odvzete vzorce smo po odvzemu shranili v
hladilni skrinji in vzdrzevali na temperaturi 4-8 °C med transportom do laboratorija.

33 IZVEDBA MIKROBIOLOSKIH ANALIZ

3.3.1 Ugotavljanje prisotnosti mikrobioloskih indikatorjev snaznosti
MATERIALI

Pri analizi vzorcev skupnega Stevila aerobnih mikroorganizmov smo uporabili
predpripravljena sterilna kromogena gojis¢a. Uporabili smo gojis¢e Compact Dry TC
(HyServe, Nemcija) za ugotavljanje skupnega Stevila mikroorganizmov in gojisCe
Compact Dry EC (HyServe, Nemcija) za ugotavljanje Stevila koliformnih bakterij in
bakterij E. coli. Gojis¢e Compact Dry TC vsebuje standardni hranljivi agar in redoks
indikator tetrazolijevo sol za obarvanje kolonij. Gojis¢e Compact Dry EC vsebuje barvilo
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Magenta-Gal (B-D-galactopiranozid) in X-Gluc (X-B-D-glukuronid). E. coli lo¢imo od
koliformnih po njeni B-D-glukuronidazni aktivnosti in se na gojis¢u obarva modro, ostale
koliformne bakterije pa rdee. Stevilo skupnih koliformnih bakterij je seitevek obeh
(Compact Dry, 2010).

METODA

Nacepili smo po 1,0 ml vzorca na sveze kromogeno gojis€e v Stirih zaporednih
razredcitvah. Plos¢e Compact Dry TC smo nato inkubirali po navodilih proizvajalca 24 ur
na 30 °C in Compact EC 72 ur na 37 °C. Po inkubaciji smo presteli obarvane kolonije in
izracunali koncentracije zivih mikroorganizmov v enotah CFU/ml po spodnji formuli (ISO
4833, 1991). Upostevali smo le Stevne plosce, ki so vsebovale 30-300 kolonij. Pridobljene
rezultate smo pomnozili z 10. Dobili smo vrednost mikroorganizmov v 10 ml brisa, kar
ustreza povrsini 100 cm’ (2).

N=2C / (n; + 0,10%n,)*d (1)
N — mikroorganizmi CFU/100cm?

¥C — vsota vseh kolonij na ploscah;

n; — Stevilo plos¢ prve razredcitve;

n, — Stevilo plos¢ druge razredCitve,

d — prva razredcitev (107).

N100cm2= N*10ml . (2)

3.3.2 Ugotavljanje prisotnosti patogenih mikroorganizmov

METODE in MATERIALI

Analizo odvzetih vzorcev smo naredili po klasi¢nih za identifikacijo patogenih bakterij
standardiziranih postopkih:

e Campylobacter jejuni, coli. (VTT-4377, 1991; priloga A),
e Listeria monocytogenes (ISO 11290-1, 1996; priloga B),
e Salmonella spp. (ISO 6579, 2002; priloga C).

Vsa uporabljena gojisca in potrebni dodatki za standardno preiskavo za vse tri patogene
mikroorganizme so navedeni v preglednici (priloga D, E, F). Za potrditev rezultatov po
standardni metodi smo uporabili oksidazni in katalazni test, ter barvanje po Gramu. Poleg
tega pa smo uporabili $e komercialni biokemijski ANI™ test za identifikacijo bakterij
Salmonella spp. Test razlikuje bakterijske vrste Salmonella spp. glede na aktivnost
koagulaz. Biokemijski test API™ pa razlikuje razli¢ne vrste Listeria spp. med seboj in
potrdi ali ovrZe prisotnost vrste Listeria monocytogenes.

Potrditev dobljenih pozitivnih rezultatov s klasicno metodo smo izvedli tudi z
molekularno-biolosko metodo: PCR v realnem casu. Uporabili smo komercialno
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pripravljen test 1Q-Check Salmonella (Bio-Rad, Francija), i1Q-Check Listeria
monocytogenes (Bio-Rad, Francija) in iQ-Check Campylobacter (Bio-Rad, Francija).
Sistem je zelo enostaven za uporabo in uporablja DNK oligonukleotidne zacetnike, ki
flourescirajo z razlicno mocjo glede na koli¢ino prisotne DNK dolocene bakterije. Po
navodilih smo pripravljene vzorce vlozili v sistem iCycler iQ™, kjer je potekla verizna
reakcija pomnozevanja mikrobne DNK s polimerazo. Aparat zazna DNK in jo primerja s
kontrolnim vzorcem ter posname flourescencni signal. Iz krivulj lahko tudi kvantitativno
doloc¢imo koli¢ino bakterij v vzorcu (Bio-Rad, 2009).

3.4 TESTIRANJE  PROTIMIKROBNE UCINKOVITOSTI ~ CISTILNIH IN
RAZKUZILNIH SREDSTEV

Protimikrobno ucinkovitost Cistilnih in razkuzilnih sredstev iz perutninsko predelovalne
industrije smo testirali z modificiranim suspenzijskim testom (EN 1276, 1997) in t.i.
povrsinskim testom na jeklenih nosilcih (Charaf, 2000). Za vse teste smo uporabili izolate
iz industrije in jih primerjali z rezultati sevov iz mikrobioloSke zbirke Biotehniske
fakultete.

3.4.1 Priprava testnih mikroorganizmov

V poskus smo vkljucili testne mikroorganizme, ki smo jih osamili in identificirali s povrsin
perutninsko predelovalnih obratov, ter mikroorganizme iz mikrobioloske zbirke
Laboratorija za zivilsko mikrobiologijo Biotehniske fakultete. Uporabili smo testne
mikroorganizme vrst:

- Campylobacter spp.,

- Listeria monocytogenes,

- Salmonella spp.

3.4.1.1 Predpriprava mikroorganizmov na poskus

V hladilnici shranjene testne mikroorganizme, ki smo jih izolirali iz odvzetih vzorcev, smo
precepili in jih inkubirali 24 ur. Na sveze gojis¢e smo precepili eno bakterijsko kolonijo
Salmonella in eno vrste L. monocytogenes v MHB (Oxoid, Anglija) gojis¢e in jih
inkubirali pri aerobnih pogojih na 37 °C. Bakterije vrste Campylobacter smo nacepili na
Abeyta-Hunt-Bark gojis¢e-AHB (Oxoid, Anglija). Sledila je inkubacija na 42 °C za 24 ur v
anaerobnih loncih.

Testne organizme Campylobacter iz laboratorijske zbirke (- 80 °C) smo precepili na sveza
gojis¢a Columbia (Oxoid, Anglija), z rastnim dodatkom za Campylobacter (Oxoid,
Anglija) in dodatkom lizirane konjske krvi. Plos¢e smo inkubirali pri anaerobnih pogojih
na 37 °C/ 72 ur. Po 3 dneh je sledilo precepljanje na sveza gojis¢a Columbia (Oxoid,
Anglija) in inkubacija 42 °C/ 24 ur. Enako smo precepljali testne mikroorganizme iz
laboratorijske zbirke (-80 °C) vrste Listeria monocytogenes in Salmonella. Shranjene
mikroorganizme smo precepili na sveza gojis¢a. Za L. monocytogenes smo uporabili
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gojis¢e OXFORD (Oxoid, Anglija) in za Salmonella XLD (Biolife, Italija). Plos¢e smo
inkubirali pri aerobnih pogojih na 37 °C/ 72 ur. Po 3 dneh smo mikroorganizme precepili
na sveza gojis¢a (XLD in OXFORD) in inkubirali §e 24 ur na 37 °C.

3.4.1.2 Priprava bakterijske suspenzije

Campylobacter spp.

Eno bakterijsko kolonijo vrste Campylobacter spp. smo precepili v tekoc¢e gojis¢e MHB
(Oxoid, Anglija) z dodatkom lizirane konjske krvi (20 ml nal 1 gojis¢a). Nato smo
inkubirali za 24 ur na 42 °C v mikroaerofilnem okolju (anaerobnem loncu z uravnavano
atmosfero).

Listeria monocytogenes
V tekoce gojis¢e MHB (Oxoid, Anglija) smo precepili eno kolonijo vrste L.
monocytogenes. Nato smo inkubirali aerobno, pri 37 °C za 24 ur.

Salmonella spp.
Bakterijsko kolonijo vrste Salmonella spp. (iz laboratorijske zbirke) smo precepili v tekoce
gojis¢e MHB (Oxoid, Anglija) in inkubirali pri 37 °C, za 24 ur v aerobnem okolju.

3.4.2 Priprava in testiranje inaktivacijske tekocine

3.4.2.1 Priprava inaktivacijske tekocine

MATERIAL in METODA

Raztopino smo pripravili po internih navodilih instituta VTT (VTT 4278-96, 1996). Za 500
ml inaktivacijske tekoc¢ine smo pripravili 5 ml 0,25 M fosfatnega pufra (KH,PO4). Loceno
smo v erlenmajerici pripravili 3 g lecitina (Sigma, ZDA), 30 ml of Tween 80 (Merck,
Nemcija) ter 300 ml destilirane vode. MeSanico smo segreli na 70 °C in enakomerno
meSali na magnetnem meSalu, dokler ni postala transparentna. Ohlajeni raztopini smo
dodali 4,0 g natrijevega tiosulfata (Merck, Nemcija), 0,5 g L-histidin HCI (Sigma, ZDA), 5
ml 1,25 M Sorensovega fosfatnega pufra ter 3,6 g govejega albumina (Sigma, ZDA).
Mesanico smo razredCili z destilirano vodo do 500 ml in jo sterilizirali z membransko
filtracijo (filter s porami velikosti 0,45 pm).

3.4.2.2 Testiranje inaktivacijske tekoCine

MATERIAL in METODA

Testiranje inaktivacijske tekocine smo izvedli tako kot kaze spodnja slika (slika 9). Najpre;j
smo naredili poskus z sterilizirano pitno vodo in nato po istem postopku z vsemi razkuzili
in cistili, ki smo jih uporabili v nadaljnem poskusu. Pripravili smo ustrezne razredcitve in
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jih nacepili po 1 ml na pripravljene agarske plos¢e-MHA(Oxoid, Anglija). Plos¢e smo
inkubirali 48 ur na 37 °C. Pripravljeno inaktivacijsko tekocino je potrebno preizkusiti, da
ne vpliva negativno na rast ali razmnozevanje mikroorganizmov. Hkrati pa mora povzrociti
inaktivacijo vseh aktivnih ucinkovin v razli¢nih vrstah razkuzil in ¢istil. S predhodnim
mesanjem inaktivacijske tekoCine in razkuzila (Cistila) vnaprej inaktiviramo delovanje
razkuzila (Cistila) in zato ne poSkoduje ali uni¢i dodanih testnih mikroorganizmov. Ob
dokazani popolni inaktivaciji, razkuzilo na rast nima vpliva in na ploscah po inkubaciji
dolo¢imo koncentracijo testnih mikroorganizmov, ki je enaka zacetni. V poskusu z
dodatkom sterilizirane vode pa dokazemo, da sama inaktivacijska teko¢ina nima nobenih
negativnih vplivov na rast testnih mikroorganizmov.

2 ml BAKTERIISKE
SUSPENZIIE
(S. aureus, koncentracija 10 *%)
+

2ml govejega ALBUMINA
(inkubacija 2 min na sobni T)

1 ml mesanice

+
94 il fizioloske raztopine 1 ml sterilizirane PITNE VODE
ali
1 ml RAZKUZILA (1 ali 2 ali 3)
ali
Il 1 ml CISTILA (1 ali2 ali 3 ali 4)
s Gl o it
1 ml mese_ﬁoe = zw_um_testmlm 9 ml IN AKTI:V ACLISKE
mm Oorfamzml TEKOCINE
10 ml meganice istila/razkuila (inkubacija 5 min na sobni T)

ali vode z inaktivacijsko
tekodino
(inkubacija 2 min na sobni T)

0,1ml [ RAZREDCITVE

1ml
1ml 1ml 1ml
> > —>
9 ml fizioloske

(® O

Slika 9: Shema poteka testiranja inaktivacijske tekocine
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3.4.3 Priprava delovnih raztopin sanitacijskih sredstev

Uporabili smo 7 komercialnih Cistilnih in razkuzilnih sredstev za vzdrzevanje higiene
povrsin v perutninsko predelovalni industriji. Spodnji preglednici vsebujeta nekatere
podatke o Cistilih in razkuzilih, povzetih po specifikacijskih listih ter navodilih uporabe
proizvajalca. Raztopine izbranih Cdistilnih sredstev in razkuzil smo razredcili na
priporoceno koncentracijo po priporocilih proizvajalca s sterilizirano pitno vodo.

Preglednica 8: Sestava Cistil, uporabljenih v poskusu

T99

Penede alkalno sredstvo z 1-2% sobna temperatura,
aktivnim kloridom.

15 min

Ostale znacilnosti:

SESTAVA: 5-10 % N-(3-aminopropil)-N-dodecilpropan-1,3-diamin,

2-5 % ocetna kislina; pH: cca. 8,7 (100 %)

EKOTOKSIKOLOSKI PODATKI: test razgradljivosti >60 % BPK/KPK ali test
spros¢anja CO2, 70 % DOC

TDS

Kislo dezinfekcijsko sredstvo, 1-2% sobna temperatura,
na osnovi perocetne kisline in
vodikovega  peroksida, za
uporabo v zivilski industriji

15 min

Ostale znadilnosti:

SESTAVA: 10-25 % vodikov peroksid, 10-25 % ocetna k., 2,5-10 % perocetna
kislina, <2,5 % amini, alkildimetil N-oksidi; pH cca 3,25-3,45

N10

Veénamensko  dezinfekcijsko 1-2% 5-30 minut
sredstvo

Ostale znacilnosti:

SESTAVA: 1-5 % Polieksametilendigvanid hidroklorid; pH (1 %) 6-7 %
EKOTOKSIKOLOSKI PODATKI:

KOROZIVNOST: Ne povzroc¢a korozije na inox jeklu, jeklu, gumi, plastiki,
epoksi premazih, bakru, steklu in cementu, aluminiju, pocinkanem jeklu.
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Preglednica 9: Sestava razkuzil, uporabljenih v poskusu

TRGOVSKO IME SPECIF!KACIJA in TIP PRIPOROCENA TEMPERATURA,
CISTILA KONCENTRACIJA KONTAKTNI CAS
T19 Penece alkalno Cistilno sredstvo 2-5% do 60 °C,
za zivilsko industrijo. .
10-30 min

Ostale znaCilnosti: | SESTAVA: 5-15 % Natrijev hidroksid; 5-15 % NTA, Na soli; < 5 %
alkilaminooksid, pH (koncentriran) >13, pH (1 % razt.) je 12,5

EKOTOKSIKOLOSKI PODATKI: NTA 5,0-15,0 % , <5 % neionskih tenzidov

KOROZIVNOST: Ne povzroca korozije na inox jeklu, jeklu, gumi, plastiki, epoksi
premazih, bakru, steklu in cementu, aluminiju, pocinkanem jeklu.

T56 Tekoce kislo sredstvo, 2-5% 40-50 °C,
namenjeno za odstranjevanje

anorganskih inkrustacij 15 min

Ostale znacilnosti: SESTAVA: 25-30 % fosforjeva kislina, 5-10 %, 2-(2-butoksi-etoksi)etanol,
2-5 % amini, C12-18,-alkildimetil, N-oksidi, 0,5-1,0 % Fosforjeva (V) kislina
izotridecil ester, pH (1 % razt.): 1,9.

EKOTOKSIKOLOSKI PODATKI: < 5 %: neionski tenzidi, test razgradljivosti
>60 % BPK/KPK ali test spros¢anja CO2, 70 % DOC

C10 Kisli peneci detergent z 3-10 % 15-60 °C,
dezinfekcijskim delovanjem za S min

c¢iScenje vertikalnih povrSin

SESTAVA: fosforjeva kislina 15-20 % ut., 1-5 % brezvodni vodikov klorid,
1-5% 2-butoeksietanol. pH je 1

EKOTOKSIKOLOSKI PODATKI: Vsebuje neionske tenzide biolosko
razgradljive nad 90 %, fosfor 13 %. Preparat vpliva na dvig KPK za 95,2 mg/g.

KOROZIVNOST: Ne povzroca korozije na inox jeklu, jeklu, gumi, plastiki, epoksi
premazih, bakru, steklu. Povzro¢a na cementu, marmorju, kamnu, malti.

UPORABA: Najdaljsi kontaktni ¢as s povr$ino je 5 minut. Preparat se ne sme
osusiti na povrSini. Nanos preko opreme za nanaSanje pene in detergentov.

V10 Peneci detergent srednje 5-6 % 15-50 °C,
alkalnosti za odstranjevanje
organske substance s strojne
opreme in drugih pokonénih
povrsin v zivilski industriji.

15 min

Ostale znacilnosti: SESTAVA: Natrijev hidroksid >5 % ut., pH brez uravnave: 14, pH 1 % je 12.
EKOTOKSIKOLOSKI PODATKI: Vsebuje neionske tenzide biolosko
razgradljive nad 90 %, fosfor 0,42 %. Preparat vpliva na dvig KPK za 175 mg/g.

KOROZIVNOST: Ne povzroca korozije na inox jeklu, jeklu, gumi, plastiki,
epoksi premazih, bakru, steklu in cementu. Povzro¢a na aluminiju, pocinkanem
jeklu, poskoduje povrsine premazane z nitro in fenolnimi premazi.
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3.4.4 Suspenzijski test mikrobicidne u¢inkovitosti Cistilnih sredstev in razkuzil

METODA in MATERIALI

Pri izvedbi suspenzijskega testa mikrobicidne ucinkovitosti Cistilnih sredstev in razkuzil
smo upostevali postopek evropskega standarda: (EN 1276, 1997). Vnaprej smo pripravili
bakterijske suspenzije izbranega patogenega mikroorganizma (Salmonella spp.,
Campylobacter jejuni ali Listeria monocytogenes) s koncentracijo 10’-10° CFU/ml.
Postopek je opisan v poglavju 3.4.1.2.

SUSPENZIJSKI TEST MIKROBICIDNE U(VZII\{KOVITOSTI CISTILNIH
SREDSTEV IN RAZKUZIL

PRIPRAVA BAKTERIISKE
SUSPENZIJE

(Campylobacter, L. monocytogenes,
Salmonella; koncentracija 10 &)

!

2 ml BAKTERIJSKE
SUSPENZIIE
+
2 ml govejega albumina

(inkubacija 2 min na sobni T}

1 ml BAKTERIJSKE SUSPENZIJE
ik
24 ml meSanice RAZKUZILA ali
CISTILA ali sterilizirane VODE

(inkubacija 5 min na sobni T)

I

1 ml MESANICE
&
9 ml INAKTIVACIJSKE
TEKOCINE

0.1m RAZREDCITVE

!
OO

Slika 10: Shema postopka za izvedbo suspenzijskega testa protimikrobne ucinkovitosti Cistilnih in
razkuzilnih sredstev

9 ml fiziologke
raztopine
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Suspenzijski test protimikrobne ucinkovitosti €istilnih in razkuzilnih sredstev smo izvedli
tako kot je opisano na sliki 10. Naredili smo 5 razredcitev in jih nacepili na pripravljena
gojisca. Za poskus z bakterijami Salmonella in Listeria monocytogenes smo uporabili
MHA (Oxoid) gojis¢a in za bakterije vrste Campylobacter sestavljeno AHB gojisce.

Sledilo je inkubiranje pri optimalnih pogojih za organizem:
- Salmonella spp.: MHA agar, aerobni pogoji, 24 ur pri 37 °C;
- Listeria monocytogenes: MHA agar, aerobni pogoji, 24h pri 37 °C;
- Campylobacter spp.: AHB agar, inkubacija v anaerobnem loncu, 24 h pri 42 °C.

Zrasle kolonije na ploscah prestejemo in izraCunamo koncentracijo mikroorganizmov po
delovanju ¢istilnih/razkuzilnih sredstev. Po formuli (3) pretvorimo v ME enote.

3.4.5 Povrsinski test protimikrobne u¢inkovitosti istilnih in razkuzilnih sredstev

METODA in MATERIALI

Poskus smo izvedli po internih navodilih Instituta VTT (VTT-4278, 1996), ki so povzeti
po objavi Charaf in njenih sodelavcev (2000). Metoda vkljuCuje gojenje biofilma na
nosilcih iz nerjavecega jekla kot prikazuje slika (slika 11).



Tusar T. Ugotavljanje kriti¢nih kontrolnih to¢k v klavnici in pakirnici pi§¢andjega mesa in izdelkov. 39
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd.za Zivilstvo, 2011

POVRSINSKI TEST MIKROBICIDNE UéINKOVITOSTI CISTILNIH
SREDSTEV IN RAZKUZIL

PRIPRAVA BAKTERIISKE
SUSPENZIJE
(Campylobacter, L. monocylogenes,
Salmonella; koncentracija 10 *%)

I

GOIENIJE BIOFILMA na
KUPONCKIH iz nerjavedega jekla

(inkubacija 3 dni)

|

PRENOS KUPONCKOV na
makrotitrsko ploséo
+
2 ml sterilne VODE ali
RAZKUZILA ali CISTILA

(inkubacija 5 min)

!

PRENOS KUPONCKA v 2 ml
INAKTIVACIISKE TEKOCINE
$ 5-10 sterilnimi steklenimi
kroglicami

(stresanje na vorteksu 1 min,
nato inkubacija 4 min +/- 10 sec)

0.1 m RAZREDCITVE |

)
1ml 1ml . 1ml 1ml
— — —> —>

9 ml fiziologke
raztopine

OO

Slika 11: Shema postopka za izvedbo povrSinskega testa protimikrobne ucinkovitosti Cistilnih in razkuzilnih
sredstev

A1 0

Sterilizirane kuponcke premera 12 mm in Sirine 2 mm iz nerjavecega jekla smo postavili z
zgornjo stranjo navzdol na agar, prekrit s sterilnim filter papirjem (e ga nimamo, lahko
uporabimo sterilno gazo). Na filter papir smo inokulirali bakterijsko suspenzijo testnega
mikroorganizma (Campylobacter, L.monocytogenes, Salmonella). Inkubirali smo 72 ur pri
optimalnih pogojih za izbrani mikroorganizem.

- Salmonella spp.: agar MHA (Oxoid, Anglija), acrobni pogoji, 72 ur pri 37 °C;

- Listeria monocytogenes: agar MHA (Oxoid), aerobni pogoji, 72 ur pri 37 °C;

- Campylobacter spp.: agar AHB, mikroaerofilna inkubacija v anaerobnem loncu,
72 ur na 42 °C.
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Kuponcke po inkubaciji smo previdno odstranili iz inkubiranih plos¢ in jih s sprednjo
stranjo navzgor, v asepti¢nih pogojih, prestavili v makrotitrsko plos¢o. Naprej smo sledili
postopku, ki je opisan na sliki 11. Za nacepljanje meSanice po razred¢itvah smo uporabili
ista gojisca, kot pri gojenju biofilma testnega mikroorganizma na kuponckih. Po 24 urni
inkubaciji smo presteli kolonije na agarskih plos¢ah in dolo¢ili Stevilo ME.

3.4.6 Dolocitev baktericidnega delovanja

Pri dolocanju baktericidnega delovanja je potrebno najprej presteti kolonije bakterij na
ploscah. Rezultate preracunamo v CFU/ml. U¢inkovitost Cistilnih in razkuZilnih sredstev je
podana v enotah ME. Enota ME (angl. Microbicidal effect) nam pove za koliko
logaritemskih enot je razkuzilo ali Cistilno sredstvo zmanjSalo mikrobno populacijo.
Sanitacijsko sredstvo je baktericidno, ¢e znasSa ME vsaj za 5 enot.

N=XC / (n; + 0,10%n,)*d (1)
N — mikroorganizmi CFU/ml;

¥C — vsota vseh kolonij na ploscah;

n; — Stevilo plos¢ prve razredCitve;

n, — Stevilo plos¢ druge razredcitve;

d — prva razred¢itev (10™).

ME=log N, — log Nq4 ..(3)

N, — CFU/ml z fiziolosko raztopino, brez baktericidnega sredstva,
Nq4— CFU/ml z baktericidnim sredstvom.
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4 REZULTATI

4.1  DOLOCITEV VZORCNIH MEST

Po pregledu obeh perutninskih obratov smo dolocili vzor¢na mesta delovnih povrsin na
podlagi obstojece sheme analiz tveganja in kriti¢nih kontrolnih tock, sistema HACCP. Na
spodnjih shemah so izbrana vzoréna mesta z oznakami (slika 12, 13, 14 in 15). Shema
izbranih vzor¢nih mest je vsebovala:

e Vzorce povrsin v neposrednem stiku s surovino ali izdelkom:
- klavnica K1-K7, vzorec Ciste in umazane povrsine,
- pakirnica P1-P10, vzorec Ciste in umazane povrsine.
e Vzorce povrSin, ki se ne dotikajo neposredno surovine ali izdelka:
- klavnica HK1-HK4,
- pakirnica HP1-HP4,
- ostali vzorci H1-H3.
e Vzorce izdelka:
- koza s pis¢ancjega vratu BV

Vzoréna mesta:  KLAVNICA

LIRA vZorec Kl-c,
MAMILCA Klb
KLAVEC - VEDTEC K2-c,
rezilo K2.p
PRSTI vZorec K3.c,
SKUBILCA K3-p
o
LIRA VZOrec K4.c,
SKUBILEC K4-p
TRGALEC vzorec Ks-c,
GLAV- rezilo K5-p
ZABOJ za vzorec Ké-c,
DROBOVINO K6.p
o’
TEKOCI TRAK vzorec K7.c,
- hladilni tunel K7-p

Slika 12: Procesna shema klavnice piS¢an¢jega mesa z oznacenimi mesti vzorcenja (oznaka vzorca C pomeni
¢isto, suho povrsino po sanitaciji, D pa med proizvodnjo)



Tusar T. Ugotavljanje kritiénih kontrolnih to¢k v klavnici in pakirnici pi3¢andjega mesa in izdelkov. 42
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd.za Zivilstvo, 2011

V klavnici in pakirnici je bilo dolocenih po 7 vzor¢nih mest povrsin v neposrednem stiku s
surovino ali izdelkom (slika 12 in 13). Zaradi razlik med obema proizvodnjama imamo pri
dolocenih toc¢kah vzorec povrSine samo enega obrata. Vzorce Cistih, razkuzenih in suhih
povrsin pred zacetkom proizvodnje v klavnici smo oznacili kot K-C (1 do 7) in v pakirnici
kot P-C (1 do 10). Vzorce brisov povrsin, odvzetih po zacetku proizvodnje smo oznacili
kot K-D (1 do 7) v klavnici in P-D (1 do 10) v pakirnici.

Vzoréna mesta:  PAKIRNICA

VZorec

P9-c,
P9-n
s B
LIRA VZOrec Pl-c, - ™
-hladilni tunel Pl-p DODATEK
\ J ZACIMBNE
3 MESANICE
POVRSINA za < vzoree ey 2
KALIBRACLJO A ZACINJEN
. J PROGRAM
[ RAZSEK
PISCANCA-zaboj R

ODCEJALNO
SITO-drobovina

WVZOrec

P10-c,

TEHTNICA < VZOorec Pd.c,
P10-p

P4-p

J

RAZREZ < vzorec  noz P5S-C,D

FILEJEV- noi, povriina P6-c,p
povriina
™
P?E‘IRAP‘I"JE < vzZoTec P7-c,
EJEV- P7-p
embalaza

HLAJENJE, ZMRZOVANJE ]

Slika 13: Procesna shema pakirnice pi§¢ancjega mesa z oznaenimi mesti vzorcenja

Odvzeti vzorci proizvodnega okolja so bili stena, stikalo, umivalnik, rokavice in
predpasnik ter so oznaceni v klavnici kot HK (1-5) ter v pakirnici HP (1-5). Vzorci kljuke,
vrtljive ograje in gobice so oznaceni s H (1-3) (slika 14).
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Vzorcna mesta:  OSTALI VZORCI IZ PROIZVODNEGA OKOLJA

' oy

ROKAVICA

klavnica HK1.c. HK1-p
pakirnica HP1.c, HP1-p

A

PREDPASNIK klavnica HK2-c,HK2-p

pakirnica HP2.c, HP2-p

/\

J

STIKALO klavnica HK3
1 pakirnica HP3
UMIVALNIK klavnica HK4
pakirnica HP4
STENA klavnica HKS
pakirnica HPS
'a ™ 'S Y I ™

KLJUKA med klav- ROCKA,
nico in pakirnico OGRAJA

vZorec H1 vZorec H2 [ vzorec H3

Slika 14: Vzorci iz proizvodnega okolja z mesti vzorcenja in oznakami

Odvzeta je bila tudi koza vratu piScanca po standardnem postopku (oznaka BV) (slika 15).

Vzoréna mesta: VZOREC PRODUKTA

VZOREC KOZE
VRATU vZorec BV

Slika 15: Vzorec koze z vratu z oznako
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42 UGOTAVLJANJE SKUPNEGA STEVILA MIKROORGANIZMOV,
KOLIFORMNIH M.O. IN BAKTERIJE E. coli

4.2.1 Skupno $tevilo mikroorganizmov, koliformni mikroorganizmi in Escherichia
coli v obratu F1 in F2

Na slikah 16, 17 in 18 je podana primerjava med podjetjema F1 in F2 v skupnem S§tevilu
mikroorganizmov (SSM), koliformnih mikroorganizmov in E. coli. Razvidno je, da se
Stevilo mikroorganizmov razlikuje med proizvodnjama. Pri podjetju F2 je skupno Stevilo
mikroorganizmov nizje od 10° CFU/cm?, le v primeru vzorca kljuke med klavnico in
pakirnico je vigje od 10° CFU/cm®. Upostevali smo kriterije prikazane v preglednici 10.

Preglednica 10: Kriteriji za oceno ustreznosti Cistosti brisov

REFERENCA KRITERIJ

Skupno $tevilo aerobnih mikroorganizmov | m = 3,5 log CFU/cm® M = 4,5 log CFU/cm’
(Commission Regulation..., 2005)

Enterobakterije m = 1,5 log CFU/ecm® M = 2,5 log CFU/cm’
(Commission Regulation..., 2005)

Escherichia coli odsotnost na kvadratni cm
(Debevere in sod., 2006)

Vzorci piS¢ancjega vratu so bili vzeti po standardnem postopku in so v obeh proizvodnjah
vsebovali ve& > 6,5 log CFU/cm?” skupnih mikroorganizmov. Prav tako so vsebovali > 6,5
log CFU/cm® koliformnih mikroorganizmov in > 6,5 log CFU/cm® bakterij vrste
Escherichia coli.

4.2.1.1 Klavnica F1 in F2

Za klavnici F1 in F2 lahko povzamemo naslednje najpomembnejSe rezultate ugotavljanja
prisotnosti indikatorskih mikroorganizmov (slika 16):

V klavnici F1 je skupno Stevilo mikroorganizmov:
-V vseh vzorcih umazanih povrsin vigje od 4,5 log CFU/cm’.
- Na zgornji meji SSM (> 6,5 log CFU/ cm?) je bil vzorec trgalca glav (K5-d).
-V vzorcih &stih povrsin je bilo SSM vigje od 4,5 log CFU/cm®: na ¢&istih prstih
skubilca (K3-F1-c), na Cisti liri skubilca (K4-F1-c), na Cistem rezilu trgalca glav
(K5-F1-c) in na zaboju za drobovino (K6-F1-c).

Stevilo koliformnih mikroorganizmov in prisotnost bakterij E. coli v klavnici F1:

- Prisotnost koliformnih mikroorganizmov in E. coli v vseh umazanih vzorcih.
Koliformni mo. so bili prisotni v brisu Cistih prstov skubilca (K3-F1-c), na trgalcu
glav (K5-F1-c), na Cistem zaboju za drobovino (K6-F1-c) in tekocem traku (K7-F1-
c).

- Na trgalcu glav je prisotnih > 6,5 CFU/cm’.
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V klavnici F2 so bili rezultati analize indikatorskih mikroorganizmov sledeci:

- SSM je bilo vigje od 4,0 log CFU/cm*: na umazanem klavcu (K2-F2-d), umazanih
in Cistih prstih skubilca (K3-c in -d) ter na ocis¢enem tekocem traku hladilnega
tunela (K7-F2-c).

-V vzorcu lire skubilca (K4-F2-d) in tekocega traku (K7-F2-d), odvzetem po
za&etku proizvodnje je SSM preseglo 10° CFU/cm?®.

Stevilo koliformnih in E. coli v klavnici F2:
- Stevilo koliformnih je bilo vigje od 4,0 log CFU/cm” na umazanem vzorcu prstov
skubilca (K3-F2-d) in na liri skubilca (K4-F2-d).
- Koliformni in E. coli so bili prisotni v koncentraciji ve¢ji od 2,5 log tudi na
umazanem trgalcu glav (K5-d) in na dCistem ter umazanem tekoCem traku
hladilnega tunela (K7-c in —d)

4.2.1.2 Pakirnica F1 in F2

Za pakirnici F1 in F2 lahko povzamemo naslednje najpomembnejSe rezultate ugotavljanja
prisotnosti indikatorskih mikroorganizmov (slika 17):

SSM v pakirnici F1:

-V vseh vzorcih umazanih povrin pakirnice je bilo SSM vigje od 4,5 log CFU/cm’.

- Na zgornji meji (> 6,5 log CFU/ cm?) je vzorec &iste in umazane lire (P1-F1-d, P1-
Fl-c).

- SSM je bilo visje od 6,0 log CFU/ cm? tudi v brisu &istega noza (P5-c) in v vzorcu
7e uporabljene embalaze (P7-F1-d).

-V vzorcih &istih povrdin (> 4,5 log CFU/cm?) je na ¢&isti liri hladilnega tunela (P1-
¢), na povrsini za kalibracijo (P2-F1-c) in na vzorcu zaboja za razsek (P3-F1-c).

Stevilo koliformnih mikroorganizmov in prisotnost bakterije E. coli v pakirnici F1:

- Prisotnost koliformnih mikroorganizmov in E. coli v vseh umazanih vzorcih.

- Stevilo koliformnih mo. je bilo ve&je od 2,5 CFU/ cm® v vzorcih: povriine za
kalibracijo (P2-F1-c, P2-F1-d), na ¢istem in umazanem zaboju za razsek (P3-F1-c
in -d), na umazani embalazi (P7-F1-d) in na umazanem vzorcu odcejalnega sita
(P10-F1-d).

SSM v pakirnici F2:

- Skupno §tevilo mikroorganizmov je bilo vigje od 4,5 log CFU/cm®: na &istem in
umazanem vzorcu noza (P5-F2-c, P5-F2-d), na vzorcu embalaze (P7-F2-d) in na
odcejalnem situ (P10-F2-d).

- Ciste povrsine lire hladilnega tunela (P1-F2-c), povriine za kalibracijo (P2-F2-c),
Ciste tehtnice (P4-F2-c) in odcejalnega sita (P10-F2-c) niso vsebovale zaznavnih
koncentracij mikroorganizmov.

Stevilo koliformnih in E. coli v pakirnici F2:
- Stevilo koliformnih je bilo vidje od 2,5 log CFU/cm® na Ze uporabljeni embalazi
(P7-F2-d) in na umazanem odcejalnem situ (P10-F2-d).
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- Koliformni in E. coli so bili prisotni v koncentraciji veé¢ji od 2,5 log na umazanem
zaboju (P3-d), na umazani tehtnici (P4-F2-d), v ¢istem in umazanem brisu noza
(P5-c in P5-d) in na umazani povrsini za razsek na uporabniske kose (P6-F2-d).

4.2.1.3 Vzorci brisov proizvodnega okolja v klavnici in pakirnici (F1 in F2)

Iz rezultatov vzorcev brisov proizvodnega okolja v klavnici in pakirnici (F1 in F2) lahko
povzamemo naslednje najpomembnejSe rezultate ugotavljanja prisotnosti indikatorskih
mikroorganizmov (slika 18):

SSM v obratu F1:

- SSM je bilo vigje od 4,5 log CFU/cm® v vzorcu umazanih rokavic (HK1-F1-d), v
¢istem in umazanem vzorcu predpasnika klavnice (HK2-F1-c in -d) in umazanem
vzorcu predpasnika pakirnice (HP2-F1-d), v brisu umivalnika klavnice in pakirnice
(HK4-F1, HP4-F1) ter v vzorcu ograje (H2-F1) in gobice (H3-F1).

- SSM vegje od 6,0 log CFU/ cm” smo detektirali na o¢iséenem predpasniku (HK2-
F1-c¢) in na brisu odvzetem iz gobice (H3-F1).

- Vzorec brisa Ciste rokavice iz klavnice (HK1-c-F1) in pakirnice (HP1-c-F1) nista
vsebovale mikroorganizmov.

Stevilo koliformnih mikroorganizmov in prisotnost bakterije E. coli v pakirnici F1:

- Stevilo koliformnih mo. je presegalo koncentracijo 2,5 log CFU/ cm® v vzorcu
umazanih rokavic klavnice (HKI1-F1-d), v wvzorcu Cdistega in umazanega
predpasnika (HK2-F1-c in HK2-F1-d), v vzorcu umivalnika v klavnici in pakirnici
(HK4-F1, HP4-F1) ter v vzorcu umazanega predpasnika pakirnice (HP2-F1-d).

V obratu F2 je bilo skupno Stevilo mikroorganizmov naslednje:
- SSM je bilo vigje od 4,5 log CFU/cm” na kljuki med klavnico in pakirnico (H1-F2)
in na gobici za ¢iscenje (H3-F2).
- Vzorec HI-F2 je na zgornji meji (> 6,5 log CFU/ cm?).
- Vzorec brisa ciste rokavice iz klavnice (HK1-c-F2) in iz pakirnice (HP1-c-F2) ni
vseboval mikroorganizmov. Prav tako ni bilo prisotnih Zivih mikroorganizmov na
¢istem predpasniku klavnice in pakirnice (HK2-c-F2 in HP2-c-F2).

Stevilo koliformnih in E. coli v obratu F2:
- Stevilo koliformnih je bilo vi§je od 2,5 log CFU/cm” na umazanih rokavicah (HK1-
F2-d) in na gobici za ¢is¢enje (H3-F2).
- Koliformni in E. coli so bili prisotni v koncentraciji (< 2,5 log) na umazanem

predpasniku klavnice HK2-F2-d in na umivalniku v klavnici (HK4-F2).
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Slika 16: Primerjava skupnega $tevila mikroorganizmov s §tevilom koliformnih mikroorganizmov in E. coli v vzorcih brisov proizvodne linije v klavnici pis¢anéjega mesa v podjetjih

F1in F2.
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43  PATOGENI MIKROORGANIZMI NA PROIZVODNI LINIJI

Na spodnjih procesnih shemah (slika 19, 20, 21) so razvidni pozitivni rezultati povrSin
pakirnice in klavnice glede prisotnosti patogenih mikroorganizmov vrste: Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes in Campylobacter spp. Pozitivni rezultati so bili potrjeni z obema
metodama (klasi¢na standardizirana preiskava na plos¢ah in PCR v realnem casu). V
primerih, ko so bili brisi potrjeni le z eno metodo, smo jih ocenili kot sumljive na
prisotnost dolo¢ene patogene bakterije.

KLAVNICA
LIRA
MAMILCA < D- Campylobacter F1
) ! \
KLAVEC -
D- C lobacter F1
rezilo < i =
s * 1
PRSTI
D- Campylobacter F2> SKUBILCA < D- Campylobacter F1
s ‘ ™
LIRA C-L. monocytogenes F1
SKUBILEC D-L. monocytogenes F1
P ‘ ~
TRGALEC
GLAV- rezilo
' ¢ ™
LIRA, RESETKE
DROBOVINA
s * ~
TEKOCI TRAK DL T
e R —————

Slika 19: Procesna shema klavnice z oznacenimi mesti vzor¢enja, na katerih smo z obema metodama potrdili
prisotne patogene mikroorganizme
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PAKIRNICA
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C{ LIRA
-hladilni tunel C- L moHocytagenes Fl ;&I;;TB%I%
L ’ MESANICE
3 3
POVRSINA za ) ‘
KALIBRACILJO —
C; g PROGRAM

. RAZSEK
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D- Campylobacter F2

TEHTNICA

=

RAZREZ | _Zoomem
FILEJEV- noZ, ‘<C.— L. monocytogenes F1
povrsina

PAKIRANJE <C- L. monocytogenes F1

Lo E,V i D- L. monocytogenes F1
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J

HLAJENJE, ZMRZO VANJE }

Slika 20: Procesna shema pakirnice z oznacenimi mesti vzorc¢enja, na katerih smo z obema metodama potrdili
prisotne patogene mikroorganizme
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Vzoréna mesta: OSTALI VZORCI IZ PROIZVODNEGA OKOLJA
s B\
ROKAVICA
% 4
sum na
-klavnica C-Salmonella F2, C- L. monocytogenes F2,
PREDPASNIK D- L. monocytogenes F2
-pakimica D- Campylobacter F1, D- L. monacytogenes F2
W .y
( .
STIKALO klavnica L. monocytogenes F1
sum na
-klavnica Salmonella F1in
- L. monocytogenes F2
UMIV, sum na
TVALNIK klavnica C- Salmonella F2
sum na
STENA klavnica C- Salmeonella F1
' ™
KLJUKA med klav- ROCKA, GOBICA
nico in pakirnico OGRAJA
b s
sum na L.monocytogenes F1

Slika 21: Shema vzor¢nih mest prisotnih patogenih mikroorganizmov v vzorcih proizvodnega okolja

4.3.1 Ugotavljanje prisotnosti bakterij Campylobacter spp.

Kar 70 % izbranih vzorcev podjetja F1 je bilo pozitivnih na Campylobacter spp in 50 % iz
podjetja F2. Devet od desetih vzorcev podjetja F2 pa je bilo pozitivnih s PCR metodo. V
obeh proizvodnjah smo potrdili bakterijo v vzorcu koze iz pis¢ancjega vratu. Potrdili smo
jo tudi na umazanem mamilcu in klavcu proizvodnje F1, umazanem skubilcu (F1 in F2) in
na umazanem odcejalnem situ za drobovino (F1 in F2). V pakirnici smo dolocili sum na
bakterijo Campylobacter spp. na zaboju za ostanke razseka in na umazanem predpasniku
pakirnice proizvodnje F1.

4.3.2 Ugotavljanje prisotnosti bakterij Listeria monocytogenes
Pregledali smo 51 vzorcev podjetja F1 in 59 vzorcev odvzetih z metodo brisov v podjetju

F2. Za obe podjetji lahko potrdimo prisotnost mikroorganizmov vrste Listeria
monocytogenes. Prisotnost te bakterije v brisih F1 je bila 17 %, v vzorcih obrata F2 pa le
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3 %. Bakterijo smo z obema metodama potrdili v klavnici F1, v brisu lire skubilca in na
teko¢em traku, ki gre v hladilni tunel. V pakirnici smo potrdili L. monocytogenes na
modelu za piscancja nabodala F1 in na povrsini za razrez pis¢ancjih trupov. Detektirali
smo jo tudi na Cisti in Ze uporabljeni embalazi (F1). Bakterijo Listeria monocytogenes smo
nasli tudi na vzorcih koze piScancjega vratu. [zmed ostalih vzorcev iz proizvodnega okolja
smo potrdili prisotnost L. monocytogenes samo na stikalu v klavnici (F1)

Sum na prisotnost bakterije Listeria monocytogenes (potrditev prisotnosti z eno od dveh
uporabljenih metod):
V klavnici - na umazanem rezilu klavca F2,

- na Cistem vzorcu tekoCega traku (potrjena v umazanem vzorcu) F1,

- na umazanem tekoCem traku F2.

V pakirnici -
- na Cisti liri hladilnega tunela F2,
- na ¢istem nozu in povrsini za razsek piscancjih trupov F2,
- na ¢istem zaboju F1.

V vzorcih iz proizvodnega okolja
- na stikalu v klavnici (F2),
- v brisu umazanega predpasnik v klavnici (F1 in F2),
- v brisu predpasnika v pakirnici (F1),

4

- v brisu gobice za ¢isc¢enje povrsin (F1).

Prisotnost bakterij Listeria monocytogenes v klavnici smo odkrili na ¢isti in umazani liri
skubilca. V brisu Ze uporabljenega tekocega traku hladilnega tunela podjetja F1 smo
potrdili to bakterijo, z eno metodo pa smo jo potrdili tudi v Cistem vzorcu. Sum na to
bakterijo je bil tudi pri vzorcu klavca in umazanega teko¢ega traku v F2.

4.3.3 Ugotavljanje prisotnosti bakterij Salmonella spp.

51 vzorcev podjetja F1 in 55 vzorcev podjetja F2 je bilo testiranih na bakterije vrste
Salmonella spp. Za noben obrat ne moremo z gotovostjo trditi, da je bila Salmonella
prisotna, obstaja pa sum na prisotnost, ker smo v obratu F2 salmonele stirikrat ugotovili z
metodo PCR, vendar je nismo uspeli potrditi s klasicno metodo. V obratu F1 se je podobno
zgodilo v enem primeru vzorca iz pakirnice.
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44  TESTIRANJE PROTIMIKROBNE UCINKOVITOSTI  CISTILNIH IN

RAZKUZILNIH SREDSTEV

4.4.1 Testiranje ucinkovitosti inaktivacijske tekocine

Preglednica 11: Rezultati testiranja u¢inkovitosti inaktivacijske tekocine

Cistilo/ razkuzilo specifikacija/obrat koncentracija testnega
mikroorganizma (CFU/ml)
STERILIZIRANA PITNA voda 2,5x 10°
VODA
T 99 razkuzilo/F1 3,1x10’°
TDS razkuzilo/F1 2,5x 10°
N10 razkuzilo/F2 25x10°
T19 bazitno &istilo/F1 2,4x10°
T56 kislo ¢istilo/F1 in F2 2,8x 10°
C10 kislo ¢istilo/razkuzilo F2 1,5x 108
V10 bazicno Cistilo /F2 6,0 x10°

Testiranje inaktivacijske tekoCine smo opravili, tako, da smo bakterijsko suspenzijo
izpostavili ze inaktiviranemu razkuzilu (Cistilu) z inaktivacijsko tekocino. V primeru
ucinkovitega delovanja inaktivacijske tekocCine, dodano razkuzilo (Cistilo) ni vplivalo na
rast in razmnoZzevanje testnega mikroorganizma: Staphylococus aureus. Prepricati smo se
zeleli tudi, da inaktivacijska teko¢ina sama, ne zaustavlja rasti testnih mikroorganizmov
(poskus s sterilizirano pitno vodo). Rezultati poskusa s sterilno pitno vodo so pokazali, da
inaktivacijska tekoCina ne vpliva na rast in razmnoZevanje testnega mikroorganizma
Staphylococus aureus. Inaktivacijska teko¢ina uc¢inkovito inhibira delovanje razkuzil: T99,
TDS, N10 in Cistilnih sredstev T19 in T56. Odstopanje smo ugotovili le pri Cistilu C10 in
Cistilu V10, kar smo kasneje upostevali pri obravnavi rezultatov (preglednica 11).

4.4.2 Rezultati testiranja protimikrobne aktivnosti Cistil in razkuzil

Preglednica 12: Primer oznacevanja rezultatov testov protimikrobne ucinkovitosti Cistil in razkuzil

Razkuzilo/ ¢istilno
sredstvo

Uporabna

koncentracija

Tip Bakterija

ME

Salmonella spp.

Campylobacter spp.,

Listeria monocytogenes,

>3 log CFU/ml

>5 log CFU/ml

Rezultati testiranja protimikrobne uc¢inkovitosti Cistilnih in razkuZilnih sredstev so v enotah
ME (poglavje 3.1.3.6). Rezultati so oznaceni zeleno, ¢e v celoti ustrezajo zahtevam
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standarda > 5 log CFU/ml, z oranZno, €e ne ustrezajo, a niso kriti¢ni in z rdeco, ¢e kazejo
slabo delovanje sredstva.

4.4.2.1 Rezultati suspenzijskega testa protimikrobne aktivnosti ¢istil in razkuzil

Rezultati suspenzijskega testa so podani v preglednicah 13 in 14.

Preglednica 13: Rezultati suspenzijskega testa protimikrobne ucinkovitosti razkuZzilnih sredstev (F1 in F2)

Uporabna

Razkuzilo .
koncentracija

Tip Bakterija ME

Campylobacter spp.

Campylobacter spp.
(P13-2-D-F2)

Listeria monocytogenes 491

T99 2% Razkuzilo Listeria monocytogenes
(P9-2-C-F1)

Listeria monocytogenes
(GOBICA F2)

Salmonella spp. 435

4,45

Salmonella spp. 3,9

Campylobacter spp.

Campylobacter spp.
(K3-2-D-F2)

Listeria monocytogenes 3,76

Listeria monocytogenes
(GOBICA F2)

TDS 2% Razkuzilo [ Listeria monocytogenes
(Tehnoloska voda)

4,45

Salmonella spp.

Salmonella spp.
(P1-1-D-F2)

Salmonella spp.
(P5-1-D-F1)

Campylobacter spp.

1% Listeria monocytogenes

Salmonella spp.

N10 Razkuzilo
Campylobacter spp.

2% Listeria monocytogenes
Salmonella spp.

- Proti testnim mikroorganizmom Campylobacter so bila uc¢inkovita vsa 3 razkuzila;
T99, TDS in N10- 2 %.
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- Proti testnim mikroorganizmom vrste Salmonella sta bili u¢inkoviti razkuzili N10 v
2 % koncentraciji in TDS.

- Proti testnim mikroorganizmov vrste Listeria monocytogenes nobeno od razkuzil ni
ustrezalo standardu.

- Rezultati so pokazali, da je povisanje koncentracije N10 (iz 1 % na 2 %) povisalo
ucinkovitost, med rezultati obeh koncentracij pa je razlika za vsaj eno ME enoto.

Preglednica 14: Rezultati suspenzijskega testa protimikrobne uéinkovitosti Cistilnih sredstev (F1 in F2)

Uporabna . ..
Detergent koncentracija Tip Bakterija
Bazitno Campylobacter spp.
T19 3% Cistilno Listeria monocytogenes 3,55
sredstvo
Salmonella spp. 3,76
Campylobacter spp. 3,24
T56 3% Kislo €istilno Listeria monocytogenes
sredstvo
Salmonella spp.
Kislo ¢istilno Campylobacter spp.
C10 5% sredstvo Listeria monocytogenes
/razkuzilo
Salmonella spp.
Campylobacter spp.
Campylobacter spp.
(P13-2-D-F2)
Listeria monocytogenes 3,47
Listeria monocytogenes
Bazi¢no (P9-2-C-F1)
V10 5% Cistilno Listeria monocytogenes 329
sredstvo (GOBICA F2) ’
Salmonella spp. 3,96
Salmonella spp. 32
(P5-1-D-F1) 0
Salmonella spp.
(P1-1-D-F2)

Kot najbolj ucinkovito se je pokazalo ¢istilo C10, saj je koncentracijo testnih
mikroorganizmov Campylobacter, Salmonella in Listeria znizalo za 5 enot ME.
Proti testnim mikroorganizmom Campylobacter sta bili uspesni obe bazi¢ni Cistili
(T19, V10) in kislo cistilo ter razkuzilo C10.

Proti testnim mikroorganizmom vrste Salmonella sta bili u¢inkoviti kisli Cistilni
sredstvi C10 in T56.

Proti testnim mikroorganizmom vrste Listeria monocytogenes ni bilo ucinkovito
nobeno od razkuzil.
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4.4.2.1 Rezultati povrSinskega testa protimikrobne aktivnosti ¢istil in razkuzil

Povrsinski test je bil narejen po navodilih kot je opisano v metodiki (poglavje 3.4.5).

Preglednica 15: Rezultati povrSinskega testa protimikrobne ucinkovitosti razkuzilnih sredstev (F1 in F2)

Uporabna

RazkuZilo .
koncentracija

Tip Bakterija ME

Campylobacter spp.

Listeria monocytogenes

29 Razkuzilo Listeria monocytogenes
T99 (Teh. voda F1)

Salmonella spp.

Salmonella spp.
(Teh. voda F1)

Campylobacter spp.

Listeria monocytogenes
(Teh.voda F1)

TDS 2% Razkuzilo Listeria monocytogenes

Salmonella spp.

Salmonella spp.
(Teh. voda F1)

Campylobacter spp.
1% Listeria monocytogenes

Salmonella spp.

N10 Razkuzilo
Campylobacter spp. 4,78

2% Listeria monocytogenes 4.4 |

Salmonella spp.

- Najbolj je bilo uc¢inkovito razkuzilo T99, ki je znizalo koncentracijo vseh 3 testnih
mikroorganizmov (Campylobacter, Listeria monocytogenes in Salmonella) za > 4,5
log enot.

- Najslabse se je obneslo razkuzilo N10 v 1 % in 2 % koncentraciji.

- Proti testnim mikroorganizmom vrste Salmonella sta bili u¢inkoviti razkuzili TDS
in T99.

- Nobeno od izbranih razkuzil ni popolnoma ustrezalo standardom povrsinskega testa
protimikrobne uc¢inkovitosti ¢istilnih in razkuzilnih sredstev.
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Preglednica 16: Rezultati povrSinskega testa protimikrobne u€inkovitosti Cistilnih sredstev (F1 in F2)

ME

CISTILO Uporabna Tip Bakterija
koncentracija
Campylobacter spp.
Listeria monocytogenes
T19 \ Bazitno [ jsteria monocytogenes
3% Cistilno (Teh. voda F1)
sredstvo Salmonella spp.
Salmonella spp.
(Teh. voda F1)
Campylobacter spp.
Listeria monocytogenes
(Teh. voda F1)
T56 3y, Kislo istilno Listeria monocytogenes
0
sredstvo Salmonella spp.
(P1-1D-F2)
Salmonella spp.
(Teh. voda F1)
Salmonella spp.
Campylobacter spp.
Kislo ¢istilno | Listeria monocytogenes
C10 5% sredstvo
/razkuzilo | Salmonella spp.
Salmonella spp.
(P1-1D-F2)
Campylobacter spp.
Bazi¢no Listeria monocytogenes
V10 5% Cistilno sal T
sredstvo almonella spp.

Salmonella spp.
(P1-1D-F2)

- Cistili C10 in V10 glede na zbrane rezultate v celoti ustrezali standardu in znizali

koncentracijo vseh 3

testnih  mikroorganizmov (Campylobacter,

monocytogenes in Salmonella) za vsaj 5 ME enot.
- Proti testnim mikroorganizmom Campylobacter sta bili uéinkoviti obe bazi¢ni
Cistilni sredstvi (T19 in V10) ter kislo Cistilo C10.
- Proti testnim mikroorganizmom vrste Salmonella so bila u¢inkovita vsa 4 Cistila
(T19, T56, C10 in V10).
- Proti testnim mikroorganizmom vrste Listeria monocytogenes sta ustrezali
standardu ¢istili C10 in V10.

Listeria
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5 RAZPRAVA

V diplomskem delu smo Zeleli podati oceno ucinkovitosti sanitacijskih postopkov in
Cistilnih sredstev v klavnici in pakirnici perutnine. V vzorcih smo dolocali tudi patogene
mikroorganizme in potrdili prisotnost Campylobacter spp. in Listeria monocytogenes v
vzorcih. Nekaj rezultatov je izkazovalo sum na prisotnost bakterije Salmonella spp. vendar
prisotnost le te ni bila potrjena z obema uporabljenima metodama.

5.1  DOLOCITEV VZORCNIH MEST

Vzoréna mesta smo dolocili po pregledu obeh predelovalnih obratov pis¢ancjega mesa (F1
in F2). Uporabili smo ze ovrednotene kriti¢ne tocke in kriticne kontrolne tocke sistema
HACCP. Dolocili smo tudi vzorce proizvodnega okolja, ki sestavljajo del opreme delavca
(rokavice, predpasnik) ali se jih delavci dotikajo (umivalnik, stikalo, kljuka, rocka in
gobica). Ugotovili smo, da so bila dolo¢ena vzoréna mesta primerno izbrana. Za vodje
proizvodnje in nacrtovalce sistema HACCP so bile najbolj zanimive izbrane KT in KKT.
Zanimivi pa so tudi rezultati povrSin proizvodnega okolja, ki so del opreme delavca, se jih
delavec dotika, niso pa v neposrednem stiku z zivilom.

52 UGOTAVLJANIJE SKUPNEGA STEVILA MIKROORGANIZMOV,
KOLIFORMNIH M.O. IN BAKTERIJE E. coli

Najprej nas je zanimalo koliko mikroorganizmov vsebuje posamezna povrSina mesta
vzorc¢enja. NaSi rezultati so pokazali ve¢jo snaznost povr§in v proizvodnji F2 kot v
proizvodnji F1. Iz grafov je razvidna velika razlika med obratoma, tako v klavnici kot v
pakirnici in v ostalih vzorcih proizvodnega okolja (slika 16, 17, 18). Ce gledamo iz
tehni¢nega stalisca je proizvodnja F1 novejSa in bolje organizirana po pravilih DDP
(hitrejsi pretok proizvodov, manj transporta, manj mrtvih kotov) in bi glede na to morala
pokazati nizjo mikrobiolosko onesnazenost. Eden od vzrokov za tako velika odstopanja je,
da vzorcenja ni izvajala ista oseba. Pri rutinski analizi je smiselno, da odvzem brisov vedno
opravi ista oseba in na isti tocki. Kolic¢ina mikroorganizmov, ki ostanejo na vateni palcki,
je namre¢ lahko odvisna od pobrisane povrSine in pritiska vatenke na povrsino. Za lazjo in
bolj nata¢no rutinsko analizo bi predlagala kromogene listice, ki jih odtisnemo na povrsino
in nato bakterije kultiviramo na isti podlagi ter se tako izognemo morebitnim razlikam med
vzorcenji. Druga moZznost pa je, da se v obratu F1 in izvaja manj ucinkovita sanitacija.
Literaturni podatki navajajo, da se s samim ¢i§¢enjem odstrani 10° CFU/ml, s &is¢enjem in
razkuzevanjem pa 10° CFU/ml (Reuter, 1998).

Klavnica
Umazane povrsine klavnice F1 so vsebovale > 4,5 CFU/cm’. V klavnici F1 je bilo skupno

Stevilo mikroorganizmov v vseh vzorcih umazanih povrsin vigje od 4,5 log CFU/cn’.
Koliformni so bili prisotni tudi na domnevno ocis¢enih prstih skubilca (K3). V klavnici F2
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je bilo SSM samo na liri in na gumijastih prstih skubilca (K4) vije od 4 log stopen;.
Pri¢akovali smo vi§je SSM in prisotnih koliformnih mikroorganizmov predvsem na
gumijastih prstih skubilca in na trgalcu vratov. Med skubljenjem perja najveckrat pride do
kontaminacije trupov zaradi iztekanja fekalnih snovi iz spodnjega dela ¢revesa (Berrang in
Northcutt, 2006) in pri trgalcu glav zaradi odstranjevanja zgornjega dela prebavil (vratu).

Pakirnica

Pakirnica je Cistejsi del proizvodnje in naj bi vsebovala nizje Stevilo mikroorganizmov kot
klavnica (Savi¢, 2003). To se lepo vidi tudi na nasih grafi¢no prikazanih rezultatih (slika
16 in 17). K znizanju skupnega Stevila in koliformnih mikroorganizmov na pis¢ancjih
trupih ima velik vpliv hlajenje (Huezo in sod., 2007). Po klanju gredo namrec piscancji
trupi v hladilni tunel. Kljub temu je nekaj izjem, ki ne potrjujejo dejstva, da hlajenje
znizuje Stevilo mikroorganizmov. Na ¢isti in umazani liri iz hladilnega tunela (P1-F1) smo
ugotovili >10° SSM. Koliformnih je bilo < 2,0 log enot CFU/cm?”. V pakirnici F2 so bili
mikroorganizmi prisotni samo na umazani liri in nismo detektirali koliformnih
organizmov. Veliko Stevilo v obeh pakirnicah je na Cistih in umazanih nozih (P5).
Detektirali smo prisotnost koliformnih mikroorganizmov v obeh pakirnicah, skupno Stevilo
mikroorganizmov pa je bilo vigje od 4,5 log enot CFU/cm”. Povrsine za razsek (P6) so bile
temeljiteje ociSCene od nozev. Zaskrbljujoce je tudi Stevilo mikroorganizmov na
uporabljeni embalazi s proizvodom (P7). Embalaza je v obeh pakirnicah vsebovala > 4,5
log enot CFU/cm” SSM in koliformnih. Detektirali smo tudi veliko $tevilo E.coli. Po
standardu mora biti E.coli odsotna na surovinah (LFMFP, Univerza v Ghentu, Belgija).
Zelo primerljivo stanje smo dobili tudi pri preiskavi pis¢ancjih vratov.

Vzorci proizvodnega okolja

Poleg povrsin, ki pridejo v direktni stik s pisS€ancjim trupom na proizvodni liniji, nas je
zanimalo tudi, koliko mikroorganizmov vsebujejo povrsine, ki se jih delavci dotikajo,
vendar niso v direktnem stiku z zivilom (stikalo, umivalnik, stena, kljuka, higienska
postaja za dezinfekcijo rok, gobica) ali pa so del zasCitne obleke delavca (predpasnik,
rokavice). Rezultati povrSin v indirektnem stiku s samim trupom so zanimivi, ker smo v
obeh obratih nasli prisotne mikroorganizme (SSM), medtem ko koliformnih ali E. coli
nismo detektirali. To velja za stikala, steno v pakirnici, ograjo higienske postaje za
razkuzevanje rok (F1), kljuko med klavnico in pakirnico (F1) ter gobico. Pri umivalnikih
smo v klavnici detektirali tudi koliformne mikroorganizme, prav tako na steni v klavnici
(F1). Umivalniki so pomemben del proizvodnje, saj z umivanjem rok ne prenasamo
mikroorganizmov iz klavnice v pakirnico ali v druge dele proizvodnega obrata. Gobica je
bila za nas Se posebej zanimiva, ker jo uporabljajo za grobo odstranjevanje necisto¢ iz
povrsin in je lahko vzrok navzkrizne kontaminacije z mikroorganizmi prejSnjega dneva. Na
gobici se namre¢ lahko zadrzujejo mikroorganizmi in vsebuje dovolj vlage in hranil za
morebitno razmnozevanje.

Odvzeli smo tudi vzorce zasc¢itnih oblek delavcev in rokavic. Naredila sem primerjavo med
¢istimi in umazanimi rokavicami ter ¢istimi in umazanimi predpasniki. Pricakovano se vidi
razlika med obema sistemoma. Oba obrata uporabljata rokavice za enkratno uporabo in v
obeh obratih smo naili na uporablienih rokavicah v klavnici 10° CFU/ml
mikroorganizmov, od tega koliformnih 10>-10* CFU/ml, v pakirnici pa smo v brisih
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rokavic nasli le 10°-10* CFU/ml. Ciste rokavice pri¢akovano niso vsebovale
mikroorganizmov. Predpasniki so pokazali druga¢no sliko. F1 uporablja pralne
predpasnike, ki nudijo tudi zascito pred morebitnimi nesreCami z ostrimi predmeti, medtem
ko v F2 nosijo ez plasti¢ne predpasnike, ki jih na koncu dneva odvrzejo. Cisti predpasniki
pred zacetkom dela iz obrata F1 so vsebovali 10°-10” CFU/ml skupnih mikroorganizmov,
od tega je bilo 10* CFU/ml koliformnih.

Na podlagi nasih rezultatov je tezko oceniti stanje v obeh proizvodnjah. Za bolj natancno
oceno Cistosti bi bilo smiselno spremljati to¢no dolo¢ene tocke vsaj 3 mesece v letu, 3 dni
v mesecu, 3 krat dnevno, kot so to storili v raziskavi Jacxsens in sodelavci v obratu
predelave svinjskega mesa (2009).

53 PATOGENI MIKROORGANIZMI NA PROIZVODNI LINIJI

V tem poglavju nas je zanimala prisotnost patogenov (Campylobacter spp., Listeria
monocytogenes, Salmonella spp.) v vzorcih odvzetih iz delovnih povr$in, v proizvodnem
okolju in v vzorcih koze vratu. Vzorce smo pregledovali po klasicni metodi z ISO
standardi in po metodi PCR v realnem casu (BioRad 1Q-Check, ZDA). V skladu z uredbo
EU 2073/2005, morajo biti Campylobacter, Listeria monocytogenes in Salmonella, odsotni
v 25 g vzorca zivila oz. odsotni na testnem obmocju (100 cm2). Preiskava identifikacije
patogenih bakterij je potrdila prisotnost bakterijske vrste Listeria monocytogenes in
Campylobacter spp. Obe vrsti smo potrdili z obema metodama in v obeh proizvodnjah (F1
in F2). Bakterije vrste Salmonella spp. nismo potrdili z obema metodama.

5.3.1 Ugotavljanje prisotnosti bakterij Campylobacter spp.

V treh zaporednih vzorcih iz klavnice F1 (bris lire, noz klavca, prsti skubilca) smo na kozi
piscancjega vratu in v vzorcu tehnoloske vode smo identificirali in potrdili bakterijo
Campylobacter spp. V kasnejSem poteku proizvodnje smo jo detektirali Se v brisu
odcejalnega sita za drobovino in na zaboju za uporabne kose po razseku pisCanca ter v
brisu umazanega predpasnika. V proizvodnem obratu F2 smo Campylobacter nasli v
vzorcu koze z vratov piSCancev, na umazanih prstih skubilca in v umazanem vzorcu
odcejalnega sita za drobovino. Iz danih podatkov lahko predvidevamo prisotnost te
bakterijske vrste vzdolZz celotne procesne linije, vendar so zaradi omejitve 20 vzorcev za
oba obrata rezultati okrnjeni in nam ne pokazejo celotne slike. V obeh obratih smo namre¢
nasli Campylobacter spp. na vzorcih koze pis¢ancjih vratov, kar kaze na to, da je vnos tega
mikroorganizma reden. Pri sevih Campylobacter spp. smo zaradi omejitve preiskave na 20
vzorcev, pri evaluaciji rezultatov, le sklepali na prisotnost te bakterije vzdolz cele procesne
linije. V Franciji je Peyrat s sodelavci (2008) preiskoval podoben primer. Primerjali so
koli¢ino bakterij Campylobacter jejuni izoliranih v klavnici iz umazanih povrsin, s
Stevilom bakterij izoliranih iz Cistih in razkuzenih povrsin. Izmed 41 odvzetih vzorcev iz
umazanih povrsin so v 30 vzorcih izolirali C. jejuni. Na Cistih in razkuzenih povrsinah pa
so nasli 9 pozitivnih vzorcev izmed 51 odvzetih. S sanitacijskimi postopki so v
preiskovanem obratu sicer zniZali koli¢ino patogenega mikroorganizma za 55 %, vendar to
pri povzrociteljih okuzb ni dovolj. OcisCene, razkuzene in osusene povrsine ne bi smele
vsebovati patogenih mikroorganizmov. Na sliki 19 in 20 vidimo, da smo detektirali vse



Tugar T. Ugotavljanje kriti¢nih kontrolnih to¢k v klavnici in pakirnici pi§¢ancjega mesa in izdelkov. 60
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd.za Zivilstvo, 2011

izbrane patogene na ociScenih povrSinah vzdolz cele proizvodne linije. SploSno velja
Campylobacter za dokaj obcutljivo mikroaerofilno bakterijo, ki jo zlahka odstranimo z
obicajnimi Cistili in razkuzili, ki se uporabljajo v domacem gospodinjstvu (Cogan in sod.,
1999) in v zivilski industriji. Tudi v naSem primeru smo te bakterije nasli le na umazanih
povrsinah, izjema je le plasti¢en zaboj za shranjevanje odpadnih kosov piscanca (P3).

5.3.2 Ugotavljanje prisotnosti bakterij Listeria monocytogenes

Pregledali smo 51 vzorcev iz podjetja F1 in 59 vzorcev iz podjetja F2. L. monocytogenes
smo identificirali po tradicionalni metodi in potrdili s PCR v realnem casu ter dodatnimi
testi. Sevi Listeria monocytogenes so ubikvitarni in izredno prilagodljivi na okoljske
spremembe in so zato trdovratni za odstranjevanje iz proizvodnje linije. Iz proizvodnega
okolja jo odstranimo Sele s temeljitim ciS€enjem in mocnimi Cistilnimi sredstvi
(Maukonen, 2003). Obi¢ajno ¢iscenje in razkuZevanje je pogosto ne odstrani popolnoma.
Po nasSih rezultatih je predvsem problemati¢na v pakirnici, kjer jo najdemo na rezalnih
deskah, strojih za predelavo, nozih in Cistilnih pripomockih. Torej je posledi¢no pogosteje
navzoca v perutninskih produktih kot so pis¢ancja prsa, file, nabodala, mleto meso itd.
(Mahmood in sod., 2003). Pomembno je, da so nasli Listeria spp., dnevno na povrsinah
tudi takrat, ko je niso detektirali na celih pis¢ancih. To nam pove, da je ostala na procesni
liniji kljub ¢iS€enju in razkuzevanju in da ima velik potencial prezivetja na proizvodni
liniji. Mikroorganizmi Listeria spp. so se sposobni pritrditi na povrSine v industrijskem
obratu v minimalnem Casu 20 minut in tvoriti multiceli¢ni biofilm, ki je odporen pred
sanitacijo in povzroc¢a kontaminacijo produktov (Moesteller in Bishop, 1993).

5.3.3 Ugotavljanje prisotnosti bakterij Salmonella spp.

51 vzorcev podjetja F1 in 55 vzorcev podjetja F2 je bilo testiranih na bakterijsko vrsto
Salmonella spp. V nobeni proizvodnji ne moremo z gotovostjo trditi, da je bila Salmonella
prisotna, saj noben vzorec ni bil pozitiven po obeh uporabljenih metodah. Kljub temu pa je
bil test na bekterije Salmonella 4x pozitiven v proizvodnji F2 z metodo PCR v realnem
Casu, v obratu F1 pa samo v enem primeru v pakirnici.

54  PROTIMIKROBNA UCINKOVITOST CISTILNIH IN RAZKUZILNIH
SREDSTEV

worv v

Prisotnost patogenih mikroorganizmov na oc¢is¢enih in suhih povrSinah (po sliki 19, 20),
kaze na starejSo okuzbo in nezadovoljiv plan CiSCenja ali pa neucinkovita sanitacijska
sredstva. Ker sklepamo, da imata oba obrata dobro nacrtovane postopke ciS€enja in
sanitacije, smo se osredotocili na u¢inkovitost Cistilnih in razkuzilnih sredstev. Rezulati so
pokazali, da nobeno od Cistil ne ustreza standardu pri vseh treh testnih mikroorganizmih
(Campylobacter spp., Listeria monocytogenes, Salmonella spp.).

Uporabljeni metodi, standardni suspenzijski test (EN 1276: 1997) in povrSinski test
(Charaf, 2000), sta se v praksi izkazali kot zelo slabo primerljivi. V nasprotju s
predvidevanji so bila Cistilna ter razkuzilna sredstva bolj ucinkovita v povrSinskem testu,
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kot pri suspenzijskem testu. Po obeh testih je bilo najbolj uspesno Cistilo C10, ki je kislo
Cistilo in razkuzilo hkrati. Domnevni vzroki za tako veliko uspesnost Cistil C10 in V10
lahko izvirajo iz nepopolne inhibicije Cistil inaktivacijske tekocine (preglednica 11). To se
je pokazalo pri povrSinskem testu pa tudi delno pri suspenzijskem testu.

Enote za oceno ucinkovitosti sanitacijskih sredstev se podajajo v ME enotah (3). Pri
evalvaciji pa sem prisla do zakljucka, da ME Stevilo ni najboljSa enota za oceno
ucinkovitosti Cistilnih sredstev, ker se Stevilo kolonij mikroorganizmov tekom raziskave
spreminja. Naprimer, ¢e je zacetno Stevilo kolonij nizje od zahtevanih 7 log enot, kar se
pogosto zgodi pri povrSinskem testu, kjer gojimo mikroorganizme na kuponckih iz jekla.
Drug primer je, ¢e mikroorganizem slabse raste v mediju, kar se pogosto dogaja pri vrsti
Campylobacter spp. avtomati¢no slabse ovrednotimo tudi razkuzilo. Tako rezultat ne
odraza realne slike pri evalvaciji rezultatov.

5.4.1 Campylobacter spp.

V suspenzijskem testu so se proti vrsti Campylobacter dobro obnesla vsa ¢istila, razen
kislo cistilo T56 in N10 v 1 % raztopini. PovrSinski test je pokazal slabSo uc¢inkovitost
Cistil proti vrsti Campylobacter. Razkuzili N10 (kislo ¢istilo s HCI) in TDS (kislo razkuzilo
s perocetno kislino) nista zniZali Stevila bakterij vrste Campylobacter za > 5 log CFU/ml in
zato ne ustrezata standardu. Prav tako ne ustreza kislo Cistilo T56. Nasi rezultati obeh
testov so pokazali, da se izbrana bazi¢na d¢istila in razkuzila (T99, T19, V10) bolje
obnesejo pri odstranjevanju vrste Campylobacter spp. Kar je v nasprotju s trditvami
Riemana in njegovih sodelavcev (2006). Trdijo namre¢, da so psihrotrofi (L.
monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Aeromonas hydrophilia itd.) in izjema
Campylobacter spp., bolj odporni na bazi¢na dCistila. Za odstranjevanje kvarljivcev in
patogenih mikroorganizmov na proizvodni liniji, pa svetujejo kombinacijo kislih in
bazi¢nih ¢istil (Rieman in sod., 2006). Suspenzijski test je pokazal relativno dobro
ucinkovitost razkuzil proti sevom Campylobacter iz zbirke ter proti izoliranim sevom iz
preiskovanih perutninskih obratov.

5.4.2 Listeria monocytogenes

Prav tako Riemanovih trditev nismo potrdili v primeru testnega mikroorganizma Listeria
monocytogenes. Po suspenzijskem testu protimikrobne ucinkovitosti se nobeno od izbranih
Cistil in razkuzil, ni dobro obneslo proti vrsti Listeria monocytogenes. PovrSinski test je
pokazal uspesnost kislega penecega Cistila C10 in bazicnega Cistila V10. Po podatkih
ICMSF je L. monocytogenes veliko bolj odporna na razkuzila na suhih povrSinah v
primerjavi z mokrimi. Uspesnejsa Cistila v boju z L. monocytogenes so Cistila, ki vsebujejo
natrijev hipoklorit (200 ppm), jodid, peroksid ali KAS (ICMSF, 1996). Samo razkuzilo
TDS je vsebovalo navedeno sestavino — vodikov peroksid. Po nasih rezultatih se TDS ni
izkazal u¢inkovitejsi pri odstranjevanju bakterij vrste L. monocytogenes.
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5.4.3 Salmonella spp.

Suspenzijski test je pokazal slabSo sliko razkuzila T99 z aktivnim kloridom in bazi¢nih
Cistil z natrijevim hidroksidom (T19, V10) proti vrsti Salmonella. PovrSinski test je
pokazal dobro ucinkovitost izbranih Cistil proti bakterijam Salmonella. Edino ¢istilo, ki ni
ustrezalo standardu v obeh koncentracijah je bilo Cistilo N10 v 1 % koncentraciji, ki je
predvidena po navodilih proizvajalca. 2 % koncentracija razkuzila je v suspenzijskem testu
znizala Stevilo testnih mikroorganizmov Salmonella za > 5 log enot.

Razkuzila so bila najbolj uspe$na proti sevu Campylobacter spp. in najmanj proti vrsti
Listeria monocytogenes. Incidenca s patogeno listerijo je redkejSa od kampilobaktra,
vendar je bolj trdovratna za odstranjevanje. Zelo redka cistila so uspeSna pri odstranjevanju
L. monocytogenes, predvsem zaradi hitre tvorbe biofilma na povr§inah (Wirtanen, 1995).
Zelo malo je znanega o odpornosti vrst Campylobacter jejuni in C. coli na distila in
razkuzila. Optimalna temperatura termotolerantnih vrst Campylobacter spp. je 42 °C in
znano je, da ne raste v razmerah klavnice, pakirnice ali hladilnice (min T je 32 °C).
Vzdrzevanje nizkih temperatur $koduje bakterijski vrsti Campylobacter, v primerjavi z
bakterijami Listeria monocytogenes, ki prezivi tudi temperature hlajenja in pocasnega
zmrzovanja (Mahmood in sod., 2003). Salmonella prav tako preZivi temperaturo
hladilnika.

Po podatkih preiskave 18 razkuzil (Taylor in sod., 1999) se je glede na sestavine testiranih
Cistil v naSem delu najbolje obneslo Cistilo na osnovi perocetne kisline v kombinaciji s
vodikovim peroksidom (TDS). Pomankljivost tega cistila je, da se ne priporoca redna
uporaba zaradi razvitja odpornosti bakterij na razkuzilo in zaradi korozivnosti. Njegove
prednosti pa so netoksi¢nost in razgradljivost (preglednica 5). Kvarterne amonijeve spojine
so dokazano manj u¢inkovite proti G negativnim bakterijam (Salmonella, Campylobacter,
Pseudomonas, E. coli), kar je potrdil tudi Taylor s sodelavci (1999) po standardu EN 1276:
1997 na treh preiskanih razkuzilih. UspeSnejSa so bila razkuzila, ki so vsebovala
kombinacijo KAS z amfoternimi spojinami. Kvarterne spojine so delovale uspesneje pri
temperaturi 20 °C kot pri 10°C. NI10 vsebuje bigvanid (poliheksametilendigvanid
hidroklorid). Bigvanid se je slabo odrezal v majhni koncentraciji (0,5-1,0 %) in v
prisotnosti serumskega albumina 0,3 ut. (prisotnost ostankov, ki lahko moti razkuzilo).
Uspesen pa je bil v kombinaciji s KAS. Podobno je pokazal nas poskus. 1 % koncentracija
razkuzila N10 je bila relativno neuspesSna, s poviSanjem koncentracije na 2 % pa se je
ucinkovitost povprecno povisala v suspenzijskem testu za 2 ME enoti. Razkuzilo po
povrsSinskem testu Se zmeraj pri nobenem testnem mikroorganizmu ni ustrezalo standardu.
Pri suspenzijskem testu (2 %) je razkuzilo uspeSno znizalo mikroorganizme vrste
Campylobacter spp. in Salmonella spp. Vsekakor bi bilo zanimivo preveriti, kaksna je
optimalna baktericidna koncentracija Cistilnega sredstva za unicenje najpogostejSih
patogenih mikroorganizmov izoliranih iz industrije.
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SKLEPI

Iz rezultatov diplomske naloge smo prisli do naslednjih sklepov:

Rezultati identifikacije patogenih mikroorganizmov so potrdili prisotnost dveh
preiskovanih patogenih bakterij Campylobacter spp. in Listeria monocytogenes na
umazanih, pa tudi domnevno Cistih in razkuzenih povrsinah preiskovanih klavnic in
pakirnic pis¢anc¢jega mesa.

V nekaterih primerih smo wugotovili preveliko koncentracijo indikatorskih
mikroorganizmov in/ali prisotnost patogenih vrst Listeria monocytogenes in
Campylobacter spp. na Ze znanih kontrolnih tockah proizvodnje, pa tudi v brisih
nekaterih drugih povrSin iz proizvodnega okolja (naprimer elektri¢no stikalo na
steni in umivalnik v klavnici).

Glede na pridobljene rezultate testiranja ucinkovitosti uporabljenih €istil in razkuzil
se je njihova protimikrobna u¢inkovitost razlikovala, nobeno sredstvo pa ni v celoti
ustrezalo zahtevam povrSinskega testa protimikrobne ucinkovitosti (Charaf, 2000)
in standardnega suspenzijskega testa (EN 1276, 1997).

Predlagana reSitev je zamenjava manj u€inkovitih Cistilnih in razkuZzilnih sredstev
in optimizacija postopka CiS¢enja.
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7 POVZETEK

Vpeljava dobre proizvodne prakse (DPP) in sistema HACCP, izboljSanje opreme, ki je
lazja za ciSCenje in vzdrzevanje, ter dober prezraCevalni sistem ni odpravil mozZnosti
okuzbe s patogenimi mikroorganizmi v perutninsko predelovalnih industrijskih obratih.
Sicer je znizal moznosti okuzbe z nekaterimi mezofilnimi mikroorganizmi (Staphylococcus
aureus, Salmonella), vendar v ospredje prihajajo zastrupitve s psihrotrofnimi
mikroorganizmi, kot so Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica in Aeromonas

hydrophilia (Rieman, 2006).

Diplomska naloga je nastala kot rezultat sodelovanja v evropskem raziskovalnem projektu
in s slovensko industrijo. Na podlagi obstojeCega sistema HACCP smo dolocili tocke
vzorcenja in dodali tocke vzorcenja iz proizvodnega okolja ter koncnega izdelka. Z metodo
brisov smo vzorcili ocisCene in razkuzene povrsine pred zacetkom proizvodnje ter
umazane povrSine med potekom proizvodnje. Po standardnem postopku smo asepti¢no
odvzeli brise povSin in vzorce koZze z vratu piS€ancev. V brisih smo najprej dolocali
skupno Stevilo mikroorganizmov in koliformne mikroorganizme ter E. coli. Rezultati so
pokazali razlike v higieni med obema obratoma. Skupno Stevilo mikroorganizmov ter
prisotnost koliformnih mikroorganizmov ter E. coli tudi na Cistih suhih povrSinah so nam
nakazovali, kje je bilo ¢is¢enje pomanjkljivo.

Vzorce smo testirali tudi na prisotnost treh patogenih bakterij rodu: Salmonella in
Campylobacter ter vrste Listeria monocytogenes. Prav ti trije mikroorganizmi so pogosti
onesnaZzevalci perutninskega obrata in predstavljajo vecje potencialno tveganje za zdravje
potro$nika kot ostala mikrobna zdruzba. Mikroorganizme smo detektirali po standardni
metodi in potrdili s tehniko PCR v realnem ¢asu. Prisotnost sevov bakterij Campylobacter
in Listeria monocytogenes smo potrdili po obeh metodah na ¢istih in umazanih povrSinah.
Salmonella pa ni bila potrjena z obema metodama v nobenem obratu.

Izolirane seve smo shranili in jih nadalje uporabili za testiranje Cistilnih in razkuzilnih
sredstev. Uspesnost Cistilnih in razkuzilnih sredstev smo preverili s standardnim testom v
tekoc¢ini (EN 1276, 1997) in testom protimikrobne ucinkovitosti Cistilnih sredstev proti
bakterijam pritrjenim na povrsino (Charaf, 2000). Nobeno od Cistil po nasih rezultatih ni v
celoti ustrezalo standardu (zniZanje koncentracije CFU/cm® za > 5 log enot). V nasprotju s
pricakovanji so bila Cistila v povrSinskem testu ucinkovitejSa kot pri suspenzijskem testu.
Razkuzila so bila najbolj uspe$na proti vrsti Campylobacter in najmanj proti vrsti Listeria
monocytogenes. Med cistili je bil po pricakovanju najbolj uspesen C10, ki je kislo Cistilo in
razkuzilo hkrati. Oba testa sta pokazala uspeSnost kislih ¢istil (C10 in T56) in razkuzila
TDS (peroksid in perocetna kislina) proti sevu Salmonella spp. Nobeno od distil se ni
izkazalo za u¢inkovito v obeh testih proti vrsti Listeria monocytogenes.

Resitev je optimizacija postopka CiS¢enja, ponovno preverjanje primernosti in zamenjava
dolocenih manj ucinkovitih €istilnih in razkuzilnih sredstev.
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PRILOGE

IDENTIFIKACIJA BAKTERIJ VRSTE
Campylobacterspp. (po navedilih VTT 4377-91)

Transport brisov v hladilni torbi
(4-8°C).

v
Polovico vzorca smo prenesli v
tekoCe gojiste Bolton z dodat- \
kom hidrolizirane konjske krvi. PCR

Inkubacija 24 ur pri 42°C v
mikroaerofilnih pogojih.

Nacepitev na trdno gojisée
CCD

|

Izlogitev kolonij netipi&nih za
Campylobacter.

Prenos kolonij na TSA za
potrditvene teste

A RN

Barvanje po Oksidazni
Gramu

Katalazni
test test

Priloga A: Diagram poteka identifikacije bakterij Campylobacter spp.
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IDENTIFIKACIJA BAKTERIJ VRSTE
Listeria monocytogenes (po navodilih ISO 11290-1:1996 )

Odvzem in transport brisov
na 4-8°C.

v

Vzorec smo prenesli v
1/2 Fraser tekoCe gojisce
( primarna obogatitev ).

" PCR

¥

Inkubacija 24ur pri 30°C.

Nacepitev na gojis€e
OXFORD in LMBA.
Inkubacija 48h/37°C.

—~

Prenos v Fraser teko¢e
gojise (sekundarna
obogatitev )

¥

Inkubacija 28h/37°C.

v

Nacepitev na
OXFORD in LMBA.

Inkubacija 48h/37°C.

—

|zloGitev netipi€nih kolonij

Listeria monocyfogenes.
Oksidazni Katalazni Hemoliza API™ test
test test

Priloga A: Diagram poteka identifikacije bakterij Listeria monocytogenes
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IDENTIFIKACIJA BAKTERIJ VRST
Salmonella spp. (po navodilih ISO 6579:2002 )

Odvzem in transport brisov
na 4-8°C.

¥
Prenos vzorca v predobogatit-
veno gojisée-peptonsko vodo. > PCR
Inkubacija 18h/37°C.

Precepitev v tekote Precepitev v tekoce
Inkubacija 24h/41,5°C. Inkubacija 24h/37°C.

/ \ / \
Nacepitev na Inkubacija Inkubacija Nacepitev na
trdno gojisce 24 ur pri 24 ur pri trdno gojisée
XLD in BGA. 41 50 27 XLD in BGA.

\ /
Nacepitev na XLD in BGA.
v
Inkubacija 24ur pri 37°C.
v
Izlo&itev netipi€nih kolonij
Salmonella spp.
Barvanje po y ANI™ test
Gramu Oksidazni test Katalazni test

Priloga B Diagram poteka identifikacije bakterij Salmonella spp.
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Priloga C: Seznam uporabljenih trdnih gojiS¢ glede na mikroorganizem

CM 19

Mikroorganizem Gojisce Izdelovalec Drzava
CCDA
(Campylobacter LAB M
Campylobacter spp. Blood Free ’ Lancashire, ANGLIJA
. LAB 112
Selective
Medium)
Listeria s Kromogeni agar OXOID LTD., Basingstoke,
pp- gent ag CM1084 ANGLIJA
TAMMER-
L LAMMASVER . Tampere,
Listeria spp. I AGAR TUTKJSI;I{ Maljat Finska
TAMMER- Tampere
Listeria spp. LMBA TUTKAN Maljat pere,
oY Finska
Listeria s OXFORD MERCK, Basing§toke,
Pp- AGAR 1.07006.0010 NEMCIJA
Salmonella spp., TSA (Tripti¢ni Difco™™, Le Pont de Claix,
Campylobacter spp. sojin agar) 236940 Francija
Biolife, . .
Salmonella spp. XLD 4022062 Milano, Italija
salmonella s BGA (Brilliant Difco™ Le Pont de Claix,
pp- Green Agar) 228530 FRancija
Splosno oiisde MHA (Mueller- OXOID LTD., Oxoid. Ancliia
p £0J Hinton Agar) CM 0337 » ANEN
. OXOID LTD., . .
Campylobacter spp. Columbia CMO0331 Oxoid, Anglija
Columbia-
Campylobacter OXOID LTD. . .
Campylobacter spp. ’ Oxoid, Anglija
by PP agar base CMO0689 £
AHB-Bacto
Heart infusion OXOID LTD., .
Campylobacter spp. CM 375 Oxoid, Anglija
Agar
AHB-Yeast OXOID LTD
Campylobacter Extract ° Oxoid, Anglija
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Priloga D: Seznam uporabljenih tekocih gojis¢ glede na mikroorganizem

Mikroorganizem Gojisce Izdelovalec Drzava
Tekoce gojisce LAB M, .
Campylobacter spp. BOLTON LAB 135 Lancashire, ANGLIJA
PBS (Phosphate OXOID LTD. .
Salmonella spp. Buffered Saline) BRO014 Basingstoke, ANGLIJA
s Tekoce gojisce OXOID LTD., .
Listeria spp. FRASER CM 0895 Basingstoke, ANGLIJA
MKTTn tekoce
gojis¢e (Mueller
Kauffman LAB M, . .
Salmonella spp. Tetrathionate LAB 202 Lancashire, Anglija
Novobiocin
Broth)
Tekoce gojisce BD, .
Salmonella spp. RVS BA-257257.01 Le Pont de Claix,FR
y vy MHB (Mueller- OXOID LTD. . .
Splosno gojisce Hinton Broth) CM 0405 Oxoid, Anglija
Priloga E: Seznam uporabljenih dodatkov in raztopin
Gojisce DOdat?k’ Izdelovalec Driava
raztopina
Campylobacter OXOID LTD., .
COLUMBIA arowth supplement SR 232F Basingstoke, ANGLIJA
COLUMBIA Lysed horse blood OXS%I())OIZED" Basingstoke, ANGLIJA
Oxford Listeria MERCK, .
OXFORD supplement 1.07006.0010 Merck, Neméija
INAKTIVACIJSKA MERCK, "
TEKOCINA Tween 80 8.22187.0500 Merck, Nem¢ija
Lecitin
INAKTIVACIISKA (L-a- Sigma, .
TEKOCINA Phosphatidylcholin | P5394-100 | SIOMA, St.Louis-ZDA
e, Type X-E)
INAKTIVACIJISKA Albumin iz SIGMA-Aldrich, .
TEKOCINA govejega seruma A4503 SIGMA, St.Louis-ZDA
INAKTIVACIISKA Soreni‘;vf;“fam‘
TEKOCINA KH,PO,
L-histidine
INAKTIVACIISKA . . Merck, .
TEKOCINA monohldrpklorld 4350.0025. SIGMA, St.Louis-ZDA
monohidrat
INAKTIVACIJISKA . Merck, ...
TEKOCINA Na-tiosulfat 106535 Merck, Nemcija
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Priloga F: U¢inkovitost €istil, bolj pregledna in skrajSana verzija
Cistilo | suspenzijski test| povrSinski test | suspenzijski | povrSinski suspenzijski povrsinski
Listeria Listeria test test test Campylobacter
monocytogenes | monocytogenes| Salmonella | Salmonella | Campylobacter
N10 N/N N/N N/D N/N N/D N/N
TDS N N D D D N
T99 N N N D D D
T19 N N N D D D
T56 N N D D N N
Cl10 N D D D D D
V10 N D N D D D

Legenda: N- ne ustreza standardu, D- ustreza standardu



