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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

Aw
BGA
BPW
CFU

CSA
dH,O
F1

F2
GMP
HACCP

ISO

KKT

LMBA

MKTTn BROTH
NaCl

PCR

PS

RVS BROTH
TQM

TSA
VTEC
XLD
M

M

vodna aktivnost (ang. water activity)

gojisce (ang. Briliant Green Agar)

pufer (ang. Buffered Peptone Water)

Stevilo mikroorganizmov, ki so sposobni tvoriti kolonije (ang.
Colony Forming Units)

gojisce (ang. Campylobacter Selective Agar)

destilirana voda

oznaka za prvo podjetje, kjer smo opravili vzorcenje

oznaka za drugo podjetje, kjer smo opravili vzoréenje

dobra proizvodna praksa (ang. Good Manufacturing Practice)

sistem analize kriticnih kontrolnih toCk (ang. Hazard Analysis
Critical Control Point System)

Mednarodna organizacija za standardizacijo (ang. International
Standard Organization)

kriti¢na kontrolna tocka

gojisce (Listeria monocytogenes Blood Agar)

pufer (ang. Mueller-Kaufmann Tetrathionate Novobiocin Broth)
natrijev klorid

verizna reakcija s polimerazo (ang. Polymerase Chain Reaction)
pufer (ang. Peptone Saline)

pufer (ang. Rappaport-Vassiliadis R10 Broth)

niz postopkov, ki predstavljajo celovito vodenje kakovosti (ang.
Total Quality Management)

gojis¢e (ang. Trypticase Soy Agar)

verotoksigene E. coli

gojisce (ang. Xylose Lysine Desoxycholate Agar)

mejna vrednost, pod katero so rezultati zadovoljivi

mejna vrednost, nad katero rezultati niso zadovoljivi
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1 UVOD

Poraba perutnine, zlasti piS¢ancjega mesa, v prehrani strmo narasc¢a, saj je zanjo znacilna nizja
vsebnost mascob, lahka prebavljivost, enostavna priprava ter cenovna dostopnost. Ta vrsta
mesa je zelo priljubljena tudi v rizi¢ni skupini, v katero spadajo otroci, starejsi in bolniki.
Ravno zaradi tega moramo biti Se toliko bolj pazljivi glede mikrobioloske neoporecnosti.

Campylobacter spp., Listeria monocytogenes in Salmonella spp. so patogeni mikroorganizmi,
ki pogosto naseljujejo piS€ancje meso in povzrocajo okuzbe in obolenja s hrano. Vse te s
hrano prenosljive patogene bakterije lahko uspevajo v gastrointestinalnem traktu zivali, ki
vstopajo v naso prehranjevalno verigo. Najbolj pogosto zaporedje dogodkov, ki vodi do
okuzbe z mesom, vkljuCuje zdrave zivali, ki so prenasalci patogenih mikroorganizmov.
Mikroorganizmi pa pridejo v stik s ¢lovekom prek produkcije, rokovanja in zauzitja mesa in
mesnih izdelkov (Nerrung in Bunci¢, 2008).

Okuzbe in zastrupitve z zivili so pomemben javnozdravstveni in ekonomski problem v
Stevilnih drzavah. Nacin prehranjevanja, masovna priprava obrokov in prodaja delno ali v
celoti pripravljene hrane prispevajo k temu, da se tveganje za pojav okuzbe in/ali zastrupitve s
hrano povecuje. Zato je pomembno, da Ze v zacetnih fazah pridelave in obdelave zivil vrSimo
nadzor proizvodnje s sistemom HACCP, ki se je s svojimi sedmimi naceli izkazal kot
najprimernejSe orodje za zagotavljanje varnosti izdelkov.

Nacela sistema HACCP vkljucujejo: izvedbo analize tveganj, dolocitev KKT, vzpostavitev
mejnih vrednosti, vzpostavitev sistema nadzora, obvladovanja in spremljanja KKT,
vzpostavitev korektnih ukrepov, kadar nadzor pokaze, da KKT ni pod kontrolo, vzpostavitev
postopkov verifikacije, ki dokazujejo, da je sistem HACCP ucinkovit in validiran in
vzpostavitev dokumentacije vseh procesov in dokumentov, primernih tem nacelom in njihovi
aplikaciji, vklju¢no s posodabljanjem (FDA, 1997).

Program Hygram® je bil razvit za manjsa in srednje velika zivilska podjetja, kot pripomocek
k razumevanju, usposabljanju, predvsem pa odkrivanju kritiénih faz v proizvodnem procesu.
S tem pa prispeva k razvoju njihovih lastnih sistemov preverjenja tveganja pri upravljanju z
zivili. Hygram® se lahko uporablja kot orodje za oceno tveganja, s tem da so v oceni tveganja
kriticne meje procesa opredeljene kot med seboj enako pomembne. Sluzi pa lahko tudi kot
orodje za sistemati¢no analizo tveganja in odkrivanja KKT pri vzpostavljanju sistema varnosti
zivil.
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1.1 CILJI NALOGE

Prvi cilj diplomskega dela je bil doloCitev vzor¢nih mest v perutninski klavnici. Te smo
dolocili iz ze obstojeCih kriticnih tock in kriticnih kontrolnih tock ter nekaterih novih
predvidoma kriti¢nih toc¢k. V teh tockah smo opravili mikrobioloSko vzorcenje obrata, pred in
po sanitaciji, in jih mikrobiolosko analizirali z namenom:

e ugotoviti prisotnost indikatorskih organizmov (skupno $tevilo mikroorganizmov in
koliformni mikroorganizmi z bakterijo Escherichia coli);

e ugotoviti prisotnost patogenih mikroorganizmov: termotolerantni Campylobacter,
Listeria monocytogenes in Salmonella (na osnovi standardizirane ISO metode in
molekularne identifikacije na osnovi PCR v realnem ¢asu);

e rezultate mikrobiologkih analiz obdelati s programom Hygram® in ugotoviti kriti¢ne
kontrolne tocke za analizo mikrobioloskih tvegan;.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Na podlagi podatkov iz podjetij smo pricakovali:
e da bodo rezultati mikrobioloske analize potrdili prisotnost indikatorskih
mikroorganizmov v vzorcih, odvzetih pred in po sanitaciji;
e da bomo v vzorcih iz klavnice dokazali patogene mikroorganizme (Campylobacter,
Listeria monocytogenes, Salmonella);
e da bo obdelava dobljenih podatkov s programom Hygram® potrdila kriti¢ne kontrolne
tocke.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 KLAVNICA

Klavnica je stavba oziroma prostor za klanje zivali (SSKJ, 2000).

Za klavnico je pomembno, da so Cisti postopki loceni od umazanih in se izvajajo v za to
pripravljenih prostorih. To pomeni, da so v klavnici za perutnino loCeni prostori ali mesta,
potrebna za:
e prevzem perutnine,
omamljanje, klanje, skubljenje,
evisceracijo, pranje in predelavo drobovine,
hlajenje,
rezanje, pakiranje,
zamrzovanje in skladiSc¢enje,
odpremo.

2.1.1 Locevanje €istih in umazanih obmocij
Locevanje Cistih in umazanih povrsin je prikazano na spodnji sliki.

L Kla!ffec Evisceracija in
Hlev F'anle_c ZavTnitve
. Skubilec
] Glava
Pgrje Noge Obreznine
Kri Crevesje
Pljuca
Predelava stranskih proizvodov
\ J L J
" M

Slika 1: Locevanje ¢istih in umazanih obmoc¢ij v perutninski klavnici (Silverside in Jones, 1992).
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2.1.2 Shema proizvodnje

Predelava
stranskih
proizvodov

ITEFHET]—‘I Odprema

E

kladiZéen|

=

Pisarna Sprejem
Zakol kri \
Para Parjenje
| Skubljenje | Perie |
[
|
OFigan
Ziganje Noge
Glave
: . - Crevesje
P
ranje Evisceracija Pliuéa
\ / Obreznine
Predelava drobovine
Led Hiajenje |
Rezanje |
| Pakiranje
Zmrzovanje
Hlajenje

Slika 2: Shematski prikaz postopkov predelave perutnine (Silverside in Jones, 1992).
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2.1.3 Opis proizvodnje

2.1.3.1 Sprejem zivali v klavnico

Po 69. ¢lenu Pravilnika o veterinarsko—sanitarnih pogojih za proizvodnjo zivil zivalskega
izvora ter oddajo v promet za javno potrosnjo je potrebno imeti v klavnici prostor z rampo ali
pokrito mesto za sprejem in razkladanje. Na rampi za razkladanje mora biti tudi prostor za
veterinarsko-sanitarni pregled perutnine, dovod tople in hladne vode ter naprava za umivanje
rok. Omogocena mora biti lo¢itev perutnine, za katero obstaja sum prenosljivih bolezni, v
posebnih prostorih in prisotnost kontejnerjev za poginulo perutnino. Kletke, v katerih se
transportira perutnina, je potrebno po vsakem praznjenju temeljito oprati in razkuziti
(Pravilnik o veterinarsko-sanitarnih pogojih ..., 1999). Zagotovljen mora biti tudi dostop do
opreme in moznost, da se lahko ptice neposredno pred zakolom obesi na lire na teko¢em traku
(Silverside in Jones, 1992).

Prehod, skozi katerega prihaja obeSena perutnina v klavni prostor, mora biti velik le toliko, da
je prehod klavne zivali moZen, s ¢imer se delno omeji tudi vnos insektov v klavni prostor,
¢emur pripomore tudi tok zraka, ki mora iti skozi odprtino od prostora za omamljanje v
prostor za obeSanje perutnine (Pravilnik o veterinarsko-sanitarnih pogojih..., 1999).

Klavni prostor je najbolj umazan del klavnice, saj tu potekajo omamljanje, klanje, parjenje in
skubljenje. Vsebuje prhutajoce ptice, umazanijo, blato ter zuZelke, ki jih te prinesejo, cisterne
za parjenje, skubilnike z gumijastimi prsti za odstranjevanje perja. Zato je jasno, da mora biti
ta prostor, oprema in osebje v njem locen od ostalih (Silverside in Jones, 1992). Perutnina gre
tako v klavnem prostoru najprej na omamljanje, nato pa se znajde pred klavcem, ki ji odreze
glave. Sledi izkrvavitev; kri se lovi v posodo, trupi pa potujejo naprej na parjenje.

2.1.3.2 Parilnica

Trupi piScancev se poparjajo v pretoCnem bazenu, katerega velikost in velikost naprave za
parjenje mora ustrezati zmogljivosti klavne in obdelovalne linije za perutnino. Bazen in
naprava morata imeti termometre za kontrolo temperature ter sisteme za odvod pare
(Pravilnik o veterinarsko-sanitarnih pogojih..., 1999). Parjenje je proces, pri katerem je ptica
za kratek cas izpostavljena vlazni toploti, z namenom, da se olajSa odstranjevanje perja in
zrahlja dlaCice (Arvanitoyannis in Varzakas., 2009). Parjenje perutnine poteka pri temperaturi
med 50 in 55 °C ali pri 55 do 60 °C. Pri temperaturah nad 60 °C se doseZe lazje odstranjevanje
perja in ulinkovitejSe zmanjSanje Stevila mikroorganizmov na povrsini trupov. Visoka
temperatura pa tudi poskoduje epidermis koZze, na katerega se bakterije nato lazje pritrdijo in
prodirajo v globino tkiva. Taka perutnina je potem neprimerna za prodajo v sveZzem stanju
(Weise, 1996).

Ko so ptice potopljene v uparjalni tank, se nekaj umazanije, fekalnega materiala in drugih
onesnazeval na povrsini ptic odstrani in onesnazi vodo za uparjanje, zato uparjanje lahko
pomeni moznost navzkrizne kontaminacije (Yang in sod., 2001).
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2.1.3.3 Skubilnica

Skubljenje je z mikrobioloskega vidika ena od najbolj kriticnih faz tehnoloSkega procesa, Se
posebno kar zadeva navzkrizno kontaminacijo perutninskih trupov s patogenimi
mikroorganizmi, kot so Campylobacter, Salmonella in E. coli (Arvanitoyannis in Varzakas,
2009). Do kontaminacije pis¢ancjih trupov lahko pride:

» prek neposrednega stika med okuzenimi in neokuzenimi trupi;

» prek stiskanja trupov, kar povzroCi iztekanje fekalnih snovi iz Crevesja in s tem
kontaminacijo povrsine trupa;

* prek mehanskih prstov;

» prek kontaminiranih peres, ki ostajajo v skubilcu.

Na gumijastih nastavkih, ki jih vsebuje naprava za mehansko skubljenje, se zaradi obrabe
naredijo razpoke, v katerih se nalagajo mikroorganizmi, ki se tam zadrzujejo. Oskubljeno
perje je treba med delom po kanalih ali na drug ustrezen nacin odstranjevati iz skubilca, ter ga
transportirati v poseben prostor za zbiranje perja. Ta mora imeti opremo za odcejanje in
suSenja perja, dovod hladne in tople vode, drenazni in kanalizacijski sistem, ter ustrezen
prezracevalni sistem (Pravilnik o veterinarsko-sanitarnih pogojih..., 1999). Skubljenju sledi
spiranje s hladno vodo v prostoru, ki ima ustrezna odcejala (Silverside in Jones, 1992).

Prostor, v katerem poteka nadaljnja obdelava trupov perutnine - evisceracija, mora biti lo¢en
in samo z odprtino za prehod tekoCega traku, povezan z necistim delom. Prostor mora biti
dovolj velik, da so postopki evisceracije loCeni od ostalih opravil, da se prepreci
kontaminacija (Pravilnik o veterinarsko-sanitarnih pogojih..., 1999).

2.1.3.4 Evisceracija

Evisceracija zajema izsek podroc¢ja okoli kloake, izvleke notranjih organov in njihovo
odstranjevanje iz trupa (Weise, 1996). To pomeni, da se odstrani material, ki vsebuje veliko
Stevilo mikroorganizmov, ki lahko povzroc¢ijo kontaminacijo trupa in posledicno zmanjSanje
roka uporabnosti (Silverside in Jones, 1992). V velikih obratih poteka evisceracija
avtomatsko, za uspesen potek pa je potrebno predhodno kalibriranje trupov, sicer lahko pride
do nepopolne evisceracije, kjer pride do raztrganja ¢rev in posledicno do kontaminacije
trupov s ¢revno vsebino. Za zmanjSanje kontaminacije se je kot najbolj u€inkovito izkazalo
tuSiranje med celotnim postopkom evisceracije (Weise, 1996). Takoj po koncani evisceraciji
je potrebno trupe zaklane perutnine od zunaj in od znotraj dobro oprati s hladno pitno vodo
pod pritiskom (Pravilnik o veterinarsko-sanitarnih pogojih..., 1999).

2.1.3.5 Hlajenje

Obstaja ve¢ postopkov hlajenja eviscerirane perutnine: hlajenje z zrakom, tuSiranje in
potapljanje. Slednji postopek hlajenja se je izkazal za najpogostejsi vir kontaminacije in se
zato v Nemciji ze dolgo let ne uporablja ve¢ (Weise, 1996). Kot alternativna metoda hlajenja
trupov se uporablja hlajenje na zraku z umetnim prepihom, priblizno 1 m/s, nato pa s
prSenjem s hladno vodo ohladijo trupe na 2-4 °C (Silverside in Jones, 1992). Trupe je
dovoljeno hladiti s pitno vodo v bazenih iz nerjavecega materiala, ki imajo urejen pretocni

sistem za dovod hladne vode in posredni odvod v kanalizacijo (Pravilnik o veterinarsko-
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sanitarnih pogojih..., 1999). Dovoljeni so postopki hlajenja v toku zraka ali s prhanjem s
pitno vodo. Sredi$¢na temperatura mesa po hlajenju mora biti 4 °C (Weise, 1996). Po hlajenju
gredo trupi v skladisce ali v pakirnico, kjer poteka nadaljnja obdelava.

2.2 HACCP

Potrosnikovemu zdravju se posveCa vse ve¢ skrbi, kar pa posledi¢no vodi v vedno nove
zahteve za proizvajalce zivil (hrana mora biti naravna, varna, zdrava in varovalna).
Proizvajalci lahko vse te zahteve potrosnikov izpolnijo z nizom postopkov, ki jih oznacujemo
kot TQM (ang. Total Quality Management) ali celovito vodenje kakovosti. TQM je zbirka
vodil, izboljsav in metod za boljSo organizacijo in kakovost proizvodnje, katerega
najpomembnejsi element je u€inkovit in aktiven nadzorni sistem (Mar¢i¢ in Vidovic, 2002).
Tak sistem je HACCP (ang. Hazard Analysis Critical Control Point), ki se Sirom sveta smatra
za primerno orodje za samonadzor, saj je usmerjen pristop k prepoznavanju in nadzorovanju
tock oz. faz, ki so bistvene za zagotavljanje varnosti v agro-zivilski verigi (Eschriche in sod.,
2006).

Nevarnost se smatra kot bioloski, kemijski ali fizikalni dejavnik v hrani, ali samo stanje hrane,
ki lahko povzroci nezeleni u¢inek na zdravje (FAO, 1997).

Slovenska zakonodaja loCuje uradni zdravstveni nadzor nad proizvodnjo in prometom z zivili
zivalskega izvora, ki ga opravlja veterinarska uprava in nadzor ostalih zivil, nad katerimi
nadzor vrsi zdravstvena inSpekcija. Postavitev sistema HACCP pa je zakonsko predpisana za
vse proizvajalce. (Ur.l. RS 52/99 in (Pravilnik o veterinarsko-sanitarnih pogojih..., 1999).

HACKCEP je le orodje in ni namenjen, da bi bil samostojen program. Za njegovo ucinkovitost so
potrebna Se druga orodja, ki vkljuujejo upostevanje dobre proizvodne prakse (GMP),
uporabo standardnih sanitarnih operativnih postopkov in programov za osebno higieno
(Rushing in Ward, 1999). Uporaba HACCP-a je zdruzljiva z izvajanjem sistemov vodenja
kakovosti, kot so serije ISO 9000 in je sistem izbire pri upravljanju varnosti hrane v teh
sistemih (ICMR Bulletin, 2000). HACCP identificira in nadzira vsa pomembna tveganja,
povezana z dolocenim proizvodom (Goodrich in sod., 2008).

Postopki HACCP-a morajo biti dokumentirani v vsakem trenutku. Vodenje evidence je nujno
za zagotavljanje dokumentacije sistema HACCP in za preverjanje pravilnega delovanja
sistema. Dokumentacija in primeri hranjenja zapisov so opisani v temeljni publikaciji (ang.
Codex Alimentarious) (Codex Alimentarious, 1997).

Za uspesno izvajanje HACCP-a v zivilsko oskrbovalnem sistemu bi se morali odgovorni za
varnost zivil najprej zavedati potrebe prehoda na sistem, kakrSen je HACCP. Dokler te
potrebe ne bodo prepoznali, so pricakovanja po zavezi na vseh ravneh malo verjetna.

Motivacija za uvedbo sistema HACCP so dejstva, da se s tem:
e zmanjSa pojav s hrano prenosljivih bolezni,
e zagotovi varno oskrbo s hrano,
e spodbuja trgovino z zivili (Arvanitoyannis in Kassaveti., 2009).
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2.2.1 Zgodovina HACCP-a

Nedavna rast zaskrbljenosti glede varnosti zivil po vsem svetu med organi javnega zdravstva,
potrosniki in ostalimi zainteresiranimi, ki jo poganjajo stalna porocila o izbruhih s hrano
povezanih bolezni, so bile pomembna spodbuda za oblikovanje sistema HACCP
(Arvanitoyannis in Kassaveti, 2009).

Uporaba sistema HACCP za proizvodnjo hrane se je razvila v Sestdesetih letih prejSnjega
stoletja. Podjetje Pillsbury je s sodelovanjem nacionalne aeronavti¢ne vesoljske organizacije
(NASA) in vojaskih laboratorijev ZDA ustvarilo HACCP za zagotavljanje varnosti zivil, ki bi
jih astronavti uzivali v vesolju. NASA je Zelela zagotoviti sistem brez tveganja glede
kontaminacij z bakterijskimi in virusnimi patogeni, toksini in kemijskimi ali fizi¢nimi
nevarnostmi, ki bi lahko povzrocile bolezen ali poskodbe.

Do tedaj se je uporabljal sistem, ki je temeljil na pregledovanju kon¢nega produkta. Postalo je
jasno, da bo potrebno ta sistem nadgraditi s sistemom preventivne kontrole Ze med
proizvodnjo. Taka kontrola procesa bi zagotavljala visoko zaupanje v kon¢ni proizvod
(Martimore in Wallace, 1998).

Leta 2004 je bila sprejeta zahteva, v uredbi Evropskega odbora St. 852/2004, za vsa Zivilska

podjetja v EU, sprejeti izvajanje vseh nacel sistema HACCP (Corrigendum to Regulation...,
2004).

2.2.2 Nacela sistema HACCP

Sistem HACCP je sestavljen iz sedmih nacel, ki opisujejo kako vzpostaviti, izvajati in
vzdrzevati nacrt HACCP za pravilno delovanje.

Nacela HACCP so mednarodno priznana, podrobnosti tega pristopa so bile objavljene s strani
Codex Alimentarius Commision (Codex Alimentarious, 1997) in s strani National Advisory
Comitte on Microbiological Criteria of Foods (NACMCEF, 1992, 1997).

1. Nacelo: Analiza tveganj

Analiza nevarnosti je prepoznavanje nevarnih bioloskih, kemijskih ali fizikalnih lastnosti v
surovinah in predelovalnih postopkih, ter ocena verjetnosti pojava teh nevarnosti in njihovega
potenciala, da povzrocijo, da hrana ni varna za uzivanje (USDA, 1997). Opredelimo vsa
mozna tveganja tekom celotnega procesa (od vhodnih surovin, do kon¢nega produkta), ki bi
lahko ogrozala varnost kon¢nega proizvoda (Martimore in Wallace, 1998).

2. Nacelo: Dolo¢itev kriti¢nih kontrolnih to¢k (KKT)

Ko so opisana vsa tveganja (in nadzorni ukrepi), se vzpostavi tocke, kjer je nadzor za
zagotovitev varnosti produkta kriticen (Martimore in Wallace, 1998). KKT so koraki v
procesu, kjer se lahko izvede kontrola in je tveganja za varnost zZivil mozno prepreciti,
odpraviti ali zmanj$ati na sprejemljivo raven (Rushing in Ward, 1999).



Uhan V. Ugotavljanje kriti¢nih kontrolnih tock za analizo mikrobioloskih tveganj v klavnici perutnine
Dipl. Delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2011

3. Nacelo: Vzpostavitev kriti¢nih meja za nadzorne ukrepe, povezane z vsako ugotovljeno
KKT. Kriti¢cne meje v KKT opisujejo razlike med varnim produktom in produktom, ki to ni.
Vkljucevati morajo merljive parametre.

4. Nacelo: Vzpostavitev ué¢inkovitega sistema za nadzor KKT

Doloc¢iti moramo zahteve za spremljanje KKT znotraj njihovih kriticnih meja. Postopki
nadzora se morajo glede na rezultate spreminjanja prilagoditi procesu in vzdrzevati
nadzorovanje KKT.

5. Nacelo: Vzpostavitev popravljalnih ukrepov, ki se sprejmejo, ko spremljanje pokaze,
da dolo¢ena KKT ni pod nadzorom

Dolociti je potrebno popravljalne ukrepe in odgovornost za njihovo izvajanje. To nacelo
vkljucuje procese, ki vrnejo proces nazaj pod nadzor in ukrepe v zvezi z izdelkom, ki je bil
izdelan, ko je bil proces izven nadzora.

6. Nacelo: Uvedba postopkov za preverjanje, ki potrdijo, da sistem HACCP pravilno
deluje

Postopki preverjanja morajo biti razviti, da vzdrzujejo sistem HACCP in zagotavljajo, da Se
naprej u¢inkovito deluje.

7. Nacelo: Vzpostavitev dokumentacije o vseh postopkih in evidenca vseh nacel in
njihove uporabe

Voditi se mora evidenca, ki dokazuje, da je sistem HACCP pod nadzorom in da so bili, za
kakSen koli odklon od kriticnih meja, sprejeti ustrezni popravljalni ukrepi (Martimore in
Wallace 1998).

2.3 KKT

Kriti¢na kontrolna tocka je stopnja v procesu, kjer se lahko izvede kontrola in je bistvenega
pomena za preprecitev ali odpravo tveganja za varnost hrane, ali pa to tveganje zmanjs$a na
sprejemljivo raven (Arvanitoyannis, Kassaveti, 2009).

KKT predstavljajo skelet vsakega dobrega sistema HACCP. Vso pozornost je treba posvetiti
temu, kako jih postaviti, preveriti, verificirati in spremljati ter povratno uporabljati
pridobljene informacije za vodenje sistema na visokem strokovnem nivoju (Raspor, 2003).

Kriticne kontrolne tocke (KKT) so tocke, kjer je nujen neprekinjen nadzor za odpravo ali
zmanjsanje nevarnosti na sprejemljiv nivo. Ko je nadzor nad temi tockami izgubljen, se pojavi
visoka verjetnost, da so izdelki tvegani za uporabo ali niso dobre kakovosti, ali je ucinek
dolocenih nevarnosti resen. Tocke, ki niso nadzorovane enkrat mesecno, niso KKT (Eschriche
in sod., 2006).
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Pod KKT se razume le tiste korake, tocke ali postopke, kjer pomanjkanje nadzora privede do
nesprejemljivega tveganja za zdravje potroSnika in kjer je s konkretnimi ukrepi mozen
ucinkovit in hiter nadzor. Ostale tocke, kjer izguba nadzora ne privede do nesprejemljivega
tveganja za zdravje potroSnika in kjer se ne zgodi takojsnja prilagoditev izdelka, se smatra za
kontrolne tocke (KT) (Escriche in sod., 20006).

Podjetje se lahko odloci, da navede KKT kot vsako tocko, postopek ali fazo procesa, ki vpliva
na nekatere nevarnosti. To pa je smiselno le v primeru, ¢e je podjetje sposobno nadzirati
vsako toCko, kar v veCini primerov ni mogoce. Poleg tega so v takem sistemu
najpomembnejse KKT slabo nadzorovane. Prav zaradi kompleksnega nadzora ob prevelikem
Stevilu KKT naj bi bilo stevilo omejeno le na 5-10 (Eschriche in sod., 2006).

Razli¢na podjetja, ki izdelujejo enake produkte, se lahko razlikujejo glede KKT, vendar so
nekatere KKT skupne. Bistveno za KKT pa je dejstvo, da so to tista mesta v tehnoloskem
postopku, kjer ¢e pride do napake, jo nadaljnji tehnoloski postopek avtomatsko ne odpravi.
Med te spadajo pasterizacija in ostali ukrepi, ki uni¢ijo mikroorganizme, kontrola pH,
detekcija kovin, filtriranje, ¢iSCenje steklene embalaze, polnilna temperatura, cas hlajenja, X-
zarki (Lopez, 2004).

2.3.1 Drevo odlo¢anja KKT

Eno od razpolozljivih orodij za lazje dolocanje KKT je drevo odlo¢anja (slika 3). To orodje je
bilo razvito leta 1992 s strani Nacionalnega svetovalnega odbora o mikrobioloskih merilih za
zivila (NACMCEF, 1992).

Drevo odloc¢anja KKT sestavlja niz vprasanj, na katera je mogoce odgovoriti z “Da” ali “Ne”.
VpraSanja so namenjena za pomo¢ pri identifikaciji zadnjega koraka na katerem se lahko
uporabljajo preventivni kontrolni ukrepi, za odpravo ali zmanj$anje predhodno ugotovljene
nevarnosti. Pred uporabo odlo¢itvenega drevesa KKT je potrebno identificirati nevarnosti, ki
so povezane s procesom. Odlocitveno drevo bo potem pomagalo pri opredelitvi kontrolnih
procesov za ugotovljeno nevarnost (Lopez, 2004).
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Slika 3: Drevo odloc¢anja KKT (FDA, 1997)
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2.3.2 KKT v perutninski klavnici:

Preglednica 1: Teoreticen prikaz KKT v perutninski klavnici (GaSperlin in Bem, 2003)

KKT Kontrola na KKT
Parjenje Kontroliramo temperaturo in vizualno onesnazenost vode.
Skubljenje Pri procesu odstranjevanja perja vrSimo kontrolo skupnega

Stevila bakterij, Stevila enterobakterij in Stevilo koagulaza
pozitivnih stafilokokov v samem stroju in tudi v aerosolu in
na koZi po kon€anem procesu.

Evisceracija Po koncani evisceraciji kontroliramo skupno Stevilo bakterij,
Stevilo enterobakterij in Stevilo nepravilno evisceriranih
trupov s poskodovanim Crevesjem.

Hlajenje trupov Pri hlajenju trupov poteka stroga kontrola temperature.

Spodnja shema analize tveganj je povzeta in prirejena po tabelah analize tveganj na procesnih
linijah obeh klavnih obratov. Vsak korak v proizvodni liniji predstavlja potencialni tveganje
za biolosko (B), fizikalno (F) ali kemijsko (K) kontaminacijo.

Najpomembnejsi parameter pri vzdrzevanju higienskih razmer v perutninsko predelovalnih
obratih je temperatura. Nepravilno uravnavanje temperature lahko povzroc¢i velike tezave
glede varnosti in kakovosti kon¢nega produkta. PiS¢ancje trupe je potrebno ¢imprej ohladiti,
da onemogoc¢imo rast in razmnozevanje mikroorganizmov na povrsini. To lahko storimo z
uporabo zracnega hlajenja ali hlajenja s potapljanjem. Hladilni sistemi morajo biti zasnovani
tako, da se kon¢na Zelena temperatura ohlajenega trupa doseZe v €asu izstopa trupa iz hladilne
naprave (Codex Alimentarius Commission, 2010).

Vse naprave za obdelavo zaklane perutnine in same proizvodne povrSine morajo imeti gladke
povrsine iz nerjaveCega materiala, odpornega na Cistila. Konstruirane morajo biti tako, da se
jih zlahka pomiva in sanira, torej brez tako imenovanih mrtvih kotov, kjer bi se lahko nabirala
umazanija in se posledi¢no tvorili biofilmi. V13iti se mora stalen nadzor nad pitno vodo, ki se
uporablja v proizvodnji, odpadna voda pa ne sme Skropiti po okolici (Pravilnik o
veterinarsko-sanitarnih pogojih..., 1999).
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PREPOZNANC TVEGANJE na PROCESNILINLI

KTin KKT

B: prhod balnih Zvali v klavnico

SPREJEM (KT
ZIVALI K: ostanki zdravil ali ostanki pesticidow (kema) v Znealih _/
OBESANJE F:mehansks poskodbe Zvali, lomilienje kosti, ostanki delcev kost v migicah
F:mehanzks poskodbe Zvall, lomilienje kosti, ostanki delcev kost v miEicah
OMAMLJANJE | zaradinsudin kovtega omamljania
B: kontaminacia = patogenimi MO preko noZa za zakol z koze trupov.
ZAKOL F:zastajanje odkrugenih dekoev nozZa za zakol v trupu
IZKRVAVITEY B: zasztajan)e krviv thivih Zvall, kontaminacya mesa prrazkosanju
i F:pogkodbe vrhnjih glojev koZes in miEiénine zaradiprevizoke T ; " 2 KT
PARJENJE panenja alinsudinkovito panenje zaradiprenzke T panenja, -
ostanek oena natruoih v naslednih fazah
F: pogkodbe vehnjih slojev koZe, miEignine, ostanekpena na trupih zaradi
SKUBLJENJE nepravilne nastavitve skubilnika all pokodovanihiobrabliznih pretov skubilnika
ODSTRANITEV | F:moznost poZkodbe vratnegadelain preizaradi nepravilne nastavitve stroja
GLAV, TRAHEJ

| STROJNOODPI-

F:mehanzks poskodbe trupa zaradinepraviinega odpria

RANJE TRUPA B: kontaminacia trupa z MO = Erevesja zaradi nepravilnih nastavitey stroja
STROJNA B: kontaminaciia trupa z MO {razltie Erevesne vsebing), moZnost ostankov
EVISCERACIJA| organov, Erevesazaradi nepravinih nastaviev stroja
LOCEVANJE B: kontaminacia trupa z MO, [razlitye Erevesja) zaradi nepravilnih nastavitey
DROBOVINE stroja, ostankiorganov, Erevesia v trupukontaminacya pa nadalm obdslaw
OD TRUPA B: prlodevanju srca, jeter, vratov, Zelodoev od Srevesja obstala moZnost
razlitia Z0léa po grcu in jetrh, kontaminacia z MO, preko vode alizaposlenih
e
HLAJENJE B: kontaminacia src, jeter, wratow, Zelodcev zaradi okuZens
DROBOVINE posade alineustezne Thiajenja
FP REOBE SAN.JE F: prelomov Elenkov kosti beder, ostankidelcev kosti v migicah
in HLAJEM.JE B: padanje trupov na tla med preobeganem- kontaminacya z M
TRUPOV B: raztin razmnoZzvane MO zaradinzustreznz Thlajgna

Slika 4: Analiza tveganja in kriti¢ne toc¢ke v perutninski klavnici (Interno gradivo podjetja F2)

2.4 MIKROORGANIZMI

Meso in perutnina ter mesni izdelki so odgovorni za Stevilne izbruhe s hrano prenosljivih

13

bolezni, katerih najpogostejsi povzrocitelji so bakterije rodov Salmonella, Campylobacter,
Clostridium in Staphylococcus. S sistemom HACCP pa moramo zagotoviti nadzor nad ve¢ino

patogenih mikroorganizmov, vklju¢no z vrstami L. monocytogenes in E. coli (Mar¢i¢ in

Vidovig, 2002).
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2.4.1 Skupno §tevilo mikroorganizmov

Ocena skupnega stevila aerobnih bakterij (Stevilo enot sposobnih tvorbe kolonij) se v praksi
pogosto uporablja za merjenje svezine in higienskega stanja hrane in sorodnih izdelkov ter
proizvodnega okolja, ki jo dolo¢ajo pravilniki (HyServe, 2005b).

Sveza 7zivila navadno vsebujejo razlicne mikroorganizme, razen ¢e so sterilizirana,
pasterizirana ali obdelana z zas¢itnimi sredstvi. Med skladis¢enjem se lahko bakterijske celice
deljjo in tako se njihovo Stevilo povecuje. To pa povzroCa tveganje, saj se sestavine Zivil
lahko degenerirajo ali pa obogatijo z bakterijskimi sekundarnimi metaboliti in moZznost
okuzbe Cloveka s patogenimi mikroorganizmi se poveca (HyServe, 2005a).

Na povecano skupno Stevilo mikroorganizmov v Zivilu, razen izvornih surovin in postopka
priprave, vpliva tudi neustrezna sanitacija prostorov, naprav, opreme in pribora.

Zivilsko predelovalnim podjetiem je v interesu v vsakem trenutku zagotoviti varno in
kakovostno zivilo potrosniku, zato stremijo k mikrobioloskim testom, ki jih lahko opravljajo
sami. Pogosta je uporaba nekonvencionalnih metod Stetja aerobnih mikroorganizmov
(HyServe, 2005a).

2.4.2 Indikatorski mikroorganizmi

Indikatorski mikroorganizmi so najpogosteje uporabljeni kot pokazatelji fekalne
onesnazenosti. Uporabljamo jih kot alternativo direktnemu dolo¢anju patogenih bakterij,
virusov, cist protozojev, ker je neposredno doloCanje le-teh ¢asovno zamudno, cenovno zelo
drago in zanj potrebujemo dobro izurjeni kader.

Idealni indikatorski mikroorganizem fekalne kontaminacije mora dosegati naslednje kriterije:
1. pripadati intestinalni mikroflori toplokrvnih zivali,

biti prisoten le v primeru fekalne kontaminacije,

biti prisoten v ve¢jem Stevilu kot patogeni,

biti enako odporen na okolje kot patogen in enako odporen na dezinfekcijo,

ne sme se razmnozevati v okolju,

biti mora zelo enostavno in hitro dolo¢ljiv s poceni metodo,

ne sme biti patogen (Batic, 20006).

Nk wDD

2.4.2.1 Koliformne bakterije

Najpogostejsi indikatorski mikroorganizmi so koliformne bakterije, ki jih delimo na skupne
koliformne in fekalne koliformne bakterije. Skupne koliformne bakterije so ve¢inoma naravni
prebivalci zemlje in vode. Fekalne koliformne bakterije pa obicajno najdemo v fekalijah zivali
(NWGA, 2009). Ta skupina bakterij je ze dolgo pokazatelj onesnazenja vode in morebitne
prisotnosti ¢revesnih parazitov in patogenov. Ugotavljanje koliformnih bakterij je relativno
preprosto, saj so prisotne v veliko ve¢jem Stevilu kot bolj nevarni patogeni, v naravnem
okolju in pri procesih obdelave pa se odzivajo podobno kot patogeni mikroorganizmi. Tako je
z opazovanjem koliformnih bakterij mogocCe oceniti poveCanje ali zmanjSanje Stevila
patogenih bakterij (Treyens, 2009).
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2.4.2.2 Escherichia coli

Preglednica 2: Fizioloske lastnosti E. coli (Adami¢ in sod., 2003; Todar, 2008b).

oblika palicaste bakterije

velikost dolzina 1-2 um, premer 0,1-0,5 um
barvanje po Gramu negativno

gibljivost gibljive

odnos do kisika aerobne in fakultativno anaerobne
temperatura rasti 10 — 46 °C (optimalna 37 °C)

pH >43

Ay 0,96 — 0,93

Leta 1885 je Theodor Escherich prvi opisal bakterijo, ki jo danes poznamo pod imenom
Escherichia coli.

Postala je eden izmed najbolj proucevanih mikroorganizmov mikrobiologije. Prisotna je v
prebavnem traktu ¢loveka in zivali. Vendar lahko nekateri sevi E. coli povzro¢ijo hudo
bolezen pri teh gostiteljih. To je privedlo do podrobnih raziskav teh sevov Se zlasti v zadnjih
25-ih letih s pojavom E. coli H7:0157 (Smith in sod., 2004) oz. po izbruhu velikih epidemij s
hemoragi¢nim sevom.

Taksonomska uvrstitev:
Kraljestvo: Bacteria
Deblo: Proteobacteria
Razred: Gamma Proteobacteria
Red: Enterobacteriales
Druzina: Enterobacteriaceae
Rod: Escherichia
Vrsta: E. coli (Todar, 2008b)

Preglednica 3: Za E. coli znadilne biokemijske reakcije (JerSek, 2005).

Katalaza pozitivno
Indol pozitivno
Voges-Proskauer negativno
Metil rdece pozitivno
Citrat negativno
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2.4.3 Patogeni mikroorganizmi

Sveze surovo meso ponavadi pred zauzitjem toplotno obdelamo (kuhanje, pecenje), obstaja pa
tudi nekaj izjemnih primerov, ko tega ne storimo. Tako predstavlja meso direktno nevarnost
zastrupitve s hrano le v surovi ali premalo toplotno obdelani obliki. Vendar pa z navzkrizno
kontaminacijo lahko prav tako povzro¢imo zastrupitve s hrano, kar pogosto spregledamo
(Fernandes, 2009).

Meso in mesni izdelki so pogost vektor patogenih bakterij, kot so Salmonella spp.,
Campylobacter jejuni/coli, Yersinia enterocolitica, VTEC in tudi Listeria monocytogenes.
Vse te s hrano prenosljive patogene bakterije lahko uspevajo v gastrointestinalnem traktu
zivali, ki vstopajo v naso prehranjevalno verigo. Najbolj pogosto zaporedje dogodkov, ki vodi
do okuzbe z mesom, vkljucuje zdrave Zivali, ki so prenasalci patogenih mikroorganizmov.
Mikroorganizmi pa pridejo v stik s ¢lovekom preko produkcije, rokovanja in zauzitja mesa in
mesnih izdelkov (Nerrung in Bunci¢, 2008).

Okuzbe s kampilobaktri (predvsem s Campylobacter jejuni in Canpylobacter coli), so ene
najpogostejSih povzrociteljev gastrointestinalnih okuzb pri nas. Kampilobakterioze imajo
specifi¢no epidemiologijo, uvrs¢amo jih med endemske ¢revesne kuzne bolezni z zoonoznim
karakterjem. Po Stevilu okuzb lahko ocenimo, da incidenca kampilobakterioz podobno kot v
drugih drzavah iz leta v leto raste . V letu 2009 smo imeli 921 prijav enteritisov, pri katerih je
bil povzrocitelj kampilobakter (IVZ, 2010).

V letu 2009 smo imeli v Sloveniji Sest prijav listerioze, zboleli so §tirje moski in dve Zenski,
od tega so tri osebe umrle (IVZ, 2010).

Salmonele so v naravi zelo razSirjene in so ene najpogostejSih povzrociteljev
gastrointestinalnih okuzb, tako v svetu, kot tudi v Sloveniji. Iz ¢revesja lahko vdrejo v kri nato
pa povzrocajo bakteriemijo ter vnetna zariS¢a izven celic. Incidenca salmoneloz je na osnovi
prijav v letu 2009 znaSala 30,6/100.000 prebivalcev. 306 oseb je bilo hospitaliziranih zaradi
salmonelnega enteritisa, kar je polovica okuzenih (IVZ, 2010).

2.4.3.1 Campylobacter spp.

Preglednica 4: Glavne znacilnosti kampilobaktrov (Holt in sod., 1994).

oblika Vibroidne paliice

velikost 0,2-0,5 pm % 0,5-5,0 pm

barvanje po Gramu gram negativne

gibljivost gibljive (vija¢no gibanje s pomocjo flagel na
enem ali obeh koncih)

odnos do kisika mikroaerofilni

temperatura rasti optimalna temperatura rasti od 37 do 45 °C

pH optimalen je med 6,5 do 7,5; pod pH 4,9 pa
ne raste

Ay Vec kot 0,98
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Fizioloske lastnosti:

So vibroidne, 0,2-0,5 um S$iroke in 0,5-5,0 um dolge palicice. Lahko so enkrat ali vecCkrat
spiralno zavite in dosezejo dolzino tudi do 0,8 um. Pojavijo se lahko tudi v obliki ¢rke S, ali
pa tvorijo kratke verige. So nesporogene. Celice v starih kulturah lahko tvorijo okrogle oblike
(kokoidna telesa). Celice so gibljive z znacilnim vijacnim gibanjem s pomocjo flagel na enem
ali na obeh koncih celice. So tipi¢ni mikroaerofili in imajo dihalni tip presnove. Potrebujejo
O, v koncentraciji 3 do 15 % in CO, v koncentraciji 3 do 5 %. Obc¢asno lahko nekateri sevi
rastejo tudi v zra¢nih pogojih oz. pri 21 % O, (Holt in sod., 1994).

Preglednica 5: Za kampilobaktre znacilne biokemijske reakcije (Jersek, 2005).

Oksidaza pozitivno
Katalaza pozitivno
Voges-Proskauer negativno
Metil rdece negativno
Ureaza negativno

So kemoorganotrofi. Ogljikovih hidratov niti ne fermentirajo niti oksidirajo. Energijo
pridobivajo iz aminokislin ali iz intermediatov cikla trikarboksilnih kislin. So oksidaza
pozitivni in ureaza negativni, razen nekaj sevov C. lari. Pigmentov ne tvorijo Nekatere vrste
so patogene za Cloveka in zivali. Nasli so jih v reproduktivnih organih, prebavnem traktu in
ustni votlini ljudi in zivali (Holt in sod., 1994). Njihov naravni zivljenjski prostor je crevesje
pticev, zato jih pogosto izolirajo iz perutnine in drugih klavnih zivali, predvsem goveda in
prasi¢ev. Za ¢loveka in Zivali so patogene, a je pri zivalih okuzba pogosto brez simptomov.
Najpomembnejsi vrsti sta C. coli in C. jejuni, ki sta termotolerantni in povzrocata veliko
¢revesnih okuzb ljudi, predvsem slednja od omenjenih vrst (Adami¢ in sod., 2003).

Kampilobakterioza je infekcija, ki jo povzroca zauzitje zivih celic. Da pride do infekcije, je
potrebno zelo majhno Stevilo bakterij (manj kot 500). Infekciji se izognemo s toplotno
obdelavo (zadostno kuhanje pis¢ancev, pasterizacija mleka) in kloriranjem vode, ki unicujejo
te bakterije. Zamrzovanje pa le zmanjsa Stevilo bakterij v surovem mesu (ZIRS, 2008).

Kampilobakterioze so v letu 2009 postale pogostejSe kot salmoneloze tudi v slovenskih
statisticnih podatkih o ¢revesno nalezljivih bolezni ljudi (IVZ, 2010).

V klavnicah in razsekovalnicah mesa so leta 2009 zasledili od 8 do 67 % vzorcev mesa
perutnine pozitivnih na kampilobakter, oz. 70 vzorcev od 125 vzorcev perutnine. Od tega 68
od 101 vzorcev mesa piS€ancev in dva od 24 vzorcev mesa puranov (Letno poro¢ilo VURS
2010a; Epidemiolosko, 2010). Podatki monitoringa VURS-a podajajo, da je bilo v prvi
polovici leta 2009 preiskanih 72 vzorcev koze piSCancev, od katerih je bila prisotnost
kampilobaktra ugotovljena v 59 vzorcih, kar predstavlja 82 % (VURS, 2010b).

Optimalna temperatura rasti za kampilobaktre je med 37 in 45 °C, v laboratoriju jih gojimo na
42 °C, na temperaturi niZji od 30 °C pa se ne razmnozujejo. Na povisano temperaturo so zelo
ob¢utljivi, do poSkodb mikroorganizmov pride Ze pri temperaturi 46°C in ve¢. Noben sev pa
ne prezivi 15 min pri 60 °C, v normalnih pogojih (Adami¢ in sod., 2003).
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Optimalen pH za rast je 6,5 do 7,5; organizem pa ne raste pod pH 4.9. Minimalna vodna
aktivnost za rast je vsaj 0,987 (2 % natrijev klorid). Ceprav je kampilobakter obcutljiv na
izsusSitev, obstajajo porocCila o prezivetju po doloCenem Casu na lesenih deskah za rezanje
(Curtis, 2007).

2.4.3.2 Listeria monocytogenes

Preglednica 6: Glavne znacilnosti listerij (Adami¢ in sod., 2003; Todar, 2008a).

oblika paliCaste bakterije

velikost 0,4-0,5 pm x 0,5-2,0 um

barvanje po Gramu gram pozitivne

gibljivost na sobni temperaturi gibljive; nad 37
°C negibljive

odnos do kisika fakultativno anaerobna

temperatura rasti 1-45 °C (optimalna 30-37 °C)

pH 4,4-9,6

Ay 0,97 ali vec

Fizioloske lastnosti:

Bakterije rodu Listeria so gram-pozitivne, nesporogene, paliCaste bakterije. Sladkorje
razgrajujejo do kislin, pri tem pa ne sproscajo plina. Pri sobni temperaturi lahko formirajo
flagele, pri temperaturi nad 37 °C pa so negibljive (Todar, 2008a). Listeria vklju¢no z L.
monocytogenes so ubikvitarne in jih lahko najdemo v vodi, blatu, kanalizaciji in rastlinah, kot
tudi v kravjem mleku, zivalskem in humanem blatu, zivalski krmi, pa tudi v hrani in
surovinah za hrano (Adamic¢ in sod., 2003).

L. monocytogenes lahko prezivi v razli¢nih okoljskih razmerah. Je fakultativno anaerobna
bakterija, ki dobro uspeva tudi v aerobnih pogojih. Optimalna rast je pri nevtralnem do rahlo
alkalnem pH, drugace pa rast zavzema Siroko pH obmo¢je in sicer med 4,4 in 9,6 in a,, do
0,92. Temperaturno obmodje rasti L. monocytogenes je 1-45 °C, optimalna temperatura za rast
je pa je 30-37 °C. Torej lahko bakterija pri temperaturi hladilnika, predstavlja mozno
tveganje v hladilnicah zivilsko predelovalne industrije. Prilagoditve na hladen stres pri L.
monocytogenes je funkcija mnogih mehanizmov za molekularno prilagoditev in je pomembna
karakteristika, saj ji omogoca prezivetje in razmnozevanje v hlajenih zivilih in mrzlih okoljih
(Adami¢ in sod., 2003). L. monocytogenes ne prezivi toplotne obdelave na 60 °C, 30 min,
torej jo pasterizacija uni¢i. Ce segrevanje ne doseZe vseh materialov, ali ¢e je vsebnost
bakterij zelo visoka, npr. 10°-10° CFU/ml, lahko bakterije prezivijo (Roberts in sod., 1996).
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Preglednica 7: Za listerijo znacilne biokemijske reakcije (Adamic in sod., 2003).

Oksidaza negativno
Katalaza pozitivno
Voges-Proskauer pozitivno
Metil rdece pozitivno
Indol negativno
Citrat negativno

Hemolizna aktivnost na krvnem agarju sluzi kot oznacevalec za razlikovanje L.
monocytogenes od drugih vrst listerij, vendar samo ta kriterij Se ne zadosca za identifikacijo in
je potrebno opraviti Se nadaljnja biokemicna testiranja (Todar, 2008a).

Listerioza je infekcija, ki nastane zaradi zauzitja zivih celic. Bakterija pride v telo in se zacne
razmnozevati. Ko jih nastane zadostno Stevilo, pa povzro¢i bolezen listeriozo. Najbolj
nevarna je za otroke, novorojencke, nosecnice, starejSe in osebe s slabo imunsko odpornostjo
(ZIRS, 2008).

2.4.3.3 Salmonella spp.

Preglednica 8: Glavne znacilnosti salmonel (Adami¢ in sod., 2003; Holt in sod., 1994).

oblika ravne paliCice

velikost 0,7-1,5 x 2-5 um

barvanje po Gramu gram negativne

gibljivost gibljive (flagelami)

odnos do kisika fakultativno anaerobne
temperatura rasti 7-48 °C (optimalna T 37 °C)

pH med 3,8-9,5 (optimalem 6,5-7,5)
Ay vec kot 0,94

Fizioloske lastnosti:

Salmonele zivijo v prebavnem traktu toplo in hladnokrvnih zivali. Nekatere vrste so
ubikvitarne, kar pomeni, da jih lahko najdemo pri razli¢nih gostiteljih, druge pa so posebe;j
prilagojene le na dolocene gostitelje (Todar, 2008¢c). V okolju se nahajajo v vodi, zemlji,
insektih, zivalskih iztrebkih, iztrebkih klicenoscev, morski hrani, surovem mesu in v surovi
perutnini (ZIRS, 2008).

Vecinoma so gibljive, kar jim omogocajo bicki, ki so enakomerno porazdeljeni po povrSini
bakterijske celice. Izjema je S. galinarum (S. pullorum), ki pa je negibljiva (Holt in sod.,
1994). Obicajno rastejo pri temperaturi od 7 do 48 °C, nekateri sevi pa lahko rastejo tudi pri
temperaturah, okoli 4 °C, pa tudi na splo$no je Salmonella precej odporna na zmrzovanje. Pod
10 °C je rast zelo pocasna. Salmonele ne tvorijo spor (Todar, 2008c¢). Pasterizacija in njej
enakovredni postopki obdelave jo unicijo.
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Salmonele predstavljajo najstevilénejsi rod enterobakterij, saj obsegajo ve¢ kot 2000 do sedaj
poznanih serotipov. Za ljudi so najpomembnejse tri:

- S. typhii: pri cloveku povzro¢a smrtno nevaren tifus

- S. enteritidis in S. typhimurium: povzrocata enterokolitise
Salmonele povzrocajo alimentarno toksikoinfekcijo: intoksikacijo oz. zastrupitev povzrocajo
endotoksini mrtvih salmonel, v primeru prisotnosti zivih salmonel v zadostnem S§tevilu (vsaj
500.000/g zivila) pa lahko pride tudi do infekcije (ZIRS, 2008).

Preglednica 9: Za salmonelo znacilne biokemijske reakcije (Holt in sod., 1994).

Oksidaza negativne
Katalaza pozitivne
Voges-Proskauer negativne
Metil rdece pozitivne
Citrat pozitivne

Salmonele so kemoorganotrofne in imajo oba - respiratoren in fermentativen tip metabolizma.
D-glukoza in ostali ogljikovi hidrati so katalizirani s produkcijo kisline in ponavadi tudi plina
(Holt in sod., 1994). Kot vir ogljika izkori$€ajo citrat iz triptofana, pri tem pa ne tvorijo
indola. Vrsijo redukcijo nitritov v nitrat. Pri razgradnji glukoze navadno ne tvorijo plina,
laktoze pa ne cepijo. Zaradi posebne sestave celice delujejo kot antigeni in spodbujajo tvorbo
protiteles. Kot vse enterobakterije, imajo tudi salmonele tri antigena mesta: O — na celici
(somatski antigeni), K — na kapsuli (kapsularni antigeni) in H — na flagelah (flagelarni
antigeni) (Adamic s sod., 2003).

Veterinarska uprava RS ugotavlja, da se kvaliteta perutnine pri nas izboljSuje, saj leta 2009
niso potrdili prisotnosti salmonele v mesu pis¢ancev, perutnine v razsekovalnicah (VURS,
2010b).

2.5 HYGRAM®

To je program, ki so ga razvili finska Agencija za varnost hrane (EVIRA) v sodelovanju z
Oddelkom za prehrano in higieno okolja, Veterinarske fakultete Univerze v Helsinkih in
Instituta VTT Tehnicnega raziskovalnega centra Finske, z namenom, da se z uporabo
raznolikega znanja o varnosti hrane oblikujejo temelji za dobre odlocitve za obvladovanje
tveganja v malih in srednjih podjetjih (VTT, 2007a).

Namen razvoja programa HYGRAM® je bil ustvariti operativno orodje za oceno tveganja, ki
bi bilo dovolj enostavno, da bi ga lahko uporabljali vsi, ki so vkljuceni v izvajanje sistema
HACCEP v zivilskih obratih. Cilj je bil zagotoviti prakticen in za uporabo enostaven program,
ki bi pomagal pri izbiri kriticnih kontrolnih to¢k in njihovih meja ter pri kvantifikaciji
tveganja na nacin, kjer bi bili razli¢ni procesi med seboj primerljivi (Hygram, 2007).

Program sestavlja pet razlicnih elementov, oz. modulov: osnovne informacije, higienski
moduli in moduli tveganj, baza podatkov in moduli za predstavitev rezultatov. Osnovne
informacije zajemajo informacije o podjetju in njegovem obratu oz. izdelku, ki ga opisujemo.
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Znacilnosti glavnih mikrobioloskih povzrociteljev bolezni so opisane v banki podatkov (VTT,
2007b).

a. b.

Osnovni podatki Prepoznavanje nevarnosti

A

A 4 A 4

Modul Modul
higienske mikrobiologke [==
kontaminacije | kontaminacije

A A

\ 4

Ocena
izpostavljenosti

A

Predstavitev rezultatov
Prepoznavanje nevarnosti

Baza podatkov Opis nevarnosti

Slika 5: Zgradba programa Hygram(a) in elementi, ki so vkljuc¢eni v mikrobiolosko oceno tveganja (b)
(Tuominen, 2008).

2.5.1 Osnovne informacije v programu HYGRAM®

V osnovnih informacijah poteka zbiranje splosnih podatkov o podjetju s poudarkom na
okolju, v katerem se bo izvajal sistem HACCP ali lastna kontrola. Predstavljeni so tudi osebje
in sedanje stanje sistema varnosti hrane v posameznih obratih. Identifikacija tveganj se pri¢ne
v zadnjem delu modula “Osnovne informacije”, kjer so opisane fizikalne in kemijske lastnosti
produkta. Zato je mikrobioloSko, fizikalno ali kemijsko tveganje v povezavi s produktom
mozno prepoznati. Na tej tocki je dolocena tudi ciljna skupina kupcev (npr. rizicna skupina ali
obicajni potrosnik) in glede na to se preverja ucinek nadaljnjih procesov na koncni proizvod.

Uporabnik programa mora imeti jasno sliko ozadja in politike podjetja, proizvodnih
postopkov in konénih proizvodov, da lahko pravilno izpolni podatke, ki jih model zahteva.
Uporabljeni so tudi uradni predpisi, informacije o s hrano prenosljivih bolezni in
epidemioloske statistike, poznavanje podobnih izdelkov in procesov ter tudi podatki,
pridobljeni v samem podjetju (rezultati testiranj surovin in konc¢nih izdelkov) ter reklamacije
izdelkov (VTT, 2007b).

2.5.2 Higienski modul in modul tveganja v HYGRAM®-u

V Hygramu ocenjevalec opravi semi-kvantitativno oceno izpostavljenosti tveganjem, to je na
osnovi verjetnosti in resnosti po skali 1-7 ali 1-5 ali 1-3, pri katerih ena pomeni nizko ali
zanemarljivo, najvisje Stevilo pa mocan ucinek v vsaki fazi postopka za testiran modul.
Verjetnost se dolo€i z ocenitvijo, kako verjetno je, da bo v koraku, ki je analiziran, kaj narobe,
ali kako pogosta je prisotnost nekega mikroba. Resnost opisuje vpliv nevarnosti oz. tveganja
na koncni proizvod. Dodatna pojasnila in pripombe, ki se pojavijo med oceno, se lahko prav
tako upostevajo, ¢e pripomorejo k vecji sledljivosti in preglednosti ocene (Tuominen in sod.,
2003).
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2.5.3 Baza podatkov v programu HYGRAM®

Baza podatkov Hygrama deli produkte v tri kategorije tveganja, glede na sestavine in
lastnosti, kot tudi glede na moznost prenosa okuzbe in omogoc¢anja rasti mikroorganizmov.

Baza podatkov uporabnika obveS¢a o najpogostejSih s hrano prenosljivih patogenih
mikroorganizmih in o njihovem obnasanju pri razli¢nih temperaturah, vrednostih pH, ay, in
D-vrednostih. Patogeni mikroorganizmi, ki so ze vkljueni v model mikrobioloskih
nevarnosti, so Aeromonas spp., Bacillus cereus, termotolerantni Campylobacter spp.,
Clostridium botulinum, Clostridium perfrigens, Escherichia coli (EHEC), Listeria
monocytogenes, Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica in plesni. V
najnovejsi razli¢ici programa so bile dodane Se tri kategorije in sicer virusi (norovirusi),
kemicne in fizikalne nevarnosti (VTT, 2007b).

2.5.4 Prikaz rezultatov v HYGRAM®-u

V programu HYGRAM?® so lahko rezultati predstavljeni na dva nagina:

a) V radialnem grafikonu, kjer se verjetnost in resnost obravnavata kot dve loceni tocki.
Cim moénejii je vpliv, tem bolj so tocke oddaljene od sredis¢a.

b) V ravnini grafikona, kjer so tveganja predstavljena kot kot tocke v ravnini Xy, v tem
primeru x-os predstavlja verjetnost, y-os pa resnost. V tem primeru so najverjetnejse
in najbolj resne nevarnosti prikazane v zgornjem desnem kotu, manj verjetne in manj
nevarne pa v spodnjem levem kotu.

Na ta nacin dobi uporabnik jasno sliko, katere procesne faze predstavljajo najvecje tveganje
za varnost hrane in se nato osredotoCi na nadzor in pogostejSe spremljanje teh faz. Tako se
lahko, glede na potrebe in namen ocene, oceni celotno proizvodno linijo ali le izdelek (VTT,
2007b).
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3 MATERIALI IN METODE

Raziskovalno delo je potekalo v vec razli¢nih stopnjah (slika 6). Materiali in metode, ki smo
se jih med raziskovalnim delom posluzevali, so predstavljene v spodnjih podpoglavjih.

3.1 POTEK DELA

ODVZEM VZORCEYV NA I1ZBRANIH MESTIH
e brisi povrsin na proizvodni liniji

( N\
14 MED PROIZVODNJO 14 PO SANITACII
(7vFlin7vF2) \(7VF1in7VF2)

e brisi povrsin v proizvodnem okolju

e e
10 MED PROIZVODNJO 4 PO SANITACII
(5vFlin5vEF2) (2vFlin2vF2)

\ \

e vzorci proizvoda (koza z vratov)

a
2 VZORCI
L (1 iz klavnice F1 in 1 iz klavnice F2)

v
TRANSPORT BRISOV
e v hladilni torbi na 4-8 °C ]
v

MIKROBIOLOSKE ANALIZE |
N I

v v

SPLOSNO HIGIENSKO STANIJE DETEKCIJA PATOGENIH BAKTERIJ

-

Campylobacter spp. ]

1

[ Skupno stevilo bakterij ]

[ Koliformni m.o. in E. coli ] Listeria monocytogenes ]

v Salmonella spp. ]
ANALIZA PODATKOV _ |

. v v
Klasi¢na metoda PCR v realnem c¢asu
(po ISO standardih) (1Q-Check)
S i s ]
Biokemijski testi ANALIZA

Oksidazni, Katalazni, ™ PODATKOV
Barvanie po Gramu, Ani test, API test l

OBDELAVA PODATKOV S
PROGRAMOM Hygram®

v

Slika 6: Shema poteka eksperimentalnega dela Potrditev KKT
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3.2 MATERIALI

3.2.1 Gojis¢a

Gojis€a smo pripravili po navodilu proizvajalca in sicer smo najprej v laboratorijsko
steklenico zatehtali doloc¢eno koli¢ino suhe snovi in ji nato z merilnim valjem dodali doloc¢eno
mero topila. V steklenico smo dodali $e magnet in jo postavili na magnetno mesalo, da so se
vse sestavine raztopile. Goji$¢a smo nato avtoklavirali v avtoklavu 15 minut pri 121 °C. Po
kon¢anem avtoklaviranju, smo goji§¢a ohladili na 55 °C, jim po navodilih proizvajalca dodali
morebiten dodatek, ter jih asepti¢no nalili v plasti¢ne petrijevke. Ko so se gojisca strdila, smo
jih zlozili v plasti¢ne koSare in jih do uporabe hranili v hladilni komori na 4 °C.

3.2.1.1 Trdna gojisca

Preglednica 10: Seznam uporabljenih trdnih gojis¢ glede na mikroorganizem

Mikroorganizem Okrajsava Izdelovalec Drzava
Campylobacter spp. CSA Agar LABM Lancashire, ANGLIJA
Listeria spp. CHIIEOX}C;?{EN OXOID LTD. Basingstoke, ANGLIJA
Listeria LAMMASVE | TAMMER-TUTKAN Tampere,

SPP- RI AGAR Maljat OY FIN

T TAMMER-TUTKAN Tampere,
Listeria spp. LMBA Maljat OY FIN
Listeria spp. Oi((F}iiD OXOID LTD. Basingstoke, ANGLIJA
Salmonella spp., o TM Sparks, MD USA /
Campylobacter spp. TSA BD / Difeo Le Pont de Claix ,FR

o TM Sparks, MD USA /
Salmonella spp. XLD BD / Difco Le Pont de Claix .FR
Salmonella spp. BGA BD / Difco™ Sparks, MD USA /

Le Pont de Claix ,FR

3.2.1.2 Tekoca gojisca

Tekoca gojis¢a smo pripravili na enak nac¢in kot trdna gojis¢a. Suhe snovi smo natehtali in jih
prenesli v laboratorijsko steklenico in z merilnim valjem dodali topilo (destilirano vodo).
Dodali smo magnetek in mesali na magnetnem mesalu dokler se niso vse sestavine raztopile.
Gojis¢a smo avtoklavirali kar v laboratorijskih steklenicah 15 minut pri 121 °C. Pred uporabo
smo pocakali, da se ohladijo na sobno temperaturo.
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Preglednica 11: Seznam uporabljenih tekocih gojis¢ glede na mikroorganizem

Mikroorganizem Okrajsava Izdelovalec Drzava
Campylobacter spp. BB%Ig,?I? LABM Lancashire, ANGLIJA
Salmonella spp. BPW Pripravljeno doma /

Listeria spp. %I;AOSEPII{ OXOID LTD. Basingstoke, ANGLIJA
Salmonella spp. Eﬁgggﬁ LABM Lancashire, UK
Salmonella spp. RVS BROTH BD / Difco™ Lsep;‘(r)l;i’ dl\é“élg)f%{

3.2.2 Laboratorijski pribor in oprema

Raziskovalno delo smo opravili v klasi¢no opremljenem mikrobioloskem laboratoriju. Pri
delu smo uporabljali naslednji laboratorijski pribor in opremo:

halja

cepilne zanke

pincete

rokavice

skalpeli

plinski gorilnik
laboratorijska steklovina (Case, erlenmajerice, merilni valji, epruvete, laboratorijske
steklenice, objektna stekelca, krovna stekelca)
nastavki za pipetiranje
laboratorijske rokavice
plasti¢ne petrijeve plosce
sterilne gaze

filter papir
polavtomatske pipete
avtoklav

centrifuga

PCR sistem

laminarij

magnetno mesalo

vodna kopel
laboratorijska tehtnica
inkubator
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3.3 METODE

3.3.1 Dolocitev mest vzorcenja in odvzem vzorcev

Sprva je bilo potrebno dolociti mesta vzor¢enja. Pomagali smo si z Ze obstojecimi kontrolnimi
in kriticnimi kontrolnimi to¢kami v sistemu HACCP, ki ga izvajata obe podjetji, ter dodali Se
nekaj dodatnih vzor¢nih mest. Brise smo jemali na istih mestih na povrSinah pred zacetkom
proizvodnje in med potekom proizvodnje in sicer 12. februarja 2009 v klavnicah obeh
perutninsko predelovalnih obratih. Vse vzorce smo oznalili po vnaprej dogovorjenih
oznacbah. Odvzetih je bilo 45 vzorcev v dveh paralelkah.

Vzor¢ili smo tri skupine vzorcnih mest:
e vzor¢na mesta povrsin neposredno na proizvodni liniji

-  mamilec,
- klavec,
- skubilec,
- lira (skubilnica),
- trgalec glav,
- zaboj za drobovino,
- tekoci trak pred hladilnim tunelom.

e Vzorc¢na mesta povrsin v proizvodnem okolju:
- predpasnik,
- rokavice,
- stena,
- stikalo
- umivalnik.

e Vzorci proizvoda:
- koza z vratu piS€ancev.

3.3.1.1 Metoda brisov

Za vzorcenje z brisi smo uporabili sterilne epruvete z dolocenim volumnom sterilne fizioloSke
raztopine (5 ml ali 10 ml). Na notranji strani pokrovcka epruvete pa je pritrjena palcka, ki je
na koncu ovita z vato.

Pri vzor&enju povrsin smo z brisom pobrisali povr§ino dologene velikosti (100 cm?), tako, da
smo bris med vzorcenjem obracali in smer brisanja povrSine vsaj dvakrat zamenjali. Nato smo
dali obris v epruveto s fiziolo§ko raztopino in dobro premesali (JerSek, 2009).
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3.3.1.2 Vzorcenje proizvoda

Kot vzorec proizvoda smo odvzeli kozo z vratu pis€ancev, kot to predvideva standardni
postopek opisan v Commission Regulation (EC) 1441/2007 (Commission Regulation...,
2007).

3.3.2 Dolo¢anje skupnega Stevila mikroorganizmov in koliformnih bakterij z E. coli

Skupno Stevilo mikroorganizmov in koliformne mikroorganizme z E. coli smo dolocali s
pomocjo ze pripravljenih gojis¢ Compact dry TC (HyServe) in Compact dry EC (HyServe).
Compact Dry TC je medij za skupno Stevilo zivih bakterij, ki vsebuje standardni agar,
kolonije, ki zrastejo na njem, pa so zaradi redoks indikatorja (tetrazolijeve soli) rdece
obarvane. Compact Dry EC je medij za E. coli in koliformne bakterije. Medij vsebuje dve
vrsti kromogenih encimskih substratov: Magenta-Gal in X-Gluc. E. coli tako formira modre
kolonije. Modre in rdeCe kolonije skupaj pa predstavljajo koliformne mikroorganizme
(HyServe, 2005a).

Postopek je bil enak tako za dolocanje skupnega Stevila mikroorganizmov, kot za dolocanje
koliformnih bakterij.

e Najprej smo odprli aluminijasto folijo in ustrezno oznacili set Stirih ploscic.

e Napravili smo razredgitve vzorcev 10, 102 in 107.

e Nato smo odstranili pokrovéek in s pipeto prenesli 1 ml vzorca (iz brisa -10°) na
sredino dehidriranega gojis¢a. Vzorec je enakomerno difundiral in ob tem spremenil
dehidrirano gojisce v gel.

e Po nanosu vzorca smo gojis¢e zopet pokrili s pokrovékom.

.....

inkubator. Inkubacija za skupno $tevilo mikroorganizmov je potekala 24 ur na 30 °C,
inkubacija koliformnih pa 72 ur na 37 °C.
e Po inkubaciji smo presteli Stevilo kolonij, ki so se pojavile v mediju (Spiedel, 2005 ).

T

Slika 7: Plos¢a Compact Dry za skupno $tevilo mikroorganizmov in za koliformne z E. coli

)
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3.3.

2.1 Izracun mikroorganizmov na povrsino

Za preracunanje mikroorganizmov na povrsino 10 X 10 cm smo uporabili naslednjo formulo:

N=XC/(n;+ 0,10*n;)*R

Legenda:

N -mikroorganizmi (CFU/100 cm?)

YC -sestevek vseh kolonij

n;  -Stevilo petrijevk v prvi razred¢itvi

n, -Stevilo prtrijevk v drugi razred¢itvi

R -prva razredgitev (10™)

3.3.3 Ugotavljanje prisotnosti patogenih mikroorganizmov

Po

nacepljanju vzorcev na obogatitvena in selektivna gojis€a,smo za identificiranje kolonij

uporabili naslednje potrditvene teste.

3.3.

3.1 Potrditveni testi

Barvanje po Gramu

Postopek:

Najprej smo s sterilno ezo vzeli Cisto kulturo (s trdnega gojis¢a) in jo razmazali po
objektnem stekelcu, na katerega smo predhodno kanili kapljico vode, ter pocakali da se
posusi na zraku. Potem smo kulturo toplotno fiksirali tako, da smo stekelce hitro potegnili
skozi plamen, da se je to rahlo segrelo.

Preparat smo najprej pobarvali s kristal vijolicnim barvilom in sicer eno minuto nato pa
smo stekelce sprali z vodo. Celice so se vijoli¢no obarvale.

Potem smo fiksirali barvo z raztopino joda v katero smo za eno minuto pomocili
preparate, ter ponovno sprali z vodo.

Nato smo vzorec razbarvali z 95% etanolom. Pri tem se je kristalvijolicno barvilo, ki se ni
vezalo v celi¢no steno, spralo. Gram-pozitivne bakterije so po tej fazi ostale vijoli¢ne,
Gram-negativne pa so se razbarvale.

Sledilo je ponovno spiranje z vodo, s katerim smo zaustavili razbarvanje.

Nazadnje pa smo stekelce potopili v safranin, ki je obarval vse celice rdece. Gram-
pozitivne celice, ki so pred tem ze bile vijolicno obarvane, se ne spremenijo. Gram-
negativne celice pa se obarvajo roZasto rdece.

Preparat smo le Se narahlo popivnali in pustili da se posusi, nato pa mikroskopirali
(Sutton, 2006)

Katalazni test

Z ezo smo z gojisca izolirali Cisto kolonijo ter jo zamesali v kapljico 3% vodikovega
peroksida, ki smo jo predhodno kanili na objektivno stekelce. Rezultat smo lahko razbrali
takoj, bil je bil viden kot pojav mehurckov (HPA standard methods, 2010a).
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Oksidazni test

Metoda s filtrnim papirjem:

Koscek filter papirja smo pomocili v raztopino reagenta. Nato smo z ezo pobrali nekaj
kolonij, ki so zrasle na gojiScu v petrijevi plosci in jih razmazali po filter papirju. Po desetih
sekundah smo odcitali rezultat, ki je bil viden kot sprememba barve in sicer pride do modrega

obarvanja (HPA standard methods, 2010b).

ANI™ Salmonella test

Test je zasnovan za hitro identifikacijo ¢istih kultur Salmonella spp. na osnovi imunskega
testa z aglutinacijo.

Postopek:

=  Najprej smo odprli testno vrecko in iz nje vzeli testne kartice, jih polozili na delovno
povrsino in na reagentno piko kanili eno kapljico pufra za rehidracijo.

= Potem smo izbrali 1-3 kolonije (¢e so majhne 4-6) iz selektivnega gojisca, ki so bile po
velikosti, obliki in barvi podobne salmonelam. Te kolonije smo nato nanesli v tanki plasti
poleg reagentne pike.

= Nato smo s pomocjo palcke za meSanje vzorcev zmeSali rehidriran in modro obarvan
reagent z bakterijami, da je nastala homogena suspenzija. Testno kartico smo nagibali,
tako da je suspenzija nemoteno krozila znotraj oznaCenega kroga.

* 'V eni minuti smo pregledali testno kartico za znake aglutinacije.

Rezultat testa je bil pozitiven, e se je v roku ene minute v krogu pojavila modra aglutinacija.
Za pozitivno kontrolno reakcijo smo uporabili poznane kolonije, za katere smo vedeli, da so
salmonele in bodo dale pozitiven rezultat. Negativno kontrolno reakcijo in preveritev pravilne
rehidracije posuSenega reagenta pa smo kontrolirali tako, da smo na reagentno piko nanesli
navaden pufer in po eni minuti ni prislo do aglutinacije (ANI Biotech, 2008).

API® Listeria test (REF 10 300)

Je standardiziran sistem za identifikacijo bakterij rodu Listeria, ki uporablja tako miniaturne
biokemijske teste, kot tudi bazo podatkov.

Ko smo opravili barvanje po gramu, oksidazni in katalazni test, smo s tem ugotovili, ali sev
spada v rod Listeria. Nato smo dobro izolirano kolonijo precepili na petrijevko s krvnim
agarjem in inkubirali 24 ur na 36 + 2 °C, saj lahko z API testom identificiramo le posamezne
kolonije z dolocenih gojis¢ (npr. TSA).

Postopek:
= Najprej smo iz kompleta za API test vzeli inkubacijsko Skatlico (pladenj in pokrov). V

CaSaste prostorcke na pladnju smo s pipeto enakomerno porazdelili 3 ml destilirane vode,
da smo ustvarili vlazno atmosfero.
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= Nato smo razpakirali trak, ki je sestavljen iz desetih mikrocevk, napolnjenih z
dehidriranimi substrati, ki omogocajo delovanje encimatskih testov ali sladkorne
fermentacije, in ga polozili v inkubacijsko Skatlico.

= Potem smo odprli ampulo suspenzijskega medija (2 ml) ter s pipeto pobrali nekaj dobro
izoliranih kolonij, ki smo jih vmesali v reagent. To je bil nas inokulum, ki smo ga morali
takoj po pripravi s pipeto porazdeliti po vsaki mikro cevki API traku. V cevcice testov
(ESC do TAG) smo tako prenesli 50 ul suspenzije, v cevkico z DIM testoma pa 100 pl.
Pri tem smo pazili da nismo vnas$ali mehurckov.

= Po nanosu smo inkubacijsko Skatlico zaprli in dali na inkubacijo za 18 do 24 ur na 36 + 2
°C pri aerobnih pogojih. Med inkubacijo metabolne spremembe povzrocijo spremembo
barve, ki je lahko spontana ali pa jo povzro¢i dodatek reagenta.

= Po inkubaciji smo s pomocjo reakcijske tabele samo Se prebrali rezultate in jih zapisali na
rezultatni list (kot pozitivne (+) oz. negativne (-) reakcije). V DIM test pa smo za rezultat
morali dodati Se kapljico ZYM B reagenta. Zapisali pa smo tudi, ¢e smo opazili
hemolizo, sicer pa se ta podatek ni uposteval pri razlagi rezultatov.

Glede na podatke o testih, ki smo jih zapisali na rezultatni list, smo dolo¢ili numeri¢ni profil —
Stirimestno Stevilo, iz katerega smo lahko v bazi podatkov nasli pripisan sev (BioMérieux®,
2003).

S5 S5 Y 9 15/

|BM] ESC aMAN|DARL XYL RHA | MDG RIBE G TAG | BHEM

Slika 8: Primer vpisovanja rezultatov na list
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Slika 9: Primer plos€ice za Api test
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3.3.4 PCR v realnem ¢asu

Test je bil izveden s sistemom PCR v realnem casu (Bio-Rad 1Q-Check). Sistem temelji na
genskem pomnozevanju z verizno reakcijo s polimerazo (PCR) in detekcijo v realnem casu.

Postopek:

Najprej smo vzorce prenesli (prelili) v ustrezno obogatitveno gojisce in sicer (BPW za
salmonele, Half Fraser za listerije) in vsebino dobro premesali,

sledila je kultivacija vzorcev 18 +2 h na 37 °C.

1 ml obogatenega vzorca smo nato prenesli v 1,5 ml mikrocentrifugirko.

Nato smo 5 minut centrifugirali na 10.000 do 12.000 obratih na minuto,

supernatant smo odlili v embalazo za odpad.

Dolili smo 200 pl lizirajoCega reagenta (reagent A), ta je moral biti nenehno na
mesalu. S pipeto smo nato premesali sediment z reagentom,

sledilo je mesanje vsebine na vorteksu pri visoki hitrosti,

nato smo inkubirali 10 minut na 100 °C,

ter zopet dobro premesali na vorteksu.

Ponovno smo centrifugirali 5 min na 10.000 do 12.000 obratih na minuto, ter previdno
prenesli v laminarij.

Po navodilih smo pripravili PCR meSanico reagenta B in C ter jo 45 pl odpipetirali v
vdolbinice v mikrotitrski ploscici.

Nato smo na titrsko plos¢ico s pipeto prenesli supernatant in kontroli (5 pl) in pazili,
da niso nastali mehurcki.

Plosc¢ico smo nato prekrili in jo prenesli v aparaturo PCR.

Na raCunalniku smo izbrali program glede na vrsto mikroorganizma in izvedli

pomnozevanje DNA, ki smo ga spremljali v realnem casu (Bio-Rad Laboratories.
2006.).



Uhan V. Ugotavljanje kriti¢nih kontrolnih tock za analizo mikrobioloskih tveganj v klavnici perutnine
Dipl. Delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2011

3.3.5 Shema detekcije za Campylobacter (VTT - 4377-1)

Odvzem brisov povrsin in vzorcev proizvoda

I_I

Transport brisov v hladilni torbi pri 4-8 °C

I_I

Hranjenje vzorcev pred analizo 1
(v hladilnici na 4 °C)

I_I

Y2 vzor¢ne tekoc€ine je bila prenesena
v bujon Bolton z dodano lizirano
konjsko krvjo l

I_I

Inkubacija 24 ur pri 42 °C pod
mikroaerofilnimi pogoji J | [ PCR vacaliciib o ]

gy

Nacepitev na petrijeve plosce z gojis¢em CSA

I_I

Inkubacija 24 ur na 41,5 °C

I_I

32

[ Izlo¢itev za Campylobacter netipi¢nih kolonij ]

I_I

Prenos ene kolonije na neselektivno gojisce TSA

I_|

POTRDITVENI TESTI %

|

[ Barvanje po Gramu ] [ Oksidazni test ] [ Katalazni test ] }

Slika 10: Prikaz detekcije za bakterijo Campylobacter (VTT —4377-1, 1991).
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3.3.6 Shema detekcije za Listeria monocytogenes (ISO 11290-1)

o ST . ]
Odvzem brisov povrsin in vzorcev proizvoda

I_|

Transport vzorcev v hladilni torbi pri 4-8 °C

I_I

Hranjenje vzorcev pred analizo
(v hladilnici na 4 °C)

I_I

Prenos brisov in vzoréne
tekocCine v bujon Half Fraser
(PRIMARNA OBOGATITEV) l

I_I

Inkubacija 24 ur pri 30 °C W_|_[ PCR v realnem casu ]

— —

Nacepitev na petrijeve Prenos 10 pL v 10 mL bujona Fraser
plosce z A gojis¢em (SEKUNDARNA OBOGATITEV)
OXFORD in LMB \ . . v
| Inkubacija 28 ur pri 37 °C
Inkubacija 48 ur pri 37 °C |

OXFORD in LMBA gojis¢em

I_|

Inkubacija 48 ur pri 37 °C |

Nacepitev na petrijeve plosce z J

[ Izlocitev za listerijo netipi¢nih kolonij ]_I_

I_I

Nacepitev tipi¢ne kolonije na ov¢ji krvni agar W

I_|

Inkubacija 24 ur pri 37 °C

I_I

POTRDITVENI TESTI

[ Barvanje po Gramu ] [ Oksidazni test ] [ Katalazni test ] [ API'™ test ]

Slika 11: Prikaz detekcije za bakterijo Listeria monocytogenes (ISO 11290-1, 1996).
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3.3.7 Shema detekcije za Salmonella spp. (ISO 19250)

Odvzem brisov povrsin in vzorcev proizvoda

|

I_I

Transport vzorcev v hladilni torbi pri 4-8 °C

I_I

Analiza vzorcev se je pricela 24 ur po odvzemu

I_I

Prenos brisov in vzoréne

|

tekocine v 10 ml bujona BPW

(obogatitveno gojisce)

I_I

Inkubacija 18 +2 h pri 37 °C

I_I

Prenos 0,1 ml v 10 ml bujona RVS

I_I

Inkubacija 24 ur pri 41,5 °C

==

Nacepitev na | Inkubacija Se 24
gojis¢e XLD ur pri 41,5 °C
in BGA

S —

Nacepitev na ]
XLD in

—‘ BGA gojisce

L|—[ PCR v realnem casu ]

Prenos 1 ml v 10 ml bujona MKTT

I_I

Inkubacija 24 ur pri 37 °C

E——

Nacepitev na ] Inkubacija Se 24 ur
gojis¢e XLD pri41,5°C

SUE a—

Nacepitev na
XLD in

%

BGA gojisce
—T —

Inkubacija petrijevk 24 ur pri 37 °C

I_I

[ Izlocitev za salmonelo netipicnih kolonij ]

I_I

POTRDITVENI TESTI

[ Barvanje po Gramu ] [ Oksidazni test ] [ Katalazni test ] ANI™ test

Slika 12: Prikaz detekcije bakterije Samonella spp. (ISO 19250, 2010).
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3.3.8 Vnos podatkov v program Hygram

Najprej smo zbrali vse podatke o podjetju in produktu, ter jih vstavili v osnovne informacije,
ki sluzijo kot ozadje modula. Informacije smo zbirali glede na okolje, v katerem se bo o0z. se
ze izvaja program HACCP ali lastna kontrola. Identifikacijo tveganj smo priceli v zadnjem
delu “osnovnih informacij”, kjer smo izrazili fizikalne in kemijske lastnosti produkta in
prepoznali kakr$nokoli fizikalno, kemijsko ali mikrobiolosko tveganje v zvezi s produktom.
Na tej tocki smo v programu oznacili tudi ciljno skupino kupcev (obicajni potrosnik).

Z naslednjim korakom smo vnesli procesne faze oz. funkcionalne dele (mamilec, klavec,
skubilec, lira-skubilnica, trgalec glav, lira-drobovina, tekocCi trak pred hladilnim tunelom,
rokavice, predpasnik, stikalo, umivalnik, stena in koza z vratu) v organigram, iz katerega se le
te prenesejo v module. Obstajata dve vrsti modulov, preko katerih se lahko dolo¢i vpliv
procesne faze na izpostavljenost do dolocene nevarnosti. To so moduli higienskega tveganja
in moduli mikrobioloskega tveganja.

Modul higienskega tveganja in modul mikrobioloSkega tveganja

Pri nasi nalogi smo se osredotocili predvsem na modul tveganja mikrobioloske kontaminacije,
saj nas je zanimalo predvsem tveganje okuZzbe za perutnino najbolj rizi¢nih patogenih
mikroorganizmov, to so Campylobacter, Salmonella in Listeria monocytogenes. Glede na
rezultate, ki smo jih dobili po tradicionalnih kultivacijskih metodah in po PCR v realnem
casu, smo ocenili verjetnost in resnost tveganja po skali 1-7 (Preglednica 12), kjer 1 pomeni
nizko ali zanemarljivo, 7 pa mocan ucinek v vsaki fazi postopka za testiran modul. Tako smo
opravili semi-kvantitativno oceno izpostavljenosti. Verjetnost smo dolocili z ocenitvijo, kako
verjetno je, da gre v doloceni fazi procesa nekaj narobe, in kako pogosta je prisotnost nekega
mikroba.

Preglednica 12: Lestvica za ocenjevanje modulov mikrobioloske nevarnosti iz programa Hygram®

VERJETNOST RESNOST
- verjetnost pojava mikrobioloske nevarnosti | - u€inek nevarnosti glede na predelavo
Kaksna je verjetnost pojava nevarnosti na Kako velik je vpliv nevarnosti ?
tem koraku? Kako velik je vpliv tega koraka na
nevarnost?

1. Nikoli se ne pojavi 1. | Nepomemben

2. Zelo redka / zelo majhna 2. | Zelo nizek

3. Redka / majhna 3. | Nizek

4. Veckrat / do neke mere 4. | Zmeren

5. Pogosta / velika 5. | Pomemben

6. Zelo pogosta 6. | Zelo pomemben

7. Vedno se pojavlja 7. | Izredno pomemben
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4 REZULTATI

Eksperimentalno raziskovalno delo je potekalo od 13. februarja 2009 do 17. aprila 2009 v
mikrobioloskem laboratoriju instituta VIT na Finskem. Dan pred odhodom na Finsko smo
opravili vzorCenje v dveh vecjih perutninsko predelovalnih podjetjih v Sloveniji.
Predstavljene rezultate smo pridobili s pomocjo mikrobioloskih analiz, s katerimi smo
ugotavljali prisotnost indikatorskih in patogenih mikroorganizmov.

4.1 DOLOCITEV VZORCNIH MEST

Dne 12. februarja 2009 smo v dveh slovenskih perutninsko predelovalnih podjetjih opravili
vzorcenje razliénih povrsin in samega izdelka. Vkljucili smo povrSine v neposrednem stiku s
surovino in/ali izdelki (proizvodna linija, slika 13) in povrSine, ki niso v neposrednem stiku
(proizvodno okolje, npr. stikalo, lijak, umivalnik, slika 14). Pri tem so bile vklju¢ene KT in
KKT obstojecega sistema HACCP, nekatere tocke pa so bile dodane.

- N K1-C-F1
MAMILEC K1-D-F1
L ) K1-C-F2
K2-C-F1 ¢ K1-D-F2
K2-D-F1 , N
K2-D-F2 L )
. ¢ N K3-C-F1
SKUBILEC K3-D-Fl
K3-C-F2
. 4 K3-D-F2
K4-C-F1 i

K4-D-F1 :: : f — N
K4-C-F2 LIRA (skubilnica)
K4-D-F2 \ ¢

TRGALEC GLAV

K6-C-F1 ¢

K6-D-F1 ZABOJ (vratovi) F1
K6-C-F2 LIRA (drobovina) F2
K6-D-F2 ¢

TEKOCI TRAK PRED
HLADILNIM TUNELOM

Slika 13: Oznake vzor¢nih mest in vzorcev s proizvodne linije v obeh klavnicah
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Slika 14: Oznake vzorénih mest in odvzetih vzorcev iz proizvodnega okolja v obeh klavnicah (modre so dodatne

tocke, ki so nas zanimale)

KOZA Z VRATU
PISCANCEV

KV-F1
KV-F2

Slika 15: Oznake vzorénega mesta in vzorcev proizvoda v obeh klavnicah
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4.2 DOLOCANJE SKUPNEGA STEVILA MIKROORGANIZMOV IN KOLIFORMNIH
MIKROORGANIZMOV Z Escherichia coli

4.2.1 Rezultat ugotavljanja prisotnosti mikrobioloskih indikatorjev snaZnosti na
proizvodni liniji

F1 po sanitaciji

B F] pred sanitacijo

log (CFUfcm 2)

F2 po sanitaciji

m F2 pred sanitacijo

K1 K2 K3 K4 K5 KE K7

Mesto vzortenja

Slika 16: Grafi¢ni prikaz skupnega Stevila mikroorganizmov log (CFU/cm?) pred in po sanitaciji med podjetji F1
in F2 (logaritemska skala) za vzorce brisov proizvodne linije klavnice.

Na grafi¢nem prikazu se vidi razlika v snaznosti med Cistimi in umazanimi povrSinami, kot
tudi razlika v snaznosti med obema klavnicama.

Na sliki 17 je podan graficni prikaz primerjave skupnega Stevila mikroorganizmov,
koliformnih mikroorganizmov in E. coli obeh klavnic. V vzorcih s €istih povr§in mamilca
(K1-C), klavca (K2-C) in lire v skubilnici (K4-C) obeh klavnic nismo zaznali koliformnih
mikroorganizmov. V klavnici F2 smo dobili negativen rezultat na koliformne mikroorganizme
Se pri vzorcih s €istih povrSin skubilca (K3-C) in liri za drobovino (K6-C), ter tudi pri vzorcih,
odvzetih med proizvodnjo na povrsini mamilca (K1-D), klavca (K2-D) in pri liri za drobovino
(K6-D); na teh mestih smo v klavnici F1 potrdili koliformne mikroorganizme z E. coli. V
obeh klavnicah smo odkrili prisotnost koliformnih mikroorganizmov z E. coli v vzorcih
brisov umazanih povrsin skubilca (K3-D), lire v skubilnici (K4-D), trgalca glav (K5-D), ter z
Ciste in umazane povrSine tekocega traku pred hladilnim tunelom (K7-C,D).
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Slika 17: Grafi¢ni prikaz skupnega Stevila mikroorganizmov, koliformnih mikroorganizmov in E. coli med
klavnicama podjetij F1 in F2



40
Uhan V. Ugotavljanje kriti¢nih kontrolnih tock za analizo mikrobioloskih tveganj v klavnici perutnine
Dipl. Delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2011

4.2.2 Rezultat ugotavljanja prisotnosti mikrobioloskih indikatorjev snaznosti v
proizvodnem okolju

a B Skupno $t. mo.F1

m EKoliformni mo. F1

B Escherichiacoli FI

log (CFLU/em2)

B Skupno it. mo. F2
m EKphfonmm mo. F2

Escherichiacoli F2

HK1-C HK1-O HE2-C HE2-Dr HE3 HE4 HES

Mesto vzordenja

Slika 18: Primerjava skupnega $tevila mikroorganizmov, koliformnih mo. in E. coli med klavnicama podjetij F1
in F2

Na sliki 18 je prikazano razmerje med skupnim Stevilom mikroorganizmov, koliformnimi
mikroorganizmi, od teh Se posebej E. coli, za obe klavnici. Graficno so prikazana mesta
vzorcenja, ki niso v neposrednem stiku s proizvodom (npr. stikalo, umivalnik, stena). Na
povrsini Cistih rokavic (HK1-C) v nobeni klavnici ni bilo prisotnih mikroorganizmov, medtem
ko se je na povrsini rokavic med proizvodnjo pokazala prisotnost visokega skupnega Stevila
mikroorganizmov in koliformnih bakterij z E. coli. Razlika med ¢isto in umazano povrsino je
lepo vidna tudi pri predpasniku (HK2-C,D) v klavnici F2. Na povrsini stikala so bili v obeh
klavnicah prisotni mikroorganizmi (razlika med klavnicama je le za priblizno 1 log enoto),
vendar koliformnih in E. coli nismo zaznali. Povr§ina umivalnika v klavnici F1 je pokazala
vecjo koncentracijo mikroorganizmov kot povrSina umivalnika v klavnici F2, slednja tudi ni
imela prisotnih bakterij E. coli. Na steni v klavnici F1 so bili prisotni koliformni
mikroorganizmi in E. coli, vendar je bilo skupno $tevilo za 1 log enoto nizje kot v klavnici F2.

Brisom povrsin smo dodali vzorce proizvoda. Vsi so vsebovali ve kot 10° CFU/g skupnih
mikroorganizmov, koliformne bakterije in E. coli.
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4.3 DOLOCANJE PATOGENIH MIKROORGANIZMOV

4.3.1 Patogeni mikroorganizmi na povrsinah proizvodne linije

Na sliki 19 je shematsko prikazana proizvodna linija in rezultati ugotavljanja prisotnosti
patogenih mikroorganizmov, ki smo jih pridobili z mikrobioloskimi analizami.

Analize na Campylobacter so bile opravljene le za nekaj vzorcev, za katere smo sumili, da bi
lahko bili kontaminirani. Analizirali smo devet vzorcev, pet iz klavnice podjetja F1 in $§tiri iz
klavnice podjetja F2. Na sami procesni liniji smo analizo na Campylobacter opravljali na treh
vzorcih klavnice F1 in dveh vzorcih klavnice F2. Vsi vzorci (mamilec, klavec in skubilec) na
procesni liniji v klavnici F1 so bili pozitivni na bakterijo Campylobacter, v klavnici F2 pa je
bil pozitiven en 1 vzorec (skubilec). Rezultati analize so prikazani na spodnji shemi (Slika
19).

Listeria monocytogenes je bila prisotna le v klavnici podjetja F1 in sicer na liri v skubilnici
(pred in po sanitaciji), na povrSini tekocega traku pred hladilnico (pred sanitacijo) in na
vzorcu koze z vratu piS¢anca. Pri Cistem vzorcu s tekocega traku pred hladilnim tunelom pa
smo zaznali le rast tipi¢nih kolonij na gojis¢u, analiza z metodo PCR pa ni potrdila prisotnosti
L. monocytogenes. V klavnici podjetja F2 o prisotnosti L. monocytogenes ne moremo z
gotovostjo trditi, saj smo jo detektirali le po eni metodi, pa Se tu je bila koncentracija tako
nizka, da je PCR v realnem Casu enkrat pokazal pozitiven rezultat, drugi¢ pa negativnega.

Prisotnost salmonele z obema uporabljenima metodama nismo potrdili v nobeni klavnici.
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Slika 19: Shematicen prikaz rezultatov ugotavljanja prisotnosti patogenih mikroorganizmov na povrsinah v direktnem
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4.3.2 Patogeni mikroorganizmi na povrsinah v proizvodnem okolju

Ti vzorci niso bili testirani na bakterijo Campylobacter. V podjetju F1 nismo zaznali nobene
kontaminacije s preiskovanimi patogenimi mikroorganizmi. Pri podjetju F2 pa so bili nekateri
vzorci (predpasnik in umivalnik) pozitivni po molekularni metodi s PCR v realnem casu,
izolacija po ISO metodah pa nam ni uspela. Rezultati so prikazani na sliki 20.

ROKAVICE

Sum na bakterijo
Listeria monocytogenes
- ¢ista in umazana povrsina

PREDPASNIK

Sum na Salmonelo
- Cista povrsina

Sum na Salmonelo ;:(> [ STIKALO

Sum na bakterijo
Listeria monocytogenes

1IN

[ UMIVALNIK
Sum na Salmonelo

Sum na Salmonelo \’:(>[ STENA

Slika 20: Shematicen prikaz rezultatov ugotavljanja prisotnosti patogenih mikroorganizmov na povrSinah iz
proizvodnega okolja

4.3.3 Patogeni mikroorganizmi na proizvodu

Listeria monocytogenes KOZA Z VRATU <;:< Listeria monocytogenes
1 & 4 ] 1
| Campylobacter — PISCANCEV <. Campylobacter |
Slika 19: Shematicen prikaz rezultata ugotavljanja prisotnosti patogenih m.o. na kozi z vratu
piSc¢ancev

Koza z vratu pis€anca je bila v obeh klavnicah kontaminirana z bakterijo Campylobacter in
Listeria monocytogenes.
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4.4 PRIKAZ REZULTATOV S PROGRAMOM HYGRAM®

Rezultate mikrobioloskih analiz smo na osnovi ocene verjetnosti in resnosti kontaminacije na
dologeno bakterijo vnesli v ratunalniski program Hygram®, ki nam je na podlagi teh podatkov
izrisal grafe. Cim bolj so to¢ke na grafu v rde¢em obmoéju (desni zgornji kot), tem ve&ja je
verjetnost oz. resnost kontaminacije.

4.4.1 Campylobacter

Analizo na bakterijo Campylobacter smo izvedli le za devet vzorcev iz klavnice obeh podjetij
(5 iz klavnice F1 in 4 iz klavnice F2).

Resnost

[0

t. | Vz. mesto

2 1 mamilec
2 klavec
3 skubilec
17 13 | koza z vratu 1
14 koza z vratu 2
1 2 3 4 5 6 7
Verjetnost

Slika 20: Verjetnost in resnost okuzbe z bakterijo Campylobacter v procesu podjetja F1
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Resnost

t. | Vz. mesto

skubilec
3 koza z vratu

S
2 klavec
3
1

1 2 3 1 5 6 7
Verjetnost

Slika 21: Verjetnost in resnost kontaminacije z bakterijo Campylobacter v procesu podjetja F2

Pri podjetju F1 so vse tocke v rdeCem obmocju, saj smo v vseh vzorcih (mamilec, klavec,
skubilec in 2 vzorca koZe z vratu) potrdili prisotnost kampilobaktrov, medtem ko je v podjetju
F2 ena tocka (klavec) izven rdeCega obmocja, torej prisotnosti kampilobakterjev nismo
zaznali.

4.4.2 Listeria monocytogenes

Iz vzorcev, na katerih smo napravili analize prisotnosti bakterije Listeria monocytogenes, smo
tako v klavnici F1, kot v klavnici F2 strnili 13 tock, ki smo jih nato glede na resnost in
verjetnost mikrobiologke kontaminacije analizirali s programom Hygram®. Podatke smo
vnesli tudi za tiste tocke, kjer je bila kontaminacija identificirana le z eno od uporabljenih
metod (F2).

—

Vz. mesto

mamilec

klavec

skubilec

lira (skubilnica)
trgalec glav
reSetke (vratovi)
tekoci trak (tunel)
rokavice
predpasnik

10 | stikalo

11 | umivalnik

: : : : : , , 12 | stena

! 2 3 y 5 & 7 13 | koZa z vratu

Resnost
© 00U AW =y

Verjetnost

Slika 22: Verjetnost in resnost kontaminacije z bakterijo Listeia monocytogenes v procesu podjetja F1
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perutnine

L. monocytogenes smo zaznali v obeh podjetjih. V klavnici podjetja F1 smo jo detektirali po

obeh metodah. Najbolj kriti¢ni mesti sta bili tekoci trak pred hladilnim tunelom in koza vratu

(izdelek), ki sta tudi na grafu prikazani v izrazito rdec¢em obmocju in ju dojemamo kot najbolj

resni glede problema kontaminacije. Sledi jima lira v skubilnici.

V klavnici F2 kontaminacije nismo zaznali z obema metodama, ¢e pa smo ze dobili pozitivni
rezultat po molekularni metodi, je bila to nizka pozitivna vrednost, kar pomeni, da obstaja

velika verjetnost, da pri naslednji ponovitvi pride do negativnega rezultata. Najbolj kriticna
tocka v klavnici F2 je koza z vratu piScancev, ki se nahaja v skrajno rdecem obmocju. Ta je

rdeca tudi v klavnici F1. V rdece obmocje F2 spada Se umivalnik.

-

Vz. mesto

Resnost
O 00 1N DN B WK —|Ux

1 2 3 1 5 6 7
Verjetnost

mamilec

klavec

skubilec

lira (skubilnica)
trgalec glav
reSetke (vratovi)
tekoci trak (tunel)
rokavice
predpasnik
stikalo
umivalnik

stena

koza z vratu

Slika 23: Verjetnost in resnost kontaminacije z bakterijo Listeria monocytogenes v procesu podjetja F2

4.4.3 Salmonella

Iz vzorcev, na katerih smo napravili analize prisotnosti bakterije Salmonella spp., smo strnili
13 tock v klavnici F1, in prav toliko v klavnici F2, ki smo jih nato glede na resnost in
pogostost mikrobioloske kontaminacije vstavili v program Hygram®. Podatke smo vnesli,

Ceprav je bil sum kontaminacija identificiran le z eno od uporabljenih metod.
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Slika 24: Verjetnost in resnost kontaminacije z bakterijo Salmonella v procesu podjetja F1
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Slika 25: Verjetnost in resnost kontaminacije z bakterijo Salmonella v procesu podjetja F2
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4.4.4 Celoviti prikaz mikrobioloSkega tveganja

Program ima moznost celovitega prikaza mikrobioloskega tveganja — v naSem primeru za vse
tri bakterijske patogene, na katere smo se osredotocili (Campylobacter spp., Listeria
momocytogenes in Salmonella spp.). Prikaz mikrobioloSkega tveganja je nekoliko drugacen
od prikazov tveganja za posamezen patogen mikroorganizem. Mikrobiolosko tveganje je
prikazano v obliki pajkove mreze, kjer so tocke glede na resnost in verjetnost
mikrobioloskega tveganja na posamezni fazi procesa razlino oddaljene od sredi¢a. Cim
vecja je verjetnost tveganja, tem bolj je toCka oddaljena od sredisca in enako velja za resnost
mikrobioloskega tveganja.

Resnost kontaminacije je najvi§ja pri tekocem traku pred hladilnim tunelom, saj je to zadnja
faza obdelave. Visoko resnost kontaminacije predstavljajo rokavice, koza z vratu in
umivalnik. V klavnici F1 je bila mikrobioloska kontaminacija pogosta pri samem izdelku
(kozi z vratu), na tekocem traku, na liri v skubilnici, skubilcu in klavcu. V klavnici F2 pa je
bila pogosta mikrobioloSka kontaminacija izdelka (koze z vratu), umivalnika, predpasnika in
skubilca.

verjetnost
resnost

WVz. mesto
marmlec

Klavec

skubilec

lira (skubilnica)
trgalec glav
refetke (vratovi)
tekoditrak (tunel)
rokavice
predpasnik

10 stikalo

11 urmivalnik

12 stena

13 koZa zvratu

I

=R T e N Il

Slika 26: Celotno mikrobiolosko tveganje v klavnici podjetja F1
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Slika 29: Celotno mikrobiolosko tveganje v klavnici podjetja F2

5 RAZPRAVA

V diplomskem delu smo ugotavljali pomankljivost sanitarnih postopkov na dolocenih mestih
v perutninski klavnici. Potrdili smo prisotnost indikatorskih skupin (koliformnih bakterij in E.
coli) in patogenih mikroorganizmov Campylobacter spp. in Listeria monocytogenes, ki smo
jih potrdili z obema uporabljenima metodama. Nekaj rezultatov je izkazovalo tudi sum na
prisotnost bakterije Salmonella spp., vendar njena prisotnost ni bila potrjena z obema
uporabljenima metodama. Rezultate smo nato obdelali s programom Hygram za oceno
resnosti in verjetnosti mikrobioloSke kontaminacije.

5.1 SNAZNOST

Glede na sodobnejSo in novejSo opremo v podjetju F1 smo pricakovali, da bodo rezultati
nekoliko drugacni in sicer, da bodo vzorci iz podjetja F1 manj mikrobioloSko kontaminirani
kot vzorci v podjetju F2. Vendar pa rezultati na sliki 18 izkazujejo, da skoraj vsi vzorci
podjetja F1 vsebujejo ve¢ mikroorganizmov kot vzorci podjetja F2. Eden od moznih vzrokov
je razlicen nacin sanitacije. V podjetju F2 uporabljajo poleg navadnih Cistil in razkuzil Se
¢iscenje s penilnimi Cistilnimi sredstvi. To poteka tako, da klavnico z vsemi aparaturami do
dolocene visine poskropijo s peno in jo po dolocenem ¢asu delovanja odstranijo. V podjetju
F1 pa penilnih ¢istil ne uporabljajo. Drugi mozni vzrok za takSen rezultat pa bi bil lahko tudi
odvzem vzorcev oziroma razlika pri odvzemu, saj sta vzorCili dve razli¢ni osebi - ena v
podjetju F1, druga pa v podjetju F2. Odvzem vzorca je odvisen tudi od povrsine in sile
pritiska na vzor¢no mesto.
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5.1.1 SnaZnost na proizvodnji liniji

Glede na rezultate, ki so prikazani na slikah 16 in 17, lahko re€emo, da je skupno Stevilo
aerobnih mezofilnih mikroorganizmov ponekod preseglo mejne vrednosti, ki po uredbi EU
2073/2005 znasajo m=3,5 log CFU/cm® in M=4,5 log CFU/cm’ (Commission Regulation,
2007). Iz tega lahko sklepamo, da so bili postopki sanitacije na nekaterih povrSinah
neucinkoviti.

Na proizvodni liniji klavnice F1 smo pri vseh vzorcih, odvzetih pred sanitacijo, razen pri
vzorcu K4 (lira - skubilnica) potrdili visoko skupno S$tevilo mikroorganizmov, ki je po
sanitaciji na nekaterih vzor¢nih mestih (K1, K2, K7) padlo pod zahtevano zgormnjo mejo (M =
4,5 log CFU/cm?). Ostala vzoréna mesta na proizvodni liniji klavnice F1 po sanitaciji niso
ustrezala omenjenemu kriteriju. Na vzor¢nem mestu K3 smo vzor¢ili povrsino skubilca. Tu
poteka odstranjevanje perja, na katerem je veliko necisto¢, tako mikrobioloskih kot fizikalnih.
Na umazani povrsini, kjer so ostanki perja in ostale umazanije (blato, insekti,...) lahko pri
vzorcéenju z brisom poberemo le povrSinske mikrobe, saj zaradi sluzastega sloja necistoc¢, ki
nastanejo med procesom skubljenja, ne doseZzemo neposredne povrSine gumijastih prstov.
Gumijasti prsti skubilca se s Casoma obrabijo in poskodujejo, nastanejo majhne razpoke, v
katerih se naberejo mikroorganizmi in tvorijo biofilme, ki jih zavarujejo pred sanitacijo
(Amold, 2007). Tako so po sanitaciji, na navidezno Cisti povrSini, mikroorganizmi lahko
prisotni v ve¢jem Stevilu (koncentrirani v razpokah), kot pred sanitacijo.

Na proizvodni liniji klavnice F2 smo pri treh vzorcih pred sanitacijo opazili odstopanje od
zgornje kriticne meje. Ti vzorci K3, K4 in K7 niso ustrezali kriteriju. Vsi ostali vzorci pa so

vsebovali nizje skupno Stevilo mikroorganizmov. Tudi vsi vzorci po ciS€enju so ustrezali
kriteriju.

Prisotnost bakterije E.coli:

Na nekaterih mestih smo odkrili tudi bakterijo E. coli, ki v skladu z mikrobioloskimi kriteriji
ne sme biti prisotna na 100 cm” vzor&ene povrsine (LFMEP, Univerza v Ghentu, Belgija).

Tudi v klavnici podjetja F1 je bila E. coli prisotna tako pred ¢is¢enjem, kot tudi na nekaterih
povrsinah po ¢is€enju. Pred ¢is¢enjem smo prisotnost E. coli zaznali na vzorcih s celotne
procesne linije. Po ¢is¢enju pa smo ugotovili prisotnost E. coli v vzorcih K3-C, K5-C, K6-C
in K7-C. Iz rezultatov lahko sklepamo, da prisotnost bakterije na proizvodni liniji v klavnici
F1 predstavlja higienski problem (slika 17).

V klavnici F2 se je E. coli na proizvodni liniji pojavljala le na mestih pred sanitacijo, se pravi
med potekom predelovalnega procesa (z izjemo na vzorénem mestu K7), zato lahko
sklepamo, da je priSlo do prenosa na linijo preko pisc¢ancjih trupov. Na povrSinah pred
¢is¢enjem smo E. coli zaznali na vzorénem mestu K3-D, K4-D, K5-D in K7-D. Po sanitaciji
so bili vzorci ustrezni (slika 17).
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5.1.2 SnaZnost v proizvodnem okolju

Rezultati snaznosti povrsin v proizvodnem okolju so Se posebej zanimivi za vzorca HK1 in
HK2 - rokavice in predpasnik (slika 18). Na povrsini HK1-C (po sanitaciji) nismo zaznali
mikroorganizmov, medtem ko smo na povrsini pred sanitacijo (HK1-D) v F1 zaznali 4,8 log
CFU/cm® skupnih mikroorganizmov, kar je nad zgornjo dovoljeno mejo, torej je bil vzorec
neustrezen. Pri vzorcu F2 pa je Stevilo ugotovljenih skupnih mikroorganizmov znasalo 3,9 log
CFU/cm’, vendar smo ugotovili tudi prisotnost koliformnih mikroorganizmov in E. coli.
Slednja je bila prisotna v visokem §tevilu 3,1 log CFU/cm’, kar tudi ta vzorec uvrsti v
kategorijo neustreznih.

1z rezultatov lahko potrdimo, da v obeh obratih uporabljajo nove rokavice, ki jih po uporabi
Zavrzejo.

Nekoliko drugace je bilo z vzorci HK2 (predpasniki). V klavnici F1 uporabljajo pralne
predpasnike. Pri vzorcih HK2-C (po sanitaciji) smo na ¢isti povrsini zaznali ve¢ kot 6 log
CFU/cm® skupnih mikroorganizmov, na HK2-D (pred sanitacijo) pa se je bilo §tevilo skupnih
mikroorganizmov 4,9 log CFU/cm®. Vzorec HK2 iz klavnice F1 je bil mikrobiologko
neustrezen, tako pred sanitacijo, kot po nje;j.

V klavnici F2 pa uporabljajo vsak dan nove predpasnike, ki jih po uporabi zavrzejo. Zacetno
Stevilo mikroorganizmov na HK2 je bilo torej zanemarljivo, po uporabi pa je naraslo na
priblizno 4 log CFU/cm?. Dodatni vzorci s proizvodnega okolja so bili HK3 (stikalo), HK4
(umivalnik) in HK5 (stena). Stevilo skupnih mikroorganizmov HK3 pri obeh obratih (F1 in
F2) spada pod mejno vrednost. Pri F1 smo zaznali 1,8 log CFU/cm?, v F2 pa 3,1 CFU/cm” ,
brez koliformnih mikroorganizmov in E. coli. Vsebnost skupnih mikroorganizmov vzorca
HK4 v klavnici F1 je znasala 5,7 CFU/cm’, vkljuéno s koliformnimi bakterijami in E. coli.
Vzorec HK4 v klavnici F1 je bil s higienskega vidika nezadovoljiv, vzorec HK4 v klavnici F2
pa je vseboval 3,9 log CFU/cm® skupnih mikroorganizmov, vkljuéno s koliformnimi
bakterijami. Vzorec HK5 v klavnici F1 je vseboval 3,4 log CFU/cm® je vseboval, ter
koliformne bakterije in E.coli, torej je bil nezadovoljiv s higienskega vidika. Ostali vzorci so
ustrezali higienskim kriterijem.

5.2 DOKAZ PATOGENIH MIKROORGANIZMOV

V skladu z uredbo EU 2073/2005 morajo biti Campylobacter, Listeria monocytogenes in
Salmonella, odsotni v 25 g vzorca zivila oz. odsotni na testnem obmo&u (100 cm?)
(Commission Regulation, 2007).

V' perutninskih klavnicah smo se osredotocili na izolacijo in dokazovanje prisotnosti
patogenih bakterij Campylobacter, Listeria monocytogenes in Salmonella spp., s klasi¢nimi
metodami po ISO standardih in z molekularno metodo PCR v realnem casu. Rezultati analiz
so potrdili prisotnost bakterijskih vrst Campylobacter spp. in Listeria monocytogenes, v obeh
klavnicah in z pbema metodama. Bakterije vrste Salmonella pa smo detektirali le z eno od
uporabljenih metod.
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Campylobacter

Prisotnost bakterije Campylobacter smo zaradi omejitve Casa raziskave ugotavljali le v
devetih vzorcih, odvzetih iz obeh klavnic (5 vzorcev iz klavnice F1 in 4 vzorci iz klavnice
F2). Raziskali smo vzorce povrSin na zacetku procesne linije ter vzorce povrsine pisc¢ancjih
trupov (koza z vratov) v obeh klavnicah.

V klavnici F1 smo dobili vseh pet vzorcev pozitivnih. To so bili brisi z umazane povrsine K1-
D (mamilec), K2-D (klavec) in K3-D (skubilec) ter dva vzorca KV (koza z vratu piS€ancev).
V klavnici F2 pa smo vzeli le §tiri vzorce in sicer bris umazane povrsine K2-D in K3-D ter
dva vzorca KV. Kampilobakter je bil prisoten v 75 % vzorcev. Analiza brisa s povrSine K2-D
ni pokazala prisotnosti kampilobaktra, zaznali smo ga v ostalih vzorcih.

Podatke smo vnesli v radunalniski program Hygram® in dobili 2 grafi¢na prikaza (slika 22 in
slika 23) za vsako klavnico posebej. Ce primerjamo grafa med seboj, lahko vidimo, da se
vzorec K2 v klavnici F1 nahaja nekje na meji rdeCega obmocja, kar pomeni, da obstaja visoka
verjetnost in nizka resnost kontaminacije na tej tocki. V klavnici F2 se vzorec K2 nahaja
izven rdeCega obmocja, kar pomeni, da je tako resnost, kot tudi verjetnost mikrobioloske
kontaminacije s to bakterijo nizka. K3 se v obeh primerih nahaja v rdeCem obmocju, kar
pomeni, da smo kontaminacijo s kampilobaktri zaznali in jo ocenili kot precej resno. Zelo
resno tveganje v obeh klavnicah predstavljajo tudi vzorci KV, ki so tudi postavljeni v rdece
obmocje. Ker so bili vzorci za analizo na bakterijo Campylobacter vzeti z zacetka procesne
linije in ker smo njihovo prisotnost zaznali tudi na povrsini trupov (vzorci koze z vratu), lahko
sklepamo, da bi tudi na ostalih mestih med procesno linijo lahko odkrili prisotnost tega
patogena, torej bi bile nadaljnje tocke pretezno v rdecem obmoc;ju.

Listeria monocytogenes

Skupno 44 vzorcev smo analizirali na bakterijo Listeria monocytogenes in sicer 22 v vsaki
klavnici. V klavnici F1 smo v S§tirih vzorcih ugotovili prisotnost te bakterije, kar 18,2 %
analiziranih vzorcev. Vzorce smo analizirali po kultivacijski metodi po ISO standardih in s
PCR v realnem casu. To so bili vzorci: K4-C in K4-D (lira v skubilnici; po in pred sanitacijo),
K7-D (povrsina tekocega traku pred hladilnico) in KV (koza z vratu piscancev). V klavnici
podjetja F2 smo prisotnost listerije potrdili le v vzorcu KV. Pri ostalih vzorcih pa na
PCR, vendar je bila koncentracija bakterijske DNK zelo nizka, saj je aparatura enkrat
pokazala pozitiven, drugi¢ pa negativen rezultat. Zato o prisotnosti L. monocytogenes v
klavnici F2 ne moremo z gotovostjo trditi, vsekakor pa obstaja sum na ta patogen v vzorcih
K2-D, HK2-C in HK2-D ter HK4. Chiarini in sodelavci (2009) so v Braziliji prav tako
ugotavljali prisotnost L. monocytogenes v dveh razli¢nih perutninskih obratih, kjer so vzeli
neprimerljivo ve¢ vzorcev kot mi. Ugotovili so, da so sicer L. monocytogenes izolirali iz vseh
vrst vzorcev v Cistem obmocju, vendar je bila L. monocytogenes pogosteje prisotna v vzorcih
s klavnice z avtomatsko evisceracijo. V naSem primeru smo uspeli detektirati L.
monocytogenes v klavnici F1, ki je sodobnejsa in bolj avtomatizirana kot klavnica F2, ki je
starejSa.

Podatke smo analizirali tudi z ra¢unalniskim programom Hygram®. V obeh klavnicah sta v
izrazito rdeCem obmocju prikazana vzorca KV, kar pomeni, da gre za visoko resnost in tudi
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verjetnost kontaminacije. V rde¢e obmocje klavnice F1 spada Se K7, sledi pa mu Se K4. Pri
klavnici F2 pa v rdeCe obmocje spada vzorec HK4, tega smo uvrstili dokaj visoko glede
resnosti kontaminacije, saj menimo da je kljub niZji verjetnosti kontaminacije to toc¢ka, na
katero moramo biti Se posebno pazljivi. V klavnici se nahaja zato, da ocCistimo roke in
morebitne pripomocke. Poleg tega lahko tu pride do navzkrizne kontaminacije, saj si Cistijo
roke osebe z razli¢nih delovnih mest na procesni liniji.

Salmonella

Prisotnost salmonele v vzorcih nam v klavnicah ni uspelo dokazati po obeh metodah. V
klavnici F1 smo po klasi¢ni metodi zaznali rast kolonij, tipicnih za salmonelo, vendar je z
molekularno PCR metodo nismo potrdili. To sta bila vzorca HK3 in HKS. V klavnici F2 pa
smo v dveh vzorcih po molekularni metodi v enem poizkusu od dveh dobili pozitiven rezultat.
To sta bila vzorec Ciste povrSine HK2-C in vzorec HK4. Prav tako pa smo pri vzorcu K3-C in
K3-D opazili rast kolonij, tipi¢nih za salmonelo, vendar smo po analizi s PCR metodo dobili
negativen rezultat.

Rezultate smo vnesli v program Hygram®. V klavnici F2 sta najbolj kriti¢ni to¢ki vzoréenja
HK1 in HK4, s slednjo prihaja v stik celotno osebje, zato je nevarnost tveganja razmeroma
visoka.

5.3 ANALIZA KT, KKT IN DODATNIH VZORCNIH MEST S PROGRAMOM HYGRAM®

Mesta vzorCenja, ki smo jih vkljucili v eksperimentalni del naloge, so skladna z dvema
kriticnima kontrolnima tockama v klavnicah. Prva KKT je skubljenje, kjer poteka proces
odstranjevanja perja in poteka mikrobioloska kontrola. Na tej tocki smo vzorcili notranjo
povrsino skubilca. Druga KKT pa je hlajenje trupov, kjer poteka kontrola temperature. Tu
smo vzorcili povrSino tekocega traka takoj na zacetku hladilnega tunela in pa kozo z vratu
pis€ancev. Dobljene rezultate analiz na patogene mikroorganizme smo obdelali z
radunalnikim programom Hygram®. Ta nam je podal grafien prikaz mikrobioloskega
tveganja v obliki pajkove mreze, s katerega smo lahko razbrali resnost in verjetnost
kontaminacije vseh vzor¢nih mest.

Za skubilec velja, da je na tem mestu tako v klavnici F1, kot v klavnici F2 pogosta
mikrobioloska kontaminacija, kar je logi¢no, saj je to najbolj umazana aparatura v klavnici.
Na njej poleg perja najdemo blato, insekte, itd. Torej je skubilec KKT, saj pri tem procesu
obstaja velika verjetnost mikrobioloske kontaminacije, ki jo lahko kontrolirmo z
vsakodnevnim temeljitim ciS¢enjem in rednim vzdrZzevanjem ter menjavanjem gumijastih
prstov v skubilcu. Arnold in Silvers (2000) sta ugotovila, da gumijasti prsti preprecujejo
pritrditev bakterij na povrsino, celo bolje kot nerjavece jeklo. Nekatere Studije so pokazale, da
novi gumijasti prsti v skubilcu lahko celo inhibirajo rast naravne mikrobne populacije na
piscancjih trupih. Po dolo¢enem Casu pa se pojavijo spremembe na povrsini prstov v skubilcu,
ki jih lahko opazimo s prostim o¢esom. Formirajo se razpoke in guma nabrekne, v njih pa se
nabere necista tekocina. Te spremembe lahko zagotovijo ugodne nise za bakterijsko pritrditev
in razvoj biofilma Nastanek biofilma je postopek, pri katerem se bakterije pritrdijo in se
obdajo z zasitnim slojem proteinov in polisaharidov. Bakterije, ki povzroCajo kvar in
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patogene bakterije so lahko ujete v biofilmih in nato lahko kontaminirajo izdelke in ogrozajo
varnost zivil med predelavo (Arnold, 2007).

Naslednjo KKT (hlajenje trupov) povzemamo z dvema vzoré¢nima mestoma. Iz grafi¢nega
prikaza rezultatov za vzoréno mesto tekocCi trak pred hladilnim tunelom lahko razberemo
resen problem, ¢e do kontaminacije pride, saj je to zadnja faza v klavnici. Tu gredo trupi
pis¢ancev na proces zracnega hlajenja, ki se dogaja v prekatih hladilnega tunela, pri zelo nizki
temperaturi (-6°C na +2 °C), ter z 69 % relativno vlaznostjo, priblizno 100 minut. Na koncu
hlajenja imajo pis¢andji trupi od 4 do 9 °C. Ta temperatura preprecuje rast mikroorganizmov,
ki niso psihrotrofni, in zavre rast psihrotrofnim mikroorganizmom (Arvanitoyannis in
Varzakas., 2009). Verjetnost mikrobioloske kontaminacije vzorca povrSine tekoCega traku je
bila nekoliko ve¢ja v klavnici F1, vendar je mikrobiolosko onesnaZenje obstajalo na vzorcnih
mestih v obeh klavnicah. Za vzorec povrSine proizvoda (koza v vratu piScanca) lahko
zaklju¢imo, da je verjetnost mikrobioloske kontaminacije pogosta in predstavlja resen
problem. Thomas in McMeekin sta v Tasmaniji (1980) raziskovala kontaminacijo pis¢ancjih
trupov in ugotovila, da na splosno predelovalni postopki povzrocijo znatno zmanjSanje Stevila
zivih aerobnih mikroorganizmov na povrsini pis¢anéjih trupov. Stevilo psihtrofnih bakterij je
po vsaki fazi predelave naraslo, Se posebno med pranjem in fazami hlajenja, medtem ko je
bila koza sveze oskubljenih trupov brez psihrotrofnih mikroorganizmov. Mikroskopski
podatki njune Studije pa so dokazali, da se pri procesu skubljenja odstrani tudi plast
epidermisa in posledicno tudi mikrobi, ki naseljujejo roZeno plast. Koza je potem bolj
izpostavljena kolonizaciji mikroorganizmov, s katerimi pride v stik med postopkom
skubljenja in nadaljnjih procesov v predelavi. Glede na to, da predstavljata tako tekocCi trak
pred hladilnim tunelom kot tudi koZa v vratu visoko mikrobiolosko tveganje, lahko s pomocjo
programa potrdimo tudi to KKT.

Vzorci, odvzeti z dodatnih mest HK3, HK4 in HKS (stikalo, umivalnik, stena) za informativni
pregled higiene v klavnici so nam po obdelavi s programom prikazali zanimiv rezultat. Iz slik
28 in 29 lahko ugotovimo, da bi bilo primerno vrsiti kontrolo higiene tudi na nekaterih od teh
mest. V klavnici F1 je izstopal vzorec HKS, kjer smo zaznali patogene mikroorganizme,
vendar smo ocenili, da je stopnja mikrobioloske kontaminacije nizka.

V klavnici F2 pa je z mikrobiolosko kontaminacijo izstopal vzorec HK4 (umivalnik). Tudi v
vzorcu HK4 v klavnici F1 smo ugotovili kontaminacijo. Ker smo ocenili, da je stopnja
nevarnosti mikrobioloske kontaminacije s produktom visoka, bi bilo smiselno to vzor¢no
mesto vkljuéiti v KT.

Vzoréno mesto HK3 (stikalo) je bilo pri obeh obratih kontaminirano, kar nikakor ni
zanemarljivo. Resnost nevarnosti mikrobioloske kontaminacije pa je bila na tej tocki priblizno
enaka kot pri vzorcu HKS, ki ga nismo uvrstili med KT. Vendar je bila verjetnost
mikrobioloske kontaminacije na tem mestu nekoliko vecja, torej bi bilo smiselno vrSiti nadzor
nad to tocko.

Pri analizi dodatnih vzorénih mest smo ugotovili, da bi bilo smiselno dve mesti uvrstiti med
KT in sicer vzor¢no mesto HK3 in vzoréno mesto HK4.
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Nadzor s sistemom HACCP in njegovo nenehno izboljSevanje ter uvedba nekaterih pomoznih
orodij za oceno tveganja v perutninski klavnici, lahko le zmanjSajo Stevilo patogenih
mikroorganizmov in nekaterih parazitov, ne morejo pa jih popolnoma eliminirati. Torej je
glede varnosti hrane Se vedno zelo pomembna zadnja faza, to je faza potrosnika in njegovo
ravnanje: pravilna priprava in zadostna toplotna obdelava pisc¢ancjih proizvodov (Tsola in
sod, 2008).
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6 SKLEPI

Pri naSem delu smo ugotavljali mikrobiolosko tveganje v dveh perutninskih klavnicah.
Poskusali smo dolociti prisotnost indikatorskih mikroorganizmov (koliformnih bakterij in E.
coli) ter treh patogenih mikroorganizmov: Campylobacter, Listeria monocytogenes in
Salmonella. Dobljene podatke smo vnesli v radunalniski program Hygram® in z njim ocenili
resnost in verjetnost kontaminacije ter tako potrditi kriticne kontrolne tocke.

Na podlagi eksperimentalnega dela smo prisli do naslednjih sklepov:

v' Rezultati mikrobioloSke analize so potrdili prisotnost indikatorskih skupin
mikroorganizmov pred in tudi po sanitaciji proizvodne linije in okolja.

v' Potrdili smo prisotnost patogenih mikroorganizmov v obeh klavnicah in sicer
Campylobacter spp. in L. monocytogenes. Bakterij Salmonella spp. nismo uspeli
izolirati.

v’ Na podlagi rezultatov obdelave podatkov s programom Hygram® smo potrdili
obstojece kriti¢ne kontrolne tocke v klavnici. Med kontrolne toc¢ke bi bilo smiselno
uvrstiti tudi nekatera nova vzor¢na mesta (umivalnik, stikalo).
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7 POVZETEK

Poraba perutnine, zlasti piScanc¢jega mesa, v prehrani strmo narasca. Po njem segajo tudi
predstavniki rizi¢nih skupin (otroci, starejsi in nose¢nice), zato moramo toliko bolj stremeti k
njegovi mikrobioloski neoporecnosti. Danasnji hiter ritem Zivljenja je do neke mere spremenil
tudi na$§ nacin prehranjevanja. Masovna priprava obrokov in prodaja delno ali v celoti
pripravljene hrane prispevajo k povecanju tveganja okuzbe in/ali zastrupitve s hrano. Zato je
pomembno, da imamo Ze v zacetnih fazah pridelave in obdelave Zzivil primerno orodje za
nadzor- kot tako se je izkazal sistem HACCP s svojimi sedmimi naceli.

S pomocjo Ze postavljenega sistema HACCP v klavnicah dveh perutninsko predelovalnih
podjetij smo dolocili vzor¢na mesta, iz katerih smo odvzeli 44 vzorcev (v vsaki klavnici 22).
Ta mesta so zajemala Ze obstojece kriticne kontrolne tocke in nekaj novih predvidoma
kriticnih tock. Vzorce povrsin (pred in po ¢iS¢enju) smo vzorcili z metodo brisov, kot vzorec
izdelka oz. polizdelka pa smo asepti¢no odvzeli vzorec koze, saj je to del piScanca, ki je v

neposrednem stiku z okolico.

S pomocjo mikrobioloskih analiz smo z uporabo ze pripravljenih gojis¢ (compact Dry TC in
Compact Dry EC) dolocili skupno Stevilo mikroorganizmov, koliformne mikroorganizme in
E. coli. Z izolacijo teh mikroorganizmov na nekaterih povrsinah klavnice po ¢iS¢enju smo
dokazali pomanjkljivost sanitacijskih postopkov v opazovanih klavnicah.

Analizirali smo tudi prisotnost patogenih bakterij v vzorcih. Osredotocili smo se na detekcijo
in izolacijo bakterij rodov Campylobacter, Listeria monocytogenes in Salmonella. Za analizo
na kampilobaktre smo izbrali le devet vzorcev, ki smo jih izolirali po standardu ISO 10272-1.
Izolacija L. monocytogenes v klavnicah je potekala po standardni metodi ISO 11290-1. Po
standardni metodi ISO 19250 smo poskusili izolirati salmonele. Za vsakega od teh
mikroorganizmov smo izvedli tudi molekularno identifikacijo na osnovi PCR v realnem Casu
in tako potrdili rezultat. Ugotovili smo, da so kamilobakterji zagotovo prisotni v obeh
klavnicah, L. monocytogenes v klavnici F1, ki ima novejSe aparature, sumljiva pa so tudi
nekatera mesta v klavnici F2, in da prisotnost bakterije Salmonella nismo potrdili z obema
metodama.

Dobljene rezultate analiz na patogene mikroorganizme smo nato obdelali z racunalniskim
programom Hygram®, ki nam je podal mikrobiolosko tveganje za patogene bakterije
Campylobacter, Listeria monocytogenes in Salmonella. Resnost in verjetnost
mikrobioloskega tveganja je bila razlicna. V obeh klavnicah je bila najbolj resna
mikrobioloska kontaminacija na teko¢em traku v hladilnem tunelu, verjetnost kontaminacije v
tej tocki pa je bila v klavnici F1 visja kot v klavnici F2. S pomocjo programa smo preverili
nekatere obstojece KKT v obeh klavnicah - proces skubljenja in hlajenja trupov. Program
Hygram® je potrdil obe togki kot KKT. Glede na podane rezultate, pa bi lahko dodali s 2
vzoréni mesti pod KT in sicer umivalnik in stikalo.

Nadzor s sistemom HACCP in njegovo nenehno izboljSevanje ter uvedba nekaterih pomoznih
orodij za oceno tveganja v perutninski klavnici, lahko le zmanjSajo Stevilo patogenih m.o. in
nekaterih parazitov, ne morejo pa jih popolnoma eliminirati. Torej je glede varnosti hrane Se
vedno zelo pomembna zadnja faza, to je faza potrosnika in njegovo ravnanje: pravilna
priprava in zadostna toplotna obdelava pisc¢ancjih proizvodov (Tsola in sod, 2008).
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