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Streszczenie

Campylobacter uwazany jest za jeden z gldéwnych patogenéw odpowiedzialnych za zatrucia pokar-
mowe, zwlaszcza po spozyciu migsa drobiowego nieprawidtowo przechowywanego badz poddanego
niewlasciwej obrobce termicznej. Intensyfikuje si¢ wigc badania w kierunku poszukiwania technik dezyn-
fekcyjnych bezpiecznych dla $rodowiska i skutecznie eliminujacych ten patogen. W Zaktadzie Jakosci
Zywnoéci Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego w Lodzi podjeto badania, ktérych
celem bylo okreslenie skutecznosci technik dezynfekcji ozonem i promieniowaniem UV w inaktywacji
bakterii z rodzaju Campylobacter sp. na podtozu hodowlanym, a nastgpnie w migsie drobiowym. Wyka-
zano, ze oba czynniki dezynfekcyjne powodowaly zmniejszenie liczby bakterii Campylobacter sp.
W metodzie ptytkowej stopien redukcji bakterii wynosit powyzej 2 log jtk/ml, niezaleznie od szczepu
i czynnika dezynfekujacego. Stopien redukeji bakterii w migsie drobiowym po 30-minutowym wyjalawia-
niu wynosit od 0,19 log jtk/ml — szczep C. coli ATCC 43478 napromieniany UV do 1,16 log jtk/ml —
szczep C. jejuni (izolat wlasny) po dziataniu ozonem. W zalezno$ci od czynnika wyjatawiajacego: ozonu
Iub UV stopien redukcji przyjmowat $rednio wartosci odpowiednio: 1,0 i 0,3 log jtk/ml. Z uwagi na
otrzymane wyniki, zastosowanie tylko jednej z badanych technik dezynfekcji we wstgpnym procesie
oczyszczania migsa drobiowego nie bytoby dziataniem rekomendowanym. Natomiast ich uzycie z innymi
technikami dekontaminacji mogloby zwigkszy¢ efektywnos¢ sanityzacji i poprawi¢ bezpieczenstwo mi-
krobiologiczne migsa drobiowego, dlatego tez celowe jest prowadzenie dalszych prac w tym kierunku.
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Wprowadzenie

Campylobacter jest jednym z gtdéwnych patogenow odpowiedzialnych za zatrucia
pokarmowe. W krajach Unii Europejskiej odnotowano 220 209 zachorowan na kampy-
lobacterioz¢ w roku 2011 i 214 268 — w roku 2012 [1, 2]. Liczba zarejestrowanych
przypadkow tej odzwierzegcej choroby utrzymuje si¢ stale na wysokim poziomie. Za-
trucie spowodowane jest spozyciem glownie migsa drobiowego oraz mleka i jego prze-
twordow, przy czym wystepowanie Campylobacter spp. w produktach drobiowych do-
chodzi nawet do 90 % [3, 11]. Z tego wzgledu intensyfikuje si¢ badania w kierunku
poszukiwania technik dezynfekcyjnych bezpiecznych dla $rodowiska i1 skutecznie
usuwajacych ten patogen. Duze nadzieje wigze si¢ z niekonwencjonalnymi technikami
dezynfekcji, w tym z wykorzystaniem ozonowania i odkazania promieniowaniem ul-
trafioletowym.

Technika ozonowania nalezy do metod ekologicznych, w przeciwienstwie do tra-
dycyjnych metod z uzyciem chloru Iub innych zwiazkéw chemicznych. W Europie
ozon stosuje si¢ od lat do dezynfekcji wody pitnej. Pierwszy raz zastosowano go
w 1907 r. w Nicei [5]. W 1982 r. Urzad Kontroli Lekoéw i Zywnoéci USA (ang. Food
and Drug Administration — FDA) wpisal ozon na liste substancji bezpiecznych, maja-
cych status GRAS (ang. Generally Recognized as Safe), a w 2001 r. zatwierdzil go
jako s$rodek biobojczy, w odniesieniu do wszystkich rodzajow zywnos$ci, wlacznie z
migsem i drobiem [5, 6]. Wielu producentéw zywnosci wykorzystuje ozon jako za-
miennik chloru oraz innych substancji chemicznych, na réznych etapach procesow
technologicznych, gdyz jedynym produktem resztkowym ozonu jest tlen.

Do ekologicznych technik dezynfekcji zalicza si¢ promieniowanie ultrafioletowe,
zwlaszcza przy dtugosci fali A = 265 nm, ktorego biobodjcze dziatanie po raz pierwszy
zostalo wykorzystane na skale przemystowa w 1910 r. w Marsylii, do dezynfekcji wo-
dy [4, 7]. Powszechnie wprowadzono t¢ technike do dezynfekcji wody w Europie
w latach 80. XX w. [18]. W USA zezwolono na stosowanie promieniowania UV do
pasteryzacji sokow owocowych w 2000 r. Uznano, Ze jest to metoda bezpieczna wtedy,
gdy stopien redukcji wysokoopornych patogendéw wyniesie 5 log. W 2002 r. rozsze-
rzono aplikacyjny charakter promieniowania o dezynfekcj¢ w procesach przetwor-
czych réznego typu zywnosci [17].

Ozonowanie i1 promieniowanie UV przejawiajg biobojcze dzialanie zardéwno
w stosunku do bakterii, drozdzy, plesni, wirusow, pierwotniakow, jak i do spor bakterii
1 grzybow. Inaktywacja drobnoustrojow przez ozon polega na utlenianiu waznych
komponentéw bton komoérkowych oraz sktadnikéw zawieszonych w cytoplazmie, pod-
czas gdy promieniowanie UV oddziatuje na DNA, prowadzac do zahamowania proce-
sow replikacji i transkrypcji, a w konsekwencji do uniemozliwienia namnazania orga-
nizméw. Obie techniki stosuje si¢ do sanityzacji takich produktéow, jak warzywa,
owoce iryby [9, 15].
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Pomimo wszechstronnego stosowania obu technik do dezynfekcji réoznorodnych
produktéw, istnieje niewiele doniesien dotyczacych wykorzystania ich biobojczego
dziatania w stosunku do bakterii Campylobacter sp. w migsie drobiowym.

Celem pracy bylo okre$lenie skuteczno$ci technik dezynfekcji ozonem i promie-
niowaniem UV do inaktywacji bakterii z rodzaju Campylobacter sp. na podtozu ho-
dowlanym, a nast¢pnie w migsie drobiowym.

Material i metody badan

Material biologiczny stanowily szczepy wzorcowe Campylobacter coli ATCC
43478 1 Campylobacter jejuni ATCC 29428 oraz 2 szczepy wyizolowane z mi¢sa dro-
biowego, ktorych przynaleznos¢ do rodzaju Campylobacter sp. zostata potwierdzona
w testach biochemicznych zgodnie z normami oraz testem immunoenzymatycznym
Singelpath® Campylobacter (Merck, Niemcy) [13, 14].

Materiat do badan stanowity zakupione w handlu detalicznym filety z kurczaka
bez skory, w ktorych nie stwierdzono obecnosci Campylobacter sp. zgodnie z norma-
mi [13, 14]. Probki migsa drobiowego aseptycznie ci¢to na kawaltki o masie 1 g, opala-
no w ptomieniu palnika przez 15 s i studzono przez 5 min w temp. 20 + 2 °C — zgodnie
z metoda zaproponowana przez Isohanni i Lyhs [8]. Nastepnie zanieczyszczano je
zawiesing Campylobacter sp. o gestosci podanej nizej i pozastawiano na 15 min w celu
wniknigcia komorek bakterii. Tak przygotowane probki migsa poddawano dziataniu
ozonu oraz promieniowania UV. W doswiadczeniu wykorzystano generator ozonu
VOZ-01 (Viaken, Chiny), wytwarzajacy ozon dzigki wyladowaniu koronowemu,
z wydajnoscig 2000 mg/h oraz niskoprezng rtgciowa lampe wytadowezg TUV 15W/G
15 T8 (Philips, Holandia) o mocy 15 W, emitujaca promieniowanie ultrafioletowe
z maksimum przy A = 253,7 nm (UV-C).

Szczepy Campylobacter sp. przechowywano w stanie zamrozenia w temp. -20 °C
w kriobankach. Przed kazdym eksperymentem szczepy uaktywniano przez pojedynczy
pasaz na nieselektywnej pozywce Columbia agar z krwiag, w atmosferze mikroaerofil-
nej, w temperaturze 42 + 1 °C przez 48 h, stosujac gotowe zestawy CampyGen'"' firmy
Oxoid Ltd, (Mitsubishi Gas Chemical Company Inc., Japonia). W celu sprawdzenia
skutecznosci bakteriobojczego dziatania ozonu oraz promieniowania UV w stosunku
do szczepodw Campylobacter sp., hodowano je w temp. 42 + 1 °C przez 48 h na selek-
tywnej pozywce CASA (bioMerieux, Francja) w atmosferze mikroaerofilnej. Nastep-
nie sporzadzano zawiesing wyjsciowg o gestosci 0,5 wg skali Mc Farlanda, co odpo-
wiadato ok. 10° jtk/ml oraz szereg rozcienczen w postepie geometrycznym. Do
kontaminacji ptytek z podtozem hodowlanym CASA oraz probek migsa drobiowego
stosowano zawiesing o gestosci 107 jtk/ml. Wyniki liczby kolonii Campylobacter
przedstawiono w logarytmach dziesi¢tnych liczby jednostek tworzacych koloni¢ na
Iml zawiesiny.
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Sprawdzenie skutecznosci bakteriobojczego dzialania ozonu oraz promieniowania UV
w stosunku do szczepow Campylobacter sp.

Na ptytki z podtozem CASA, z naniesiong zawiesing Campylobacter sp., dziatano
ozonem lub promieniowaniem UV przez 10 min w temp. 20 + 2 °C, w komorze o po-
jemnosci 2,6 m’. Kontrole stanowily plytki zaszczepione bakteriami, niepoddawane
dezynfekcji. Kontaminowane bakteriami Campylobacter sp. probki migsa drobiowego
poddawano dziataniu ozonu lub promieniowania UV przez 15 i 30 min, w temp. 20 £
2°C, w komorze o pojemnosci 2,6 m’. Probe kontrolna stanowity probki migsa za-
szczepione bakteriami, niepoddawane dezynfekcji. Nastepnie plytki inkubowano
w warunkach opisanych wyzej.

Oznaczanie liczby Campylobacter sp. w migsie drobiowym

Kontaminowane probki migsa, dezynfekowane ozonem lub promieniowaniem
UV oraz niepoddane dezynfekcji, przenoszono do 9 ml zbuforowanej wody peptono-
wej 1 homogenizowano. Tak przygotowane probki z odpowiednich rozcienczen posie-
wano na podtoze CASA i inkubowano zgodnie z metoda opisang wyzej.

Eksperymenty powtarzano trzykrotnie.

Stopien redukcji Campylobacter sp. po dzialaniu ozonu i promieniowania UV ob-
liczano z rOwnania:

R=1logN, -logN,

gdzie:
log N, — liczba bakterii bez czynnika dezynfekujacego [log jtk/ml],
log N — liczba bakterii po ekspozycji na ozon lub promieniowanie UV [log jtk/ml].

Wyniki badan poddano analizie statystycznej. Obliczano wartosci $rednie i od-
chylenia standardowe oraz wykonano analiz¢ wariancji ANOVA. Obliczen dokonano
w programie Excel 2007.

Wiyniki i ich dyskusja

W pierwszym etapie badan, przeprowadzonym na zawiesinie czterech szczepow
bakterii Campylobacter sp. o gestosci 107 jtk/ml, naniesionej na plytki z podlozem
CASA po 10 min dezynfekcji ozonem i promieniowaniem UV, uzyskano peine zaha-
mowanie wzrostu bakterii, ktorego stopien redukcji wynosit powyzej 2 log jtk/ml (wy-
niki niepublikowane). Catkowita inaktywacja bakterii, w pierwszej cze¢sci badan po-
zwolita na przeprowadzenie eksperymentu na matrycy migsnej. Zatozony w obu
czesciach badan poziom kontaminacji rzedu 10* jtk/ml byt celowy, gdyz uwzgledniat
minimalng dawke infekcyjnag, ktora dla Campylobacter sp. jest bardzo niska 1 wynosi
500 + 800 komorek. Zastosowanie wskazanego czasu dezynfekcji z pierwszej czesci
eksperymentu, niezaleznie od czynnika, bylo nieefektywne i nie powodowato inhibicji
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wzrostu bakterii Campylobacter sp. w mig¢sie drobiowym. Dopiero wydtuzenie czasu
do 15 i 30 min spowodowato znaczacg redukcj¢ liczby komoérek bakterii. Wyniki tej
czesci badan przedstawiono w tab. 1.

Tabela 1.  Stopien redukcji komoérek bakterii z rodzaju Campylobacter sp. w migsie drobiowym
Table 1.  Reduction degree of Campylobacter sp. count in poultry meat

Szczepy z rodzaju

Stopien redukcji
Campylobacter No N P J
. . . Degree of reduction
Strains of Campylobacter [log jtk/ml] [log jtk/ml] .
genus [log jtk/ml]

Po zastosowaniu 15-minutowej dezynfekcji ozonem / After 15 min ozone disinfection

C. jejuni ATCC 29428 1,92 +0,01 1,52+0,01 0,40" + 0,01
C. coli ATCC 43478 1,94 +£0,02 1,69 +0,01 0,25+ 0,01
C. jejuni (izolat wlasny) 2,17+0,01 1,60 £ 0,02 0,57+ 0,02
C. coli (izolat wlasny) 2,16+0,01 1,40 £ 0,01 0,76* + 0,01
Po zastosowaniu 30-minutowej dezynfekcji ozonem / After 30 min ozone disinfection
C. jejuni ATCC 29428 1,92 +0,01 1,03 £0,01 0,89°+ 0,01
C. coli ATCC 43478 1,94 £ 0,02 1,04 £ 0,01 0,90° £ 0,01
C. jejuni (izolat whasny) 2,17+0,01 1,01 £0,02 1,16°+ 0,02
C. coli (izolat wlasny) 2,16 £0,01 1,12 £0,04 1,04° + 0,03

Po zastosowaniu 15-minutowej dezynfekcji promieniowaniem UV
After 15 min UV irradiation

C. jejuni ATCC 29428 1,92 £ 0,01 1,82 +£0,01 0,10+ 0,02
C. coli ATCC 43478 1,94 +0,02 1,89 = 0,02 0,05+ 0,01
C. jejuni (izolat whasny) 2,17+£0,01 1,91 £0,01 0,26+ 0,01
C. coli (izolat wlasny) 2,16 £0,01 2,00+ 0,03 0,16+ 0,02

Po zastosowaniu 30-minutowej dezynfekcji promieniowaniem UV
After 30 min UV irradiation

C. jejuni ATCC 29428 1,92 £0,01 1,64 £0,01 0,28+ 0,01
C. coli ATCC 43478 1,94 £ 0,02 1,75+ 0,01 0,19°+ 0,01
C. jejuni (izolat whasny) 2,17+£0,01 1,77 £0,01 0,40° + 0,01
C. coli (izolat wlasny) 2,16 +£0,01 1,85 £0,02 0,31°+0,02

Objasnienia: / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci srednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and stand-
ard deviations; Ny — liczba bakterii bez czynnika dezynfekujacego / count of bacteria without disinfectant
agent; N — liczba bakterii po ekspozycji na ozon lub promieniowanie UV / count of bacteria after exposi-
tion to ozone or UV irradiation; a, b — wartosci $rednie dla poszczegoélnych szczepow, oznaczone réoznymi
literami roznig si¢ istotnie przy p < 0,05 / mean values for individual strains, marked various letters are
significantly different at p <0.05.
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Z przeprowadzonych badan wynika, ze po 15-minutowej dezynfekcji migsa dro-
biowego stopien redukcji bakterii ksztaltowat si¢ od 0,05 log jtk/ml — szczep C. coli
ATCC 43478 poddany dziataniu promieniowania UV do 0,76 log jtk/ml — szczep C.
coli (izolat wilasny) poddany dziataniu ozonu. WydtuZzenie czasu dezynfekcji do
30 min, niezaleznie od zastosowanego czynnika dezynfekujgcego, spowodowalo staty-
stycznie istotny (p < 0,05) wzrost stopnia redukcji, ktory wynosit od 0,19 log jtk/ml
(szczep C. coli ATCC 43478 napromieniany UV) do 1,16 log jtk/ml (szczep C. jejuni
(izolat wlasny) po wyjalawianiu ozonem). Najwrazliwszy na dzialanie ozonu byt
szczep C. jejuni (izolat whasny), ktdrego stopien redukcji po 30-minutowym odkazaniu
tym czynnikiem wynosit 1,16 log jtk/ml (tab. 1). Zaobserwowano, ze szczepy wWzorco-
we Campylobacter sp. byly bardziej oporne na stosowane $rodki dezynfekujace niz
dwa pozostate izolaty, stanowigce naturalne zanieczyszczenie migsa.

W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost konsumpcji migsa drobiowego, ktory do
2019 r. ma si¢ zwigkszy¢ o 38 % w porownaniu z latami 2007 - 2009 [12]. Popyt na
migso drobiowe ksztattuje jego korzystna warto§¢ odzywcza, mata zawartos¢ thuszczu
oraz dostgpna cena. Nalezy jednak podkresli¢, ze migso drobiowe jest jednym z szyb-
ciej psujacych sie surowcow, zwlaszcza z powodu wysokiej ogolnej liczby drobno-
ustrojow. Nieprawidlowe przechowywanie badz spozycie poddanego niewlasciwej
obrobcee termicznej mig¢sa drobiowego wigze si¢ z ryzykiem zakazenia pokarmowego
takimi patogenami, jak: Salmonella, Listeria, Escherichia coli i Campylobacter — naj-
czesciej przytaczanym w literaturze czynnikiem etiologicznym zatrué, zwlaszcza po
spozyciu migsa drobiowego [16]. Opracowanie techniki skutecznie eliminujacej t¢
bakterig, a rtownoczesnie bezpiecznej dla sSrodowiska, jest sprawa priorytetowa.

W badaniach wykazano, ze oba czynniki dezynfekcyjne spowodowaty zmniejsze-
nie liczby bakterii Campylobacter sp. W metodzie ptytkowej stopien redukcji bakterii
wynosit powyzej 2 log jtk/ml, niezaleznie od szczepu i czynnika odkazajacego, nato-
miast w migsie drobiowym po 30-minutowym wyjalawianiu stwierdzono stopien re-
dukcji od 0,19 log jtk/ml (szczep C. coli ATCC 43478 napromieniany UV) do 1,16 log
jtk/ml (szczep C. jejuni, izolat wlasny, po dzialaniu ozonem). Mniejsza przezywalno$¢
szczepow Campylobacter sp. na ptytkach w poréwnaniu z mi¢sem drobiowym wynika
z lepszej penetracji obu czynnikdéw dezynfekcyjnych. Porowata struktura mig¢sa umoz-
liwia wnikanie komoérek bakterii w glab produktu i powoduje stabszg przenikalnos¢
srodkow dezynfekcyjnych. Wyniki badan wlasnych sg zgodne z danymi przytaczanymi
przez innych naukowcdow. Isohanni i Lyhs [8] wykazali stopien redukcji Campylobac-
ter jejuni z powierzchni migsa drobiowego po dziataniu promieniowaniem UV na po-
ziomie 0,7 log [8]. Muhlisin i wsp. [12], ozonujac migso drobiowe kontaminowane
bakteriami Salmonella Typhimurium, otrzymali stopien redukcji bakterii rzedu 0,8 log
jtk/g [12]. W niniejszych badaniach po 30-minutowym ozonowaniu migsa drobiowego
stopien redukcji bakterii Campylobacter sp. ksztaltowal si¢ $rednio na poziomie
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1,0 log jtk/ml, a po naswietlaniu promieniowaniem UV w tym samym czasie — 0,3 log
jtk/ml. Lindqvist i Lindblad [10] wykazali, Zze juz nieznaczny stopien redukcji Campy-
lobacter sp. z powierzchni tuszek drobiowych (powyzej 1 log na tuszke) wptywa zna-
€zgco na zmniejszenie ryzyka zatrucia pokarmowego u ludzi tym patogenem, stad ce-
lowe jest prowadzenie dalszych prac w tym kierunku.

Whioski

1. Techniki dezynfekcji ozonem i promieniowaniem UV powoduja zmniejszenie
liczby bakterii Campylobacter sp. zarbwno w metodzie ptytkowej, jak 1 w miesie
drobiowym, jednak przed wprowadzeniem ich do praktycznego stosowania naleza-
loby zbada¢ ich utleniajacy wplyw na substancje odzywcze, w ktore zasobne jest
mig¢so drobiowe.

2. Zastosowanie tylko jednej z badanych technik we wstepnym procesie oczyszczania
migsa drobiowego nie jest rekomendowanym dziataniem.

3. Wykorzystanie badanych technik w potaczeniu np. z fizycznymi metodami dekon-
taminacji, polegajagcymi na dzialaniu niskich lub wysokich temperatur moze
zwickszy¢ efektywno$¢ sanityzacji 1 poprawi¢ bezpieczenstwo mikrobiologiczne
migsa drobiowego.

Badania zostaly sfinansowane ze srodkow tematu badawczego: ,, Badanie aktyw-
nosci metabolicznej szczepow nalezgcych do rodzaju Campylobacter, izolowanych
z surowego miesa drobiowego”. Badania statutowe Zaktadu Jakosci Zywnosci w £o-
dzi, Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa Dg-
browskiego — nr tematu: 500-01-ZJ-03.
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APPLICATION OF ENVIRONMENTALLY FRIENDLY TECHNIQUES TO INACTIVATE
CAMPYLOBACTER SP. IN POULTRY MEAT

Summary

Campylobacter is considered to be one of the major pathogens responsible for food poisoning that oc-
curs particularly after consuming the incorrectly stored or improperly thermally treated poultry meat.
Thus, research studies are intensified that are targeted at searching for disinfection techniques, which are
environmentally safe and effectively eliminate that pathogen. The Department of Food Quality at the
Institute of Agricultural and Food Biotechnology in £.6dZ undertook research the objective of which was
to determine the effectiveness of environmentally friendly disinfection with the use of ozone and ultravio-
let irradiation to inactivate Campylobacter sp. inoculated on agar plates, and, then, in poultry meat. It was
proved that the two disinfecting agents caused the counts of Campylobacter spp. to decrease. When apply-
ing the method with agar plates, the reduction degree of bacteria was above 2 log cfu /ml regardless of the
strain and sanitising agent. After 30 minutes of sterilizing the poultry meat, the reduction degree of bacte-
ria therein ranged from 0.19 log cfu / ml as for the strain of UV irradiated C. coli ATCC 43478 to 1.16 log
cfu /ml as for the ozone-treated C. jejuni (the authors’ own strain). Depending on the disinfecting agent:
ozone or UV light, the mean degree of reduction was, respectively: 1.0 and 0.3 log cfu/ml UV. Consider-
ing the results obtained, it would not be recommended to apply only one of the disinfection methods tested
to the initial cleansing process of poultry. However, the use of ozonation and UV irradiation together with
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other decontamination techniques could increase the effectiveness of sanitisation and improve the micro-
biological safety of poultry meat; therefore, it is advisable to continue the research in this field.

Key words: Campylobacter, poultry meat, ozonation, UV irradiation
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