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lzvod (12):

U radu je ispitan i razvijen novi pristup tretmanu koze goveda prirodnom smolom
Selak, koja je dozvoljena za koriS¢enje u hrani, u cilju redukcije unakrsne mikrobioloSke
kontaminacije sa koze na govede meso. Mehanizam ovog tretmana je baziran na
imobilizaciji mikroorganizama na dlaci tretirane koze i prevenciji njihovog fiziCkog prenosa sa
dlake na meso trupova tokom procesa obrade zaklanih goveda.

U in vitro uslovima, tretman uzoraka vizuelno Ciste i suve koze 23% rastvorom Selaka
u etanolu je redukovao prenos sa koze na sundere kojima je koZa uzorkovana brisevima:
ukupne mikroflore (TVC) za 6,6 log (>1000 puta viSe u odnosu na 2,9 log redukcije kod
tretmana samo etanolom), generi¢ke Escherichia coli za najmanje 2,9 i Enterobacteriaceae
za najmanje 4,8 log. Ove redukcije sve tri grupe mikroorganizama su bile znacajno viSe u
odnosu na redukcije postignute tretmanom koze kombinacijom ispiranja sanitajzerom i
vakumiranja. Znacajno viSe redukcije prenosa TVC sa koze na sunderske briseve su
postignute koriS¢enjem viSih koncentracija Selaka (23% i 30%) u odnosu na nize (4,8-16,7%)
i u slucajevima kada je temperatura rastvora Selaka bila 20, 30 ili 40°C u odnosu na 50°C i
60°C. Takode, tretman koze Selakom je znacajno (3,7 puta) redukovao prevalencu E. coli
0157 na prirodno kontaminiranoj, neinokulisanoj kozi, kao i broj E. coli O157 na vestacki
inokulisanim koZzama (redukcija od 2,1 log), u odnosu na odgovaraju¢e netretirane kontrole.

U uslovima laboratorijskog modela direktnog kontakta koZe i mesa, tretman kozZe
(razlicitih  kategorija Cisto¢e) 23% rastvorom Selaka je zna€ajno smanjio prenos
mikroorganizama sa tretirane koZe na sterilno govede meso: do 3,6 log cfu/cm? redukcije
ukupnog broja bakterija (TVC), do 2,5 log cfu/cm? Enterobacteriaceae (EC) i do 1,7 log
cfu/cm? generi¢ke E. coli (GEC). Redukcija prenosa TVC je bila znagajno vi$a, a redukcije
EC i GEC sliéne, u odnosu na redukcije nakon tretiranja koze kombinacijom ispiranja-
vakumiranja sanitajzerom.

U uslovima male komercijalne klanice sa nezadovoljavaju¢om procesnom praksom
(klanje prljavih goveda i neadekvatna higijena procesa klanja i obrade), tretman koza
zaklanih goveda 23% rastvorom Selaka je rezultirao znacajnom mikrobnom redukcijom na
mesu trupova goveda nakon skidanja koze: 1,7 log cfu/cm? TVC, 1,4 log cfu/cm? EC i 1,3 log
cfu/cm? GEC. Redukcija TVC na mesu trupova je bila zna&ajno vi$a, a redukcije EC i GEC
sliéne, u odnosu na redukcije nakon tretiranja koZe ispiranjem-vakumiranjem sanitajzerom.

Ova istrazivanja su po prvi put pruZila nau¢ne dokaze da se tretman koze goveda u
cilju imobilizacije mikroflore na dlaci moze uspesno koristiti u cilju smanjenja kontaminacije
mesa trupova tokom procesa skidanja koze, unapredenja finalnog mikrobioloSkog statusa
mesa i bezbednosti govedeg mesa uopsSte. Da bi se ostvario puni potencijal ovog novog
tretmana u praksi, neophodna su dalja istrazivanja u cilju njegove tehni¢ke optimizacije u
uslovima industrije mesa.
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Abstract (AB):

In this research, a new approach to cattle hide treatments, based on using a natural,
food-grade resin, Shellac, to reduce microbial cross-contamination from the hides onto
carcass meat, was developed and evaluated. The basis of this treatment is immobilisation of
microorganisms on cattle hide’s hair and subsequent reduction of their transmissibility from
the hair onto carcass meat during dressing of slaughtered cattle.

Under in vitro conditions, treatment of samples of visually clean and dry hides with
23% Shellac-in-ethanol solution reduced sponge-swabbing recoveries of general microflora
(TVC) by a factor of 6.6 logs (>1000-fold greater than the 2.9 log reduction observed by
ethanol alone), and of generic E. coli (GEC) and Enterobacteriaceae (EC) by factors of at
least 2.9 and 4.8 logs, respectively. The reductions of these three groups of microorganisms
were superior to those achieved by a sanitizer rinse-vacuum hide treatment. Significantly
greater reductions of TVC recoveries from hides were achieved when using higher Shellac
concentrations (23.0% and 30.0% rather than 4.8-16.7%) and when Shellac solution
temperatures were 20-40°C rather than 50-60°C. Furthermore, the Shellac-based treatment
also markedly reduced the E. coli O157 prevalence (3.7-fold reduction) on natural,
uninoculated hides, as well as the counts of E. coli O157 on artificially inoculated hides (2.1
log reduction) when compared to corresponding untreated controls.

Under the conditions of a hide-to-meat direct contact laboratory-based model,
treatment of hides (of varying visual cleanliness) with the 23% Shellac solution produced
significant reductions of microbial transfer from treated hide onto sterile beef: up to 3.6 log1o
CFU/cm? of TVC, up to 2.5 logso CFU/cm? of EC and up to 1.7 logso CFU/cm? of GEC. TVC
reductions of microbial transfer from treated hide onto beef achieved by the Shellac hide
treatment were superior to those achieved by the comparative sanitizer rinse-vacuum hide
treatment, but reductions of EC and GEC did not differ between the two hide treatments.

In a small commercial abattoir with unsatisfactory process practices (slaughtering
dirty cattle, inadequate process hygiene), treatment of hides with Shellac produced
significant microbial reductions on skinned beef carcasses: 1.7 logqo CFU/cm?, 1.4 log1o
CFU/cm? and 1.3 logs, CFU/cm? of TVC, EC and GEC, respectively. TVC reductions on
skinned beef carcasses achieved by the Shellac hide treatment were superior to those
achieved by the comparative sanitizer rinse-vacuum hide treatment, but reductions of EC
and GEC did not differ significantly between the two hide treatments.

These investigations produced the first scientific evidence that treatment of cattle
hides with aim of immobilising microflora on the hair can be very successfully used to reduce
carcass meat contamination during the skinning operation, thus improving the
microbiological status of the final beef carcasses as well as the beef safety in general. To
achieve the full potential of this new treatment in practice, further research aimed at its
further technical optimization under real-life meat industry conditions is necessary.
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ANTIMIKROBNI TRETMAN KOZE GOVEDA U CILJU UNAPREDENJA
MIKROBIOLOSKE BEZBEDNOSTI GOVEDEG MESA

Kratak sadrzaj

U radu je ispitan i razvijen novi pristup tretmanu koZze goveda prirodnom smolom
Selak, koja je dozvoljena za koriS¢enje u hrani, u cilju redukcije unakrsne mikrobioloske
kontaminacije sa koZe na govede meso. Mehanizam ovog tretmana je baziran na
imobilizaciji mikroorganizama na dlaci tretirane koze i prevenciji njihovog fizickog prenosa sa
dlake na meso trupova tokom procesa obrade zaklanih goveda.

U in vitro uslovima, tretman uzoraka vizuelno Ciste i suve koZze 23% rastvorom Selaka
u etanolu je redukovao prenos sa koze na sundere kojima je koza uzorkovana brisevima:
ukupne mikroflore (TVC) za 6,6 log (>1000 puta vise u odnosu na 2,9 log redukcije kod
tretmana samo etanolom), generi¢ke Escherichia coli za najmanje 2,9 i Enterobacteriaceae
za najmanje 4,8 log. Ove redukcije sve tri grupe mikroorganizama su bile znacajno viSe u
odnosu na redukcije postignute tretmanom koze kombinacijom ispiranja sanitajzerom i
vakumiranja. Znacajno viSe redukcije prenosa TVC sa koZe na sunderske briseve su
postignute koriséenjem visih koncentracija Selaka (23% i 30%) u odnosu na nize (4,8-16,7%)
i u slucajevima kada je temperatura rastvora Selaka bila 20, 30 ili 40°C u odnosu na 50°C i
60°C. Takode, tretman koze Selakom je znacajno (3,7 puta) redukovao prevalencu E. coli
0157 na prirodno kontaminiranoj, neinokulisanoj kozi, kao i broj E. coli O157 na vestacki
inokulisanim kozama (redukcija od 2,1 log), u odnosu na odgovaraju¢e netretirane kontrole.

U uslovima laboratorijskog modela direktnog kontakta koZze i mesa, tretman kozZe
(razli¢itih kategorija Cisto¢e) 23% rastvorom 3elaka je znacajno smanjio prenos
mikroorganizama sa tretirane koZe na sterilno govede meso: do 3,6 log cfu/cm? redukcije
ukupnog broja bakterija (TVC), do 2,5 log cfu/cm?® Enterobacteriaceae (EC) i do 1,7 log
cfu/cm? generi¢ke E. coli (GEC). Redukcija prenosa TVC je bila znagajno vi$a, a redukcije
EC i GEC slicne, u odnosu na redukcije nakon tretiranja koZe kombinacijom ispiranja-
vakumiranja sanitajzerom.

U uslovima male komercijalne klanice sa nezadovoljavaju¢om procesnom praksom
(klanje prljavih goveda i neadekvatna higijena procesa klanja i obrade), tretman koza
zaklanih goveda 23% rastvorom Selaka je rezultirao zna¢ajnom mikrobnom redukcijom na
mesu trupova goveda nakon skidanja koze: 1,7 log cfu/cm? TVC, 1,4 log cfu/cm? EC i 1,3 log
cfu/cm? GEC. Redukcija TVC na mesu trupova je bila zna&ajno vi$a, a redukcije EC i GEC
slicne, u odnosu na redukcije nakon tretiranja koze ispiranjem-vakumiranjem sanitajzerom.

Ova istrazivanja su po prvi put pruzila nau¢ne dokaze da se tretman koze goveda u
cilju imobilizacije mikroflore na dlaci moze uspesno koristiti u cilju smanjenja kontaminacije
mesa trupova tokom procesa skidanja koZe, unapredenja finalnog mikrobioloskog statusa
mesa i bezbednosti govedeg mesa uopste. Da bi se ostvario puni potencijal ovog novog
tretmana u praksi, neophodna su dalja istrazivanja u cilju njegove tehnicke optimizacije u
uslovima industrije mesa.

Kljuéne reéi: koza goveda; mikroflora koze; S$elak; mikrobna imobilizacija;
dekontaminacija kozZe; kontaminacija trupova goveda; Escherichia coli O157; higijena mesa.

Doktorska disertacija je odloZena u biblioteci Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Novom Sadu.
Disertacija sadrzi: 178 strana, 21 tabely, 8 grafikona, 25 slika, original na srpskom jeziku i kratak
sadrzaj na engleskom jeziku.

Vi



UNIVERSITY OF NOVI SAD UDK: 636.09:637.5'62 (043.3)
FACULTY OF AGRICULTURE

Department of Veterinary Medicine

DOCTORAL DISSERTATION

Submitted in 2011.

ANTIMICROBIAL TREATMENT OF CATTLE HIDES
TO IMPROVE MICROBIAL SAFETY OF BEEF MEAT

Abstract

In this research, a new approach to cattle hide treatments, based on using a natural,
food-grade resin, Shellac, to reduce microbial cross-contamination from the hides onto
carcass meat, was developed and evaluated. The basis of this treatment is immobilisation of
microorganisms on cattle hide’s hair and subsequent reduction of their transmissibility from
the hair onto carcass meat during dressing of slaughtered cattle.

Under in vitro conditions, treatment of samples of visually clean and dry hides with
23% Shellac-in-ethanol solution reduced sponge-swabbing recoveries of general microflora
(TVC) by a factor of 6.6 logs (>1000-fold greater than the 2.9 log reduction observed by
ethanol alone), and of generic E. coli (GEC) and Enterobacteriaceae (EC) by factors of at
least 2.9 and 4.8 logs, respectively. The reductions of these three groups of microorganisms
were superior to those achieved by a sanitizer rinse-vacuum hide treatment. Significantly
greater reductions of TVC recoveries from hides were achieved when using higher Shellac
concentrations (23.0% and 30.0% rather than 4.8-16.7%) and when Shellac solution
temperatures were 20-40°C rather than 50-60°C. Furthermore, the Shellac-based treatment
also markedly reduced the E. coli O157 prevalence (3.7-fold reduction) on natural,
uninoculated hides, as well as the counts of E. coli O157 on artificially inoculated hides (2.1
log reduction) when compared to corresponding untreated controls.

Under the conditions of a hide-to-meat direct contact laboratory-based model,
treatment of hides (of varying visual cleanliness) with the 23% Shellac solution produced
significant reductions of microbial transfer from treated hide onto sterile beef: up to 3.6 log+
CFU/cm? of TVC, up to 2.5 logso CFU/cm? of EC and up to 1.7 logso CFU/cm? of GEC. TVC
reductions of microbial transfer from treated hide onto beef achieved by the Shellac hide
treatment were superior to those achieved by the comparative sanitizer rinse-vacuum hide
treatment, but reductions of EC and GEC did not differ between the two hide treatments.

In a small commercial abattoir with unsatisfactory process practices (slaughtering
dirty cattle, inadequate process hygiene), treatment of hides with Shellac produced
significant microbial reductions on skinned beef carcasses: 1.7 logi, CFU/cm?, 1.4 logqo
CFU/cm? and 1.3 log1o CFU/cm? of TVC, EC and GEC, respectively. TVC reductions on
skinned beef carcasses achieved by the Shellac hide treatment were superior to those
achieved by the comparative sanitizer rinse-vacuum hide treatment, but reductions of EC
and GEC did not differ significantly between the two hide treatments.

These investigations produced the first scientific evidence that treatment of cattle
hides with aim of immobilising microflora on the hair can be very successfully used to reduce
carcass meat contamination during the skinning operation, thus improving the
microbiological status of the final beef carcasses as well as the beef safety in general. To
achieve the full potential of this new treatment in practice, further research aimed at its
further technical optimization under real-life meat industry conditions is necessary.

Keywords: cattle hides; hide microflora; Shellac; microbial immobilisation; hide
decontamination; beef carcass contamination; Escherichia coli O157; meat hygiene.

Doctoral dissertation is stored at the Library of the Faculty of Agriculture, University of Novi Sad.
Content: 178 pages, 21 tables, 8 graphs, 25 images, the original in Serbian and abstract in English.
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OpSti uvod

Bezbednost hrane, ukljuCujuéi meso, je oblast od narocCitog interesa za
industriju, vlade i javnost, jer je oCekivanje potroSsaCa da hrana bude higijenski
ispravna i zdravstveno bezbedna. Glavni problemi bezbednosti mesa, koji utiCu na
zdravlje potro$aca kao i velike gubitke industrije mesa zbog povlacenja proizvoda sa
trzidta, tiCu se mikrobioloskih, a narocCito bakterijskih alimentarnih patogena (Sofos,
2008). S obzirom na to da ovi patogeni u lanac mesa mogu uci na razli€itim, nekada
i viSestrukim, tackama, njihova kontrola je neophodna duz celog lanca mesa (,od
farme do trpeze“) da bi se smanjio rizik od pojave alimentarnih bolesti u ljudi
(Narrung i Buncic, 2008). Glavni izvor uzro€nika najvaznijih alimentarnih oboljenja su
farmske zivotinje koje ih izlu€uju fecesom. Poznato je da su goveda glavni rezervoar
alimentarnog patogena E. coli O157, ali i jedan od rezervoara Salmonella spp., i
Campylobacter spp. (N@rrung i sar., 2009). Zivotinje fekalni izlugivadi kontaminiraju
svoju kozu, okolinu u kojoj se nalaze, a time omogucuju Sirenje kontaminacije i na
druge zivotinje (Small j sar., 2002).

Osnovu modernog sistema bezbednosti mesa (i druge hrane) €ini proaktivni i
preventativni pristup, u kome se problemi i pitanja od znacaja za bezbednost mesa
prepoznaju i reSavaju pre nego Sto se uopste i dogode, najceSce u taCkama lanca
mesa gde je najvedi rizik od njihove pojave (Buncic, 2006). Mere koje se primenjuju
u kontroli glavnih bakterijskih patogena poreklom od farmskih Zivotinja (npr. E. coli
0157 i Salmonella spp.) ukljuCuju: mere na farmi sa ciljiem spre€avanja izlu€ivanja
patogena putem fecesa, optimizaciju procesne higijene kroz implementaciju HACCP
sistema u klanicama i preradi mesa, pravilno rukovanje mesom tokom transporta i u
prodaji, kao i pravilno rukovanje od strane potrosaca (Sofos, 2005). Medutim, ove
kontrolne mere nisu uvek dovoljne da potpuno spreCe ulazak patogena u lanac
mesa. NarocCito vazna i kriti€na taCka je klanica, u kojoj znacajna mikrobioloska
kontaminacija poreklom sa zivotinja dolazi u kontakt sa prethodno sterilnim mesom.
Poznato je da govedi trupovi tokom klanja i obrade bivaju ponekad kontaminirani
fekalnim materijalom, sadrZajem predzeludaca i creva, a redovno sa koze (Bell,
1997; Hudson j sar., 1998), Sto ukljuCuje i bakterijske patogene kao $to su
Salmonella spp. i E. coli O157 (Elder i sar. 2000; Avery i sar., 2002; Small i sar.,
2006). Cak i primenom najbolie higijenske prakse tokom klanja i obrade goveda,
nemoguce je izbeci izvesnu mikrobioloSku kontaminaciju trupova u komercijalnim
uslovima (Sofos, 2005).
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U naporima da ispune regulatorne i trziSne zahteve, kao i da meso i proizvodi
od mesa budu bezbedni za potroSace, industrija mesa u nekim zemljama sve viSe
primenjuje razliCite dodatne mere (tretmane) sa ciliem da redukuje kontaminaciju
mesa trupova i proizvoda od mesa. Dekontaminacioni tretmani su u SAD integrisani
u sisteme bezbednosti mesa, kao Sto je HACCP, dija je implementacija obavezna u
industriji hrane (Sofos, 2005). Primena ovakvih tretmana ima za cilj ispunjavanje
regulativama zadatih kriterijuma performanse i mikrobioloSkih kriterijuma i ukupno
poboljSanje bezbednosti proizvoda, uz preduslov da su prethodno primenjene
primarne, fundamentalne higijenske mere (dobra proizvodna i dobra higijenska
praksa) (Sofos i sar., 1999a). Dekontaminacioni tretmani se, stoga, smatraju kao
dodatak preduslovnim higijenskim merama, a ne njihova zamena, i treba da se
primenjuju u okviru definisanog sistema za bezbednost mesa (HACCP) (Smulders i
Greer, 1998).

Medutim, u pogledu antimikrobnih (dekontaminacionih) tretmana postoje
veoma bitne razlike u pristupu izmedu SAD i EU. Regulatorna tela u EU su doskora
smatrala da striktna higijenska praksa kroz implementaciju HACCP sistema treba da
bude jedini pristup osiguranju bezbednosti mesa. Razlog tome je bila zabrinutost da
bi uvodenje tretmana dekontaminacije mesa - od kojih ni jedan ne moze da potpuno
eliminiSe patogene ako su prisutni u veéem broju - dovelo do pridavanja manje
vaznosti higijenskoj praksi od strane klanica i na kraju rezultiralo smanjivanjem
bezbednosti proizvoda (Buncic, 2006). Medutim, posto ni najbolja higijena ne moze
uvek da spreci prisustvo patogena na mesu, novom Evropskom regulativom (EU
Regulation 853/2004) se, u principu, dozvoljava upotreba tretmana dekontaminacije
u klanicama, ukoliko se za takve tretmane dobije pozitivno nau¢no misljenje panela
EFSA i dozvola regulatornih tela (EC, 2004a).

Dekontaminacioni tretmani u cilju redukcije bakterijskih patogena na mesu se
mogu primeniti u razli€itim fazama proizvodnje mesa, uklju€ujuci i dekontaminaciju
trupa nakon zavrSene obrade, a pre hladenja (Buncic, 2006). Medutim, iako je
ovakav pristup doveo do znacajnog poboljSavanja mikrobioloskog statusa govedih
trupova i ukupne bezbednosti mesa, on se moZe smatrati kao ,reaktivan®, jer
probleme (mikrobioloSku kontaminaciju) reSava nakon §to se oni dogode. U skorije
vreme, dosta pazZnje je usmereno ka viSe proaktivnhom i preventivnhom pristupu,
redukciji bakterijske mikroflore (mikrobiote) i patogena na glavhom izvoru

kontaminacije trupova, odnosno kozi goveda (Koohmaraie i sar., 2005; Small i sar.,
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2005), pre nego Sto se kontaminacija trupova uopste i dogodi. Inace, stariji termin
.,mikroflora“ nije terminolo$ki adekvatan, jer pogreSno oznaCava mikrobe-bakterije
kao biljni svet (,flora“), ve¢ je noviji termin ,mikrobiota“ nau¢no korektniji, ali ¢e -
zbog njegovog decenijskog Sirokog koriS¢enja i u cilju izbegavanja nerazumevanja -
u ovom radu ipak biti koris¢en stariji termin. Tretmani koze se mogu Koristiti bilo kao
primarna (jedina) mera za smanjivanje kontaminacije mesa trupova, ili u kombinaciji
sa naknadnom dekontaminacijom mesa finalnih, obradenih trupova, $to bi moglo da
ima sinergijski efekat i ukupno unapredi mikrobioloSki status mesa viSe nego ovi
tretmani pojedinacno.

Danas raspolozive informacije o antimikrobnoj efikasnosti i moguénostima
prakticne primene dekontaminacionih tretmana koze goveda su ograniCene i
nedovoljne. Neki istrazivaCi veruju da su dekontaminacioni tretmani koze goveda
najefikasniji na¢in da se redukuje bakterijska kontaminacija mesa govedih trupova
(Koohmaraie i sar., 2005; Small /i sar., 2005; Antic / sar., 2010a). U dosad
objavljenim istrazivanjima, ispitivani su razli€iti fizicki i hemijski antimikrobni tretmani
koZe goveda, sa ciljem da se patogeni ubiju i/ili uklone sa koze. Postignute redukcije
bakterijske mikroflore i alimentarnih patogena na kozi se veoma razlikuju u razli€itim
studijama, u zavisnosti od brojnih faktora, a narocCito usled razlika u: higijenskom i
mikrobioloSkom status koze, efikasnosti samog dekontaminacionog tretmana i da li
je istrazivanje sprovedeno u laboratorijskim ili prakticnim uslovima na klanici. Do
danas, generalno, postignute mikrobne redukcije na kozi goveda u eksperimentalnim
uslovima su iznosile oko 3-4 log cfu/cm?, a u prakti¢nim uslovima na klanici oko 2-3
log cfu/cm?®. Medutim, koZa goveda je redovno kontaminirana sa ukupnom
mikroflorom uklju€ujuéi i fekalne mikroorganizme na nivou koji moze biti i preko 10
log cfu/cm? (Bacon i sar., 2000; Antic i sar., 2010a; Blagojevic i sar., 2011), a vrlo
Cesto i sa bakterijskim alimentarnim patogenima kao $to su E. coli O157 i Salmonella
spp. (Avery i sar., 2002; Small i sar., 2006; Nastasijevic i sar., 2008). Zbog toga je
neophodno da se efikasnost antimikrobnih tretmana koze goveda znacajno poboljSa.
Da bi se to postiglo, moraju se razmotriti i alternativni pristupi u tretmanima koze.

Jedan od alternativnih pristupa je baziran na principu mikrobne imobilizacije
(fiksacije) mikroorganizama na dlaci i povrSini koze. Sa ovim novim pristupom,
eliminacija ukupne mikroflore sa koze nije neophodna (to je verovatno nedostizan
cilj), veC je dovoljno da se bakterije na neki nacin ,zalepe“ za dlaku i tako spreci

njihovo odvajanje sa koze i prenos na meso trupova tokom operacije skidanja koze.
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U ovom radu, glavni cilj je bio da se istraze potencijal i efikasnost tog novog pristupa
- imobilizacija mikroorganizama na koZi u cilju spreavanja kontaminacije mesa
govedih trupova. U tom cilju, preliminarno je ispitano koriS¢enje razliCitih materija.
Prirodna smola poreklom od insekata, Selak, se preliminarno pokazala da ima
posebno dobar potencijal i stoga je njena primena dalje detaljno ispitana. Kao
komparativna kontrola, u radu je paralelno koris¢en i tretman koze baktericidnim
sanitajzerom, za Kkoji su ranije objavljena istrazivanja pokazala da je jedan od

najuspesnijih do sada.
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1. Znacaj bezbednosti govedeg mesa

1.1. Uvod

Bezbednost mesa je postala jedna od glavnih drustvenih tema i izazova u
novije vreme, nakon viSe ozbiljnih (i medijski pracenih) epidemija alimentarnih
oboljenja, narocito onih uzrokovanih sa E. coli O157 i Listeria monocytogenes koje
mogu da imaju letalne ishode. Najvaznija pitanja i interesovanja u oblasti
mikrobioloSke bezbednosti proizvoda od mesa tiCu se okolnosti nastajanja epidemija
alimentarnih oboljenja, posledi¢nog povlacenja proizvoda sa trzista, ispunjavanja
regulatornih zahteva i strategija za prevenciju i kontrolu bakterijskih patogena (Sofos
i Geornaras, 2010). lako mnoge vrste hrane mogu biti izvor alimentarnih oboljenja,
meso i proizvodi od mesa imaju veoma znacajan udeo u infekcijama ljudi sa
Salmonella spp., verocitotoksicnim E. coli (VTEC), Campylobacter jejuni/coli i do
izvesnog stepena, sa Listeria monocytogenes (Ngrrung i sar., 2009). Naj¢e&¢i sled
dogadaja koji prethodi alimentarnim oboljenjima ukljuCuje postojanje primarnog
izvora, zdravih Zivotinja za proizvodnju mesa koje fekalno izluCuju patogene i koji se
dalje Sire kroz proces proizvodnje, prerade, rukovanja i konzumiranja mesa i
proizvoda od mesa do potroSaca (Ngrrung i Buncic, 2008).

U ukupnom broju slu€ajeva alimentarnih oboljenja izazvanih konzumiranjem
mesa i proizvoda od mesa, udeo govedeg mesa je veoma znacajan, a naj¢esée
odmah iza zivinskog koje je na prvom mestu. To je slu¢aj u UK (Smerdon i sar.,
2001), a takode i u SAD (Lynch j sar., 2006), sa E. coli O157 kao naj¢eS¢im
uzroCnikom poreklom iz govedeg mesa. Medutim, od zemlje do zemlje postoje
varijacije u znacaju govedeg mesa kao izvora alimentarnih oboljenja i epidemija i
one uglavnom zavise od tri faktora:

a) prevalence i koncentracije patogena u govedem mesu i proizvodima od
njega;

b) koli¢ine konzumiranog govedeg mesa po glavi stanovnika u nekoj zemilji;
na primer, u okviru EU je najmanja u Ceskoj, <10 gr po osobi dnevno, a najveéa u
Italiji i Irskoj, >60 gr po osobi dnevno (FAOSTAT, http://faostat.fao.org); i
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c) naCina pripremanja mesa i navika potroSaCa; na primer, meso se duze
termicki tretira u nekim zemljama, kao $to je Gréka ili UK, dok se u drugim, kao SAD,
Francuska i Holandija, ¢e$¢e konzumira blaze termicki tretirano meso (Rhoades i
sar., 2009).

Odabrani podaci o incidenci najvaznijih alimentarnih patogena u oboljenjima

ljudi u razli€itim zemljama dati su u tabeli 1.1.

Tabela 1.1. Incidenca najvaznijih alimentarnih patogena kod ljudi, na 100.000
stanovnika (prilagodeno od Buncic, 2006; i EFSA, 2010a)

Zemlja, E. coli 0157

Campylobacter Salmonella L. monocytogenes

godina izvestaja i VTEC

Australija, 2003 113 40,3 0,1 0,3
Kanada, 2000 40,1 18,4 8,8 /
Novi Zeland, 1998-2000 320 49,6 1,3 0,5
SAD, 2003 12,6 14,5 1,1 0,3
Svajcarska, 2003 77,8 30,5 0,8 0,6
UK, 2002 88,7 27,6 1,4 0,3
EU, 2004 47,6 42,2 1,3 0,3
EU, 2008 40,7 26,4 0,7 0,3

Na osnovu izveStaja koje objavljuje Ministarstvo poljoprivrede i Agencija za
bezbednost i inspekciju hrane SAD (USDA/FSIS), industrija mesa svake godine trpi
velike gubitke zbog povlacenja viSe hiljada tona proizvoda sa trziSta, gotovih jela od
mesa i zivine kontaminiranih sa L. monocytogenes, ili usitnjenog govedeg mesa
kontaminiranog sa E. coli 0157 (Sofos, 2008). Ekonomski gubici uklju€uju i troSkove
leCenja obolelih, gubitak produktivnosti, kazne i sudske procese, kao i gubitke
poloZaja na trziStu, pa je grubo procenjeno da iznose i do 12 milijardi americkih
dolara godiSnje (Skandamis i sar., 2010). Kontaminacija sirovog mesa patogenima
kao Sto su Salmonella, E. coli O157 i Campylobacter, najéeSce nastaje tokom klanja
i obrade Zivotinja u klanicama, dok je za neke druge patogene (na primer,
L. monocytogenes) kljucna kontaminacija tokom prerade, pripremanja i Cuvanja
hrane (Ngrrung i sar., 2009).

U brojnim istrazivanjima je utvrdeno da koza goveda predstavlja najznacajniji
izvor mikrobioloSke kontaminacije trupova goveda (Elder i sar., 2000; Avery i sar.,
2002; Arthur  sar., 2004). ZnaCaj koZe goveda kao klju¢nog faktora za ulazak
mikrobioloSke kontaminacije (uklju€ujuci i patogene) u lanac govedeg mesa i kasniju

izloZzenost potroSaca potvrden je i kvantitativnom ocenom rizika od E. coli O157:H7 u
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govedim hamburgerima (Duffy i sar., 2006). Utvrdeno je da inicijalna prevalenca i
broj E. coli O157:H7 na kozi goveda imaju najveci uticaj na rizik od tog alimentarnog
oboljenja nakon konzumiranja hamburgera od strane potro$aca (Duffy i sar., 2006).
Stoga je izvesno da ¢e sve preventivnhe i interventne strategije usmerene na
redukciju patogena na kozi goveda (i posledicno spreCavanje njihovog ulaska u
lanac mesa u toj fazi) imati veliki uticaj na ukupno smanjenje rizika od pojave

alimentarnih oboljenja poreklom od govedeg mesa.

1.2. Alimentarni patogeni u lancu govedeg mesa

Bazirano na ucCestalosti i posledicama, generalno se smatra da su najvazniji
bakterijski patogeni prisutni u lancu govedeg mesa verocitotoksi¢ne Escherichia coli
(VTEC), Salmonella enterica, Campylobacter jejuni/coli i Listeria monocytogenes
(Rhoades i sar., 2009).

1.2.1. Verocitotoksiéne Escherichia coli (VTEC)

VTEC su sojevi E. coli sposobni za produkciju verocitotoksina, ali sama
sposobnost produkcije toksina ne znaci da taj soj mozZze da izazove i alimentarno
oboljenje. Neki od VTEC sojeva poseduju dodatne patogene faktore koji su
neophodni za izazivanje enterohemoragi¢nog kolitisa i stoga se svrstavaju u grupu
enterohemoragicnih Escherichia coli (EHEC) (Nerrung i sar., 2009). Medutim,
enterohemoragicni kolitis nije jedina forma oboljenja koje izaziva ovaj patogen.
Stoga, niti termin VTEC ni termin EHEC ne karakteriSu u potpunosti ovog patogena,
a dodatna komplikacija je da se ovi termini ponekad u literaturi koriste i kao sinonimi.
U novije vreme, predlozen je od strane EFSA, kao tacniji, termin ,human-pathogenic
VTEC® (Hp-VTEC) (EFSA, 2007). U okviru VTEC grupe, najCeScCe serogrupe koje
dovode do alimentarnih bolesti ljudi su odredene somatskim O antigenom i to su
0157, 026, O111, 0103, 091 i 0145 (SCVPH, 2003a). Jedan od serotipova koiji je
najvise proucavan i koji uzrokuje veliki procenat enterohemoragicnog kolitisa je
E. coli O157:H7, pa ¢e o njemu biti najviSe re€i u narednim poglavljima. VTEC
infekcije ljudi predstavljaju alimentarna oboljenja sa najozbiljnijim klini¢kim
simptomima i ponekad imaju i fatalne komplikacije. Akutni simptomi su najceSce

prolazni i ukljuCuju bolove u trbuhu, profuznu dijareju koja prelazi u krvavu usled
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razvoja hemoragi¢nog kolitisa i ponekad povracanje. U manjem broju slu¢ajeva (oko
10%) se mogu razviti dodatne komplikacije na bubrezima i mozgu, kao $to su
hemoliticni  uremi¢ni sindrom (HUS, naj¢eS¢ée kod dece) i tromboti¢na
trombocitopeni¢na purpura (TTP; naj¢eS¢e kod odraslih); mortalitet u slu€aju
komplikacija je visok i iznosi oko 10% (Rhoades i sar., 2009).

Glavni rezervoari za VTEC su prezivari, prvenstveno goveda, a potom ovce,
koze, bufalo i divlji prezivari, dok je prevalenca u svinja veoma niska (EFSA, 2007).
Pod uobicajenim uslovima, VTEC kod tih zivotinja ne izazivaju manifestacije bolesti.
Ljudi se najCeSce inficiraju konzumiranjem sirovog ili nepotpuno pasterizovanog
mleka ili nekih sireva proizvedenih od njih, nedovoljno termi¢ki obradenih govedih
mlevenih mesa (hamburgera) i sirovih proizvoda od govedeg mesa (fermentisane

kobasice), ali i sirovim povréem ili kontaktom sa Zivotinjama ili njihovom okolinom.

1.2.2. Salmonella spp.

U okviru vrste Salmonella enterica, postoji veliki broj patogenih serotipova, ali
je 60-90% sluCajeva alimentarne salmoneloze izazvano sa dva najc¢e$¢a serotipa,
Salmonella Typhimurium i S. Enteritidis (SCVPH, 2003b). Ovi serotipovi uzrokuju
prolazni gastroenteritis koji se manifestuje dijarejom, bolovima u trbuhu,
povracanjem i visokom temperaturom. U oko 5% slu€ajeva simptomi su ozbiljniji,
praceni jakom dehidratacijom, a mogu¢ je i smrtni ishod kod imunokompromitovanih
osoba (u oko 2% ovih slu€ajeva), posebno nakon infekcije antibiotski rezistentnim
serotipovima Salmonella.

Salmonele se nalaze u crevima ljudi i Zivotinja, a u zivotnu sredinu dospevaju
preko fecesa. NajCeSCi primarni rezervoar za S. Typhimurium su svinje, goveda i
Zivina, a za S. Enteritidis brojleri i koke nosilie (Ngrrung i sar., 2009). Zivotinje
kliconoSe mogu imati salmonele u crevima i bez ispoljavanja klini¢kih simptoma, a u
sluCaju klanja tih kliconoSa ili unakrsne kontaminacije od njih verovatnoca
kontaminacije trupova salmonelama na liniji klanja je velika - posebno tokom
operacija skidanja koze i evisceracije. Medutim, salmonele mogu uci u lanac hrane i
na bilo kojoj drugoj tacki, iz hrane za zivotinje, farmske sredine, kao i iz sredine i/ili
ljudi kliconoSa tokom prerade i distribucije hrane i njenog pripremanja u ugostiteljstvu
ili domacinstvima (SCVPH, 2000). LoSe navike li€ne higijene i higijene rada mogu

dovesti do kontaminacije ruku ljudi salmonelama, posle ¢ega oni kontaminiraju hranu
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kojom rukuju. Ljudi mogu da se inficiraju salmonelama iz razli€itih vrsta hrane, ali
daleko najCeSc¢e preko jaja i zivinskog mesa, potom svinjskog mesa, ali nekad i

mleka i proizvoda od mleka i govedeg mesa (Ngrrung i Buncic, 2008).

1.2.3. Campylobacter spp.

Najvaznije vrste roda Campylobacter su termofilne vrste: C. jejuni, C. colii C.
lari, s tim Sto prve dve vrste uzrokuju skoro sva (C. jejuni oko 90%, a C. coli oko 7%)
alimentarna oboljenja ljudi (Ngrrung i sar., 2009). Campylobacter spp. u ljudi
uzrokuje akutni enterokolitis koji se po klinickim manifestacijama ne moze razlikovati
od trovanja drugim enteri¢nim patogenima (SCVPH, 2000). Bolest se naj¢esce javlja
u blagom obliku, sa bolovima u trbuhu, muéninom, prolivom (ponekad krvavim),
povisenom temperaturom i glavoboljom, brzo zavr§ava ozdravljenjem, a veoma retko
nastaju komplikacije u vidu artritisa i neuroloskih poremacaja.

Campylobacter spp. je veoma rasiren u prirodi. Naj¢eS¢i primarni rezervoar za
C. jejuni je zivina, ali i goveda, ovce, koze, svinje, psi i macke, dok su za C. coli to
svinje, rede Zivina, goveda i ovce (SCVPH, 2000; Ngrrung i sar., 2009). Zivotinje
uglavnom ne oboljevaju od termofilnih kampilobaktera, ali su rezervoar i primarni
izvor kontaminacije vode, mleka i mesa. Generalno, smatra se da su glavni izvori
infekcije za ljude nedovoljno termicki obradeno meso, posebno meso Zivine,
nepasterizovano mleko i kontaminirana voda; medutim, u znaCajnom procentu
slu¢ajeva izvor se ne utvrdi. Siroka rasprostranjenost ovog patogena i velika
moguénost unakrsne kontaminacije hrane u svim taCkama proizvodnje CcCine
identifikaciju izvora infekcije ljudi veoma komplikovanom. Za razliku od ZzZivinskog,
govede (i svinjsko) meso je retko izvor infekcije ljudi sa Campylobacter spp. Razlozi
za to ukljuCuju komparativno niZzu kontaminaciju trupova goveda i svinja
kampilobakterima tokom klanja i obrade u klanicama, kao i Ccinjenicu da
Campylobacter slabo prezivljava suSenje tokom dugotrajnijeg vazdusnog hladenja

tih trupova (Narrung i sar., 2009).

1.2.4. Listeria monocytogenes

Najvaznija vrsta roda Listeria koja je i jedina patogena za ljude je Listeria

monocytogenes. U manjem broju sluCajeva listerioze, naroCito u zdravih,
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imunokompetentnih osoba, listerioza se manifestuje kao gastrointestinalno oboljenje
(dijareja i poviSena temperatura), u slu€aju da je infektivna doza veoma visoka -
preko 10 bakterija po gramu (Buncic i Avery, 2004). Medutim, u vecini sluéajeva,
listerioza po€inje sa simptomima sli¢nim gripu: visokom temperaturom, bolovima u
meningitisa i fatalnog ishoda, a kod trudnica je pobacaj Cest simptom. Listeriozu
odlikuje nizak morbiditet, ali veoma visok mortalitet, u imunokompromitovanih osoba
¢ak i do 40% (SCVPH, 1999).

Listeria monocytogenes je ubikvitarna bakterija, veoma raSirena u prirodi,
posebno zemljistu, vodi, sto€noj hrani i fecesu ljudi i Zivotinja (SCVPH, 1999).
Farmske Zivotinje, a posebno prezivari, mogu biti zdravi nosioci i izluCivaci ovog
patogena, pa je to jedan od nacina njenog ulaska u lanac mesa (Ngrrung /i sar.,
2009). Poseban problem je Sto se ova bakterija normalno nalazi i u objektima gde se
proizvodi, priprema i skladisti hrana. Ima osobinu da na povrSinama gde se nalazi
formira biofilmove, pa je tako izolovana i sa metalnih povrSina opreme za rukovanje
hranom, iz frizidera, hladnjaCa i sa podova. Zato je mogucnost za kontaminaciju
hrane veoma velika, pa i za naknadnu kontaminaciju termicki pripremljene hrane.
Listeria je psihrotrofna i razmnozava se na temperaturama hladenja, sto je veliki
problem za bezbednost duze uskladistene hrane. Glavni izvor infekcije za ljude su
kontaminirane namirnice spremne za konzumiranje: gotova jela, narezani vakum-

pakovani mesni proizvodi, mleko, mladi sirevi, salate i riba (SCVPH, 1999).

1.3. Prevalenca i koncentracija alimentarnih patogena u lancu

govedeg mesa

Lanac govedeg mesa obuhvata tri glavne faze (Ngrrung i sar., 2009):

a) ,Pre-harvest” - Zivotinje namenjene za proizvodnju hrane animalnog
porekla na farmi, odnosno deo lanca mesa koji obuhvata uzgoj tih Zivotinja;

b) ,Harvest® - deo lanca mesa koji po€inje sa transportom zivotinja od farme
do stocnih pijaca ili klanice (najéeS¢e pod menadzZzmentom same klanice), ukljuCuje
smestaj zivotinja u sto€nom depou, klanje Zivotinja i obradu trupova, i zavrSava sa
dobijanjem sirovog mesa nakon hladenja, otkoStavanja i rasecanja mesa u klanici.

Ukoliko se trupovi ili meso u velikim komadima transportuju do posebnog pogona za
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preradu mesa gde se vrSi i njihovo rasecanje, onda se smatra da je to ,post-harvest”
faza.

c) ,Post-harvest® - deo lanca koji obuhvata preradu mesa, distribuciju i
maloprodaju proizvoda od mesa i jela spremnih za konzumiranje, kao i pripremu
mesa u domacinstvima.

U ovom poglavlju dat je pregled ucestalosti (prevalence) i nivoa
(koncentracije) glavnih alimentarnih patogena poreklom iz govedeg mesa (E. coli
0157, Salmonella, Campylobacter i L. monocytogenes) na kljuénim tackama lanca
govedeg mesa, gde je potrebno primeniti odredene mere u cilju njihove kontrole.
Podaci o prevalenci patogena u lancu govedeg mesa dati su u tabeli 1.2, ukupni
trendovi njihove prevalence i distribucija u lancu govedeg mesa u grafikonu 1, a u

grafikonu 2 prikaz distribucije E. coli O157 u lancu govedeg mesa u Srbiji.

1.3.1. ,,Pre-harvest” faza

Prevalenca alimentarnih patogena u proizvodnih Zivotinja na farmi se moze
znacajno razlikovati u zavisnosti od njihove starosne kategorije (telad, tovna junad ili
krave izlu€ene iz proizvodnje), ishrane i nacina drzanja (slobodno na pasi ili u
zatvorenim objektima), godiSnjeg doba i drugih faktora. Primarni izvor svih vaznijih
alimentarnih patogena poreklom iz govedeg mesa je digestivni trakt goveda iz koga
se putem fecesa povremeno ili stalno ovi patogeni izlu€uju u spoljnu sredinu. Zbog
toga se za utvrdivanje prevalence patogena u zivih Zivotinja uzorkuje njihov feces,
na nekoliko nacina: sa tla nakon defekacije, uzimanjem izvesne koli¢ine iz rektuma
eksploracijom ili uzimanjem brisa iz rektuma. Postoji veliki broj objavljenih
istraZivanja u pogledu ekologije i prisustva E. coli O157, Salmonella spp. i
Campylobacter spp. u farmskom okruZenju i u Zivotinja, dok su takvi podaci o
Listeria monocytogenes veoma ograni¢eni. Utvrdena prevalenca E. coli O157 u
fecesu goveda na farmi varirala je 0,0-27% u objavljenim istrazivanjima, odnosno
prosec¢no 5,5% goveda na farmi fekalno izlu€uje E. coli O157 (Buncic i sar., 2004).
Kvantitativni podaci su retki, ali je utvrdeno da broj ¢elija E. coli O157 u govedem
fecesu moze iznositi i do 10%/gr (Rhoades i sar., 2009). U sluéaju Salmonella spp.,
utvrdena prevalenca u fecesu varirala je 0,2-5,5%, u proseku 2,4%, dok je u slucaju
Listeria monocytogenes prevalenca u objavljenim istraZivanjima varirala 4,6-29%, u

proseku 19% (Rhoades i sar., 2009). Podaci o Campylobacter spp. govore o
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znacajno visoj prevalenci u fecesu goveda na farmi, 54-64% (u proseku 59%) u

odnosu na prethodne patogene (Minihan i sar., 2004; Beach i sar., 2002).

1.3.2. ,,Harvest“ faza

Poznato je da postupci i rukovanje sa zivotinjama u periodu od farme do
klanja (utovar, transport, istovar zivotinja i njihov boravak u sto¢nom depou)
znacajno povecavaju fekalnu ekskreciju alimentarnih patogena (Small i sar., 2002;
Barham j sar., 2002; Collis i sar., 2004) i njihovu prevalencu u fecesu i na kozi
zaklanih goveda. U objavljenim istrazivanjima utvrdena prevalenca E. coli O157 u
fecesu na klanici u drugim zemljama je iznosila 0,0-27,8%, u proseku 7,5% (Buncic i
sar., 2004), a u jednom istrazivanju sprovedenom u Srbiji utvrdena je prevalenca od
2,6% (Nastasijevic i sar., 2009). U fecesu zaklanih goveda objavljene prevalence
Salmonella spp. su varirale 0,0-4,3%, u proseku 2,4% (Rhoades i sar., 2009),
Campylobacter spp. 24,8-68%, u proseku 41,3% (Madden i sar., 2006; Hakkinen i
sar., 2007; Beach i sar., 2002), a L. monocytogenes 4,8% prema samo jednom
izvestaju (Madden j sar., 2006).

Medutim, na koZi goveda je utvrdena znacajno veca prevalenca alimentarnih
patogena nego u fecesu na farmi ili klanici, Sto ukazuje da se redovno deSava
obimna unakrsna kontaminacija izmedu samih Zivotinja kao i preko povrSina sa
kojima one dolaze u kontakt. Prevalenca E. coli O157 na koZi goveda pre skidanja
iznosila je od 4,5% (Barham i sar., 2002) do ¢ak 97,6% (Arthur j sar., 2007), u
proseku 45,8% (Anti¢, 2009). U novijim istrazivanjima sprovedenim u Srbiji, utvrdena
je 28,2% prevalenca E. coli O157 na koZi zaklanih goveda prema jednom izvestaju
(Nastasijevic i sar., 2008) i 52-64% prema drugom (Blagojevic i sar., 2011).
Koncentracija ovog patogena na kozi goveda je naj¢eSc¢e (i do 90%) niza od jedne
Celije po cm?, ali moze biti i 2,2-3,0 log cfu/cm? (O’Brien i sar., 2005; Arthur j sar.,
2004; Bosilevac i sar., 2009). Prevalenca Salmonella spp. na kozi goveda iznosila je
od 10% (Reid i sar., 2002) do ¢ak 94,8% (Arthur i sar., 2007), u proseku 50,3%
(Anti¢, 2009), dok u jednom istrazivanju sprovedenom u Srbiji nije utvrdeno prisustvo
ovog patogena na kozi goveda (Antic i sar., 2010a). Broj ¢elija Salmonella spp. na
koZi je najée$ée manji od jedne éelije po cm?, ali moZe biti i do 1,0 log cfu/cm?
(Arthur i sar., 2007; Bosilevac i sar., 2009). Prevalenca Campylobacter spp. na koZi
goveda iznosila je od 0,0% (Reid i sar., 2002) do 13% (Beach i sar., 2002), §to je bilo
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znacajno nize u odnosu na prevalencu od preko 60% u fecesu uzorkovanom na
farmi i na klanici u ovom drugom istrazivanju. Mogudéi razlog toj razlici je da, ¢ak i
kada dolazi do izvesne kontaminacije koze fecesom, Campylobacter spp. zna¢ajno
odumire na kozi - odnosno kada se nade van organizma domacina. Prevalenca
L. monocytogenes na kozi goveda u objavljenim istrazivanjima iznosila je od 9,9%
(Rivera-Betancourt j sar., 2004) do 36,5% (Guerini i sar., 2007a; 2007b), u proseku
19,9%.

Tokom operacije skidanja koZze goveda na komercijalnim klanicama,
neminovna je izvesna mikrobioloSka kontaminacija mesa trupova Cak i kada se
primenjuje najbolja higijenska praksa. Proces dalje obrade zaklanih goveda - nakon
skidanja koze - se sastoji od vise faza, a u objavljenim istrazivanjima se
mikrobioloski status mesa trupova najcesce ispitivao na sledecim klju¢nim tackama:

a) odmah nakon skidanja koZe, a pre evisceracije (ukazuje na kontaminaciju
poreklom sa koze);

b) nakon evisceracije, a pre rasecanja trupova (ukazuje na kontaminaciju
nastalu tokom skidanja koZze i/ili tokom evisceracije);

c) nakon zavrSene obrade, pranja ili dekontaminacije (na kraju linije klanja), a
pre hladenja (ukazuje na nivo higijene celokupnog procesa klanja i obrade trupova); i

d) nakon zavrSenog hladenja, obicno 24 h nakon klanja (ukazuje na
mikrobioloski status mesa koje ulazi u dalje faze lanca govedeg mesa.

U fazi odmah nakon skidanja koZe, utvrdena prevalenca E. coli O157 na
trupovima kretala se od 3,2% (McEvoy i sar., 2003a) do ¢ak 43,4% (Elder i sar.
2000), u proseku 18,5% (Anti¢, 2009). Broj celija E. coli O157 na pozitivhim
trupovima je najceSée veoma nizak; na 89% i 69% pozitivnih trupova u dva
istraZivanja broj je bio <1,5 ¢elija/100 cm? (Arthur /i sar., 2004; Barkocy-Gallagher i
sar., 2003). Medutim, na pojedinim trupovima on moze biti i do 550/100 cm2 (Arthur i
sar., 2004). Prevalenca Salmonella spp. na trupovima odmah nakon skidanja koze
iznosila je od 1,9% (Kain i sar., 2001) do ¢ak 45,2% (Ruby i sar., 2007), u proseku
15,8%, a L. monocytogenes od 1,1% (Rivera-Betancourt i sar., 2004) do 4,8%
(Guerini i sar., 2007a), u proseku 3%. O prevalenci Campylobacter na trupovima u
ovoj fazi nema dostupnih podataka.

U fazi nakon zavrSene obrade trupova, a pre njihovog hladenja, prevalenca
alimentarnih patogena je ocCekivano niza. Prevalenca E. coli O157 kretala se od
0,3% (Arthur i sar., 2004) do 3,2% (McEvoy i sar., 2003a), u proseku 1,1% (Rhoades
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i sar., 2009), dok je u istrazivanjima sprovedenim u Srbiji u ovoj fazi na trupovima
utvrdena prevalenca od 2,8% (Nastasijevic i sar., 2009), do ¢ak 12% i 14% u dve
klanice (Blagojevic i sar., 2011). Prevalenca Salmonella spp. na trupovima u ovoj
fazi kretala se od 0,1% (Barkocy-Gallagher i sar., 2003) do 7,6% (McEvoy i sar.,
2003b), u proseku 2,1% (Rhoades i sar., 2009), mada postoje i podaci o znatno
vecoj prevalenci od 12,7% (Small i sar., 2006). Prevalenca L. monocytogenes
iznosila je u proseku 12,4%, od 2,8% (Guerini i sar., 2007a), do ¢ak 22% (Korsak i
sar., 1998), a Campylobacter spp. u proseku 7,8%, od 2,0-10,0% (Beach i sar.,
2002; Hakkinen i sar., 2007; Korsak i sar., 1998).

Nakon zavr$enog hladenja trupova, prevalenca E. coli O157 se dodatno
redukuje i u objavljenim istrazivanjima iznosi u proseku 0,3% (0,0-1,0%), a u slucaju
Salmonella spp. 1,3% (0,2-6%) (Rhoades i sar., 2009). Znacajno viSe prevalence u
odnosu na prethodne patogene su utvrdene u slu€aju L. monocytogenes nakon
hladenja, u proseku 12,1%, od 4,1% (Rhoades i sar., 2009) do ¢ak 26% u Brazilu
(Barros i sar., 2007), Sto se moze objasniti Cinjenicom da je ovaj patogen
psihrotrofan i da moze rasti i razmnozavati se i na temperaturama hladenja. U
slu¢aju Campylobacter, nakon hladenja i suSenja povrSine govedeg trupa najvedi
procenat ovog patogena odumire, pa je utvrdena proseCna prevalenca bila 1,2%,
(0,0-3,3%) (Minihan i sar., 2004; Ghafir i sar., 2007).

Na kraju ,harvest” faze lanca govedeg mesa, dobija se sirovo ohladeno meso,
koje moze biti u vidu velikih komada (polutke ili Cetvrti), manjih komada, mesnih
obrezaka ili mlevenog mesa. Na nivou proizvodaCa mesa, utvrdena prevalenca
E. coli O157 (ne svih VTEC) u sirovom govedem mesu (obrescima i mlevenom
mesu) iznosila je u proseku 0,3% (0,0-2,4%), Salmonella spp. 2,6% (0,1-7,5%),
L. monocytogenes 10% (1,6-24%) (Rhoades i sar., 2009) i Campylobacter spp. 2,5%
(Ghafir i sar., 2007). U Srbiji nije utvrdeno prisustvo E. coli O157 u mesnim
obrescima, dok je prevalenca u usitnjenom mesu (bez aditiva i za€ina) namenjenom

za nadev fermentisanih kobasica iznosila 6,2% (Nastasijevic i sar., 2009).
1.3.3. ,,Post-harvest‘ faza
U sirovom govedem mesu u prometu (uglavnom u mlevenom mesu), utvrdena

prevalenca E. coli 0157 (ne svih VTEC) iznosila je u proseku 1,4% (0,0-5,2%),
Salmonella 2,6% (0,4-3,8%) (Rhoades i sar., 2009), i Campylobacter 0,5% (0,0-
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1,8%) (EFSA, 2010a). Koncentracija E. coli O157 i Salmonella u sirovom mesu u
prometu je uglavnom niska i ispod nivoa koji se moze kvantifikovati, dok u slucaju
L. monocytogenes moze biti nesto visa, i do 3-4 log cfu/gr (Rhoades i sar., 2009).
Istrazivanja o prevalenci glavnih alimentarnih patogena u hrani spremnoj za
konzumiranje su relativno malobrojna; o E. coli O157 postoje samo podaci o
prisustvu u fermentisanim kobasicama, 0,0-3,3%, u proseku 1,2% (Levine i sar.,
2001; Heuvelink i sar., 1999; Chinen i sar., 2001), dok je u drugim tipovima hrane
spremne za konzumiranje i proizvodima od mesa prevalenca Salmonella iznosila
1,9% (0,0-5,5%), L. monocytogenes 2,6% (0-10,2%) i Campylobacter 0,3% (0,0-
1,6%) (EFSA, 2010a). U Srbiji je utvrdena prevalenca E. coli O157 u nadevu za
fermentisane kobasice (sa aditivima i zacinima), ali pre fermentacije, od 2,1%

(Nastasijevic i sar., 2009).

1.3.4. Distribucija alimentarnih patogena u lancu govedeg mesa

|z velikog broja objavljenih istrazivanja, jasno se vidi da je najveca prevalenca
E. coli O157, Salmonella spp. i Listeria monocytogenes u lancu govedeg mesa
utvrdena na kozi goveda, pre same operacije njenog skidanja na klanici, dok je u
sluCaju Campylobacter spp. u fecesu zivotinja na farmi ili na klanici (grafikon 1).
Postoje sugestije da se viSa prevalenca Salmonella spp. u odnosu na E. coli O157 u
finalnim proizvodima od govedeg mesa moZe pripisati ukupno njenoj nesto visoj
prevalenci na koZi goveda i ohladenim trupovima (Rhoades i sar., 2009). Medutim,
odnos izmedu prevalenci ta dva patogena zavisi od epidemioloSke situacije svakog
patogena individualno u odredenoj geografskoj oblasti, a te dve situacije se Cesto
ponasaju nezavisno jedna od druge. Pored toga, postoje velike razlike izmedu
istraZivanja, u pogledu njihovog dizajna, rizi€nih faktora koji su uzeti ili nisu uzeti u
obzir i primenjene metodologije - Sto Cini ozbiljnije statisticko uporedivanje
nemogucim. Takode, skoro dvostruko viSa prevalenca E. coli O157 u fecesu na farmi
u odnosu na Salmonella spp., i obrnuto kada je u pitanju nalaz na trupovima nakon
obrade i/ili hladenja i u sveZzem mesu, moze ukazivati na to da Salmonella bolje
prezivljava van digestivnog trakta goveda u odnosu na E. coli O157 kao i tokom
procesa proizvodnje mesa na klanici (Rhoades i sar., 2009). Oba patogena su
veoma retko izolovana iz termicki tretiranog mesa. Podataka o L. monocytogenes,

posebno u ,pre-harvest” i ,harvest” fazi ima znacajno manje, ali se primecuje da je
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njena prevalenca u sirovom mesu nakon hladenja i/ili rasecanja znacajno veca od
E. coli O157 i Salmonella, $to je i za oCekivanje jer je ovaj patogen ubikvitaran, raste
i razmnozava se i na temperaturama hladenja. Sa druge strane, prevalenca
Campylobacter spp. je zna€ajno manja na svezem mesu nakon hladenja jer je ovaj
patogen veoma neotporan na hladenje i suSenje (tabela 1.2 i grafikon 1).

Za razliku od prevalence, podataka o koncentraciji pomenutih bakterijskih
patogena u lancu govedeg mesa ima znaCajno manje, Sto predstavlja problem i veliki
nedostatak za kvantitativhu ocenu rizika od ovih patogena. Najveci broj goveda na
farmi fekalno izluCuje patogene u niskoj koncentraciji. Medutim, u slu€aju E. coli
0157, mali broj Zivotinja fekalno izluCuje visoki broj celija patogena (,super

izlu€ivaci). U mesu tokom ,harvest® faze, kao i u sirovom mesu u prometu i hrani
spremnoj za konzumiranje, takode se najceSCe utvrdi veoma mali broj Celija ovih

patogena (Rhoades i sar., 2009).

Tabela 1.2. Ucestalost glavnih alimentarnih patogena u lancu govedeg mesa

Utvrdena prevalenca (%)

Mesto uzorkovanja E. coliO157 Salmonella L. monocytogenes Campylobacter

Feces na farmi 027 (55)  0,2-5,5 (2,4) 4,6-29 (19) 54-64 (59)
Feces na klanici 0-27,8(7,5)  0-4,3(2,4) 4,8 24,8-68 (41,3)
Koza pre skidanja  4,5-97,6 (45,8) 10-94,8 (50,3)  9,9-36,5 (19,9) 13

Trup nakon skidanja

cos : d 3,2-43,4 (18,5) 1,9-45,2 (15,8) 1,1-4,8 (3) NP
oze, pre evisceracije

Trup na kraju linije ) ) ) )

danja, pro hladona  0332(11) 017.621) 2,8-22 (12,4) 2-10 (7,8)
Trup nakon hladenja  0-1(0,3) 0,2-6 (1,3) 4,1-26 (12,1) 0-3,3 (1,2)
Sveze mesonakon 4543y (1.7,5(2,6) 1,6-24 (10) 25
rasecanja (na klanici)

Sveze meso u prodaji  0-5,2 (1,4) 0,4-3,8 (2,6) NP 0-1,8 (0,5)
Gotova jela iproizvodi 5 5515y 0.55(1,9) 0-10,2 (2,6) 0-1,6 (0,3)

od mesa

NP - nema podataka
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Grafikon 1. Ukupni trendovi uCestalosti alimentarnih patogena (%) u lancu govedeg
mesa (na osnovu proseka objavljenih podataka)
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Grafikon 2. Ukupni trendovi uCestalosti E. coli O157 (%) u lancu govedeg mesa u
Srbiji (Nastasijevic i sar., 2008, 2009; Blagojevic i sar., 2011)
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1.4. Znacaj koze goveda u bezbednosti govedeg mesa

U brojnim istrazivanjima u poslednjih desetak godina, primenom razliCitin
mikrobioloskih, molekularnih i statistiCkih metoda, utvrdeno je da je koza goveda
najznacajniji izvor mikrobioloSke kontaminacije mesa trupova na liniji klanja
uklju€ujuci i sa bakterijskim alimentarnim patogenima (Elder i sar., 2000; Avery j sar.,
2004; Collis i sar., 2004; Arthur /i sar., 2004; Jacob i sar., 2010). Primenom
kvantitativne ocene mikrobioloSkog rizika, potvrden je znalaj koze goveda kao
kljuénog izvora jednog od glavnih patogena (E. coli O157:H7) za lanac govedeg
mesa i kao glavnog rizicnog faktora koji utiCe na nivo rizika za potroSace od tog
alimentarnog oboljenja preko govedih hamburgera (Duffy /i sar., 2006). Nivo
mikrobioloSke kontaminacije trupova poreklom sa koze goveda moze da zavisi od
brojnih faktora ukljuCujuéi vizuelnu Cisto¢u koze (Ridell i Korkeala, 1993; McEvoy i
sar., 2000); njen status u pogledu nivoa generalne i fekalne mikroflore, kao i od
prevalence i koncentracije bakterijskih patogena (Arthur / sar., 2004; Jacob i sar.,
2010); nivoa procesne higijene na liniji klanja ukljuujuéi higijenu postupaka tokom

skidanja koze (Gill i sar., 1996; Vivas Alegre i Buncic, 2004; Blagojevic i sar., 2011).

1.4.1. Sastav i distribucija mikroflore koze goveda

Koza goveda predstavlja sredinu veoma pogodnu za prezivljavanje, a moguce
i razmnozavanje bakterija (Small i sar., 2003) i zbog toga je redovno mikrobiolosKki
visoko kontaminirana (Anti¢, 2009). Utvrdeno je da se na povrSini i dlaci koze
redovno nalazi vi$e od 6 log cfu/cm? aerobnih bakterija (Bacon i sar., 2000; Arthur i
sar., 2004; Antic i sar., 2010a; Blagojevic i sar., 2011), a u pojedinim slu€ajevima
nivo ove kontaminacije dostize i 11 log cfu/cm? (Anti¢, 2009). U pogledu nivoa
bakterija indikatora fekalne kontaminacije, utvrdeno je da se na pojedinim delovima
koZze goveda, naroCito onim koji su u kontaktu sa fecesom i kontaminiranim
povr§inama na kojima Zivotinja leZi, redovno nalazi vise od 4 log cfu/cm?
Enterobacteriaceae i ukupnih koliformnih bakterija; ponekad i vise od 6 log cfu/cm?
(Bacon i sar., 2000; Arthur / sar., 2004; Bosilevac i sar., 2005a; Antic i sar., 2010a;
Blagojevic i sar., 2011), a generi¢ke E. coli redovno vise od 3 log cfu/cm?, ponekad

do 5 log cfu/cm? (Bacon i sar., 2000; Anti¢, 2009). Kao $to je ranije ukazano, u
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pogledu najvaznijih bakterijskih alimentarnih patogena, proseCna prevalenca na koZi
iz objavljenih istraZivanja iznosila je oko 46% za E. coli O157, oko 50% za
Salmonella spp., oko 20% za Listeria monocytogenes i 13% za Campylobacter spp.
(tabela 1.2), dok je njihova koncentracija u najve¢em procentu slu€ajeva ispod praga
detekcije primenjenih metoda za enumeraciju, ali moze biti i 1,0-3,0 log cfu/cm? u
pogledu E. coli O157 i Salmonella spp. (O’'Brien i sar., 2005; Arthur i sar., 2004).
Distribucija mikroorganizama na kozi goveda nikada nije ravnhomerna (Antic i
sar., 2010a). Na pojedinim mestima na kozi se nalazi znacajno veci nivo bakterijske
kontaminacije, ukljuujuéi E. coli O157, Salmonella i Campylobacter (Reid i sar.,
2002), $to je povezano sa navikama i ponaSanjem Zivotinja. Ta mesta su najceSce
grudi, deo zadnjih nogu oko skofnog zgloba, deo prednjih nogu oko karpalnog
zgloba, slabina i but (Bell, 1997; Reid i sar., 2002; Stephens |/ sar., 2007;
Nastasijevic i sar., 2008; Antic i/ sar., 2010a). Ova mesta su od izuzetnog znacaja za
prenos bakterija sa koZze na meso trupova jer se na njima vrSi zasecanje tokom
operacije skidanja koze. U pogledu vertikalne distribucije mikroflore na dlaci koze
goveda, utvrdeno je da je ona uniformna, odnosno da nema razlike u nivoima
ukupne i fekalne mikroflore (TVC, Enterobacteriaceae i generiCke E. coli) izmedu
gornjeg i donjeg sloja dlake (Antic /i sar., 2010a), Sto je znaCajno sa aspekta

aplikacije antimikrobnih tretmana na kozi goveda.

1.4.2. Faktori koji uticu na mikrobiolo§ku kontaminaciju koze

MikrobioloSka kontaminacija koze goveda je naj¢eSée poreklom iz fecesa i
sredine u kojoj Zivotinja boravi. Goveda su tokom svog Zivota stalno izloZena riziku
od infekcije/kolonizacije patogenim bakterijama koje kod njih mogu izazvati bolest, ili
ne izazivaju bolest ali su od znacaja u lancu govedeg mesa kao alimentarni patogeni
za ljude (Buncic, 2006). Faktori koji utiCu na fekalnu ekskreciju alimentarnih
patogena i posledi¢nu vizuelnu i mikrobioloSku kontaminaciju koze u goveda su
brojni i nisu dobro poznati svi mehanizmi koji do toga dovode. Naj¢eS¢e se u tom
kontekstu pominju ishrana i starost Zivotinja, kao i sezonske varijacije. Dodatno veliki
uticaj imaju i rasa goveda (naroCito u smislu debljine dlaénog pokrivaca), nacin
drzanja (u zatvorenim objektima ili slobodno na pa$i) i primenjene mere na farmi
(Davies i sar., 2000; Adam i Brulisauer, 2010). Nijedan od ovih faktora ne utiCe

izolovano na mikrobioloSki status koze, veé oni uglavnom deluju istovremeno, a
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izmedu nekih od njih postoji i meduzavisnost. U okviru ovih faktora, za Sirenje
patogena je veoma bitan i kontakt izmedu Zivotinja (posebno kod drzanja u
zatvorenim objektima), kao i izmedu Zivotinja i njihove zivotne sredine, uklju€ujuci tu i
vektore zaraznih bolesti kao Sto su glodari i ptice (Ngrrung i Buncic, 2008). Kontakt
je narocito bitan u fazi transporta Zivotinja i njihovog boravka u sto¢nom depou
klanice, sve do faze omamljivanja. Tada je usled stresa povecano izlu€ivanje fecesa
(posledi¢no i bakterijskih patogena), a zivotinje su usled navikavanja na novi prostor
ili rukovanja sa njima od strane radnika veoma aktivne pa postoje neograniCene
mogucénosti za unakrsnu kontaminaciju njihove koze: izmedu Zivotinja, kao i
zivotinja-povrsine-zivotinja (Small i Buncic, 2009). Transport i stoCni depo
(uklju€ujuci i koridore do boksa za omamljivanje i sam boks) sluze kao direktni izvor
bakterijskih patogena i odlicnha su sredina za unakrsnu kontaminaciju koze zivotinja i
posledicnu kontaminaciju trupova, Sto je utvrdeno u viSe objavljenih istraZivanja
(Small i sar., 2002; Avery i sar., 2002; Barham i sar., 2002; Tutenel i sar., 2003;
Collis i sar., 2004; Woerner i sar., 2006; Dewell i sar., 2008; Arthur j sar., 2008).
Istrazivanja o ekologiji E. coli O157 u goveda i njenoj transmisiji u okolnu
sredinu i posledi¢no na koZu, ukazala su na jedan poseban problem u kontaminaciji
sa ovim patogenom - postojanje odredenog broja zivotinja ,super izlu€ivaca“ (Arthur i
sar., 2010). Ova goveda povremeno ili stalno izlu€uju fecesom veliki broj ¢elija E. coli
0157 (>10* cfu/gr fecesa) i u prediktivnim studijama je utvrdeno da su ovakve
Zivotinje odgovorne za povecanu transmisiju ovog patogena na farmi (Matthews i
sar., 2006), a verovatno i tokom transporta i u stoénom depou (Jacob i sar., 2010).
Ovi istrazivaCi su izraCunali da, kada bi se spreCila kolonizacija 5% goveda
potencijalnih ,super izlu€ivaca“ sa E. coli 0157, Sirenje infekcije medu zivotinjama bi
se moglo efikasno kontrolisati. Uticaj ,super izluCivaca“ na povecanu kontaminaciju
koZe drugih Zivotinja u grupi jasno je dokazan u studijama u kojima su neinficirane
zivotinje bile izlagane visokim nivoima marker organizama inokulisanim na
povrSinama (Collis i sar., 2004; Stephens i sar., 2008) ili kontaktu sa drugim
Zivotinjama - prirodnim ,super izlu€ivacima®“ (McGee i sar., 2004; Arthur i sar., 2009).
U longitudinalnoj studiji Arthur i sar. (2009), vrSena je analiza prevalence i nivoa
E. coli O157:H7 na koZi kao funkcije prevalence i nivoa u fecesu i utvrden je prag
ovog odnosa. U sluCajevima kada je u grupi postojala jedna ili viSe Zivotinja ,super
izluCiva€a“, prevalenca u fecesu na nivou grupe je prelazila 20%, a na kozi je obi¢no

iznosila >80%. Takode, utvrdena je pozitivha korelacija izmedu prevalence i broja
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E. coli O157:H7 na kozi: u grupama Zivotinja sa prevalencom na kozi >80%,
znacajno je bila poveéana i prevalenca koza sa visokim nivoima ovog patogena (>40
cfu/100 cm?). U odnosu na kontaminaciju koze, autori su zakljudili da bi fekalnu
prevalencu E. coli O157:H7 trebalo kontrolisati i odrzavati ispod 20%, a nivo ovog
patogena koji se izlu€uje fecesom ispod 200 cfu/gr u cilju redukcije kontaminacije

koze.

1.4.3. Znacéaj koze u kontaminaciji mesa trupova goveda

Glavni izvori mikrobioloSke kontaminacije mesa trupova na liniji klanja su
same zivotinje za klanje i okolna sredina (Bell, 1997). Primarni izvori mikrobioloske
kontaminacije trupova i same sredine u klanici su spoljasna povrsina Zivotinje (koza,
dlaka i papci), alimentarni trakt, nazofaringealne duplje i spoljasni deo urogenitalnog
trakta (Buncic, 2006). Jednom kada dode do kontaminacije sredine u klanici i
,naseljavanja“ bakterija u toj sredini, sekundarni izvori kontaminacije mesa trupova
ukljuCuju aerosole, kontaminirane povrsine i uredaje i opremu za klanje i obradu.
Takode, znaCajan vektor unakrsne kontaminacije, a nekad i izvor kontaminacije, su i
ljudi koji rade sa mesom: radnici, mesari, ¢ak i veterinarski inspektori (Buncic, 2006).
Vecéinu drugih izvora kontaminacije trupova je moguce kontrolisati. Na primer,
podvezivanjem rektuma i jednjaka moze se izbeci curenje sadrzaja alimentarnog
trakta na meso. Ruptura zida predZeludaca i creva i posledi¢na kontaminacija mesa
se deSava veoma retko, jer se tokom evisceracije oprezno radi sa nozem zaobljenog
vrha. Medutim, tokom operacije skidanja koze u industrijskim uslovima je nemoguce
potpuno izbeci prenos mikroorganizama sa koZze na meso trupova (Gill / sar., 1996;
Elder i sar., 2000). Ova Cinjenica je dokazana i primenom bakterijskin marker
organizama, vestacki inokulisanih na kozu goveda, koje su nakon operacije skidanja
koze u visokom procentu utvrdene na rukama radnika, nozevima i na povrsini
trupova (Byrne i sar., 2000; Collis i sar., 2004). Objavljena istrazivanja jasno ukazuju
na glavne puteve kontaminacije trupa sa koze:

a) direktni - sluCajni kontakt spoljasne povrSine koze sa mesom (,uvrtanjem*

oslobodenih delova koze); i

b) indirektni - preko noZeva kojima se zarezuje kozZa, ruku radnika i
kontaminirane opreme, kao i putem aerosola koji se stvaraju tokom manipulacije sa

koZom, a narocito prilikom masinskog skidanja koze.
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Tabela 1.3. Mikrobioloski status trupa goveda na liniji klanja u pojedinim
istrazivanjima

Mesto uzorkovanja

] ~_ Trup nakon Trup nakon Truo nakon
Mikroorganizmi  skidanja  Trup nakon intervencija, zavpréeno Reference
koze, pre evisceracije pre °9
) - . hladenja
evisceracije hladenja
Nivo indikatora op$te i fekalne kontaminacije (log cfu/100cm?)
Uk broi 3,5 3,7 1,3 1,4 Arthur i sar., 2004
upan broj :

bakterija (TVC) 7,6 / 5,4 3,3 Bacon i sar., 2000

5,3* 5,5* 5,3* 4,8* McEvoy i sar., 2004
Entero- 1,4 1,7 0,2 0,4 Arthur i sar., 2004
bacteriaceae 5,1* 5,0 4,9* 3,9* McEvoy i sar., 2004
Ukupan broj 4,6 / 2,3 1,0 Bacon i sar., 2000
koliforma (TCC) 51* 5,7* 5,1* 4,8* McEvoy i sar., 2004
Generic¢ka 4.1 / 1,6 0,9 Bacon i sar., 2000
E. coli 4,8* 4,6* 4,2* 3,5* McEvoy i sar., 2004
Prevalenca bakterijskih alimentarnih patogena (%)

14,7 3,8 0,3 0,0 Arthur j sar., 2004
E. coli 0157 43,4 17,8 1,8 / Elder i sar., 2000

10,1 1,4 0,3 / Woerner i sar., 2006

1,9 / 1,0 1,0 Kain i sar., 2001
Salmonella spp. )

5 / 1,6 1,3 Sofos i sar., 1999b

Listeria 0,9 / 0,4 / Rivera-B. i sar., 2004
monocytogenes 55 / 2,8 / Guerini i sar., 2007b

* zbog uporedivanja, rezultat preragunat sa log cfu/cm? i izrazen na log cfu/100cm?

1.4.3.1. Odnos vizuelne kontaminacije i mikrobioloSkog statusa mesa trupova

Prilikom inicijalnog zasecanja koze, kontaminacija se neizbezno prenosi na
primarno sterilnu povrsinu mesa; naj¢e$¢e na delovima nogu oko sko¢nog zgloba,
perianalnoj regiji, butu, slabini i grudima (Gill i sar., 1996). Cesto su ova mesta na
trupu vidljivo kontaminirana dlakama i mrljama fecesa sa koze i mogu imati nivo
mikrobiolo$ke kontaminacije i do 2-3 log cfu/cm? vi§e u odnosu na mesta kod kojih
se koza ne proseca nozem (Gill / sar., 1996, 1998; Bell, 1997; McEvoy i sar., 2004).
Kasnije, tokom postupaka dalje obrade trupa, ova kontaminacija se odatle lako
redistribuira po Citavoj povrSini trupa, u zavisnosti od primenjene prakse (McEvoy i

sar., 2004). Medutim, u viSe istrazivanja je utvrdeno da se na osnovu vidljive
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kontaminacije trupa ne moze oceniti i njegov mikrobioloski status, odnosno da ne
postoji jasna korelacija izmedu bakterija i vidljive necisto¢e deponovane na trupu,
odnosno i vizuelno Cista mesta mogu biti visoko kontaminirana bakterijama (Gill,
2004). U prethodnom poglavlju je prikazano da je, u lancu govedeg mesa, najviSa
uCestalost alimentarnih patogena utvrdena upravo na kozi goveda (grafikon 1).
Logi¢no, u viSe objavljenih istrazivanja u kojima je vrdeno ispitivanje mikrobioloskog
statusa trupova na viSe taCaka duz linije klanja, najvisi nivoi opste i fekalne
mikroflore i prevalenca bakterijskih patogena su utvrdeni najceSce na trupovima

odmah nakon operacije skidanja koze (tabela 1.3).
1.4.3.2. Odnos mikrobioloSkog statusa koze i mikrobioloSke kontaminacije trupova

Pozitivna korelacija izmedu vizuelnog i/ili mikrobioloSkog statusa koZe sa
jedne strane, i mikrobioloSkog statusa trupova odmah nakon skidanja koZe sa druge
strane, jasno je dokazana u viSe objavljenih istrazivanja. Arthur / sar. (2004) su
utvrdili jaku pozitivnu korelaciju izmedu nivoa TVC i Enterobacteriaceae na
trupovima goveda odmah nakon skidanja kozZe i nivoa ovih grupa bakterija na
korespodentnim kozama (0,99 i 0,91). Takode, utvrdili su i nesto slabiju korelaciju
kada je u pitanju prevalenca E. coli O157:H7 na trupovima i kozama (0,68), odnosno
trupovi goveda na Cijim se kozama nalazio visok nivo ovih bakterija bili su posledi¢no
kontaminirani viSim nivoima bakterija. SliCan odnos je u pogledu individualnih
Zivotinja utvrden i kod nivoa Salmonella spp. na koZama i korespodentnim trupovima
(Brichta-Harhay i sar., 2008). Medutim, kada se posmatraju podaci na nivou grupe
Zivotinja i klanica, ovo Cesto zavisi i od same higijene procesa klanja i vestine
radnika tokom skidanja kozZe. Tako je u studiji istih autora utvrdeno da se nivo TVC
na trupovima odmah nakon skidanja koze razlikovao vise od 1 log cfu/cm? u &etiri
klanice iako je nivo TVC na kozZzama bio skoro isti, dok je u slu€aju prevalence
Salmonella spp. i E. coli O157:H7 ta razlika na trupovima izmedu dve ispitivane
klanice iznosila 40% i 35% iako je prevalenca na kozi u tim klanicama bila skoro ista.
Procentualni prenos TVC koZa-meso u ove Cetiri ispitivane klanice, iznosio je 0,5%,
1,9%, 3,3% i 5,8% TVC na trupovima u odnosu na broj na kozi, $to ukazuje da neke
klanice imaju bolju higijensku praksu od drugih u pogledu redukcije prenosa bakterija
sa koze na meso trupova. SliCan trend prenosa sa kozZe je utvrden i u slu€aju

Salmonella spp. i E. coli O157:H7 u pogledu prevalence i broja ovih patogena,
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odnosno u klanicama koje su bile manje higijenske, viSe je trupova bilo
kontaminirano ovim patogenima sa koze (Brichta-Harhay /i sar., 2008). Ovi rezultati
ukazuju da na kontaminaciju trupova sa patogenima (njihovo prisustvo, kao i broj
Celija na njima) veliki uticaj ima prevalenca i njihov broj na korespodentnim kozama,
kao i higijenska praksa radnika i vestina tokom skidanja kozZe (Bosilevac i sar., 2009;
Brichta-Harhay / sar., 2008). Medutim, u dve studije je znacajnija korelacija
kontaminacije koza-trup sa E. coli O157:H7 utvrdena na nivou grupe, a manje na
nivou individualnih Zivotinja, odnosno grupna prevalenca na kozi je imala znacajniji
efekat na kontaminaciju trupa nego prisustvo ovog patogena na pojedinacnim
koZzama (Fegan i sar., 2005; Jacob i sar., 2010). Takode, utvrdeno je i da je grupna
prevalenca E. coli O157:H7 u fecesu, a narocito prisustvo zZivotinja ,super izlu€ivaca“
u grupi, veoma znacajan faktor kontaminacije finalnih trupova sa ovim patogenom
(Fox i sar., 2008), verovatno zbog posredne kontaminacije kozZe koja sluzi kao
direktni izvor kontaminacije trupa (Arthur i sar., 2009). To znaci da kontaminacija
trupa sa E. coli O157 ne mora da bude poreklom sa korespodentne koze, ve¢ je
Cesto prisutna unakrsna kontaminacija iz drugih izvora, naj¢esSce indirektno putem
ruku radnika, noZeva i opreme kontaminiranih kontaktom sa prethodno obradenim

zaklanim Zivotinjama (Tutenel i sar., 2003; Fox i sar., 2008).

1.4.3.3. Odnos vizuelne Cistoée koze i njenog mikrobioloskog statusa

U pogledu odnosa vizuelne CistoCe kozZe i njenog mikrobioloSkog statusa, u
literaturi nema jasnih dokaza da takva korelacija postoji. Moze se pretpostaviti da se
na kozama sa obimnim naslagama organskog materijala (suvog ili mokrog fecesa i/ili
slame) nalazi viSe aerobnih bakterija jer im ovakva sredina pogoduje razmnozavanju
i preZivljavanju, a svakako i bakterija iz roda Enterobacteriaceae i enteriCnih
patogena za koje je feces primarni izvor (Small i sar., 2003). Medutim, dokazano je
da je i Cista koza/dlaka odli¢na sredina za prezivljavanje bakterija, zbog vecée gustine
dlake, vlaznosti i viSe temperature povrsSine koze koje ih Stite od suSenja (Small /i
sar., 2003). Takode, treba imati u vidu i €injenicu da se kod koZa sa obimnom
necistocom povecava i zapremina materijala po jedinici povrSine koze ($to moze biti
ekvivalentno i situaciji kada Zzivotinje imaju vizuelno Cisti i duboki dlaéni pokrivac), a
to doprinosi vecoj koliini uzorka koji se uzima za mikrobioloSko ispitivanje i

posledi¢no utvrdenom vecem broju bakterija. To znaci da u odnosu Cista ili prljava

26



Pregled literature

koZa, viSe uticaja na mikrobioloSki status ima koliCina materijala koji se na njoj
nalazi, bilo da je to necistoca ili Ciste, duge i guste dlake (na kojima se uvek nalaze
bakterije), nego sam vizuelni status, tako da i Cista koza moze imati nivoe bakterija i
preko 11 log cfu/cm? (Antic i sar., 2010b). Takode, na mikrobioloski rezultat ¢e uticati
i Cinjenica da se necistoca lakSe ,pokupi® sa koZe uzorkovanjem metodom brisa
pomocu sundera, dok je u slucaju Ciste koze/dlake jacina pricvrScivanja bakterija za
dlaku verovatno veca. U nekim studijama je utvrdeno povecavanje prevalence E. coli
0157 (Nastasijevic i sar., 2008) i Salmonella spp. (Sofos i sar., 1999c) na kozama sa
povecavanjem vizuelne necistoce. Nedavno istraZivanje u dve klanice u Srbiji je
potvrdilo ove rezultate kada su u pitanju nivoi TVC i Enterobacteriaceae na koZi
(povedéanje za 1 log cfu/cm? i 0,5 log cfu/cm?) (Blagojevic i sar., neobjavljeni podaci),
ali to ne mora uvek da bude slucaj (Antic i sar., 2010a). Medutim, treba imati u vidu
da ¢e prisustvo patogena na kozZi goveda velikim delom zauvisiti i od statusa farme sa
koje goveda dolaze u pogledu patogena, kao i naknadne kontaminacije koze u
stoénom depou, sve do boksa za omamljivanje. Ovo ukazuje da se na osnovu
vizuelne CistoCe koze goveda ne moze proceniti i njen mikrobioloski status u pogledu

patogena.
1.4.3.4. Odnos vizuelne Cistoée koze i mikrobioloSkog statusa trupova

Vizuelna CistoCa koZe takode moZe imati uticaja na nivo mikrobioloSke
kontaminacije trupova. Sastav necistoCe na kozZi moze biti veoma razliCit; uglavnom
su to vece ili manje naslage fecesa, blata i ostaci prostirke koji mogu biti suvi ili
vlazni, jaCe ili slabije pricvrs¢eni za dlaku i pokrivati samo neke delove koze ili
potpuno kozu na nogama, stomaku, grudima i na slabinama (Biss i Hathaway,
1995). Ove naslage necCistoCe, narocCito ako su vecim delom sastavljene od fecesa,
mogu biti znacajan izvor enteriCnih bakterijskih patogena (E. coli 0157, Salmonella
spp. i Campylobacter spp.) i njihovog prenosa na meso trupova (Sofos i sar., 1999a,
c). Necisto¢a na kozi moze uticati na povecanu kontaminaciju trupa na dva razli€ita
nacina (Gill, 2004). Ukoliko je necCistoca slabije pricvrS¢ena za dlaku koze, lako se
odvaja sa nje i prenosi na meso trupova putem nozeva, opreme, ruku radnika ili
vazduhom; narocito u slu€aju kada je koza vlazna ili mokra, voda moze biti vektor
bakterijama (Hadley i sar., 1997). U drugom slu€aju, kada je necCistoCa cCvrsto

pricvrS¢ena za dlaku i povrSinu koze, ona fiziCki otezava pravilan proces skidanja
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koZe. Ovo je Cesto slu€aj sa tovnim junadima i bikovima koji se drze zajedno u
slobodnom tovu i u nehigijenskim uslovima, tako da vremenom na kozi akumuliraju
ogromnu koli¢inu fecesa i prljavstine $to neminovno vodi i povecanoj prevalenci
entericnih patogena (posebno u ,feedlot” sistemima gajenja kakvi postoje u SAD). U
oba slu€aja, bez obzira na vestinu radnika i poStovanje higijenskih principa tokom
skidanja koze, neminovno c¢e doc¢i do povecane vizuelne i/ili bakterijske
kontaminacije trupa (Gill, 2004). Medutim, i u slu€aju vizuelno Ciste koze, ali sa
debelim dlacnim pokrivaCem koji je u stadijumu linjanja, takode ce biti olakSan
prenos dlaka (a sa njima i bakterija) na meso trupova. Na takvoj kozi nivo TVC na
njima moze iznositi i preko 11 log cfu/cm? (Antic i sar., 2010b). U pogledu stepena
prenosa opste i fekalne mikroflore sa koze na meso trupova, utvrdeno je da je u
realnoj situaciji na liniji klanja ovaj prenos uglavnom relativno nizak i broj na mesu
naj¢esce iznosi ukupno izmedu 0,003% i 1,6% od broja na kozi (Bacon i sar., 2000;
Arthur / sar., 2004; Vivas Alegre i Buncic, 2004). Medutim, moze biti i vi8i, od 0,5%
do 5,8% (u proseku 1%) u zavisnosti od nivoa higijenske prakse na klanici (Brichta-
Harhay i sar., 2008). U uslovima simuliranog direktnog kontakta koZa-meso taj
prenos iznosi do 0,5% TVC i 2% Enterobacteriaceae od broja na kozi (Antic / sar.,
2010a). Medutim, i pored ovako niskih procenata prenosa, visok nivo bakterijske
kontaminacije kozZe, kao i njena redovnost prenosa na trup tokom skidanja koze,
dovode da je rizik od bakterijske kontaminacije trupa sa koZe veoma znacajan.

U sustini, pitanje vizuelnog statusa koze goveda za klanje je od zna€aja samo
sa aspekta mogucnosti povecanog prenosa mikroorganizama koji se nalaze u
necistodi i/ili na dlakama, na meso trupova tokom skidanja koze, §to je i potvrdeno u
nekoliko istrazivanja kada su trupovi poreklom od zivotinja sa prljavom kozom imali
veci nivo mikrobioloSke kontaminacije (opste i fekalne mikroflore), kako kod goveda
(Ridell i Korkeala, 1993; McEvoy i sar., 2000; Kain i sar., 2001; Kiermeier i sar.,
2006), tako i u slu€aju ovaca (Hadley i sar., 1997; Byrne i sar., 2007). U nedavhom
istrazivanju u dve klanice u Srbiji, takode je utvrdeno znaCajno povecanje
kontaminacije mesa trupova sa TVC i Enterobacteriaceae (za 1 log cfu/cm? i 0,5 log
cfu/cm?) na onim trupovima &ija je koZa bila zaprljana obimnim naslagama suve ili
vlazne necisto¢e u odnosu na druge trupove Cija je koza bila Cista i suva, ali se
ovakav zaklju€ak nije mogao izvesti i u pogledu prevalence E. coli O157 na kozi i
korespodentnim trupovima (Blagojevic i sar., neobjavljeni podaci). Ovo ukazuje da

pitanje uticaja vizuelne CistoCe koZe na mikrobioloski status koze ili trupa moze biti
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od znacCaja samo kada se posmatra ukupna kontaminacija koze/trupa sa odredenim
nivoima opste ili fekalne mikroflore. U pogledu prisustva bakterijskih patogena na
kozi, situacija je drugacija - dokazano da kontaminacija koZe sa njima Cesto nastaje
u kratkom vremenskom periodu pre klanja (tokom transporta, u sto€hom depou,
koridorima i boksu za omamljivanje). Zbog toga je uceSce tog izvora kontaminacije
koZe znatno veée u odnosu na inicijalnu kontaminaciju koja vodi poreklo sa farme,
na kojoj najcesSce i dolazi do vidljivog zaprljavanja koze (Avery i sar., 2002; Arthur i
sar., 2008). Iz tog razloga se ne moze povuci paralela izmedu vizuelne Cistoce koze i
njene kontaminacije (ili kontaminacije mesa trupa) sa bakterijskim patogenima u
momentu njenog skidanja.

Direktni dokazi intenzivne unakrsne kontaminacije koja se redovno deSava
izmedu povrSina/opreme/radnika u klanici, koze goveda i mesa trupova goveda sa
bakterijskim patogenima, dobijeni su primenom molekularne epidemiologije,
odnosno genotipskim poklapanjem izolata iz svih ovih izvora (Barkocy-Gallagher i
sar., 2001; Tutenel i sar., 2003; Avery i sar., 2004; Arthur i sar., 2008). Za vecinu tih
izolata glavni izvor je bila sama sredina klanice (transport, depo i boks za
omamljivanje), a zatim, direktno ili indirektno (ukljuCujuci i preko koze), ovi izolati
dospevaju i na meso trupova goveda. Ovo jasno ukazuje da vizuelni i mikrobioloski
status koZe koji Zivotinja stiCe na farmi porekla ne mora da bude od primarnog
znacCaja za kontaminaciju finalnih trupova sa patogenima. Arthur j sar. (2008) su u
sveobuhvatnom istrazivanju u kome su ispitali skoro sve kljuCne izvore i tacke u
kojima se dogada kontaminacija sa E. coli O157 i Salmonella spp. (feces na
farmama; povrsine u transportnim vozilima i stoénim depoima; kozu goveda na farmi,
u transportu i depou; i trupove nakon skidanja koze) primenom molekularnih metoda
pracenja definisali i kvantifikovali uticaj svakog od ovih faktora u kontaminaciji koze i
trupova sa ova dva patogena. Utvrdeno je da je za 47% i 67% izolata E. coli 0157,
kao i za 65% i 84% izolata Salmonella spp. sa koze i trupova, izvor bio samo stocni

depo klanica u kojima je vrSeno istrazivanje.
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1.5. Koza goveda kao sporedni proizvod u industriji mesa

KozZa goveda je veoma vazan i ekonomski najvredniji sporedni proizvod u
klani¢noj industriji. Kod goveda ona iznosi od 5,1% do 8,5%, u proseku 7% klani¢ne
mase zivotinja (Liu i Ockerman, 2001). Koza goveda se kao sirovina Kkoristi u
kozarskoj industriji za izradu kozne galanterije, garderobe i cipela, a takode se zbog
velike koliCine kolagena upotrebljava za proizvodnju vestackih kolagenskih creva za
kobasice. |z kolagena se hidrolizom dobija Zelatin koji se upotrebljava u
prehrambenoj i farmaceutskoj industriji.

Koza goveda, kao i svi ostali sporedni proizvodi klanja Zivotinja, podlezu
Evropskoj Regulativi 1774/2002 koja propisuje njihovo sakupljanje, transport,
Cuvanje, rukovanje sa njima, preradu i upotrebu ili odbacivanje (EC, 2002). Prema
ovoj regulativi, koza je svrstana u grupu sporednih proizvoda kategorije 3 (najnizeg
rizika), osim ukoliko potiCe od zivotinja sumnijivih ili inficiranih sa TSE bolestima kada
potpada pod sporedne proizvode kategorije 1 (najviSeg rizika) koji se tretiraju u
kafilerijama (133°C, 3 bara, 20 minuta) i/ili spaljuju.

Proces prerade koze u kozarskoj industriji se sastoji iz viSe faza (Liu i
Ockerman, 2001). Nakon skidanja sa trupa koza se hladi i pere, a zatim se sa njene
unutrasnje strane odstranjuju subkutis, masno i misi¢no tkivo. S obzirom da je sirova
koZza veoma kontaminirana mikroorganizmima, radi zaustavljanja bakterijskih i
enzimskih procesa degradacije i kvara koze, brzo se pristupa njenom konzervisanju.
Koze se najCeSce konzerviSu soljenjem sa kuhinjskom soli, a zatim slaZu jedna na
drugu sa subkutisom prema gore (slaganje dlaka na dlaku). Nakon konzervisanja,
pristupa se Stavljenju koze. Prvi korak u Stavljenju je potapanje koza u ovalnim
bazenima koji su napunjeni vodom i dezinficijensima, pri ¢emu se koze stalno
pokrecCu, a ceo postupak traje 8-20 sati da se omoguci da koza apsorbuje dovoljno
vode. Nakon toga se koze ispiraju i uklanja se prljavstina, naslage fecesa, so i krv, a
zatim se odstranjuje dlacni pokrivaC. NajceS¢a se za hemijsku depilaciju koriste
natrijum sulfid i kalcijum hidroksid, a u novije vreme i kalijum cijanat i magnezijum
peroksid. Nakon depilacije i uklanjanja ovih alkalnih sredstava, koZe se potapaju u
rastvore kiselina radi snizavanja pH, a u cilju boljeg prihvatanja hroma koji je glavno

sredstvo za Stavljenje kozZa. Glavni cilj ovih operacija je pretvaranje kolagenih
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vlakana koZe u stabilna i ¢vrsta vlakna koja kasnije nece biti podlozna procesima
degradacije. Nakon Stavljenja sledi joS nekoliko fizi¢kih i hemijskih procesa u obradi
kozZe posle ¢ega ona dobija kona¢an izgled. Ceo proces prerade koze u kozarskoj
industriji, od sirove koZe u klanici do finalnog proizvoda, u proseku traje oko Cetiri
sedmice (Liu i Ockerman, 2001).

Kozu izgraduju tri sloja: epidermis, corium i subcutis. U kozarstvu se pri obradi
koze odstranjuju deo epidermisa i subkutis, a koriste se korijum i zrnasti sloj
epidermisa uz korijum (McEvoy i sar. 2003c). Struktura i jaCina koze veoma zavise
od korijuma, dok povrsinski zrnasti sloj obezbeduje dobar estetski izgled kozi. Zbog
toga ¢e svako ostecenje korijuma imati za rezultat da koZa nakon obrade bude slaba
i krta, a usled ostecenja ili odsustva zrnastog sloja koza najCesS¢e ima Cupav izgled
(McEvoy i sar. 2003c). Ovo se mora imati u vidu prilikom izbora antimikrobnog
tretmana koze na liniji klanja, koji ne sme imati negativhog uticaja na komercijalnu

vrednost i kasniju upotrebu kozZe u kozZarskoj industriji.

1.6. Zakljuéni komentar

Neophodnost da se osigura mikrobioloSka bezbednost mesa neizbezno vodi
ka intenzivnim istrazivanjima u cilju utvrdivanja nacina i mera za unapredenje
mikrobioloSkog statusa obradenih trupova na liniji klanja. Razumevanje izvora,
puteva i rizicnih faktora kontaminacije mesa trupova mikroorganizmima tokom
procesa klanja i obrade znacCajno se menjalo tokom proteklih desetak godina.
KoriS¢enje savremenih metoda molekularne epidemiologije i kvantitativne ocene
mikrobioloskih rizika, omogucilo je do izvesne mere rizicno rangiranje izvora i puteva
kontaminacije i identifikaciju - a ponekad i kvantifikaciju - kljuénih medu njima. Pri
tome, najveCa paznja je obra¢ana na bakterijske patogene od najveceg znacCaja u
lancu govedeg mesa, VTEC (uglavnom E. coli O157) i Salmonella.

Opsti model kontaminacije mesa govedih trupova pocinje sa Zivotinjama koje
putem fecesa izluéuju enteri¢ne patogene, ponekad i sa nivoima preko 10%/gr. Zatim
se fekalno kontaminira koza tih goveda, materijali/povrSine u okruzenju zivotinja, kao
i unakrsno koza ostalih zivotinja u toj grupi ili drugim grupama koje kasnije borave u
istom prostoru. Objavljeni podaci ukazuju na veoma varijabilnu ucestalost E. coli

0157 i Salmonella spp. na kozi goveda u momentu njenog skidanja na liniji klanja,
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sa prosekom na osnovu raznih studija od oko 50% . Mikroflora koZze goveda redovno
ukljuuje preko 6 log cfu/cm? TVC, 4 log cfu/cm? Enterobacteriaceae i 3 log cfu/cm?
generiCke E. coli. Tokom klanja, prva tacka u kojoj nastaje povrsinska mikrobioloSka
kontaminacija mesa govedih trupova, ukljuCujuci i sa bakterijskim patogenima, je
inicijalno zarezivanje i skidanje koze, kada se direktno i/ili indirektno mikroorganizmi
sa koze prenose na meso. Nivo kontaminacije mesa govedih trupova iznosi u
proseku oko 3 log cfu/cm? ukupne i oko 2 log cfu/cm? fekalne mikroflore, a u pogledu
patogena oko 15-20% E. coli O157 i Salmonella spp. Od nivoa pocetne
kontaminacije trupova alimentarnim patogenima znacajno zavise nivo kontaminacije
proizvoda na kraju lanca govedeg mesa i izloZzenost potroSaca tim patogenima. Zbog
toga je znacCaj koze goveda, kao glavnog faktora mikrobioloSkog statusa mesa
trupova, u ukupnoj bezbednosti govedeg mesa veoma veliki. Stoga je razumljivo da
se moze ocekivati da ¢e svaka mera koja doprinosi smanjenju mikrobioloSke
kontaminacije koZe i/ili smanjenju prenosa mikroflore sa koZze na meso trupa

znacajno smanijiti rizik od alimentarnih oboljenja u potrosaca.
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2. Kontrolne mere za mikrobioloSke alimentarne
patogene u lancu govedeg mesa

2.1. Uvod

Slozenost lanca govedeg mesa onemogucuje efikasnu kontrolu mikrobioloSke
kontaminacije mesa primenom kontrolnih mera samo na jednoj tacki tog lanca. Zbog
toga je nephodno koordinisano primeniti viSestruke kontrolne mere na multiplim
taCkama duz celog lanca govedeg mesa, da bi se osigurala njegova maksimalna
bezbednost. Ovaj longitudinalni i integrisani pristup u bezbednosti hrane je danas je
dobro prepoznat i Siroko prihvacen (Buncic, 2006). U lancu govedeg mesa, ovaj
pristup obuhvata specifi¢ne kontrolne mere primenljive u svim glavnim fazama lanca:
zivotnoj sredini i kod Zivotinja na farmi, u fazi izmedu farme i klanice (transport i
boravak u sto€nom depou), operaciji klanja zivotinja i obrade trupova, preradi mesa
u finalne proizvode, distribuciji i rukovanju mesom u maloprodaji, kao i rukovanju i
pripremi proizvoda od mesa kod potroSaCa. Globalni principi za kontrolu
mikrobioloskih alimentarnih patogena u lancu mesa uklju€uju sledece (Koutsoumanis
i sar., 2006):

a) kontrola izvora kontaminacije mesa i primena mera za smanjenje
verovatnoCe da se kontaminacija dogodi (sanitacija, higijenska praksa i pakovanje
proizvoda);

b) primena tretmana koji redukuju inicijalnu kontaminaciju mesa trupova
(mere dekontaminacije);

c) primena tretmana za eliminaciju ili inaktivaciju mikroorganizama u
proizvodima od mesa (termicki tretmani, itd.); i

d) primena tehnologija koje spreCavaju ili usporavaju razmnozavanje
mikroorganizama prisutnih u proizvodima od mesa (kontrolom faktora potrebnih za
njihovo razmnozavanje).

Prilikom odabira koje ¢e se mere zaista primenjivati u praksi, moraju se uzeti
u obzir i tehnicke moguénosti, efektivhost kontrolnih mera za unapredenje
bezbednosti i uticaj na kvalitet proizvoda, kao i bezbednost radnika, ekoloska pitanja,

stav i ponaSanje potroSaca i analiza koristi i troSkova u vezi svake mere. Takode,
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neki aspekti ovih kontrolnih mera su patogen-specificni. Patogeni kao Sto su E. coli
0157, Salmonella spp. i Campylobacter spp. se najefikasnije kontroliSu primenom
kontrolnih mera u ,pre-harvest® i ,harvest® fazi (narocito na klanici), dok su za Listeria
monocytogenes, Clostridium spp. i Staphylococcus aureus glavne mere kontrole

fokusirane na kasnije faze lanca mesa (Narrung i sar., 2009).

2.2. Kontrolne mere u ,,pre-harvest” fazi

Primarni izvor alimentarnih patogena u lancu govedeg mesa su zdrava
goveda fekalni izluCivacgi ovih patogena. Glavni principi kontrole patogena u ,pre-
harvest” fazi mogu imati razliCite ciljeve: redukciju patogena u sredini, spre€avanje
kontakta Zivotinja sa njima, a ako je ve¢ doS$lo do kolonizacije Zivotinja, efikasnu
inhibiciju razmnoZzavanja patogena u zivotinjama, ili eliminaciju iz njih (Narrung i sar.,
2009). U cilju kontrole patogena u goveda na farmi, ne postoji jedna univerzalna i
pouzdana mera, veC¢ se mora kombinovati viSe njih. Glavni principi i kontrolne mere

za alimentarne patogene u ,pre-harvest® fazi, ukratko su prikazani na grafikonu 3.

2.2.1. Sprecavanje recirkulacije patogena u zivotnoj sredini

Goveda mogu biti izlozena mikrobioloSkim patogenima putem kontaminirane
pase, iz druge hrane za zivotinje i kontaminirane vode. Svim ovim izvorima doprinosi
prethodno koriS¢enje netretiranih farmskih i/ili klani¢nih animalnih otpadnih
materijala, koji sadrZze enteriCne patogene, kao dubriva na poljoprivriednom zemljistu.
Stoga je glavna kontrolna mera za prekidanje Sirenja patogena u ciklusu Zivotinje-
sredina-Zivotinje, pravilno skladistenje stajnjaka i njegovo kompostiranje, ¢ime se u
njemu postize temperatura od 55-60°C koja uniStava veéinu vegetativnih formi
bakterijskih patogena (,autosterilizacija“ stajnjaka), kao i postovanje preporuka za

dinamiku i nacine iznoSenja stajnjaka sa farme (Ng@rrung i sar., 2009).
2.2.2. Spre€avanje unosenja i Sirenja patogena na farmi
Goveda fekalni izlu€ivacdi su jedan od glavnih izvora alimentarnih patogena na

farmi. Stoga Zivotinje treba da se nabavljaju samo iz poznatih i kontrolisanih izvora.

Takode, savetuje se koriScenje sistema ,sve Zivotinje unutra, sve napolje” sa
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primenom efikasne sanitacije izmedu grupa Zivotinja. Zivotinje koje se gaje na
otvorenom ne treba da imaju pristup kontaminiranoj vodi, pasi, stajnjaku ili otpadnim
vodama sa farme. Mora postojati i efikasna kontrola StetoCina (posebno glodara i
ptica) koji su prirodni rezervoari i/ili vektori za neke patogene (sistem biosigurnosti)
(Ngrrung i sar., 2009). Takode, moraju se obezbediti optimalni zoohigijenski uslovi:
Cisti, dobro provetreni objekti izgradeni na takav nacin da se svede na minimum
unakrsna kontaminacija izmedu Zivotinja, suva prostirka koja se Sto CeS¢e menja,
kao i stalno i efikasno CiS¢enje i sanitacija (Adam i Brulisauer, 2010). Ove mere,
zajedno sa podeSavanjem ishrane pre klanja, smanjuju rizik od nagomilavanja
necistoce i enteri¢nih patogena (ako ih ima na farmi) na koZi goveda. Dalje, ne sme
biti meSanja zivotinja, narocito starijih i mladih (zbog stresa), kao i novonabavljenih
sa starim (zbog unakrsne kontaminacije potencijalno patogen-pozitivnih sa govedima
koja nisu kolonizirana patogenima). Treba spreCavati i kontakt izmedu Zivotinja
(povecavanjem prostora u kome borave), jer je poznato da bliski kontakt izmedu njih
u ograni¢enom prostoru, na primer u ,feedlot® sistemima drzanja u SAD, doprinosi

Sirenju patogena u grupi u odnosu na slobodni pasni nacin drzanja.

2.2.3. Sprecavanje ingestije patogena od strane goveda

Nabavka hrane za Zzivotinje iz kontrolisanih izvora, njeno pravilno Cuvanje i
zastita od kontaminacije i StetoCina do upotrebe, kao i kontrola pijace vode, su vazni
elementi osiguranja bezbednosti mesa na farmi. Takode, hrana se mozZe podvrgnuti
izvesnim antimikrobnim tretmanima kao Sto su fermentacija (silaza), acidifikacija i

termicki tretmani, a pijaca voda se moze hlorisati (Ngrrung i sar., 2009).

2.2.4. Sprec¢avanje razmnozavanja patogena u digestivhom traktu goveda

Objavljene su sugestije da se prisustvo i/ili nivo izlu€ivanja patogena fecesom
u goveda moze donekle kontrolisati ishranom. Medutim, stvarna vaznost odredenih
hraniva za nivo fekalnog izlu€ivanja patogena (na primer, da li je izlu€ivanje E. coli
0157 vecCe nakon ishrane zrnastim hranivima, silazom ili senom), joS uvek nije jasno
utvrdena (Narrung i sar., 2009). Takode, nagle promene rezima ishrane i gladovanje
doprinose razmnozZavanju patogena u digestivnom traktu, najverovatnije zbog

poremecaja ravnoteze u crevnoj mikroflori (Adam i Brilisauer, 2010).

35



Pregled literature

Upotreba zivih korisnih bakterija (,probiotika“) u ishrani Zivotinja ima za cilj da
promoviSe njihov rast i razmnozavanje u digestivnom traktu, a one svojim
antagonistickim delovanjem kroz princip ,konkurentnog isklju€ivanja“ dovode do
redukcije broja cCelija patogena. Probiotici modifikuju uslove sredine u digestivhom
traktu, konkuriSu za mesta pri€vrd€ivanja za sluzokozu creva i takmiCe se za
hranljive materije, a neki takode i direktno deluju inhibitorno na patogene
proizvodnjom bakteriocina, antibiotika i isparljivih nizih masnih kiselina (Callaway i
sar., 2003). S druge strane, ,prebiotici“ (na primer, inulin i razli€iti oligosaharidi) su
hranljive materije koje, kada se dodaju u hranu za Zivotinje, stimuliSu rast i
razmnozavanje normalne i korisne mikroflore i time spreavaju kolonizaciju patogena
(Callaway i sar., 2003).

Bakteriofagi su virusi koji napadaju i uniStavaju specificne bakterije i normalno
se nalaze u crevnoj mikroflori Zivotinja. Terapija bakteriofagima je pokazala
odredenu efikasnost u kontroli nekih alimentarnih patogena u farmskih Zivotinja (na
primer E. coli O157), ali su istrazivanja u ovom pravcu joS uvek na poCetku (Narrung
i sar., 2009). Moguca je i upotreba antimikrobnih sredstava (antibiotika) u cilju
kontrole patogena i poveéanja produktivnosti Zivotinja. Medutim, iako se dodavanje
antibiotika u hranu za Zivotinje preporucuje i koristi u nekim zemljama (na primer u
SAD) (Callaway i sar., 2003), ovaj pristup ima negativan efekat na zdravlje Zivotinja i
moze dovesti do razvoja i Sirenja rezistencije kod patogena, pa je stoga zabranjen u
EU i nekim drugim zemljama (Ngrrung i sar., 2009).

S obzirom da je poznato da je glavnho mesto kolonizacije E. coli O157 u
digestivnhom traktu goveda rekto-analni spoj, i da je kolonizacija ove regije direktno
povezana sa statusom ,super izlu€ivaca“ u goveda (Naylor i sar., 2003; Low / sar.,
2005), moguci antimikrobni tretman (na primer, ispiranje rektuma hlorheksidinom)
lokalno u toj regiji bi mogao biti efikasan za spreCavanje kolonizacije i izlu€ivanje

ovog patogena putem fecesa (Naylor i sar., 2007).

2.2.5. Stimulisanje imunoloSskog odgovora goveda

Specifitna imunizacija protiv alimentarnih patogena koji ne izazivaju
oboljevanje Zivotinja je problemati¢na. Poznato je da E. coli O157 u digestivnom
traktu prirodno ne izaziva imuni odgovor u goveda, dok Salmonella spp. moze

preziveti u organizmu i pored postoje¢eg imunog odgovora (Callaway i sar., 2003).
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Medutim, vakcine protiv nekih sojeva Salmonella spp. koje izazivaju oboljevanje
goveda efikasno se primenjuju (Narrung i sar., 2009), a vakcina zasnovana na tipu 3
sekretornog proteina E. coli O157 neophodnom za pri€vrséivanje bakterije za zid
creva, pokazala je izvesnu efikasnost i koristi se u Kanadi, ali ne u SAD i Evropi
(Rogan i sar., 2009). Dodatno, poznato je da stres u zivotinja uzrokuje pad imuniteta,
poremecaj ravnoteze normalne crevne mikroflore i posledicno umnozZavanje i
izlu€ivanje patogena, tako da je prevencija stresa vazan elemenat farmskog sistema
bezbednosti mesa.

Glavni principi i
kontrolne mere

za bezbednost

mesa u ,,pre-
harvest“ fazi

Princip 1: Princip 2: Princip 3: Princip 4: Princip 5:
Sprecavanje Sprecavanje Spre€avanje Spre€avanije rasta Stimulisanje
recirkulacije unos$enja i Sirenja infekcije Zivotinja patogena u imunoloSkog
patogena u patogena na farmi sa patogenima digestivnom traktu odgovora zivotinja

zivotnoi sredini zivotinia

Kontrolne mere: Kontrolne mere: Kontrolne mere: Kontrolne mere: Kontrolne mere:

- Otpad od Zivotinja - Nabavka Zivotinja - Nabavka hrane - Ishrana - Vakcinacija
- Navodnjavanje - Biosigurnost - Tretmani hrane - Probiotici/prebiotici - Prevencija stresa
- Divlji svet - Higijensko drzanje - Tretmani vode - Konk. iskljucivanje

- Sanitacija - Fago-terapija

Grafikon 3. Glavni principi i mere za kontrolu mikrobioloSkih alimentarnih patogena
u ,pre-harvest” fazi (prilagodeno od Ngrrung i sar., 2009)
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2.3. Kontrolne mere u ,,harvest” fazi

.Harvest faza predstavlja verovatno klju¢ni proces u pogledu kontrole
mikrobioloSke kontaminacije govedeg mesa bakterijskim alimentarnim patogenima
koja doprinosi spre¢avanju/redukciji njihovog daljeg prenosa do potrosaca. Kontrolne
mere u ovoj fazi moraju biti tako koncipirane da se smanji moguénost kontaminacije
trupova i sirovog mesa; da se smaniji ili eliminiSe kontaminacija kada se dogodi
(dekontaminacija, sanitacija); i da se inhibiSe razmnozavanje bakterija u mesu putem
odrzavanja ,hladnog lanca“ (Sofos i Geornaras, 2010). Glavni principi i kontrolne

mere za alimentarne patogene u ,harvest” fazi su zbirno prikazani na grafikonu 4.

2.3.1. Spre€¢avanje/smanjenje Sirenja patogena tokom transporta i u depou

Utovar Zivotinja u transportna vozila, transport do klanice ili stocne pijace i
boravak Zivotinja na sto¢noj pijaci i u stoénom depou klanice zna€ajno utiCu na
povecanje fekalne ekskrecije i prevalence patogenih bakterija u fecesu i na kozi
(Small i sar., 2002; Barham i sar., 2002). Ovo najCeSc¢e nastaje usled stresa, tako da
rukovanje Zivotinjama u ovoj fazi mora da se obavlja poStujuci principe dobrobiti
zivotinja, da se spredi ili smanji njihov stres. Takode, u ovoj fazi su zZivotinje ¢esto u
bliskom medusobnom kontaktu, kao i sa povrSinama u objektima u kojima su
smestene, pa redovno dolazi do unakrsne kontaminacije Zivotinja-Zivotinja i Zivotinja-
povrsine-zivotinja (Collis i sar., 2004). U cilju smanjenja verovatno¢e kontakata i
unakrsne kontaminacije, preporuCuje se nemesanje zivotinja iz razli€itih grupa i
kategorija, izbegavanje pretrpavanja u objektima, izbegavanje prodaje na stoCnim
pijacama, Sto kraci transport do sto€nog depoa, kao i Sto kraci boravak u njemu pre
klanja (Nerrung i sar., 2009). Pravilna konstrukcija objekata sa materijalima koji se
lako Ciste i dezinfikuju, kao i njihova §to ¢eSc¢a i efikasna sanitacija su neophodne
mere, premda je utvrdeno da E. coli O157 i Salmonella prezivljavaju na povrSinama
depoa i nakon rutinske sanitacije (Small i sar., 2003; Tutenel i sar., 2003). Takode,
jedna od mera koja se Koristi u cilju smanjenja kontaminacije fecesom je hranjenje
suvim hranivima nekoliko dana pre klanja (Davies i sar., 2000) i uskraéivanje hrane
tokom transporta i 12 h pre klanja (Codex Alimentarius, 2005). Ove mere uti€u na

smanjenje koli€ine fecesa i njegovu Cvrs¢u konzistenciju, Cime se sprecava vizuelno
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zaprljavanje koze, a takode se smanjuje i koliina sadrzaja u digestivhom traktu i
posledi¢no rizik od probijanja njegovog zida tokom evisceracije. Medutim, gladovanje
moze povecati izluCivanja patogena putem fecesa kod goveda (Adam i Brilisauer,
2010).

2.3.2. Sprec¢avanje/smanjenje ukupne unakrsne kontaminacije u klanici

Zivotinje za klanje su primarni izvor mikrobioloske kontaminacije klanice, a
naroCito linije klanja. Kada se jednom kontaminira, sredina u klanici sluzi kao
sekundarni izvor mikrobioloSke kontaminacije trupova (Buncic, 2006). Kroz analizu
informacija o zivotinjama pre klanja (,Informacije iz lanca hrane®), grupe zivotinja se
mogu rangirati na osnovu rizika koji predstavljaju u pogledu zoonotskih patogena,
uklju€ujuci i alimentarne (E. coli O157, Salmonella spp. i drugi). Bitne informacije iz
lanca hrane uklju€uju podatke o kretanju zivotinja od rodenja (prodaje, preseljenja),
epidemioloSke podatke (zdravstveni status stada; alimentarni patogeni na farmi); kao
i podatke o sistemima kvaliteta i bezbednosti na farmi porekla (kontrola zemiljista,
biosigurnost, ishrana i zoohigijenski uslovi) (Ngrrung i sar., 2009). Na osnovu ovih
informacija, grupe Zivotinja se rizi€no rangiraju: kategorija niskog rizika u pogledu
patogena mogu se klati u posebnim klanicama ili u istoj klanici, ali odvojeno (pre)
grupa zivotinja visokog rizika. Ovaj pristup se naziva ,logisticko klanje” (Swanenburg
i sar., 2001).

Takode, potpuno fizicko odvajanje prljavih (depo) i Cistih zona (linija klanja) u
klanici, ukljuCujuci spreCavanje kretanje osoblja, opreme i vazdusnih struja izmedju
tih zona, je veoma vazna mera smanjivanja ukupne unakrsne kontaminacije
(Nearrung i sar., 2009).

Klanje samo vizuelno Cistih Zivotinja je neophodan preduslov za smanjenje
ukupne kontaminacije na klanici (Davies i sar., 2000), $to je i preporuka Komisije
Codex Alimentarius (2005), ali i regulatorna obaveza za farme i klanice (EC, 2004a,
b). Prljave Zivotinje se pre klanja moraju ocistiti, ali je dokazano da pranje i SiSanje
zivotinja pre klanja nisu efikasni u redukciji mikrobioloSke (ve¢ samo vizuelne)
kontaminacije koze, uzrokuju stres kod Zzivotinja i nisu bezbedni za radnike (Buncic,
2006). Medutim, posto su prljave zivotinje ozbiljan izvor prljanja klanice i potencijalno
mikrobioloSke kontaminacije mesa trupova, izvesno CiS¢enje takvih Zivotinja pre

klanja je neophodno (Gill, 2004). U nekim velikim klanicama se ¢ak primenjuje
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kvaSenje prliave koze goveda vodom u kabinetima sa tuSevima (nakon
omamljivanja), u cilju spreCavanja stvaranja praSine sa koZe i njenog aerogenog
Sirenja na liniji klanja (Byelashov i Sofos, 2009), ali voda moze olakSati prenos

kontaminacije na trupove.

2.3.3. Sprec¢avanje/smanjenje kontaminacije trupova na liniji klanja

S obzirom da je koZa goveda najznacajniji izvor mikrobioloSke kontaminacije
mesa trupova, neki istrazivaci veruju da su antimikrobni tretmani koze (nakon klanja,
a pre skidanja) najefikasniji naCin da se spredi ili zna¢ajno smaniji ova kontaminacija i
ukupno poboljSa mikrobioloski status trupova (Koohmaraie i sar., 2005; Small i sar-.,
2005; Antic i sar.,, 2010a). Takode, prevencija ili redukcija mikrobioloske
kontaminacije mesa trupova direktno zavisi od procesne higijene na liniji klanja
uklju€ujuéi higijenske postupke tokom svih operacija klanja i obrade (Gill / sar., 1996;
Blagojevic i sar.,, 2011). NajceSCe kritiCcne tacke u pogledu mikrobioloSke
kontaminacije trupova na liniji klanja goveda su skidanje koZe, evisceracija i
hladenje, pa stoga i glavne kontrolne mere za spreCavanje ili smanjenje ove
kontaminacije ukljucuju:

a) spreCavanje direktnog i/ili indirektnog kontakta koZe sa mesom;

b) spreCavanje izlaska sadrzaja iz digestivnog trakta (podvezivanje rektuma i
jednjaka i pravilna evisceracija); i

c) spreCavanje kontaminacije putem ,fizickin“ vektora, kao $to su vazduh,
alati, oprema, radnici, a takode i kontakt izmedu trupova (N@rrung i sar., 2009).

Primena dobre higijenske prakse ukljuCuje i redovnu i efikasnu sanitaciju i
sterilizaciju noZeva, alata i opreme izmedu trupova, u cilju spreCavanja unakrsne

kontaminacije.

2.3.4. Eliminacija ili spre¢avanje razmnozavanja patogena na obradenim

trupovima

Mikrobioloska kontaminacija trupova primenom samo dobre higijenske prakse
se u uslovima komercijalne klanice mozZe svesti na minimum, ali se ne mozZe potpuno
spreciti. Zbog Zelje regulatornih tela i/ili proizvodac¢a mesa da se mikrobioloSki rizici

josS dodatno smanje, postupci dekontaminacije mesa trupova na liniji klanja privlace
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sve viSe paznje (Ngrrung i sar., 2009). Dekontaminacija obradenih trupova je u SAD
preporucena u propisima i rutinski se koristi (FSIS, 2002); u EU ovo nije slucaj, ali je
dozvoljena propisima (EC, 2004a). Dekontaminacija mesa trupova se uglavnom
primenjuje na sledec¢im tackama (Byelashov i Sofos, 2009):

a) Odmah nakon skidanja koze, a pre evisceracije, da se spreci pricvr§¢ivanje
bakterija za meso trupova; - naj¢eSée se mesta vidljive kontaminacije povrsinski
isecaju nozem ili vakumiraju vrucom parom (Sofos i Smith, 1998; Belk, 2001), a
dodatno se i ceo trup moze dekontaminirati (Bosilevac i sar., 2006).

b) Nakon rasecanja trupova, a pre hladenja, polutke se mogu podvrgnuti
tretmanu dekontaminacije.

c) Tokom ili nakon hladenja trupova; opisani su postupci simultanog hladenja i
dekontaminacije (Stopforth i sar., 2004) ili dekontaminacije nakon hladenja, a pre
rasecanja (Gill i Badoni, 2004).

Za dekontaminaciju mesa trupova se mogu Koristiti razli¢iti metodi (fiziCki,
hemijski), a u literaturi je opisan veliki broj tretmana. Na primer, pranjem vruéom
vodom (>74°C) postignuta je redukcija ukupne mikroflore od 1-3 log cfu/cm? zavisno
od nacina primene (Sofos i Smith, 1998), dok neki drugi autori iznose da je
dekontaminacija vodenom parom pod pritiskom (,pasterizacija parom®) najefikasniji
tretman trupova (Retzlaff /i sar.,, 2005). Za dekontaminaciju hemijskim
(antimikrobnim) sredstvima, opisani su postupci uz koriS¢enje hlor dioksida,
organskih kiselina, trinatrijum fosfata, vodonik peroksida, CPC, ozonirane vode i
drugih, a objavljene mikrobiolo$ke redukcije su na nivou 2-3 log cfu/cm? (Byelashov i
Sofos, 2009). Ima tvrdnji da neki od hemijskih tretmana, pored trenutnog
antimikrobnog delovanja, ima i odlozeno (konzerviSuée) dejstvo tokom cCuvanja
trupova/mesa, ali su ti efekti nedovoljno dokazani, varijabilni i nepouzdani. Veoma
vazno je imati na umu da su - kod svih dekontaminacionih tretmana - uvek
zabeleZene znatno bolje redukcije generalne mikroflore ili mikroorganizama kvara
mesa, nego redukcije alimentarnih patogena. Ova Cdinjenica, iako nedovoljno
objasnjena, ima veliki zna€aj kod razmatranja ukupnih benefita za bezbednost mesa
koji se mogu ocCekivati od dekontaminacije mesa trupova.

S druge strane, bez obzira da li su trupovi bili podvrgnuti dekontaminaciji ili
ne, njihovo hladenje je neophodno u cilju spreCavanja ili inhibicije razmnozZavanja
patogenih mikroorganizama; treba da otpo¢ne odmah nakon zavrSene obrade trupa,

a u SAD najduze do 1 h nakon iskrvarenja zivotinje (FSI/S, 2002). Hladenjem se
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temperatura trupa goveda mora spustiti ispod 10°C u prva 24 h, odnosno ispod 7°C
za 36 h, jer se ovom temperaturom spre€ava razmnozavanje vecine bakterijskih

alimentarnih patogena (Buncic, 2006).

2.3.5. Sprec¢avanje/smanjenje kontaminacije kod otkostavanja i rasecanja mesa

Otkostavanje i rasecanje trupova se najces¢e vrsi nakon zavrSenog hladenja,
a u okviru novijih tehnologija i pre hladenja (,toplo otkoStavanje®). Glavne kontrolne
mere za spreCavanje/redukciju mikrobioloSke kontaminacije u ovoj fazi obuhvataju
kontrolu sirovog mesa koje se doprema na otkoStavanje/rasecanje; pravilnu i
higijensku praksu radnika; Sto ¢eScu sanitaciju radnih povrSina, alata i opreme tokom
radnog dana; odrzavanje ,hladnog lanca“ tokom rasecanja, odnosno temperatura u
prostoriji ne sme biti vis$a od 12°C, a u mesu se ne sme povisiti preko 7°C tokom

rasecanja; takode, rase€eno meso treba to pre otpremiti na dalje hladenje (Narrung

i sar., 2009).

Glavni principi i
kontrolne mere
za bezbednost

mesa u
,sharvest“ fazi

Princip 1:
Sprecavanie ili
smanjenje Sirenja
patogena tokom
transporta i u
depou

Kontrolne mere:

- Izbegavanije pijaca
- Nemesanje
Zivotinja

-Sanitacija objekata
-Uskracivanje hrane
-Sprecavanje stresa

| |
Princip 2: Princip 3: Princip 4: Princip 5:
Sprecavanie ili Sprecavanie ili Eliminacija ili Sprecavanie ili
smanjenje smanjenje sprecavanje rasta smanjenje

ukupne unakrsne
kontaminacije u
klanici

Kontrolne mere:
- Logisti¢ko klanje
na osnovu rizika

- Odvajanje Cistih i
prljavih zona

- Sanitacija klanice
- Cistoéa Zivotinja

kontaminacije
trupova na liniji
klanja

patogena na
obradenim
trupovima

kontaminacije
kod otkoStavanja
i rasecanja mesa

Kontrolne mere:

- Tretmani koze

- Sanitacija nozeva,
alata i opreme

- Higijenska praksa
na kriticnim
tackama linije klanja

Kontrolne mere:
- Tretmani
obradenih trupova
- Hladenje trupova

Kontrolne mere:

- Kontrola sirovog
mesa

-Sanitacija povrSina
alata i opreme

- Higijenska praksa
- “Hladni lanac”

Grafikon 4. Glavni principi i mere za kontrolu mikrobiolo$kih alimentarnih patogena

u ,harvest” fazi (prilagodeno od Ngrrung i sar., 2009)
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2.4. Kontrolne mere u ,,post-harvest” fazi

Glavni principi kontrolnih mera u ,post-harvest” fazi imaju za cilj spreCavanje
unoSenja dodatne kontaminacije u proizvod od mesa, kao i smanjenje ili eliminaciju
postojeCe kontaminacije primenom razliCitih tehnologija prerade mesa u proizvode.
Za vecinu proizvoda od mesa je neophodno i odrzavanje ,hladnog lanca“ do krajnje
konzumacije, u cilju inhibisanja razmnozavanja bakterija u njima (Sofos i Geornaras,
2010). Glavni principi i kontrolne mere za alimentarne patogene u ,post-harvest® fazi,

ukratko su prikazani na grafikonu 5.

2.4.1. Antimikrobni aspekti tehnologija prerade mesa

Principi kontrolnih mera tokom prerade mesa u proizvode obuhvataju primenu
baktericidnog koraka (najceS¢e termicki tretman) tamo gde je to moguce;
podeSavanje nekih faktora (kiselost, aktivnost vode, prisustvo kiseonika, dodavanje
antimikrobnih supstanci - soli, nitrita, bakteriocina, sastojaka dima, itd.) u cilju
inhibisanja ili eliminacije patogena; spreCavanje naknadne kontaminacije gotovog
proizvoda tokom narezivanja i/ili pakovanja (higijena objekata, povrSina, opreme i
higijenska praksa tokom rada); i odrzavanje ,hladnog lanca“ za proizvode za koje je
to neophodno. Tehnologije koje se koriste u preradi mesa ukljuCuju soljenje,
salamurenje, dimljenje, susenje, fermentaciju i/ili termicki tretman, a najCeSce njihove
kombinacije (Narrung i sar., 2009). U najve¢em broju slu¢ajeva, u proizvodima koji
se ne podvrgavaju baktericidnom tretmanu, kontrola mikrobioloSkih rizika se ne
moze posti¢i kroz primenu samo jednog faktora (na primer, niske temperature ili
niskog pH). Medutim, bezbednost finalnog proizvoda se moze postici
kombinovanjem viSe antimikrobnih faktora, odnosno primenom ,koncepta viSestrukih

prepreka“.
2.4.2. Kontrolne mere na nivou keteringa i potrosaca
Opsti principi za kontrolu mikrobiolo$kih alimentarnih patogena u hrani u fazi

keteringa i kod potroSaca su zajednicki za sve vrste namirnica, ukljuujuci i od mesa.

Efektivna sanitacija, adekvatna termiCka obrada, spreCavanje unakrsne
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kontaminacije (posebno sa sirove na hranu pripremljenu za konzumiranje i putem
radnih povrSina, ruku, noZeva i kuhinjskih krpa), pravilno rukovanje hranom nakon
pripreme (brzo hladenje u frizideru ili duvanje na >60°C do konzumacije) i stalno
odrzavanje ,hladnog lanca“ za hranu za koju je to neophodno, su glavne kontrolne

mere u ovoj fazi (Narrung i sar., 2009; Sofos i Geornaras, 2010).

Glavni principi i
kontrolne mere za
bezbednost mesa u
»post-harvest” fazi

Princip 1: Princip 2: Princip 3: Princip 4:
Primena baktericidnog Inhibisanje rasta i/ili Spre€avanje naknadne Spre€avanije rasta
koraka u preradi mesa eliminacija bakterija u kontaminacije bakterija u fazi

u proizvode proizvodima proizvoda od mesa keteringa i kod

(,koncept prepreka“) potrosaca

Kontrolne mere: Kontrolne mere: Kontrolne mere: Kontrolne mere:

- Pasterizacija (70-80°C) - Soljenje i salamurenje - Higijena objekata i - Termicka obrada

- Kuvanje (100°C) - Dimljenje, susenje opreme i higijena rada - Brzo hladenije ili

- Komercijalna sterilizacija - Fermentacija - Pravilna sanitacija - Cuvanje hrane na >60°C
(>100°C) - Pakovanje u - Sprecavanje unakrsne - “Hladni lanac”

- Pecenie (200-300°C) modifikovanoi atmosferi kontaminaciie

Grafikon 5. Glavni principi i mere za kontrolu mikrobioloSkih alimentarnih patogena
u ,post-harvest” fazi

2.5. Opsti principi upravljanja bezbednos¢éu mesa u pogledu

mikrobioloskih rizika

Moderni sistem bezbednosti mesa uklju€uje longitudinalni i integrisani pristup
zasnovan na oceni rizika. U njemu glavnu odgovornost za bezbednost mesa ima
proizvodac, koji mora da zadovoljava odnosne regulatorne zahteve i implementira
sisteme zasnovane na GMP/GHP i HACCP-u, dok je uloga Vlada viSe savetodavna i
okrenuta zvani¢nim kontrolama i audiciji ovih sistema (Buncic, 2006). U ovakvom

sistemu, koji je prihvacen u svim relevantnim naucnim, regulatornim i komercijalnim
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krugovima, kontrolne mere moraju biti sprovedene u svim glavnim tackama lanca
mesa. Sa operativne tacke gledista, ovaj sistem ukljuuje nekoliko glavnih aktivnosti
(Narrung i sar., 2009):

a) Preliminarne aktivnosti za upravljanje rizikom - ukljuCuju definisanje
hazard-meso kombinacija od naroCite vaznosti (zasnovano na epidemioloSkim
podacima) i razvoj njihovih profila rizika (zasnovano na nau¢nim podacima).

b) Procena opcija za upravljanje rizikom - ukljuCuje identifikaciju dostupnih
opcija (kroz naucne aktivnosti) i izbor najoptimalnijin opcija za kontrolu rizika (kroz
donoSenje odluka). lako regulatorna tela organizuju ovaj proces, industrija i potrosaci
su takode uklju€eni u izbor najoptimalnije opcije, iz razloga $to je pored efikasnosti u
kontroli rizika, veoma bitna i tehniCka izvodljivost i prihvatljivost kontrolne opcije za
potrosaca.

c) Implementacija kontrolnih mera - ukljuCuje one mere koje su potpuno
,vlasnistvo“ i odgovornost proizvodaca (GMP/GHP i HACCP), kao i mere koje
propisuju regulatorna tela (na primer, kriterijumi procesne higijene i bezbednosti
hrane; zvani¢ne kontrole i audicija HACCP sistema). Generalno, sa glediSta lanca
mesa, nhajvaznije i naj¢eSce kriticne kontrolne tacke (CCP) u kojima se
implementiraju mere sa ciliem kontrole najviSih mikrobiolo$kih i/ili drugih rizika po
bezbednost mesa ukljucuju:

- Na farmi: trenutno su CCP u fazi razvoja, a HACCP planovi jo§ uvek nisu

obavezni za implementaciju na farmama.

- U fabrikama za proizvodnju hrane za Zivotinje: nabavka sastojaka za
pripremu hrane; antimikrobni tretmani (termicki, peletiranje, fermentacija).

- U klanicama: prihvat zZivotinja za klanje, skidanje koze, evisceracija i
hladenje; takode i tretmani dekontaminacije (koze, mesa) u sistemima koji
se zasnivaju na HACCP-u sa ,intervencijama“ (na primer, u SAD).

- U pogonima za rasecanje i pakovanje mesa: primanje mesa, inspekcija
pre rasecanja, hladenje tokom skladistenja i otpremanje-transport.

d) Nadzor/pracenje i revizija - ove aktivnosti su odgovornost regulatornih tela i

ukljuCuju identifikovanje mogucih novih problema u bezbednosti mesa (nadzor),
ocenu efikasnosti postojecih implementiranih kontrolnih mera (pracenje) i reviziju

celog sistema ako oCekivani rezultati nisu postignuti.
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2.6. Zakljuéni komentar

Glavne kontrolne mere opisane u ovom poglavlju se primenjuju na jednoj ili
viSe taCaka lanca mesa: pre klanja (tokom proizvodnje hrane za Zivotinje i na farmi),
tokom klanja i obrade trupova, tokom dalje prerade mesa, u distribuciji i prodaji mesa
i kod potroSaca (ketering, restorani, domacinstva).

S obzirom da su primarni izvor bakterijskih patogena u lancu govedeg mesa
goveda koja ih fekalno izlu€uju, moglo bi se pretpostaviti da bi redukcija prisustva
ovih patogena u zivih Zivotinja trebala biti efikasan nacin za presecanje tog izvora i
smanjenje verovatnoce kasnije kontaminacije mesa. Medutim, kontrola patogena u
spre-harvest” fazi je teSka iz nekoliko razloga: nau¢na saznanja o faktorima koji uticu
na kolonizaciju patogena u Zivotinja i njihovo posledi¢no izlu€ivanje su jo§ uvek
oskudna; mnogi od patogena su ubikvitarni u zivotnoj sredini, a izvori i putevi
infekcije zivotinja su brojni, kompleksni i teski za kontrolisanje; primena potencijalno
efikasnih mera zahteva promenu trenutne farmske prakse Sto je limitirano i
povecanim troskovima (Sofos, 2005). Zbog svih ovih razloga, nau¢no definisane i
verifikovane kriticne kontrolne tacke i kontrolne mere u ,pre-harvest® fazi su trenutno
u fazi razvoja, a HACCP planovi jo§ uvek nisu obavezni za implementaciju na
farmama (Narrung i/ sar., 2009).

Tokom farma-klanje perioda redovno se deSava znaCajna unakrsna
kontaminacija zivotinja; stoga se moraju preduzimati mere za smanjivanje te
kontaminacije, jer bi u suprotnom rezultati kontrolnih mere primenjenih na farmi bili
poniSteni. S obzirom da se glavni deo bakterijske kontaminacije uklju€ujuéi i sa
alimentarnim patogenima u lancu govedeg mesa deSava u ,harvest fazi tokom
klanja i obrade Zivotinja, moze se ocCekivati da ¢e i kontrolne mere primenjene na
klanici imati najznacajniji efekat u smanjenju rizika od izlozenosti potroSaca
mikrobioloSkim patogenima preko govedeg mesa.

Veliki broj kontrolnih mera u ,harvest® i ,post-harvest fazama je danas na
raspolaganju industriji mesa. Za vecinu njih je zajedniCko da nisu patogen-
specificne. Kao dodatni korisni efekat kontrolnih mera za patogene, dolazi i do
redukcije ukupne mikroflore ¢ime se produzava i odrzivost mesa/proizvoda od mesa.

Primarni pristup kontroli alimentarnih patogena u mesu u ovim fazama je baziran na
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higijenskim merama u cilju prevencije, ili bar redukcije, kontaminacije i unakrsne
kontaminacije tim agensima. Kao sekundarne, dodatne mere, mogu se Kkoristiti i
antimikrobni tretmani mesa u cilju daljeg snizavanja tih rizika ako i gde je potrebno.
U prethodnim sekcijama su opisani tretmani dekontaminacije trupova i/ili iskoStenog
mesa koji se i prakticno koriste. Pored njih, u fazi istrazivackog razvoja su i neki
drugi metodi dekontaminacije. Trenutno najefikasnije mere dekontaminacije
trupova/mesa su tretmani vrucom vodom ili vodenom parom pod pritiskom
(s,pasterizacija parom®) koji mogu da se koriste i u EU i u SAD, dok se u SAD i nekim
zemljama van EU koristi i dekontaminacija organskim kiselinama i acidifikovanim
natrijum hloritom (Koohmaraie i sar., 2005). Medutim, glavni nedostaci mera
baziranih na dekontaminaciji su da su ,reaktivne“ (bave se kontaminacijom nakon
Sto se ona ve¢ dogodila) i da imaju ograni€enu efikasnost u pogledu mikrobioloskih
redukcija.

Medutim, jedna mera bazirana na antimikrobnom tretmanu u harvest fazi
objedinjava i proaktivni (preventivni) i reaktivni (posledi¢ni) pristup. Radi se o
antimikrobnom tretmanu koZe goveda, kao klju¢nog izvora kontaminacije mesa
trupova. Naime, smanjenje alimentarnih patogena na kozi antimikrobnim tretmanom
je proaktivha mera jer predstavlja najbolju mogucu preventivu kontaminacije trupa.
Istovremeno, taj tretman je i reaktivnha mera za smanjenje kontaminacije koze koja
se vec desila na farmi ili tokom transporta-depoa. Ova njena ,dvojna priroda“ Cini
antimikrobni tretman koze posebno obec¢avaju¢om merom za kontrolu mikrobioloSkih
rizika u sirovom govedem mesu. Takode, tretman koZe moze da se koristi i sam ili u
kombinaciji sa kasnijim dekontaminacionim tretmanima trupova, $to otvara
mogucénost njihovog sinergistickog delovanja i znatno vecih, kumulativnih poZzeljnih

efekata na bezbednost govedeg mesa.
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3. Implementacija antimikrobnih tretmana na klanici

3.1. Uvod

Kao $to je vec istaknuto u ranijim poglavljima, antimikrobni tretmani su samo
jedan deo, i to sekundarni, celine koja se naziva kontrolni sistem za redukciju
mikrobioloskih rizika; drugi, primarni deo te celine predstavljaju preventivhe mere
bazirane na higijeni. Ako i kada se koriste ti tretmani, to se mora raditi samo u okviru
integrisanih kontrolnih strategija u celom lancu hrane (SCVPH, 1998, 2003c).
Razlicite ,interventne® strategije u cilju kontrole alimentarnih patogena su razvijane i
neke se koriste na viSe tafaka lanca govedeg mesa. Prema nekim autorima,
intervencija je procedura ili proces (mehanicki ili ljudski) koji zna¢ajno redukuje broj
patogenih i ostalih mikroorganizama prisutnih na povrSini hrane/mesa (ili koze)
(Midgley i Small, 2006). Medutim, sam termin ,intervencija“ i navedena definicija nisu
do danas medunarodno harmonizovani ni u nauci ni u regulatornoj sferi; dok je taj
termin Sire u upotrebi u SAD, Kanadi i Australiji, u EU se ¢eSce koriste termini
J[retman za redukciju povrSinske kontaminacije®, ,antimikrobni tretman® ili
jednostavno ,dekontaminacija“.

Fizi€ki, hemijski i bioloSki antimikrobni tretmani, primenjeni samostalno ili u
kombinaciji, su u brojnim istrazivanjima eksperimentalno ispitivani i jedan broj se
pokazao kao koristan za redukciju broja i/ili prevalence bakterijskih patogena na kozZi
ili mesu goveda (Huffman, 2002). Svaki od tretmana ima i prednosti i nedostatke.
Regulatorno odobravanje dekontaminacionih sredstava i tretmana za hranu
animalnog porekla mora biti zasnovano na oceni hemijskih i mikrobioloSkih rizika
(SCVPH, 1998, 2003c), uzimajuci u obzir razliCite faktore od znacaja, kao Sto su:

a) bezbednost i efikasnost antimikrobnih sredstava sa gledista javnog zdravlja
(ocena hemijskih i mikrobiolo$kih rizika);

b) ocena rizika sredstava/tretmana po bezbednost radnika;

c) uticaj na zivotnu sredinu;

d) uticaj na upotrebljivost proizvoda i njegov senzorni kvalitet;

e) prihvatljivost antimikrobnog tretmana od strane potro$aca;
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f) interes industrije: (analiza koristi i troSkova, tehniCka izvodljivost, kao i

prihvatljivost tretiranih proizvoda na trzistu .

3.2. Regulatorni status antimikrobnih tretmana

3.2.1. Regulatorni status u EU

Sve do nekoliko godina unazad, u Evropskoj legislativi nije bila dozvoljena
upotreba nikakvih sredstava osim pijace vode za uklanjanje povrSinske
mikrobioloSke kontaminacije hrane animalnog porekla, veé je osiguranje bezbednosti
hrane bilo bazirano samo na primeni dobre proizvodne prakse i/ili drugih sistema
upravljanja bezbedno$¢u hrane u celom lancu, kao $to je HACCP (Hugas i
Tsigarida, 2008). Razlog je bio taj da se pretpostavljalo da primena antimikrobnih
tretmana moze maskirati nehigijensku praksu tokom klanja i obrade trupova i kasnije
u preradi mesa, odnosno smanijiti motivaciju industrije za dobru higijensku praksu.
Posledicno, nivo kontaminacije na hrani bi se vremenom poveavao, a
dekontaminacioni tretmani mogu biti efikasni uglavhom samo pri nizim nivoima - a i
tada bi vremenom mozda moglo doci do razvoja antimikrobne rezistencije (EFSA,
2005a). Nakon donoSenja Opsteg zakona o hrani u EU (EC 178/2002), na osnovu
njega su donete tri Regulative Evropskog Parlamenta i Komisije o bezbednosti
hrane, odnosno ,Higijenski paket® - 852/2004, 853/2004 i 854/2004 (EC, 2004a, b,
c). Trenutno, ¢lanom 3 (2) Regulative 853/2004, uspostavljena su specificna
higijenska pravila za hranu animalnog porekla (EC, 2004a) i obezbedena je legalna
osnova za koriS¢enje drugih sredstava (pored upotrebe pijace vode) za uklanjanje
povrsinske kontaminacije proizvoda animalnog porekla - ova je regulativa u primeni
od 01. januara 2006. godine. Kao prvi korak u odobravanju antimikrobnih sredstava
za koriséenje u Evropi, u okviru veterinarskog Sporazuma izmedu EU i SAD,
Nauc¢nom komitetu Evropske komisije za veterinarske mere znaCajne za javno
zdravlje (SCVPH) podneta su Cetiri tehniCka dosijea od strane SAD za odobravanje
upotrebe Cetiri antimikrobna sredstva (hlor dioksida, acidifikovanog natrijum hlorita,
trinatrijum fosfata i peroksisirCetne kiseline) za dekontaminaciju trupova Zivine
(SCVPH, 2003c). U ovom misljenju se zakljuCuje da dekontaminacija moze

predstavljati koristan element u daljoj redukciji broja patogena kada se primenjuje u
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okviru integrisanih strategija kontrole i da se moze koristiti samo kao dodatna mera,
a ne kao zamena za normalnu dobru higijensku praksu. Takode se daje i pozitivho
misljenje o bezbednosti ova Cetiri sredstva za upotrebu i o njihovoj efikasnosti (osim
peroksisiréetne kiseline).

Prema postoje¢im Evropskim propisima, odobravanje antimikrobnih sredstava
i tretmana za uklanjanje kontaminacije proizvoda animalnog porekla je u nadleznosti
Evropske komisije (EC), dok je uloga i odgovornost Evropske agencije za
bezbednost hrane (EFSA) da, kao nezavisno naucno telo za ocenu rizika u hrani u
EU (uspostavljena 2002 godine), na zvani¢ni zahtev Komisije oceni rizike, odnosno
bezbednost i efikasnost antimikrobnih sredstava (Hugas i Tsigarida, 2008). Ocena
bezbednosti ovih sredstava je u nadleznosti Nauénog panela za materijale u
kontaktu sa hranom, enzime, zacine i pomoc¢na sredstva (CEF panel, bivSsi AFC
panel), dok je ocena njihove antimikrobne efikasnosti u domenu rada Nauénog
panela za bioloske hazarde (BIOHAZ panel). AFC i BIOHAZ panel su ranije izdali
zajednicki dokument o podnoSenju podataka za ocenu bezbednosti i efikasnosti
antimikrobnih sredstava za dekontaminaciju hrane animalnog porekla (EFSA,
2006a). Ovaj dokument je nedavno dopunjen sa detaljnim opisom studija
(laboratorijskih i u klanicama) koje se moraju prethodno obaviti i rezultati podneti uz
zahtev za utvrdivanje efikasnosti sredstava (EFSA, 2010b). Oba dokumenta
predstavljaju tehnic¢ke vodi¢e za kompanije u pogledu glavnih faktora i podataka koje
dosijei o antimikrobnim sredstvima trebaju da sadrze, kao Sto su tehniCke
informacije, toksikoloski podaci, podaci o oceni izloZzenosti potrosaca, antimikrobnoj
efikasnosti sredstva za koje se trazi ocena i eventualnom razvoju mikrobne
rezistencije na ta sredstva, kao i uticaju na zivotnu sredinu (EFSA, 2010b). Sredstva
koja se koriste u antimikrobnim tretmanima se trebaju smatrati za ,pomoc¢na
sredstva“, kako je definisano u skorijoj EC Regulativi 1333/2008 (EC, 2008), s
obzirom da nisu predvidena za konzumiranje kao hrana. Zbog toga se nakon
aplikacije moraju ukloniti iz proizvoda (najCeSce ispiranjem), jer bi se u protivnom
smatrala za aditive hrani (EFSA, 2010b). U EU, na menadzerima rizika je
odgovornost (najéeSce su to zainteresovane kompanije) da prethodno obezbede
dokumentaciju koja ¢e pokazati da je antimikrobno sredstvo bezbedno i efikasno u
redukovanju kontaminacije. EFSA je dosad donela i nekoliko nau¢nih misljenja o
bezbednosti i efikasnosti nekih antimikrobnih sredstava za dekontaminaciju mesa

trupova, koja su veé u upotrebi u nekim zemljama van Evrope. AFC panel je dao
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pozitivno misljenje o bezbednosti hlor dioksida, acidifikovanog natrijum hlorita,
trinatrijum fosfata i peroksisircetne kiseline za dekontaminaciju trupova Zivine (EFSA,
2005b), dok je BIOHAZ panel doneo nekoliko misljenja o efikasnosti peroksisiréetne,
mlec¢ne kiseline i formule SAN-PEL®, ali za koje nije doneta konaéna ocena zbog
nedovoljnih informacija u podnetim dosijeima (EFSA, 2005a, 2006b, c). Nedavno je
EFSA ocenila i moguénost razvoja antimikrobne rezistencije prema pojedinim
sredstvima (EFSA, 2008), kao i moguénost ponovne primene reciklirane vruée vode
za dekontaminaciju trupova (EFSA, 2010c). Sveukupno, peroksisirCetna kiselina je
dosad jedino antimikrobno sredstvo za koje je data potpuna ocena o njegovoj
bezbednosti i efikasnosti, tako da Evropska komisija jo§ uvek nije dala dozvolu za
upotrebu nekog tretmana dekontaminacije hemijskim sredstvima u EU. Dakle,
trenutno su u Evropi autorizovani samo antimikrobni tretmani zasnovani na aplikaciji
pijace vode, uklju€ujuéi i vrucu vodu i/ili vodenu paru (Skandamis i sar., 2010), ali je
efikasnost ovih tretmana ograni€ena temperaturnim maksimumom vode koji se ne
sme preéi, jer tada dolazi do trajnih promena senzornih (boja) svojstava mesa
(tabela 3.1). Takode, Cinjenica je da u svim EC regulativama i misljenjima EFSA nije
eksplicitno pomenuto uklanjanje kontaminacije sa kozZe Zzivotinja pre klanja ili
skidanja kozZe, odnosno antimikrobni tretmani koze (osim pranja vodom i $iSanja),

ve¢ samo uklanjanje kontaminacije (dekontaminacija) hrane animalnog porekla.

3.2.2. Regulatorni status u SAD

U SAD, kao odgovor na vise alimentarnih epidemija uzrokovanih sa E. coli
0157:H7, tokom 90-tih godina proslog veka je izvrSena obimna revizija legislative u
oblasti bezbednosti hrane (Byelashov i Sofos, 2009). Agencija za bezbednost i
inspekciju hrane Ministarstva poljoprivrede SAD (USDA/FSIS) donela je zaklju¢ak da
je prisustvo E. coli O157:H7 u sirovom mesu neprihvatljivo i propisala ,zero
tolerance” kriterijum performanse za vidljivu kontaminaciju trupova. Takode, izri€ito
se zabranjuje pranje trupova pre ispunjavanja ovog kriterijuma performanse (FSIS,
1996b). U cilju daljeg unapredenja bezbednosti mesa, propisima (FSIS, 1996b) se
zahteva da klanice razviju i implementiraju: Standardne radne procedure sanitacije
(SSOP), HACCP sistem, redovna mikrobioloSka testiranja trupova na generiCku
E. coli (verifikacija kontrole fekalne kontaminacije) i na prisustvo Salmonella

(verifikacija performanse u redukciji patogena). TeSkoc¢e u ispunjavanju pomenutih
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regulatornin zahteva dovele su do istrazivatkog razvoja mnogih i komercijalne
primene nekih tretmana uklanjanja povrsinske kontaminacije u govedim klanicama:
pre klanja, na liniji klanja (u fazama pre skidanja koze i/ili nakon skidanja koze i/ili pre
hladenja), tokom hladenja ili nakon hladenja (Smulders i Greer, 1998; Skandamis i
sar., 2010) (grafikon 6). Takode, od strane USDA/FSIS je doneta i preporuka da bi
klanice trebale da ukljuée neku od interventnihn mera dekontaminacije u cilju
redukcije patogena na trupovima pre hladenja (FSIS, 1996b), koja bi predstavljala
kriti€nu kontrolnu tacku u HACCP planu klanice ,za redukciju ili eliminaciju E. coli
0O157:H7“ (FSIS, 2002).

Nakon preporuke i dozvole regulatornih tela, industrija mesa u SAD je
intenzivno pocela da koristi razliCite fiziCke ili hemijske tretmane dekontaminacije.
Tome su doprinele neke specificnosti u SAD: sistem gajenja Zivotinja u kome su
goveda Cesto preterano prljava, velike klanice sa veoma brzim linijama klanja Sto
utiCe na smanjenje nivoa higijene, specificne navike potrosaca i konzumiranje blago
termiCki obradenih proizvoda (Byelashov i Sofos, 2009). Danas se u nekim
klanicama u SAD koristi i viSe sukcesivnih tretmana dekontaminacije mesa trupova
na raznim tackama linije klanja, po analogiji sa ,konceptom prepreka“ (,multiple
hurdle concept®) kori8¢enim u preradi hrane. Sa druge strane, tretmani
dekontaminacije koze se koriste samo u nekim klanicama (dobrovoljno) u cilju to
vecCe prevencije kontaminacije trupova i zelje da mikrobioloSke rizike na trupovima
maksimalno smanje (Byelashov i Sofos, 2009) (grafikon 6). lzgleda da u SAD sve
velike klanice za goveda, svinje, ovce, koze i druge vrste Zivotinja, kao i 98,4%
zivinskih klanica, koriste najmanje jedan tretman dekontaminacije trupova (Cates i
sar., 2008). Kao dodatak obaveznom isecanju vidljive fekalne kontaminacije, oko
81% klanica koristi vakumiranje parom tih mesta, priblizno isti procenat upotrebljava
dekontaminaciju celih trupova prskanjem rastvorima organskih kiselina, dok oko
polovina Koristi ,pasterizaciju parom“ trupova goveda (Cates i sar., 2008). Tretmani
dekontaminacije u klanicama u SAD se odobravaju od strane regulatornih tela
ukoliko su antimikrobna sredstva koja se koriste ,opSte priznata kao bezbedna®
(GRAS), ne dovode do neupotrebljivosti proizvoda, koriste se samo kao ,pomoéna
sredstva“ i postoje nauCni dokazi da su antimikrobno efikasna (Sofos, 2005).
Trenutno je odobreno vise hemijskih sredstava, izmedu ostalih i hlor (samo za
trupove zivine u koncentraciji od 20 ppm), organske kiseline (mleCna, sirCetna i

druge), peroksisiréetna Kis., trinatrijum fosfat, acidifikovani natrijum hlorit, natrijum
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hidroksid, vodonik peroksid, laktoferin, itd. (FSIS, 2008) (tabela 3.1). U SAD je od
1999. god. dozvoljena i iradijacija mesa, ukljuujuéi i trupove (Byelashov i Sofos,
2009), ali se koristi u samo 0,5% malih klanica i to za meso nakon rasecanja (Cates i
sar., 2008). Najveta prepreka Siroj upotrebi iradijacije, iako je pokazala dobru
antimikrobnu efikasnost, je neprihvatanje od strane potro$aCa, i zahtevnost u

pogledu troSkova, tehnicke i prostorne opremljenosti.

3.2.3. Regulatorni status u drugim zemljama

U Australiji i Kanadi je regulatorni status antimikrobnih tretmana mesa sli¢an
kao u SAD, ali ima i razlika (Midgley i Small, 2006; Skandamis i sar., 2010).
Proizvodaci mesa u ove dve zemlje takode smatraju tretmane dekontaminacije samo
kao dodatak GMP/GHP i u okviru HACCP sistema. U Kanadi se tretmani
dekontaminacije organskim kiselinama najc¢eSc¢e koriste i deo su GMP/GHP, pod
uslovom da postoje adekvatni tehnicki uslovi i kontrola kvaliteta (Skandamis i sar.,
2010). U Australiji se mera isecanja i vakumiranja parom vidljive fekalne
kontaminacije redovno koristi. U klanicama koje meso izvoze u EU i SAD koriste se
samo one metode koje su za te zemlje prihvatljive (tabela 3.1). Osim pranja koze
vodom pre klanja, drugi tretmani koZe se ne koriste u Australiji (Midgley i Small,
2006).

U Srbiji nisu propisima regulisani niti se koriste tretmani dekontaminacije, bilo
koZe ili mesa trupova. Verovatno ¢e nakon revizie naSe legislative u oblasti
bezbednosti mesa biti prihvaceni stavovi EC i misljenja EFSA po ovim pitanjima.
ZnacCajan je problem Sto se na klanicama ne koriste ni mere CiS¢enja i pranja
naroCito prljavih Zivotinja pre klanja, niti je ovo regulisano propisima. Nakon
zavrSenog klanja i obrade trupova, naj¢eS¢e se u klanicama vrsi pranje trupova
hladnom vodom u cilju uklanjanja ugrusaka krvi i opiljaka kostiju nastalih nakon
rasecanja trupa. Medutim, dobro je poznato da ova mera nema nikakav antimikrobni
efekat i da samo vrsi redistribuciju bakterija po ¢itavom trupu, a narocito ukoliko
prethodno nije uradeno isecanje nozem vidljive fekalne kontaminacije (Sofos i Smith,
1998; Buncic, 2006).
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Tabela 3.1. Regulatorni status antimikrobnih tretmana na klanici
(prilagodeno od Midgley i Small, 2006)

Deo lanca L . Regulatorno odobrenje
Antimikrobni tretman —
govedeg mesa EU SAD Australija Ostalo
Pranje pijacom vodom Da Da Da Vecmg
zemalja
Prg skidanja SiSanje dlavlfa |/|,I| naslaga Da Da Da Vecmg
koze nedistoce zemalja
(tretmani koZze)  Dekontaminacija hemijskim
. Ne Da Da
sredstvima
Hemijska depilacija Ne Da Ne
Pranje pijacom vodom Da Da Da Vecmg
zemalja
Pranje v.rucqlm vodom / Da* Da Da Vecmg
pasterizacija parom zemalja
Vakumiranje parom Da* Da Da
Pranje ozoniranom vodom Ne Da Da
Pranje elektroliziranom vodom Ne Da Ne Japan,
Nakon skidanja Aktivirani laktoferin Ne Da Ne Koreja
koze (tretmani Iradijacija Ne Da Ne

mesa trupova) . L - . .
Dekontaminacija hemijskim antimikrobnim sredstvima

Organske kiseline
(mle€na, siréetna),

peroksisircetna kiselina, Ne Da Da

acidifikovani natrijum hlorit,

hlor dioksid

Trinatrijum fosfat Ne Da Ne
Cetilpiridin hlorid (CPC) Ne Ne Ne

Tokom hladenja Prskanje organskim kis. ili
(tretmani mesa acid. natrijum hloritom Ne Da Da
trupova) Pranje ozoniranom vodom Ne Da Da

* Dozvoljeno, ali se ne preporuéuje zbog senzornih promena na mesu

3.3. Antimikrobna efikasnost i bezbednost tretmana

U govedim klanicama, glavni cilj antimikrobnih tretmana na liniji klanja je Sto
efikasnija redukcija E. coli O157 i Salmonella spp. na trupovima, dok je u kasnijoj
fazi (tokom rasecanja i prerade mesa) to najéeS¢e usmereno na redukciju ili
eliminaciju mikroflore kvara mesa i patogena kao $to je L. monocytogenes (Midgley i

Small, 2006; Ngrrung /i sar., 2009). Mora se imati u vidu da primena postojecéih
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antimikrobnih tretmana uglavnhom za krajnji rezultat ima smanjivanje nivoa
mikrobioloSke kontaminacije, dok je potpuna eliminacija patogena teSko ostvarljiva
(Hugas i Tsigarida, 2008). Antimikrobna efikasnost je dakle, najznacajniji faktor u
izboru adekvatnog tretmana i ona zavisi od velikog broja faktora (Midgley i Small,
2006; Hugas i Tsigarida, 2008; EFSA, 2010b):

a) ekologija mikroorganizama: nivo pocCetne kontaminacije, vrsta i diverzitet
sojeva bakterija, fizioloSki status bakterija, adaptacija i odgovor bakterija na uslove
stresa, intenzitet pri€vrséenosti za supstrat, formiranje biofilmova i drugo;

b) tehniCki parametri primene tretmana: temperatura, pritisak, pH i
koncentracija rastvora antimikrobnog sredstva, vreme delovanja, metod aplikacije -
prskanjem, potapanjem ili polivanjem, konstrukcija opreme, itd.;

c) faza primene tretmana: pre ili nakon klanja i/ili skidanja koze, pre i/ili nakon
evisceracije, tokom i/ili nakon hladenja trupova, itd.;

d) faktori koji se odnose na supstrat koji se tretira: meso ili koza, prisustvo
vece koli¢ine organskog materijala ili masti, fizicko-hemijske osobine povrsine, itd.

Antimikrobno sredstvo se smatra efikasnim ukoliko nakon aplikacije dovodi do
statisticki znacajne redukcije procenta kontaminiranih trupova/uzoraka mesa
(prevalence) i nivoa ciljanih patogenih bakterija (koncentracije) kada se izvrSi
uporedenje sa kontrolom, odnosno vodom aplikovanom na isti nacin (EFSA, 2008).
Utvrdena efikasnost u redukciji patogena na mesu treba da ima znacajan efekat i na
smanjenje incidence alimentarnih bolesti, Sto definiSu Evropska komisija i nacionalna
regulatorna tela.

U smislu bezbednosti, sredstvo je bezbedno za upotrebu ukoliko ne
predstavlja rizik po javno zdravlje; ovo se ocenjuje na osnovu toksikoloskih podataka
i ocene izlozenosti potrosaca (dnevni unos, rezidue, produkti razlaganja) (EFSA,
2010b).

Ekologija mikroorganizama je veoma kompleksan faktor koji utiCe na
antimikrobnu efikasnost tretmana. Razmnozavanje bakterija (ukljuujuci i u mesu) se
sastoji iz Cetiri faze: faza adaptacije na uslove sredine (lag faza); faza
eksponencijalnog razmnoZavanja (logaritamska faza); stacionarna faza i faza
odumiranja (Buncic, 2006). Analogno tome, nakon izloZzenosti nekom letalnom
uticaju populacija bakterija najéeS¢e odumire eksponencijalno, odnosno u
logaritamskim intervalima, a veoma retko se ovo deSava trenutno. D-vrednost, ili

,vreme decimalne redukcije“, se u mikrobiologiji hrane koristi da oznaci vreme koje je
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potrebno da se pod odredenim uslovima unisti 90% populacije bakterija (odnosno 1
log ciklus) (Buncic, 2006). Zbog toga se najceS¢e broj bakterija oznaava u
logaritmima, a takode i redukcija njihovog broja (u bujonu, na kozi, mesu, itd.), pa
tako efikasnost od 1 log redukcije predstavlja smanjenje broja bakterija za 90% od
pocetnog broja, 2 log je smanjenje od 99%, itd.

Prilikom ocene efikasnosti nekog antimikrobnog tretmana, uporeduju se broj
(koncentracija) i/ili prisustvo (prevalenca) patogena pre i nakon tretmana (EFSA,
2010b). Efekat u redukciji broja bakterija predstavlja razliku izmedu njihovog broja
utvrdenog pre tretmana (izrazenog u logaritmima) i broja utvrdenog nakon tretmana
(takode u log), odnosno ovo je ,logaritamska redukcija“ (tabela 3.2). Ovaj nacin
izrazavanja redukcije omogucava uporedivanje razliCitih antimikrobnih tretmana na
isti nacin; koristi se za utvrdivanje efekta u redukciji bakterija ,indikatora®
kontaminacije i procesne higijene (ukupan broj bakterija, broj Enterobacteriaceae i
ukupnih koliforma) ili vestacki inokulisanih bakterijskih patogena (u visokim nivoima).
Medutim, Cesto se efikasnost tretmana mora utvrdivati i meriti efektom u redukciji
prevalence bakterija (na kozZi ili mesu), a narocito je to slu€aj sa prirodno prisutnim
alimentarnim patogenima. To je Cesto neizbezno jer je distribucija patogena na koZi
veoma varijabilna (a posledi¢no i na mesu nakon kontaminacije), njihov broj na kozi i
mesu naj¢esc¢e je veoma nizak, a osetljivost metoda direktne izolacije iz uzorka (bez
prethodnog obogacéenja) je niza. Ipak, pravilna procena efikasnosti primenjenog
tretmana poredenjem prevalence pre i nakon tretmana je veoma oteZana (Arthur /
sar., 2004). U literaturi nema objavljenog jedinstvenog nacina i formule za raCunanje
i izrazavanje ,redukcije prevalence®, kojom bi se efikasnost razli€itih tretmana mogla
uporedivati na isti nacin. Uglavhom se prikazuje relativnha efikasnost, odnosno koliko
je nakon tretmana preostalo pozitivnih kozZa/trupova u odnosu na prevalencu
patogena pre tretmana. Medutim, s obzirom na Cesto razli€it broj kontrolnih i
tretiranih Zivotinja kao i razli€ite prevalence patogena u istrazivanjima, poredenjem
samo ovih podataka se ne moZe doci do pouzdanog zakljuCka - koliko je neki
tretman bolji/efikasniji u odnosu na neki drugi. Ovaj nedostatak bi se mogao
prevazi¢i uvodenjem termina i formula izraCunavanja ,efikasnosti tretmana“ (,e”), koji
u procentima pokazuje za koliko je neki tretman redukovao prevalencu patogena,
kao i ,koeficijenta efikasnosti tretmana“ (,c“) koji pokazuje za koliko puta je tretman
uspeo da redukuje prevalencu patogena na kozi ili trupovima (tabela 3.2). Takode,

od znacaja je i Cinjenica da, kada su u pitanju antimikrobni tretmani koze, krajnji cilj
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njihove primene predstavlja smanjenje kontaminacije korespodentnog trupa, pa se
zato njihova efikasnost utvrduje i efektom na kozi (redukcija broja ili prevalence
bakterija indikatora ili patogena) i na mesu trupova (redukcija prenosa bakterija sa

koze na trupove).

Tabela 3.2. Formule za izraCunavanje efikasnosti antimikrobnih tretmana

Redukcija broja bakterija
Logaritamska redukcija = (log cfu/cm? pre tretmana) — (log cfu/cm? nakon tretmana)
Redukcija prevalence bakterija

Efikasnost tretmana (e %) = (% redukcije x 100) / % pozitivnih kontrola
Koeficijent efikasnosti tretmana (c) = (% pozitivnih kontrola) / (% pozitivnih nakon tretmana)

3.4. Ostali aspekti implementacije antimikrobnih tretmana

Svi antimikrobni tretmani se mogu podeliti u Cetiri glavne grupe, i to: a) fizicki
tretmani; b) hemijski tretmani; c) kombinacije fiziCkih i/ili hemijskih tretmana
(simultano primenjenih u okviru ,koncepta prepreka®); i d) bioloski tretmani. Takode,
u okviru ove podele postoje i nove, alternativne tehnologije koje su trenutno u
razvoju i ne koriste se, ili se retko koriste, u komercijalnoj praksi (Hugas i Tsigarida,
2008; Skandamis i sar., 2010).

3.4.1. Fizicki antimikrobni tretmani

Fizi¢ki tretmani imaju dva osnovna nacina delovanja. Jedan je mehanicko
uklanjanje necistoce ili mikrobioloSke kontaminacije sa koze ili trupova, a drugi je
baktericidni efekat u redukciji ili eliminaciji bakterija (Skandamis i sar., 2010).
NajCesci fiziCki tretmani ukljuCuju CiScenje i pranje vodom, kao i SiSanje zivotinja pre
klanja, pranje trupova hladnom vodom, trimovanje (isecanje) nozem i termicki
tretmani (pranje vrucom vodom, vakumiranje i pasterizacija parom) (grafikon 6).
FiziCki tretmani imaju neke prednosti u odnosu na hemijske, na primer ne postoji
problem sa reziduama na mesu ili rukovanjem otpadnim vodama. Hladna pija¢a
voda moze ukloniti vidljivu kontaminaciju (sa koze ili mesa), ali nema nikakav

antimikrobni efekat, ve¢ samo vrsi redistribuciju bakterija po povrsini (Buncic, 2006).
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U principu, efikasnost svih tretmana koji se aplikuju prskanjem ili tuSiranjem
znacajno zavisi od pritiska i koli€ine teCnosti, tipa prskalice i ugla pod kojim se vrsi
prskanje (Midgley i Small, 2006), ali je poznato da visok pritisak moze imati za
negativnu posledicu prodiranje bakterija u dubinu mesa (Sofos i Smith, 1998) i
stvaranja aerosola. Sa druge strane, termicki tretmani vruéom vodom (>74°C) ili
vodenom parom pod pritiskom su znatno efikasniji (Cak i od nekih hemikalija), ali
mogu dovesti do neprihvatljivih senzornih promena na mesu (ili oStecenja koze),
zavisno od vremena delovanja i temperature. Medutim, pri temperaturi koja se
obi¢no koristi i vremenu aplikacije <15 sek., diskoloracija mesa obic¢no nestaje nakon
24 sata hladenja (Huffman, 2002). ,Pasterizacija parom®, u odnosu na pranje vru¢om
vodom, pri istoj temperaturi ima veci kapacitet zagrevanja, a takode su kapljice
vodene pare znatno manje od bakterija i prodiru u svaku pukotinu na povrsini.
Tretman parom ima velike uStede u vodi i energiji, ali zahteva i velika pocetna
ulaganja u opremu (Skandamis i sar., 2010).

U sustini, povrSina koze i mesa trupova goveda je tehniCki komplikovana za
tretiranje zbog veoma nepravilnog oblika, sa puno pukotina i krivina u kojima su
bakterije dobro zastiCene od kontakta sa antimikrobnim sredstvom. Sa prakti¢ne
strane, preporucljivo je da se antimikrobni tretmani mesa trupova primene $to pre
nakon skidanja koze (pre evisceracije), pre pri¢vrs€ivanja bakterija (prenetih sa
koze) za povrSinu mesa, jer je utvrdeno da su bakterije otpornije na antimikrobne
tretmane ukoliko su dobro pri€vr§¢ene za neku povrsinu i u sesilnoj formi (a posebno
u biofilmovima) nego kada se nalaze pojedinatno kao planktonske celije

(Koutsoumanis i sar., 2006).

3.4.2. Hemijski antimikrobni tretmani

Hemijski tretmani ukljuCuju aplikaciju hemijskih antimikrobnih sredstava na
povrSinu mesa ili koze u cilju eliminacije bakterija ili redukcije njihovog broja (Midgley
i Small, 2006). Tipicno, njihov efekat se ogleda u sposobnosti da uniste celijske
strukture bakterija razliitim mehanizmima (ubijajuci ¢eliju) ili osteéenjem mehanizma
pri¢vr§¢ivanja (olakSava uklanjanje bakterija ispiranjem) (Koutsoumanis i sar., 2006).
Veliki broj hemijskih sredstava je ispitivan u ovu svrhu (tabela 3.1) u raznim fazama
na liniji klanja (grafikon 6), a za njihovu upotrebu na hrani se mora dobiti odobrenje

regulatornih tela. Organske kiseline (mle€na, sirCetna, fumarna, limunska) su
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hemijska sredstva o Cijoj efikasnosti i osobinama ima najviSe informacija i koje se
najceSce koriste u tretmanima mesa. Preko 30 godina istrazivanja njihovog
antimikrobnog efekta potvrduje da je oCekivana mikrobna redukcija u proseku oko
1,5 log (Hugas i Tsigarida, 2008). lako imaju slabiji antimikrobni efekat, one se Cesto
primenjuju nakon termickih tretmana (vruéom vodom ili vodenom parom) jer mogu
da inaktiviSu bakterije prethodno osteéene ovim tretmanima. Druga hemijska
sredstva ukljuCuju neorganske kiseline, alkalna sredstva, oksidirajuéi agensi i
sanitajzeri (na primer, kvaternerna amonijumova jedinjenja). Generalno, bakterijski
patogeni od najveCeg znacaja za bezbednost govedeg mesa pripadaju u mezofilne
Gram negativne Enterobacteriaceae koje su osetljivie na hemijska sredstva
(narocito kiseline) u odnosu na druge (Gr+) patogene (Koutsoumanis i sar., 2006).
Problemi sa hemijskim sredstvima ukljuCuju moguce senzorne promene na mesu,
moguci negativni uticaj na zivotnu sredinu putem otpadnih voda i troSkovi recikliranja
ili neutralizacije, povecéan rizik po bezbednost radnika i drugo (Koutsoumanis i sar.,
2006). Na primer, utvrdeno je da primena kiselina i hlora dovodi i do oste¢enja
opreme na liniji klanja (njene korozije) (Belk, 2001).

U pogledu uticaja na ekologiju mikroorganizama, kako na tretiranoj povrsini
(koze ili mesa) tako i u samoj klanici, hemijska sredstva mogu dovesti do povecanja
otpornosti bakterija nakon njihovog adaptiranja na nepovoljne uslove sredine i
stresogene faktore, a to moze voditi i ka antimikrobnoj rezistenciji (Koutsoumanis i
sar., 2006). Medutim, skorije je ukazano da ne postoje dokazi i podaci da nakon
upotrebe hlor dioksida, ASC, TSP i peroksisircetne kiseline dolazi do stvaranja
rezistencije na njih ili ukrStene rezistencije na druga sredstva, ali da to ne mora da
uvek bude slu€aj sa svim hemikalijama, pa se zato ovaj aspekt uvek mora uzeti u
obzir prilikom davanja dozvole za upotrebu (EFSA, 2008). Kada su u pitanju
oksidirajuca sredstva (na primer, ozon, vodonik peroksid ili hlor dioksid), delovanjem
na masti i pigmente miSi¢a se mogu stvoriti Stetni slobodni radikali, dok je utvrdeno
da primena hemikalija koje imaju nizak pH (organske i druge kiseline, ASC, itd.) kod
nekih vrsta bakterija (na primer, E. coli O157:H7, Salmonella, L. monocytogenes)
moze izvrsiti selekciju sojeva rezistentnih na kiseline, $to moze biti problem u kontroli
ovih sojeva u proizvodima od mesa ili njihovom lakS§em prolasku kroz Zeluda¢nu
barijeru u organizmu ljudi (Skandamis i sar., 2010). U nekim slu€ajevima, nakon
izlaganja sub-letalnim faktorima, dolazi samo do oSteCenja bakterija kada one imaju

produzenu lag fazu, nakon koje ponovu krenu sa rastom (ponekad i znatno brze
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nego u normalnoj situaciji), a moguce je stvaranje i posebne forme bakterijskih ¢elija
koje se oznacCavaju kao VBNC celije (,viable, but non-culturable®) kada su one Zive,
ali sa oStecenom morfologijom i poremec¢enim metabolizmom i ne mogu da rastu na
hranljivim podlogama, ¢ak ni sa obogacenjem (Buncic, 2006). Ovo je opisano i za
izvesne patogene (na primer, E. coli, Campylobacter, Salmonella i Shigella) i moze
predstavljati problem ukoliko se ovakve bakterije oporave od stresa, steknu
,=ukrstenu rezistenciju ili zastitu“ i postanu otpornije, kako na faktore koji su izazvali
stres, tako i na druge antimikrobne faktore u lancu mesa, ili ¢ak usled mutacija u
genetskom materijalu povecaju svoju virulenciju. Zbog toga je stresogeni odgovor
bakterija na antimikrobne faktore danas znacajan aspekt koji se mora imati u vidu

prilikom pravilnog izbora antimikrobnog tretmana (Buncic, 2006).

3.4.3. Kombinacije fizi¢kih i/ili hemijskih tretmana (,,koncept viSestrukih

prepreka®)

U slu€ajevima u kojima se potpuna inhibicija mikrobioloskih patogena u hrani
ne moze postiéi efektima samo jednog faktora (na primer, niske temperature ili
niskog pH), ili to nije prihvatlivo iz razloga kvaliteta tog proizvoda, u
preradi/konzervaciji hrane koristi se pristup koji se zasniva na teoriji ,viSestrukih
prepreka“ (,multiple hurdle concept®) (Leistner, 2000). Pri tome se koriste simultani,
sinergijski efekti vise antimikrobnih faktora (,prepreka®), koji inhibidu ili inaktiviraju
mikroorganizme iako ni jedan od njih to ne bi postigao individualno (Koohmaraie i
sar., 2005). U klanicama se ,koncept viSestrukih prepreka“ moze primeniti
simultanom aplikacijom antimikrobnih tretmana (na primer, vruci rastvor organske
kiseline) ili sukcesivhom aplikacijom viSe tretmana u raznim fazama linije klanja
(Koutsoumanis i sar., 2006). Jedan od najvaznijih aspekata u primeni ,prepreka“ je
redosled kojim su tretmani primenjeni, kao i sama faza primene na liniji klanja
(Geornaras i Sofos, 2005). Znatno slabiji ukupni efekat tretmana je utvrden u
slu€ajevima kada su trupovi prvo ispirani hladnom, a zatim vrucom vodom (moguca
termalna zastita bakterija zbog prethodnog hidriranja povrSine trupa), kao i u
sluCajevima propisima obaveznog ispiranja vodom nakon tretmana rastvorima
hemikalija (zbog njihovog razblazivanja i uklanjanja). Takode, prime¢eno je da su
tretmani dekontaminacije mnogo efikasniji u redukciji broja bakterija ukoliko je

pocetna kontaminacija viSa, kao i kada su primenjeni $to pre nakon mikrobioloske
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kontaminacije, pre pri¢vrSéivanja bakterija za povrSinu mesa (Geornaras i Sofos,
2005). Najc¢es¢i redosled i faze primene antimikrobnih tretmana kozZe i mesa trupova
goveda u klanicama u SAD prikazan je na grafikonu 6. Ukratko, ,koncept visestrukih
prepreka“ ovde moze ukljucivati razliite kombinacije tretmana:

a) antimikrobni tretman kozZe (najCesc¢e pranje hemijskim sredstvima) - u cilju
Ci¢enja koze, redukcije broja bakterija na kozi i redukcije njihovog prenosa na trup;

b) trimovanje (isecanje) nozem i/ili vakumiranje trupova parom - u cilju
uklanjanja vidljive i mikrobioloSke kontaminacije i ispunjavanja fekalnog ,zero
tolerance” kriterijuma;

c) tretiranje trupova $to pre nakon skidanja koze, a pre evisceracije (najcesce
vruéom vodom ili rastvorom organskih kiselina) - u cilju spreCavanja pri¢vrs¢ivanja
bakterija i njihove eliminacije;

d) tretiranje trupova nakon evisceracije i/ili rasecanja (najceS¢e vrucom
vodom ili ,pasterizacija parom®, kao i hemijskim sredstvima, ili obrnutim redom) - u
cilju eliminacije bakterija naknadno dospelih na trup zbog unakrsne kontaminacije;

e) hladenje - klasi¢no ili simultano sa prskanjem hemijskim sredstvima.

Bolja antimikrobna efikasnost kombinovanog pristupa je proverena u nekoliko
studija (Bacon i sar., 2000; Arthur i sar., 2004; Brichta-Harhay i sar., 2008). Ovakav
sinergisticki efekat moze da omoguci redukciju (od evisceracije do posle hladenja)
opste mikroflore na trupovima od 3-4 log TVC i oko 1-2 log Enterobacteriaceae, kao i
znacajnom smanjenju prevalence i broja E. coli O157 i Salmonella (tabela 1.3).

Pored toga, ovaj pristup je poZeljniji sa glediSta kvaliteta mesa jer koriScenje
tretmana manjeg ,intenziteta“ ima potencijalno manji Stetni efekat na senzorne,
nutritivne i komercijalne osobine proizvoda (Geornaras i Sofos, 2005). Glavni
nedostatak kombinovanih tretmana je da svaki od njih donosi posebne troSkove
instalacije i primene, prostorne zahteve i probleme rukovanja otpadnim vodama, Sto
sve zajedno moze nadmasiti ukupnu korist od njegove primene (Midgley i Small,
2006).
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Grafikon 6. Antimikrobni tretmani u upotrebi u govedim klanicama u SAD
(prilagodeno od Skandamis i sar., 2010)
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3.4.4. Bioloski antimikrobni tretmani

Bioloski tretmani podrazumevaju koriSc¢enje baktericidnih proizvoda pojedinih
bakterija, kao i virusa (bakteriofaga) u antimikrobne svrhe.

Bakteriocini deluju letalno na neke bakterije. NajviSe ispitivan za ovu svrhu je
nizin, proizvod Lactobacillus lactis susp. lactis, koji je efikasan protiv Gr+ bakterija,
ali ne i Gr- Enterobacteriaceae. Nizin je odobren za upotrebu u nekim vrstama hrane
u EU i SAD, uglavnom u proizvodnji mle€nih proizvoda (sireva) i u nekim barenim
kobasicama. Nedostaci bioloskih tretmana je da su skupi, neefikasni za Gr-
patogene, moguc je razvoj rezistencije na njih i brzo se inaktiviSu u dodiru sa drugim
komponentama hrane (Hugas i Tsigarida, 2008).

Bakteriofagi su virusi strogo specifini za bakterije kao domacine. U pogledu
mehanizma svog delovanja prema bakterijama, mogu biti virulentni i umereni (EFSA,
2009). Virulentni bakteriofagi su veoma efikasni u uniStavanju bakterijskih ¢elija za
koje su specificni; u nekim studijama neki bakteriofagi su redukovali nivoe patogenih
(Listeria monocytogenes, Salmonella i Campylobacter jejuni) i mikroorganizama
kvara (Pseudomonas spp. i Brochotrix thermosphacta) u razliCitim vrstama hrane,
ukljuCuju¢i i meso (Greer, 2005). Takode, u nekim istrazivanjima tretman
bakteriofagima je redukovao ili skoro potpuno eliminisao E. coli O157:H7 sa povrsine
govedeg mesa (O’Flynn i sar., 2004). Nije primec¢eno da imaju bilo kakvu interakciju
sa okolnom mikroflorom, niti dovode do senzornih promena na mesu. Medutim,
ograni¢enja u upotrebi bakteriofaga uklju€uju njihovu strogu specificnost samo na
odredene vrste (ili sojeve) bakterija; moguéi transfer i razvoj rezistencije kod
bakterija (,umereni“ bakteriofagi); kao i visoku cenu kosStanja ovakvih tretmana
(EFSA, 2009). Upotreba bakteriofaga u cilju kontrole E. coli O157:H7 je u SAD
dozvoljena, ali su istrazivanja jo§ uvek u toku i ovaj tretman nema komercijalnu
primenu. Sa druge strane, u EU njihova upotreba nije dozvoljena, a EFSA je
nedavno dala miSljenje da, ukoliko se trazi dozvola za primenu tretmana
bakteriofagima u cilju dekontaminacije hrane animalnog porekla, onda se
preporucuje prethodno donoSenje tehni¢kog vodi€a o podnoSenju podataka
neophodnih za njihovu ocenu (EFSA, 2009).
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3.5. Analiza koristi i troSkova implementacije antimikrobnih

tretmana

Industrija mesa funkcioniSe na komercijalnim principima i njima je ograni¢ena,
pa se zato prilikom izbora optimalnog antimikrobnog tretmana, pored njegove
efikasnosti u smanjivanju mikrobioloskih rizika, analizira i odnos koristi i troSkova
implementacije i upotrebe (Vosough Ahmadi, 2007). Svaki tretman ima jedan ili visSe
elemenata koji nose odredene trosSkove i najéesSce se to odnosi na osoblje, objekte,
opremu, potrosni materijal (hemikalije) i ostalo (potroSnja energije, transport).
Pocetno ulaganje u opremu i eventualnu izgradnju novih objekata moze iznositi od
nekoliko hiljada (na primer, vakumiranje parom) do par miliona dolara (iradijacija),
dok ukupni troSkovi uklju€uju i tekuce troSkove - ljudski rad, odrzavanje opreme,
potro$nju materijala i energije, kao i rukovanje otpadnim vodama (Edwards i Fung,
2006). Ovi se troSkovi raCunaju na godiSnjem nivou, po jednom trupu goveda.
Ukupni troskovi su veoma bitni za industriju, ali prilikom analize koristi i troSkova,
industrija uzima u obzir i antimikrobnu efikasnost tretmana, kao i njegov uticaj na
kvalitet proizvoda. Glavna korist i uSteda zbog primene antimikrobnih tretmana na
liniji klanja goveda je redukcija bakterijskih patogena (naroCito E. coli O157:H7) i
kasnije smanjenje verovatnoce za povlacenje proizvoda sa trzista u slu€aju njenog
prisustva u sirovom mesu. U SAD, jedna od glavnih mera u kontroli E. coli O157:H7
su nasumicna dnevna testiranja na njeno prisustvo u sirovom govedem mesu i u
slu¢aju pozitivhog rezultata povlacenje svih proizvoda sa trzista tog proizvodaca koji
su proizvedeni tog dana (Sofos, 2005). Sa aspekta celog lanca govedeg mesa u EU
(na primer u Holandiji), intervencije na klanici su isplativije u odnosu na one na farmi,
a u pogledu redukcije prevalence E. coli O157 narocCito trimovanje i pasterizacija
parom (Vosough Ahmadi, 2007).
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3.6. Antimikrobni tretmani i HACCP

HACCP sistem je danas u celom svetu Siroko prihvacen i predstavlja
najefikasniji sistem upravljanja bezbednosc¢u hrane primenljiv u celom lancu (Buncic i
sar., 2008). Bazira se na razvijanju i implementaciji plana od strane kompanije, u
kome su identifikovani svi zna€ajni hazardi i kontrolne mere koje se moraju sprovesti
u svakoj tacki procesa proizvodnje u cilju redukcije ili eliminacije tih hazarda (EC,
2004a, b; FSIS, 1996b). Za svaki od identifikovanih znaCajnih hazarda, u svakoj
procesnoj fazi koja se smatra narocito rizi€nom, mora da postoji barem jedna kriticna
kontrolna tacka (CCP). CCP predstavlja korak u kome mozZe da se primeni
specificna kontrolna mera kojom se hazard pouzdano spreCava, eliminiSe ili
smanjuje na prihvatljiv nivo (FSIS, 2002). Danas postoje dva glavna, sustinski
razliCita pristupa kontroli mikrobioloSke kontaminacije mesa u okviru HACCP
koncepta (Bolton i sar., 2001; McDowell i sar., 2005):

a) HACCP bez intervencija. Ovaj pristup se oslanja na striktnom pridrzavanju
GMP i GHP u cilju spre€avanja kontaminacije, inspekciji (proveri) trupova na vidljivu
fekalnu kontaminaciju na kraju linije klanja (od strane radnika) i njenom uklanjanju. U
osnovi ovakvog HACCP plana je stalno pracenje (monitoring) - da li je proces pod
kontrolom, oslanjanje na uobiCajene CCP (najce$¢e su to skidanje koze,
evisceracija, uklanjanje kiémene mozdine i hladenje) i uklanjanje vidljive
kontaminacije (naj¢esc¢e trimovanjem). Ovaj sistem je obavezan u EU, jer su do
skora regulatorna tela u EU smatrala da je striktna primena GMP/GHP/HACCP
principa dovoljna da se osigura bezbednost mesa i da bi uvodenje tretmana
dekontaminacije na klanicama dovelo do smanjivanja nivoa GMP/GHP od strane
klanica i farmera i na kraju rezultiralo smanjivanjem ukupne bezbednosti proizvoda.

b) HACCP sa intervencijom. Osnova ovog pristupa je upotreba antimikrobnih
tretmana (intervencija, dekontaminacija) na liniji klanja u cilju redukcije mikrobioloske
kontaminacije, pri ¢emu je primena GMP/GHP neophodan preduslov HACCP-u.
Koncept ,intervencija“ u kontroli mikrobioloSkih patogena iz mesa je prvi opisao
Mossel, 1984 (citirali Smulders i Greer, 1998), koji je smatrao da sama higijenska
praksa, primenjena u kontrolisanim uslovima proizvodnje hrane ipak nije dovoljna da

kontroliSe patogene i da je potrebna i primena dodatnih mera dekontaminacije.
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Njihova upotreba je korisna, jer je poznato da je i pored primene najbolje higijenske
prakse, mikrobioloSka kontaminacija na liniji klanja neizbezna (Sofos, 2005), tako da
ove mere daju dodatni nivo kontrole u odnosu na sistem bez njih. Upotreba
antimikrobnih tretmana daje i dodatni nivo zastite u slu€aju nepredvidenih okolnosti,
na primer, neoCekivanog povecanja nivoa mikrobioloske kontaminacije (povisen nivo
patogena u nekoj grupi Zivotinja, greSke tokom klanja i obrade, prisustvo biofilmova
na povrsini opreme), ubrzanja rada linije klanja, itd. (Midgley i Small, 2006). Ovaj
sistem je trenutno u upotrebi u SAD, Kanadi, Australiji i nekim drugim zemljama.

Neki od ranije opisanih antimikrobnih tretmana mogu biti CCP u HACCP
planu klanice, a posebno su tu znacajni antimikrobni tretmani koze, u cilju
spreCavanja kontaminacije mesa trupova patogenima sa koze. Pranje trupova
hladnom (10-15°C) ili toplom (15-40°C) vodom nemaju nikakav antimikrobni efekat,
pa se stoga ne smatraju za tretmane dekontaminacije i nisu CCP u HACCP planu.
Takode, vakumiranje parom se retko smatra za CCP, zbog toga $to se ovaj tretman
ne koristi na svakom trupu, ve¢ se najéesce koristi kao GMP u razli¢itim tatkama na
liniji klanja (skidanje koZe sa nogu, zavrSno skidanje koze, pre evisceracije i/ili
zavrdno trimovanje) (Bolton i sar., 2001). U nekim klanicama u SAD i u Kanadi,
pranje trupova rastvorima organskih kiselina se takode ne smatra za CCP (veé
GMP), jer se neki trupovi ne tretiraju (sa ranama ili abscesima). Pregled potencijalnih
CCP, kako u HACCP planu sa intervencijama, tako i bez njih, prikazan je u tabeli
3.3, sa moguc¢im kriti€nim limitima, procedurama monitoringa i korektivnim merama.
Ako se nakon skidanja koze i/ili evisceracije primenjuju antimikrobni tretmani,
pojedinacno ili kombinovano kao zavr$no pranje hemikalijama i/ili termicki tretmani
(vruéom vodom ili vodenom parom) pre hladenja, onda se ove dve operacije ne
trebaju smatrati za CCP (veC se kontroliSu kroz GMP/GHP), jer se mikrobioloSka
kontaminacija nastala u tim fazama redukuje kasnijom primenom tretmana.

Ukoliko se neki antimikrobni tretman koristi na klanici u cilju kontrole patogena
kao CCP u HACCP planu, neophodno je izvrSiti njegovu validaciju, odnosno proveru
antimikrobne efikasnosti u redukciji bakterijskih patogena ili bakterija indikatora
(FSIS, 2002). Metode =za ispitivanje antimikrobne efikasnosti su opisane u

prethodnom poglavlju.
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Tabela 3.3. Pregled mogucih kriti¢nih kontrolnih tacaka u HACCP planu klanja

goveda (prilagodeno od Bolton i sar., 2001)

CCP

Kritiéni limiti

Monitoring

Korektivne mere

Pranje koze
(sanitajzerom)

Skidanje
koze*

Vakumiranje
parom’r

Pranje org.
kiselinom (pre
evisceracije

ili zavréno)'r

Evisceracija*

Trimovanje

Pranje
vruéom
vodom

Rasecanje
trupovai
uklanjanje
kiEmene
mozdine*

Pasterizacija
parom

Hladenje
trupova*

Koncentracija i temperatura
rastvora sanitajzera, pritisak,
vreme delovanja, rad prskalica

a) odsustvo fekalne
kontaminacije;

b) % kontaminiranih trupova;
c) 82°C u sterilizatorima (GMP)

a) para: > 82°C, 20,7-34,5 Pa;

b) vakuum: -0,093 Pa;
c) povrsina < 2,5 cm?

a) kiselina: 2,5-10%, pH 2,8,
25-55°C, 13,8-27,6 Pa, 35 sek;

b) rad prskalica

Kao kod skidanja koze

Odsustvo fekalne
kontaminacije

a) voda: 75-85°C, 9,7-13 Pa,

9-12 sek;
b) rad prskalica;
c) t°C povrsine trupa

Nema zaostalog tkiva kicmene

mozdine

a) uklanjanje vode sa povrsine

trupova;

b) para: 82-94°C, 6-8 sek;
c) hladenje vodom: 4,4°C,

27,6 Pa, 10 sek.,

povrsina trupa 17,5-22,4°C

a) T<7°C u trupy;

b) vlaZznost i strujanje vazduha;
c) veli€ina i odvojenost trupova

Definisan rezim
pracenja kriti¢nih
limita za sanitajzer
a) vizuelno,

svaki trup;

b) kompjuterizovani
sistem monitoringa

Provera parametara
na aparatu, svakih
sat vremena

Praéenje limita
svakih sat vremena

Kao kod skidanja
koze

a) vizuelno,
svaki trup;
b) dodatno 3 trupa/h

Kontinuirano
pracenje
temperature vode

Vizuelno, svaki trup

Kontinuirani sistem
pracenja
parametara

a) merenje t°C
trupova svakih sat
vremena;

b) vizuelno

Ponovno tretiranje
trupova

Trimovanje;
Obuka/zamena radnika
Popravka/zamena
opreme

Dodatno trimovanije;
popravka aparata

Ponovno tretiranje
trupova

Kao kod skidanja koze

Ponovno trimovanije i
inspekcija svih trupova
do poslednjeg
prihvatljivog;

Provera inspekcije i
procesa trimovanja

Ponovno tretiranje
trupova

Trimovanje;
Obuka/zamena radnika

Ponovno tretiranje
trupova

Odbacivanje trupova;
Obuka/zamena radnika
Popravka/zamena
opreme

* CCP u HACCP planu sa/bez intervencija

T Moze biti i GMP
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3.7. Zakljuéni komentar

Dobro je poznato da ne postoji jedna univerzalna kontrolna mera koja moze
eliminisati alimentarne patogene iz celog lanca hrane. Striktna primena GMP/GHP i
principa HACCP-a moze donekle kontrolisati nivo mikrobioloSke kontaminacije u
mesu, ali je primena dodatnih mera intervencije/dekontaminacije neophodna za dalju
redukciju nivoa patogena (Hugas i Tsigarida, 2008). Antimikrobni tretmani se dakle
smatraju za jednu od mera u kontroli patogena, ali samo kao dodatak GMP/GHP, a
nikako kao njihova zamena, jer je njihova efikasnost nezadovoljavaju¢a u uslovima
nehigijenske prakse. U SAD je efikasnost koncepta HACCP sistema sa
intervencijom jasno dokazana znacajnim poboljSanjem mikrobioloSskog statusa
trupova nakon njegovog uvodenja, a posebno u smanjenju prevalence Salmonella
(Skandamis i sar., 2010). Prednost HACCP-a bez intervencija je da je njegova
implementacija relativno jednostavna, a u osnovi je viSe preventivan i nije skup
(Bolton i sar., 2001). Prednost intervencija je da za rezultat imaju stalnu i postojanu
redukciju mikrobioloske kontaminacije u uslovima postojanog nivoa inicijalne
kontaminacije, dok se nedostaci odnose na zavisnost efikasnosti od nivoa inicijalne
kontaminacije, moguci negativni uticaj na senzorni kvalitet mesa, ekologiju bakterija,
motivisanost radnika da se pridrZzavaju striktne higijenske prakse, kao i visoku cenu
koStanja i uticaj na zivotnu sredinu.

Nema sumnje da, u uslovima iste inicijalne kontaminacije, primena
antimikrobnog tretmana na liniji klanja dovodi do boljeg krajnjeg mikrobioloskog
statusa mesa nego u situacijama kada se taj treman ne primenjuje. Medutim, iako
veoma korisni, ovi tretmani imaju jedan veliki nedostatak - primenjuju se tek nakon
Sto se kontaminacija dogodila, odnosno deluju reaktivno i ne mogu potpuno da
kontroliSu nepredvidljive faktore nakon kontaminacije mesa.

Sa druge strane, antimikrobni tretmani koze goveda primenjeni pre njenog
skidanja, potencijalno mogu biti veoma vazna CCP koja deluje preventivno, odnosno
spreCava ili zna€ajno smanjuje mikrobioloSku kontaminaciju mesa trupova sa koze.
Primenjeni zajedno sa tretmanima mesa trupova, u okviru ,koncepta viSestrukih
prepreka“, tretmani koZe bi mogli doprineti jo$ boljoj redukciji ukupne mikrobioloske

kontaminacije. Detaljno su opisani u narednom poglavlju.
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4. Pregled antimikrobnih tretmana koze goveda

4.1. Uvod

Interventne mere sa ciljem kontrole i redukcije patogena u goveda primenjuju
se u jednoj ili vise taCaka lanca mesa: pre klanja (na farmi i u sto€hom depou), na
liniji klanja, tokom hladenja mesa, pakovanja i prodaje (Midgley i Small, 2006).
Mnoge od ovih mera se fokusiraju na klanicu jer je iz brojnih studija poznato da je
klanica glavno mesto gde nastaje znacCajna fekalna i mikrobioloSka kontaminacija
mesa trupova goveda, a narocito u fazi skidanja koze (Bell, 1997; Avery i sar., 2002).

Proizvodnja trupa goveda koji bi bio sterilan i potpuno slobodan od bakterijske
kontaminacije i patogena je u komercijalnim uslovima teSko ostvarljiva (Gill i sar.,
1996; Elder i sar., 2000). Zbog toga je industrija mesa veoma zainteresovana za
razvoj i implementaciju neophodnih interventnih mera i novih operacija u klanju i
obradi goveda u cilju §to ve¢eg smanjenja mikrobioloske kontaminacije trupa (Sofos,
2005). Podaci koji govore da je koza goveda najveci izvor bakterijske kontaminacije
trupa jasno upucuju da je to klju¢na tacka u klanju goveda gde treba primeniti
dekontaminacioni tretman u cilju redukcije ili potpune eliminacije mikroorganizama
i/ili spreCavanja njihovog prenosa sa koze na meso trupova (Koohmaraie i sar.,
2005). Ovo poglavlje opisuje strategije i mere za dekontaminaciju koze goveda, do
momenta njenog skidanja, kako one koje se trenutno koriste u komercijalnim
uslovima u klanicama, tako i one koje su ispitivane u eksperimentalnim uslovima, ali
nisu dobile punu primenu u industrii mesa. Svaki dekontaminacioni tretman je
razmatran u smislu njegove antimikrobne efikasnosti, pitanjima od znacCaja za
bezbednost mesa, prednostima i nedostacima primenjene tehnologije, trenutnim
regulatornim statusom i pitanjima od znacaja za potrosaca. U zakljuénom komentaru
ovog poglavlja je data i zbirna tabela svih antimikrobnih tretmana koZe goveda,
ispitivanin u dosad objavljenim istrazivanjima. U tabeli su prikazane i postignute
redukcije razliCitih mikroorganizama na kozi, kao i redukcije njihovog prenosa na

trupovima goveda nakon skidanja koze.
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4.2. Ciséenje i pranje goveda pre klanja

Jedan od istrazivanih postupaka za smanjenje mikrobioloSke kontaminacije
koZe goveda, a samim tim i prenosa bakterijskih patogena sa koZze na meso trupova,
je CiSCenje i pranje koze pre ulaska goveda na liniju klanja, odnosno pre
omamljivanja (Geornaras i Sofos, 2005). Koza goveda je Cesto zaprljana suvim ili
vlaznim naslagama fecesa, prljavstinom i blatom, Sto moze olakSati kontaminaciju
mesa trupova (Hadley i sar., 1997; Barkocy-Gallagher i sar., 2003). Tretmani
Ci8¢enja i pranja koze pre klanja ukljuCuju pranje vodom, sa ili bez antimikrobnih

sredstava, kao i SiSanje dlake i naslaga necisto¢e na kozi (Byelashov i Sofos, 2009).

4.2.1. Pranje vodom

Pranje zivotinja pre klanja je praksa koja moZe da se koristi kod prekomerno
prljavih Zivotinja, uz obavezno kasnije suSenje koze (Buncic, 2006). Medutim,
pokazalo se da pranje ima samo kozmeti¢ki efekat na vizuelnu Cisto¢u i skoro
nikakav efekat na smanjenje mikrobioloSke kontaminacije koze. Takode, utvrdeno je
da najCeSce nema znacajne razlike u nivou ukupne i fekalne mikroflore koze izmedu
goveda sa razliCitim kategorijama vizuelne Cisto¢e koze (Antic i sar., 2010a), ali i da
trupovi poreklom od Zivotinja sa prljavom kozom imaju veci nivo mikrobioloSke
kontaminacije, kako kod goveda (Ridell i Korkeala, 1993; McEvoy i sar., 2000; Kain i
sar., 2001; Kiermeier j sar., 2006), tako i u slu€aju ovaca (Hadley i sar., 1997; Byrne i
sar., 2007). Ovo ukazuje da je, u slu€aju prljavih zivotinja, izvesno Ciséenje koze pre
klanja neophodno da bi se spreCio prenos bakterija na meso tokom operacije
skidanja koze (Buncic, 2006).

Tretman Zivotinja pranjem hladnom vodom pre klanja, ispitivan je u nekoliko
istraZivanja, ali su dobijeni rezultati bili veoma varijabilni (Geornaras i Sofos, 2005).
U istrazivanju Byrne i sar. (2000), koji su tretman goveda pranjem vrSili u stoCnom
depou, utvrdeno je da efikasnost tretmana zavisi od trajanja aplikacije vode. Ovi su
istrazivaCi prethodno na kozu goveda nanosili feces ranije inokulisan sa E. coli
O157:H7. Zatim su nakon 24 h suSenja prali kozu koristeci jak pritisak hladne vode iz
gumenog creva (Smrkovima), u trajanju od 1 i 3 minuta. Nakon 1 min. pranja vodom,
kozZa je postala vizuelno Cista, ali je nivo E. coli O157:H7, kako na kozi, tako i na

trupovima u odnosu na kontrolne Zivotinje bio veoma sli¢an. Sa druge strane, pranje
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vodom u trajanju od 3 min. je znaCajno redukovalo fekalnu kontaminaciju koze sa
ovim patogenom, a takode i na trupovima. Medutim, s obzirom da je eksperiment
izveden sa inokulisanom mikroflorom, Cije pri¢vrScivanje za dlaku nije isto kao kod
prirodne mikroflore, rezultati ovog eksperimenta ne mogu imati prakticni znacaj.

Nesto drugadiji sistem za pranje goveda vodom u stoéhom depou je ispitivan
u studiji Mies i sar. (2004). Pranje zivotinja je vrSeno tuSiranjem jakim pritiskom, sa
ventralne, a zatim i sa dorzalne strane, u automatizovanom komercijalnom sistemu
za pranje stoke. Medutim, ovaj tretman nije redukovao bakterijsku kontaminaciju
koZe, vec je (u odnosu na kontrolne Zivotinje) Cak doveo do povecéanja nivoa ukupne
mikroflore, koliforma i generi¢ke E. coli i do 0,8 log cfu/cm?, a prevalence Salmonella
spp. za 14% na koZzi. Moguce objasnjenje je da pranje oslobada bakterije koje su
,zatvorene® u naslagama fecesa i blata i tako ih ravnomernije distribuira po kozi, Sto
kasnije moze doprineti i njihovom lak§em prenosu na trup. Ukupni antimikrobni efekti
pranja koze goveda (u fazi pre i nakon klanja), dati su u tabeli 4.8.

Pranje ovaca pre klanja se redovno sprovodi na Novom Zelandu i obavezno
je regulativom (Biss i Hathaway, 1995), dok se pranje goveda redovno vrsi samo u
nekim klanicama u Australiji i u SAD (Geornaras i Sofos, 2005). Medutim, u dve
studije koje su sproveli Biss i Hathaway (1995, 1996), tretman ovaca pranjem vodom
je doprineo samo poboljSanju vizuelnog izgleda trupova (manje fekalne i druge
kontaminacije), ali je nasuprot tome doslo do povecanja mikrobioloSke kontaminacije
na trupovima poreklom od opranih Zivotinja u odnosu na kontrolne. U istraZivanju
sprovedenom na kozama, pranje pre klanja je imalo pozitivan efekat na vizuelni
izgled koZe i znacajno je redukovalo njenu ukupnu mikrofloru, ali nije dovelo do
poboljSanja mikrobioloskog statusa trupova (Kannan i sar., 2007). Kod goveda, Bell
(1997) je takode utvrdio povecanje nivoa ukupne mikroflore na trupovima poreklom
od opranih Zivotinja Sto moZe ukazivati na to da je voda vektor bakterijama i da
doprinosi njihovom lak§em prenosu sa koze na trup (Hadley i sar., 1997). Zato je
nakon pranja obavezno osusiti zivotinje (Codex Alimentarius, 2005).

Neophodan preduslov za higijensko klanje Zivotinja je prezentacija samo
Cistin Zivotinja za klanje (Davies i sar., 2000), Sto je i preporuka Komisije Codex
Alimentarius (2005), ali i regulatorna obaveza za subjekte u primarnoj proizvodnji
mesa, odnosno farmere i klanice (EC, 2004a, b). Takode, ocena Cisto¢e koze je deo
ante-mortem procedura koje sprovodi zvani¢ni veterinar u sto€nom depou klanice i

on je u obavezi da, u sluaju neprihvatljivo prljavih Zivotinja, nalozi da se zivotinje
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oCiste pre klanja (EC, 2004c). Implementacija tretmana pranja Zivotinja pre klanja
moze biti limitirana klimatskim uslovima, vrstom Zivotinja i tehni€kim uslovima u
sto¢nom depou (Geornaras i Sofos, 2005). Medutim, daleko je znacajnije pitanje
dobrobiti zivotinja jer pranje i CiS¢enje zivih Zivotinja moze uzrokovati njihov stres, Sto
posledi¢no ima negativan efekat i na kvalitet mesa (Byelashov i Sofos, 2009). Ovo je
utvrdeno kod ovaca (Bray i sar., 1989), ali ne i kod koza (Kannan / sar., 2007). Ne
treba zanemariti i pitanje bezbednosti radnika zbog intenzivhog rukovanja
Zivotinjama tokom cCiS¢enja i pranja. Alternativno, prljave zivotinje se mogu zaklati na
kraju radnog dana, uz usporavanje linije klanja, pojaCanu higijenu klanja i obrade
trupova, povecavanje prostora izmedu trupova i sli¢no (Biss i Hathaway, 1995; Byrne
i sar., 2007). Neki istrazivaci €ak preporuCuju da se preterano prljave zivotinje vrate
sa klanice na farmu porekla (Sto opet kompromituje dobrobit Zivotinja) ili da se
farmeru naplate troSkovi CiS¢enja stoke, Sto bi farmere navelo da na klanje Salju

samo Cistu stoku (Van Donkersgoed i sar. 1997; Heuvelink i sar., 2001).

4.2.2. Pranje vodom uz dodatak antimikrobnih sredstava

U cilju poboljSanja antimikrobne efikasnosti tretmana pranja vodom pre klanja,
pojedini istrazivaCi su ispitivali upotrebu razli€itih hemijskih sredstava, kako u
laboratorijskim, tako i u prakti¢nim uslovima u sto€nom depou klanice. Tako su Mies
i sar. (2004) uporedo sa ispitivanjem tretmana pranja vodom u sto¢hom depou pre
klanja, ispitivali i antimikrobnu efikasnost 0,5% rastvora mlec¢ne kiseline i hlora
(koncentracije 50 ppm). Medutim, ovaj tretman je takode doveo do povecanja nivoa
ukupne i fekalne mikroflore na kozi, a bezna€ajno smanjenje prevalence Salmonella
spp. je utvrdeno samo nakon primene hlora. Nakon ispitivanja vecih koncentracija
hemikalija u laboratoriji, tretiranjem komada kozZe goveda prskanjem i ispitivanjem
efikasnosti na inokulisanoj Salmonella Typhimurium, znaCajan efekat je utvrden
primenom mlecne i sirCetne kiseline (4 1 6%) i etanola (70, 80 i 90%), dok sanitajzer i
hlor nisu imali skoro nikakav efekat. Takode, istraZivaci su zakljucCili da bi se ovakav
tretman ipak morao primeniti samo nakon omamljivanja i klanja, jer bi upotreba
visokih koncentracija ispitivanih hemikalija (prvenstveno organskih kiselina i etanola)
ugrozila dobrobit Zivotinja uzrokujuci stres i/ili iritaciju oka i disajnih puteva. Ukupni
antimikrobni efekti tretmana pranjem koZe goveda sa dodatkom hemijskih sredstava

(u fazi pre i nakon klanja), dati su u tabeli 4.5.
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Bosilevac i sar. (2004a, b) su u nizu eksperimenata ispitivali efikasnost
cetilpiridin-hlorida (CPC) u redukciji bakterijske mikroflore koZe i njenog prenosa na
trupove goveda. CPC je kvaternerno amonijumovo jedinjenje i koristi se kao oralni
antiseptik. Optimizacija tretmana je vrSena na zivotinjama u farmskim uslovima, kao i
na model sistemima na kozi goveda (Bosilevac i sar., 2004a), dok je validacija
tretmana vrSena u prakti¢nim uslovima na farmi pre utovara stoke (Bosilevac i sar.,
2004a) i u stoénom depou klanice (Bosilevac i sar., 2004b). lako su pretpostavili da
je ovaj tretman najlogiCnije primeniti u fazi nakon omamljivanja i klanja zivotinja,
model je ipak razvijen u fazi pre klanja zbog toga $to upotreba CPC u govedim
klanicama u to vreme nije bila dozvoljena. Tokom optimizacije tretmana, na koZi
goveda na farmi su ispitivani razli€iti parametri koncentracije i vremena delovanja
CPC, a razliCite kombinacije pritiska sa predpranjem vodom ili CPC (nakon Cega je
vrSen glavni tretman sa CPC), ispitivane su na model sistemima na koZi, ru¢nim ili
specijalnim prskalicama pod visokim pritiskom (Bosilevac i sar., 2004a). Utvrdena
redukcija TVC i EBC na kozi bila je slicna bez obzira na koncentraciju, ali i statisticki
znadajnija kada je CPC bio ostavljen da duZe deluje na koZi (od 1,2-2,4 log cfu/cm?
za TVC i od 0,8-3,4 log cfu/cm? EBC za sve ispitivane kombinacije). Zbog toga je za
validaciju tretmana koris¢ena koncentracija CPC od 1%. Tretmani goveda su vrseni
prskanjem na farmi, naroCito mesta na koZzi sa rasirenom prljavstinom (grudi, stomak
i zadnje noge). Nakon utovara u kamion i transporta do klanice u trajanju od oko 5 h,
goveda su zaklana i nakon toga vrSeno uzorkovanje koze. U odnosu na kontrolnu
grupu Zzivotinja, na kozi tretiranih goveda je utvrdena redukcija TVC i EBC oko 0,5
log cfu/cm? (znatno manje nego u prethodnim eksperimentima), a prevalence E. coli
0157 oko 2,5%, dok je na trupovima redukcija prenosa bila 0,3 i 0,1 log cfu/cm?, a
doslo je do povecanja prevalence E. coli O157 za oko 4,5%. Autori su zakljucili da
tretmane kozZe goveda rastvorom CPC treba vrSiti odmah pre ili nakon omamljivanja
goveda, jer u slu€aju ranijeg tretiranja na farmi, tokom transporta goveda, boravka u
depou i kasnije dolazi do ponovne kontaminacije koZe, iako je i nakon 4 h od
tretmana, CPC imao rezidualni efekat na mikrofloru. Medutim, u ovom eksperimentu
su Zzivotinje bile veoma prljave, a poznato je da se CPC, kao i druga kvaternerna
amonijumova jedinjenja, veoma brzo inaktiviSe u prisustvu organskog materijala
(McDonnell i Russell, 1999). Zbog toga su Bosilevac i sar. u optimizaciju tretmana sa
CPC ukljucili i predpranje vodom ili CPC-om, prvo na kozama kao model sistemima,

jer bi aplikacija visokog pritiska na zivim Zivotinjama ugrozilo njihovu dobrobit. U viSe
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ispitivanih kombinacija sa razli€itim pritiscima teCnosti, tretman samo vodom pod
visokim pritiskom nije imao nikakvog efekta u redukciji TVC i EBC na kozi, dok su
najbolji efekat pokazali tretmani sa CPC (predpranje i pranje) pod visokim pritiskom,
(redukcija TVC od 4,4 log cfu/cm? i EBC od 3,8 log cfu/cm?). Medutim, zbog visokog
pritiska, ovakav tretman bi se mogao sprovoditi samo nakon klanja, pa je za konaénu
validaciju koris§¢eno predpranje i pranje sa CPC manjim pritiskom, koje je prethodno
dalo redukciju od 3,5 log cfu/cm? TVC i 3,2 log cfu/cm? EBC na kozi (tabela 4.5).

S obzirom da upotreba CPC na liniji klanja goveda nije bila dozvoljena,
Bosilevac i sar. (2004b) su konac¢nu validaciju tretmana sa CPC uradili u uslovima
koji simuliraju zZeljeni tretman, odnosno na govedima u stoénom depou, neposredno
pre klanja. Dan pre klanja vrSeno je pranje koZe goveda u cilju uklanjanja naslaga
prljavstine i te su Zivotinje bile smeStene u Ciste boksove. Narednog dana je prvo
vrSeno predpranje sa 1% rastvorom CPC (3 min.) ventralnih delova koze (grudi,
stomak, perineum i zadnje noge), u cilju sto potpunijeg uklanjanja fecesa i necCistoce.
Zatim je koza kvaSena po drugi put istom koncentracijom CPC (1 min.). Nakon pola
sata goveda su zaklana i ispitivan je efekat tretmana sa CPC u redukciji TVC i
Enterobacteriaceae na trupovima goveda, prevalence E. coli O157 na koZi i na
trupovima, a dodatno i prisustvo rezidua CPC na povrsini mesa trupova. Dodatno je
vr§ena ocena kvaliteta trupova i njihova kategorizacija u pogledu postojanja podliva
ili pojave ,tamnog, ¢vrstog i suvog mesa“ usled stresa kome su goveda bila izlozena
tokom tretmana. Na trupovima nakon skidanja koze, utvrdena je redukcija prenosa
TVC od 1,5 log cfu/cm? i EBC od 1,1 log cfu/cm? u odnosu na njihov nivo na
trupovima kontrolne grupe goveda. Prevalenca E. coli O157 na koZi je bila smanjena
sa 56% na 34%, odnosno efikasnost tretmana u smanjenju prevalence je iznosila
39,3% u odnosu na kontrolne Zivotinje. Na trupovima je prevalenca ovog patogena
bila smanjena sa 23% na 3%, sa efikasnoséu tretmana u smanjenju prenosa E. coli
0157 od 87% (tabela 4.6). Rezidue CPC nisu bile utvrdene na trupovima, ali je bila
povecana incidenca trupova sa podlivima i pojavom ,tamnog, ¢vrstog i suvog mesa®“,
Sto umanjuje vrednost trupova goveda. Iz rezultata svih ovih istrazivanja autori su
zaklju€ili da pranje koZze goveda sa 1% rastvorom CPC ima veliki potencijal za
primenu u klanicama, ali samo kao antimikrobni tretman koZze nakon omamljivanja i
klanja, u cilju efikasne redukcije mikroflore koze i njenog prenosa na trup.

U prethodno opisanim istrazivanjima, nakon tretmana pranja vodom (sa ili bez

dodatka antimikrobnih sredstava) Zivotinje nisu bili osuSene, $to moZe znacajno
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smanijiti ukupnu efikasnost tretmana sa aspekta redukcije prenosa bakterija sa koze
na meso tokom skidanja koze (Buncic, 2006). SuSenje koZe se moze sprovesti na
prirodan nacin, ostavljanjem Zivotinja da se osuSe na vazduhu ili dodavanjem suve
prostirke u sto€nom depou. Drugi nacCin je vakumiranje koze usisivacima za dubinsku
ekstrakciju, ¢ime se mehanicki uklanjaju prljavstina i bakterije sa koZe, a takode i
hemijsko sredstvo. Medutim, ovaj nacin suSenja je, zbog dobrobiti zZivotinja, jedino
mogu¢ u tretmanima koze koji se sprovode nakon klanja. Drugi negativan aspekt
pranja pre klanja je mogucnost ponovne kontaminacije koZe kontaktom sa zidovima,
podovima i drugim Zivotinjama u stoénom depou, koridoru i boksu za omamljivanje,

sve do faze kaCenja i podizanja na kolosek za iskrvarenje (Bosilevac i sar., 2004a).

4.2.3. Sisanje

Mere za smanjenje ili uklanjanje vidljive kontaminacije koze goveda su i
Sisanje dlake i negisto¢a sa koze pre klanja. Sidanje se smatra efikasnim naginom za
poboljSanje vizuelnog izgleda prezivara za klanje i u nekim zemljama se Siroko
praktikuje za CiS¢enje prljavih Zivotinja, a posebno kod ovaca (Hadley / sar., 1997).
Narocito se preporucuje SiSanje i uklanjanje naslaga fecesa i blata sa onih mesta
gde se koza inicijalno zarezuje tokom operacije skidanja. Medutim, SiSanje je
efikasno samo u uklanjanju vidljive necCisto¢e sa koze (Davies i sar., 2000) i nema
nikakvog efekta u redukciji mikroflore koze (Small i sar., 2005). Sa druge strane,
SiSanje moze izazvati stres kod Zivotinja ako se vrsi pre klanja, intenzivno rukovanje
Zivotinjama moze predstavljati opasnost po bezbednost radnika, a takode postoji i
rizik od unakrsne kontaminacije koze goveda preko nesterilisane opreme za SiSanje i
preko radnika (Buncic, 2006). Takode, utvrdeno je da na dlaci vizuelno Ciste koze
goveda nema razlike u nivoima ukupne i fekalne mikroflore (TVC,
Enterobacteriaceae i generiCke E. coli) izmedu gornjeg i donjeg sloja dlake (Antic i
sar., 2010a). Ovaj podatak ukazuje da je vertikalna distribucija mikroflore na dlaci
koZe goveda uniformna i da bi mere SiSanja gornjeg sloja dlake, bar u slucaju
vizuelno Cistih Zivotinja, bile neefikasne u uklanjanju bakterijske kontaminacije koze.

Medutim, poznato je da trupovi poreklom od goveda sa obimnim naslagama
necisto¢e imaju vecéi nivo mikrobioloSke kontaminacije (Ridell i Korkeala, 1993;
McEvoy i sar., 2000; Kiermeier i sar. 2006), pa bi se na osnovu toga moglo zakljuciti

da u slucaju prljavih Zivotinja SiSanje moze imati pozitivnog efekta na higijenski
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status trupova. Takode, delovi naslaga necistoCe sa koZe se lako prenose na meso
trupova i pored paZljivog i higijenskog skidanja koze (Gill, 2004). Zbog toga neke
klanice moraju da uspore linije klanja i za 10-12%, a imaju i gubitke u koli€ini mesa i
vecoj potrebi u radu zbog intenzivhog trimovanja fekalne kontaminacije sa mesa
trupova na liniji klanja (Van Donkersgoed i sar., 1997). Sastav necistoce na koZi
moze biti veoma razli€it; uglavnom su to vece ili manje naslage fecesa, blata i ostaci
prostirke koji mogu biti suvi ili vlazni, jacCe ili slabije pricvrSceni za dlaku i pokrivati
samo neke delove koze ili potpuno po nogama, stomaku, grudima i na slabinama
(Biss i Hathaway, 1995). Ova necisto¢a, naroCito ako se veCim delom sastoji iz
fecesa, je znaCajan izvor enteriCnih patogena (E. coli O157, Salmonella i
Campylobacter) i njihovog prenosa na meso trupova (Sofos i sar., 1999a).

Van Donkersgoed i sar. (1997) su u studiji sprovedenoj u jednoj klanici koja
kolje veliki broj goveda, ispitivali uticaj SiSanja naslaga fecesa i neCistoCe sa kozZe na
mikrobioloski status trupova. Nakon SiSanja necisto¢e sa koze abdomena i zadnijih
nogu, smanjenje prenosa mikroflore na trupovima nakon skidanja koze je iznosilo
manje od 0,5 log cfu/cm?, pa su autori zakljugili da ovakva redukcija nema prakti¢ni
znacCaj i da u kontroli kontaminacije trupova sa koze znacajniju ulogu ima sam
tehnolo$ki proces klanja. |z tog razloga su autori preporucili da ovaj procesni korak u
HACCP planu klanice moze biti samo kontrolna tacka, a ne i kriti€na kontrolna tacka.

Small i sar. (2005) su u laboratorijskim uslovima ispitivali efikasnost SiSanja
dlaka na Cistoj kozi, maSinicama za SiSanje stoke. Nakon SiSanja je na kozi utvrdeno
zna&ajno poveéanje nivoa TVC za oko 0,3 log cfu/cm?. Moguéi razlozi su stvaranje
prasine tokom SiSanja i Sirenje bakterija, kao i njihovo oslobadanje sa dlake i olakSan
prenos na sunder za uzorkovanje. Takode, SiSanjem na kozi zaostaje velika koli€ina
kratkih odsecCenih dlaka koje se kasnije lako mogu preneti na meso trupova, a sa
njima i bakterije koje se tu nalaze (Midgley i Small, 2006).

Nedavno je uradena jedna studija o efektima SiSanja koZe goveda pre i posle
klanja na mikrobioloSki status trupova i njihov kvalitet (McCleery i sar., 2008). Pre
klanja, vrSena je ocena Cisto¢e koze na osnovu numerickog sistema koji se koristi u
UK. Goveda kategorije 3 (suva necistoCa na koZzi) i kategorije 4 (vlazna necistoca) su
bila oSiSana u depou ili na liniji klanja nakon omamljivanja i klanja, a goveda Ciste
koze (kategorije 1 i 2) nisu $iSana (kontrola). Sianje je vrdeno specijalnim
pneumatskim makazama, a na liniji klanja u delu nakon iskrvarenja koji je bio fiziCki

odvojen od narednih operacija obrade trupa. Utvrdeno je zanemarljivo smanjenje
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prenosa TVC na trupovima poreklom od oSiSanih (prljavih) u odnosu na goveda sa
gistom koZzom (neosisana), od 0,1-0,3 log cfu/cm? (tabela 4.1), ali nije utvrden pravi
efekat SiSanja jer nije vrSeno poredenje izmedu istih kategorija Cisto¢e koze (sa i bez
tretmana). Takode, utvrdena je i znaCajna mikrobioloSka kontaminacija vazduha u
delu gde se vrsi iskrvarenje goveda i SiSanje koze, ali i njeno progresivno smanjenje
prema kraju linije klanja do hladnjate. Ovo ukazuje da se tokom SiSanja stvara
odredena koliCina prasine koja moze biti izvor mikrobioloSke kontaminacije trupova,
ali i da Ce to zavisiti od konstrukcije linije klanja, odvojenosti prljavih i Cistih operacija,
kao i protoka vazduha. Nakon merenja pH vrednosti miSi¢a, utvrdeno je malo, ali
znacajno povecanje pH od 5,66 u trupovima goveda oS$iSanih u stoénom depou, u
odnosu na vrednost pH od 5,59 kod goveda oSiSanih na liniji klanja, Sto ukazuje da
SiSanje zivih Zivotinja prouzrokuje stres kod njih. Ukupno, autori su zakljuCili da
SiSanje koZe prljavih goveda ima kao rezultat dobijanje trupova sa mikrobioloSkim
statusom sli€nim trupovima poreklom od goveda sa Cistom koZzom i da je posebno
korisno kada se vrSi nakon klanja. Medutim, nejasno je da li je na liniji klanja uopste
moguca primena SiSanja, jer Evropska regulativa 854/2004 (EC, 2004c) jasno govori
da se prljave Zivotinje ne smeju klati dok se ne oCiste pre klanja, i da je neophodan
preduslov da se samo Ciste Zivotinje mogu slati na klanicu (EC, 2004a).

|z svega navedenog, moze se zaklju€iti da SiSanje nije efikasno u redukciji
mikrobioloSke kontaminacije koze i njenog prenosa na trup, a moze imati i neke
negativne posledice (stres u Zivotinja, povecanje kontaminacije klanice i/ili trupova,
itd.). Medutim, SiSanje kao predtretman, odnosno u cilju pripreme koze za aplikaciju
nekog antimikrobnog sredstva, moze biti korisno za ukupni efekat tog tretmana

(Baird i sar., 2006), §to je opisano u narednom poglavlju.

Tabela 4.1. Tretmani SiSanja dlake i neCistoCe sa koze goveda i postignuti
antimikrobni efekti u redukciji bakterijske kontaminacije koze i trupova

Redukcija na kozi Redukcija prenosa na trupovima

Tretman TVC TVC TCC E. coli Reference

log cfu/cm? * log cfu/cm? *
Siganje necistoce / 0,2 0,3 0,3 Van Donkersgoed i sar. (1997)
sa koze / 0,1-0,3 / / McCleery i sar. (2008)
Siganje dlake -0,3 / / /

S Small i sar. (2005
Sisanje + opaljivanje 2,0 / / / mall i sar. (2005)

* Logaritamska redukcija = (log cfu/cm? pre tretmana) — (log cfu/cm? nakon tretmana)
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4.3. Pranje i dekontaminacija koze goveda nakon klanja

Za razliku od tretmana CiS€enja i pranja koZe goveda pre klanja, antimikrobni
tretmani koji se primenjuju na kozi zaklanih goveda imaju viSestruke prednosti. S
obzirom da ne postoji pitanje dobrobiti zivotinja, za ovu svrhu se mogu Koristiti
agresivniji tretmani, antimikrobna sredstva i metode njihove aplikacije. Takode, koza
nije jestiva i, u odnosu na dekontaminaciju mesa trupova, na kozi se potencijalno
mogu primeniti neka sredstva u koncentraciji u kojoj ne bi mogla na mesu, ali samo
pod uslovom da se obezbedi da se njihove rezidue ne prenesu na trup tokom
skidanja koze. Aplikacija razliCitih tretmana je mnogo prakticnija na liniji klanja u
specijalno napravljenim kabinetima u kojima se koza mozZe efikasno osusiti nakon
tretmana, a sterilizacijom opreme izmedu svakog trupa se moZze spreciti unakrsna
kontaminacija izmedu trupova. Dalje, tretmani se mogu primeniti na celoj povrsini
koZe goveda, Sto je Cesto moguce samo u velikim klanicama (Bosilevac i sar.,
2005a), ili se mogu tretirati samo pojedini klju¢ni delovi koze (kao Sto su linije
zasecanja), Sto bi uz koriS¢enje jednostavne prirucne opreme moglo olaksati
primenu u svim, pa i malim klanicama (Small i sar., 2005).

Na omamljenim i zaklanim govedima, u laboratorijskim uslovima ili na liniji
klanja, ispitivana je hemijska depilacija, tretman vru¢om vodom ili vodenom parom,
tretmani ozoniranom i elektroliziranom vodom, kao i pranje i dekontaminacija koze
razli€itim antimikrobnim hemijskim sredstvima. Ova hemijska sredstva ukljucuju
razne organske i neorganske kiseline i nekiselinska jedinjenja (baze, alkohole,
kvaternerna amonijumova jedinjenja i sanitajzere), koji se mogu upotrebljavati
samostalno ili kao sastojci u patentiranim formulama, u kombinaciji sa ispiranjem

vodom i/ili vakumiranjem i susenjem koze (Byelashov i Sofos, 2009).

4.3.1. Hemijska depilacija

Hemijska depilacija je dekontaminacioni proces kojim se potpuno uklanja
dlaéni pokriva¢ i neCistoCa sa koze goveda u nizu postupaka u zatvorenim
kabinetima, koji uklju€uju aplikaciju natrijum sulfida, zatim njegovu neutralizaciju
vodonik peroksidom i zavrSno ispiranje vodom pre operacije skidanja koze (Schnell i
sar., 1995). Ovaj metod su patentirali Bowling i Clayton, 1992 god. i on se ranije

koristio u nekim klanicama u SAD (Sofos, 2005; Skandamis i sar., 2010) u cilju
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ispunjavanja kriterijuma performanse koji se odnose na redukciju patogena, odnosno
Salmonella spp. (FSIS, 1996b).

Efikasnost hemijske depilacije su prvi ispitivali Schnell i sar. (1995). Tretman
koZe goveda u ovoj studiji vrSen je prema patentiranom metodu Bowling i Clayton,
nakon omamljivanja i klanja goveda, i sastojao se iz sledecih faza:

- predpranje vodom (40,5°C, 8,28 bara, 23 sek.);

- prva aplikacija 10% rastvora natrijum sulfida (25°C, 3,45 bara, 16 sek.);
- vreme potrebno za delovanje natrijum sulfida (90 sek.);

- druga aplikacija 10% rastvora natrijum sulfida (25°C, 5,52 bara, 16 sek.);
- vreme potrebno za delovanje natrijum sulfida (60 sek.);

- ispiranje recirkulisanom vodom (40,5°C, 20,68 bara, 50 sek.);

- neutralizacija sa 3% rastvorom vodonik peroksida (3,45 bara, 17 sek.);
- ispiranje recirkulisanom vodom (40,5°C, 8,28 bara, 23 sek.);

- neutralizacija sa 3% rastvorom vodonik peroksida (3,45 bara, 17 sek.);
- ispiranje recirkulisanom vodom (40,5°C, 8,28 bara, 23 sek.);

- ispiranje svezom vodom (8,28 bara, 23 sek.).

Ceo proces hemijske depilacije traje oko 6 minuta i u komercijalnim uslovima
se vr8i nakon omamljivanja, ali pre klanja goveda, da ne dode do kontaminacije
ubodne rane hemikalijama. Ovom studijom je bio obuhvac¢en mali broj goveda (10
tretiranih i 10 kontrolnih) i ispitan je efekat hemijske depilacije koze u smanjenju
prenosa bakterija na trupove. Redukcija nivoa TVC i generi¢ke E. coli u odnosu na
kontrolne trupove nije bila od prakti¢nog znaéaja (oko 0,1 log cfu/cm?), a ukupan broj
koliforma je bio poveéan za 0,3 log cfu/cm?. Medutim, nivo vidljive kontaminacije
mesa trupova (feces, dlake) nakon zavrSene obrade bio je zna¢ajno smanjen kod
tretiranih trupova u odnosu na kontrolne, ¢ime je bila smanjena potreba za kasnijim
trimovanjem. Efekat ovog tretmana ogledao se samo u ispunjavanju regulatorne
obaveze klanica da trupovi nakon zavrSene obrade nemaju vizuelne kontaminacije
na povrsini, odnosno da ispunjavaju ,zero tolerance® kriterijum performanse (FSIS,
1996a). Na krajnji beznacCajan antimikrobni efekat verovatno je uticao mali broj
ispitivanih goveda i unakrsna kontaminacija poreklom od drugih trupova koji nisu
regularno bili podvrgnuti hemijskoj depilaciji (Byelashov i Sofos, 2009).

Isti tretman i njegov efekat u redukciji mikroflore koze, ispitivali su u
laboratorijskim uslovima Castillo i sar. (1998). Oni su komade koze inokulisali sa

Salmonella Typhimurium i E. coli O157:H7, a zatim koZu tretirali metodom opisanim
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u prethodnom istrazivanju, ali ru¢nim prskalicama. Utvrdena redukcija inokulisane
mikroflore na koZi iznosila je 4,6 log cfu/cm?za S. Typhimurium i 4,8 log cfu/cm? za
E. coli 0157:H7. Redukcija prirodne mikroflore koZe iznosila je 3,4 log cfu/cm? za
TVC, 3,9 log cfu/cm? za koliforme i 4,3 log cfu/cm? za generi¢ku E. coli (tabela 4.2).
Autori su zaklju€ili da ovako visoka redukcija bakterija na kozi, iako postignuta u
laboratorijskim uslovima, ukazuje da hemijska depilacija koze moze biti veoma
efikasna u smanjenju kontaminacije trupova poreklom sa koze goveda.

Efikasnost hemijske depilacije koze u smanjenju prenosa mikrobioloske
kontaminacije na trupove goveda ispitivali su i Nou / sar. (2003). Ovi istrazivaci su u
komercijalnoj klanici koja redovno primenjuje hemijsku depilaciju ispitali 120 trupova
goveda (60 tretiranih i 60 kontrolnih), uzorkovanjem koze pre tretmana i trupova
neposredno nakon skidanja koze. Za razliku od studije Schnell i sar. (1995), ovde je
utvrdena veoma visoka redukcija prenosa TVC (2 log cfu/cm?) i Enterobacteriaceae
(1,8 log cfu/cm?) na trupovima goveda kod kojih je koZa bila podvrgnuta hemijskoj
depilaciji u odnosu na kontrolne trupove. Prevalenca E. coli O157:H7 je takode bila
znacajno smanjena, sa 50% na kontrolnim trupovima, do 1% na tretiranim (57%
kontrolnih i 1,5% tretiranih trupova je bilo pozitivno na E. coli O157:H7 u odnosu na
prevalencu na kozi) (tabela 4.2). Ovo je prva znacajna studija koja dokazuje da
antimikrobni tretmani koze goveda, kada se uklju¢e u proces klanja i obrade, mogu
znacajno redukovati bakterijsku kontaminaciju trupova goveda poreklom sa koze, a
posebno sa patogenima kao Sto je E. coli O157:H7.

Medutim, uprkos efikasnosti hemijske depilacije, ovaj metod nije nasao Siru
primenu u industriji mesa u SAD (Koohmaraie i sar., 2005; Skandamis i sar., 2010).
Glavni nedostaci ovog tretmana su veliki troSkovi instalacije opreme i redukovana
brzina procesa klanja (Byelashov i Sofos, 2009), jer proces hemijske depilacije
iziskuje dodatnih 6 minuta za obradu jednog trupa, $to za klanice koje kolju veliki broj
goveda predstavlja veliki troSak (Schnell i sar., 1995). Znacajni troSkovi ovog
tretmana su i rukovanje hemikalijama pre i posle upotrebe, recikliranje hemijskog
otpada koji moze ozbiljno ugroziti Zivotnu sredinu i obrada hidrolizovanih dlaka, koje
se dalje mogu upotrebiti kao veStacko dubrivo (Midgley i Small, 2006). Natrijum
sulfid je korozivan i toksiCan za kozZu i brzo se pretvara u vodonik sulfid, koji je
takode visoko toksi€an. Umesto njega se za hemijsku depilaciju mogu koristiti
magnezijum peroksid i druga alkalna sredstva, kao kalijum cijanat (Gehring i sar.,

2006). Efikasnost 2,4% rastvora kalijum cijanata i 6,2% rastvora natrijum sulfida u
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laboratorijskim uslovima ispitivali su Carlson i/ sar. (2008a). Aplikacija na koZzama kao
model sistemima je vrSena dvostrukim prskanjem (temperatura rastvora 30°C), a
vreme kontakta je iznosilo 90 i 60 sek. Zatim je vrSeno ispiranje i neutralizacija
alkalnih sredstava vodom (kalijum cijanata) i vodonik peroksidom i natrijum fosfatom
(alkalnog natrijum sulfida). Redukcija inokulisane mikroflore na koZzi (E. coli O157:H7
i Salmonella) iznosila je 5,1 log cfu/cm? i 0,7 log cfu/cm? (tretman kalijum cijanatom),
odnosno 4,8 log cfu/cm? i 4,2 log cfu/cm? (tretman natrijum sulfidom). Autori su
pokazali da tretmani hemijske depilacije imaju visoku antimikrobnu efikasnost zbog
kaustiCnih osobina koris¢éenih alkalnih sredstava (pH oko 13), kao i zbog uklanjanja
dlaka i organskog materijala za koji su bakterije priCvrScene, ali nije utvrden razlog

slabe efikasnosti kalijum cijanata u redukciji Salmonella (tabela 4.2).

Tabela 4.2. Tretmani hemijske depilacije koZe goveda i postignuti antimikrobni efekti
u redukciji bakterijske kontaminacije koze i trupova

Tretman hemijske Redukcija na kozi (log cfu/cm?) *
depilacije e TCC  Ecoi EcoliOfsT Samonelat oo
. Ao

’V“j‘;g]r‘jl?pse”r'(‘;fs?f:ﬁ/: 34 39 43 48 46 Castiloi sar. (1998)
Natrijum sulfid 6,2% +
vodanik peroksid 1{’/0 / / / 48 42 Carlson i sar. (2008a)
Kalijum cijanat 2,4% / / / 51 0,7

Redukcija prenosa na trupovima

TVC EBC TCC E. coli E. coli 0157
log cfulcm?* e(%) ¢

Natrijum sulfid 10% + 0,1 / 0,3 0,1 / [ Schnellisar. (1995)
vodonik peroksid 3% 2,0 1,8 / / 98% 50x  Nouisar. (2003)

* Logaritamska redukcija = (log cfu/cm? pre tretmana) — (log cfu/cm? nakon tretmana)

e Efikasnost tretmana u redukciji prevalence = (% redukcije x 100) / % pozitivnih kontrola
¢ Koeficijent efikasnosti tretmana = (% pozitivnih kontrola) / (% pozitivnih nakon tretmana)
T Inokulisana mikroflora (direktno na kozu ili putem inokulisanog fecesa)

4.3.2. Opaljivanje koze

Opaljivanje prethodno oSiSane koze je ispitivano u studiji Small i sar. (2005).
U laboratorijskim uslovima (u prostorijama klanice), komadi Ciste koze su bili prvo
SiSani masinicom za SiSanje stoke, a zatim je vrSeno njihovo opaljivanje plamenikom
u trajanju od 10 sek. Utvrdena je redukcija TVC na kozi preko 2 log cfu/cm? (tabela

4.1). lako su rezultati ukazali na antimikrobnu efikasnost ovakvog tretmana, tokom
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opaljivanja se stvara vecéa koliCina pepela koji aerogeno moze kontaminirati meso
trupova (sa ili bez bakterija) i predstavljati zdravstveni problem za radnike u slu¢aju
njegove primene na klanici. Takode, izvesno je da visoka temperatura koja se stvara
opaljivanjem oStecCuje kozu (iako to nije ispitivano u ovoj studiji), i stoga takva koza

ne bi mogla da se koristi u daljoj obradi u industriji koZe.

4.3.3. Tretman vodenom parom

S obzirom da efikasnost antimikrobnog tretmana kozZe u redukciji njene
mikroflore moze zavisiti od koli€ine nagomilane necisto¢e na kozi (Castillo i sar.,
1998; Byrne i sar., 2000), a ponekad je veoma teSko ukloniti ¢vrste i suve naslage
necistoce, McEvoy i sar. (2001) su ispitivali efekat primene vodene pare sa
vakumiranjem u redukciji E. coli O157:H7 u inokulisanom fecesu na kozi. Tretman
vodenom parom moze imati dobar efekat u redukciji bakterija na kozi, jer je vodena
para efikasan prenosilac toplote i ostvaruje veliku koliinu energije kada kondenzuje.
Laboratorijski test sistem u ovom istrazivanju se sastojao od specijalno napravljene
komore koja generiSe vodenu paru pod subatmosferskim pritiskom, aplikuje na
komade koZe na temperaturi od 80°C i nakon odredenog vremena delovanja (10 i 20
sek.), dejstvom vakuuma se uklanja kondenzat i koza hladi do 60°C. Utvrdena
redukcija inokulisane E. coli O157:H7 iznosila je od 1,9-2,5 log cfu/gr koze kod
tretmana u trajanju od 10 sek., $to je efekat uporediv sa onim koji je postignut
pranjem koze goveda hladnom vodom u trajanju od 3 minuta (Byrne i sar., 2000).
Kod duze aplikacije vodene pare na kozi (20 sek.), postignuta redukcija E. coli
O157:H7 iznosila je Cak 4,2-6,0 log cfu/gr koze, Sto je slicno tretmanu hemijske
depilacije (Castillo /i sar., 1998). lako je ova studija ukazala na visoku efikasnost
vodene pare, koja ima dobru moc¢ prodiranja i u suvim naslagama fecesa, autori su
izrazili sumnju u moguénost praktiCne primene ovakvog sistema u klanici iz razloga
teSkog postizanja i odrzavanja odgovarajuéih parametara temperature, pritiska i
vakuuma na povrsini koZe. Takode, delovanjem vodene pare se povrSina koze
zagreva do 80°C, $to moze ostetiti kozu do te mere da bude neupotrebljiva u daljoj
preradi u industriji koze. Ovaj prateéi efekat tretmana vodenom parom ispitivan je u
narednom istrazivanju McEvoy i sar. (2003c). Primenom iste laboratorijske opreme
za stvaranje i aplikaciju vodene pare kao u prethodnoj studiji, utvrdena je dobra

redukcija TVC na koZi, u zavisnosti od temperature vodene pare i vremena aplikacije
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na kozi. Na temperaturi od 80°C, utvrdena redukcija TVC iznosila je od 2,9-4,0 log
cfu/cm? (vreme delovanja 1, 10 i 20 sek.), dok je na 75°C redukcija TVC na kozi bila
manja, od 1,9-2,6 log cfu/cm?® za isto vreme delovanja (tabela 4.3). Vizuelnim
pregledom koZe nakon procesa Stavljenja, utvrdeno je oStecenje zrnastog sloja na
povrSini koZe kod svih uzoraka tretiranih vodenom parom na temperaturi od 80°C,
kod preko 80% uzoraka tretiranih na 75°C u trajanju od 10 i 20 sek. i u 18% uzoraka
kod tretmana od 1 sek. Osteéenje povrSinskog zrnastog sloja je dovelo do otkrivanja
sloja korijuma i do toga da koza ima ,Cupav® izgled, Sto je defekt neprihvatljiv za
industriju koze. Samim tim, iako je tretman koZe vodenom parom veoma efikasan u

redukciji njene mikroflore, verovatno nije prakti¢no primenljiv u govedim klanicama.

4.3.4. Pranje ozoniranom i elektrolizirano-oksidirajucom (EO) vodom

Pranje koze goveda pre ili nakon klanja se pokazalo kao neefikasan metod za
redukciju njene mikroflore i njenog prenosa na trup (Byrne i sar., 2000; Mies i sar.,
2004; Bosilevac i sar., 2004a). Takode, pranje koze vrucom vodom temperature
50°C u istrazivanju Small i sar. (2005), redukovalo je nivo TVC samo oko 0,2 log
cfu/lcm? (tabela 4.3). Sa druge strane, kao alternativa hemijskim antimikrobnim
sredstvima, za pranje koze goveda se moze koristiti voda koja je na neki nacin
modifikovana. Elektrolizirano-oksidiraju¢a (EO) voda se dobija propustanjem
elektricne struje kroz slani rastvor vode. Jedan od proizvoda u ovoj reakciji je
natrijum hidroksid (NaOH) alkalne reakcije, dok je drugi hipohlorna kiselina koja ima
veoma nizak pH, sadrzi aktivni hlor i ima visok oksidoredukcioni potencijal (Bosilevac
i sar., 2005b). Ozon je gas rastvorljiv u vodi i veoma je jak oksidirajucCi agens.
Ozonirana voda se dugo koristi za dezinfekciju pijace vode i, kao i EO voda, moze
se upotrebljavati u proizvodniji hrane kao i za njenu dekontaminaciju.

Bosilevac i sar. (2005b) su ispitivali upotrebu ozonirane i EO vode za pranje
koZe goveda, kao ekonomski prihvatljive opcije za vecinu klanica, ¢ak i za one
najmanje. U laboratorijskim uslovima na model sistemu (u prostorijama klanice),
ispitivan je tretman prskanjem velikog broja govedih koZa ozoniranom i EO vodom
(slika 1). Prskalicama pod velikim pritiskom, prvo je aplikovana alkalna EO voda
(NaOH, pH 11,2, 52°C, 10 sek.), a zatim acidifikovana EO voda (hipohlorna kiselina,
pH 2,4, 60°C, koncentracija aktivnog hlora 70 ppm, 30 sek.). Ozonirana voda je na

drugim komadima kozZe aplikovana prskanjem jakim pritiskom (koncentracija ozona 2
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ppm, 15°C, 10 sek.), a zatim slabim pritiskom (5 sek.). Kontrolni komadi koZe su
prskani obicnom pijacom vodom pod istim uslovima pritiska, temperature i trajanja

kao kod tretmana ozoniranom i EO vodom (voda na 15°C i 60°C).
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Slika 1. Model sistem za pranje koze goveda ozoniranom i EO vodom.
¢ — kontrolni uzorci sa koze; t — mesta tretmana vodom (Bosilevac i sar. 2005b).

Utvrdena je visoka efikasnost ozonirane i EO vode u redukciji TVC,
Enterobacteriacea i prevalence E. coli O157 na kozi goveda. U slu€aju tretmana sa
ozoniranom vodom, redukcija TVC i EBC iznosila je 2,1 log cfu/cm? i 3,4 log cfu/cm?,
a prevalenca E. coli O157 je bila smanjena sa 89% na 31%, (efikasnost tretmana u
redukciji prevalence je iznosila 65% u odnosu na kontrolne uzorke) (tabela 4.3). U
odnosu na kontrolni tretman obi¢nom vodom (voda pod visokim pritiskom na 15°C),
gde je redukcija TVC i EBC iznosila samo 0,5 log cfu/cm? i 0,9 log cfu/cm? i nije bilo
smanjenja prevalence E. coli O157 (tabela 4.8), antimikrobni efekat samo ozona
iznosio je najmanje 1,5 log cfu/cm? i 2,5 log cfu/cm? za TVC i EBC. Kod tretmana sa
EO vodom, utvrdena je joS veca efikasnost u redukciji nivoa TVC i EBC (3,5 log
cfu/cm?i 4,3 log cfu/cm?), dok je prevalenca E. coli 0157 bila smanjena sa 82% na
35%, sa efikasno$cu tretmana u redukciji od 57% (tabela 4.3). U odnosu na kontrolni
tretman vruéom vodom pod visokim pritiskom na 60°C, gde je redukcija TVC i EBC
iznosila 1,0 log cfu/cm? i 0,9 log cfu/cm?, antimikrobni efekat EO vode je bio veéi za
oko 2,5 log cfu/cm? i 3,4 log cfu/cm?. Efikasnost vruée vode u redukciji prevalence E.
coli O157 iznosila je samo oko 8%, ali je bila statistiCki zna€ajna (tabela 4.3). Veca

efikasnost EO vode u odnosu na ozoniranu vodu za oko 1-1,5 log cfu/cm?, moze se
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pripisati razlikama u aplikaciji, odnosno vec¢em pritisku i viSoj temperaturi EO vode.
Medutim, verovatnije objasnjenje je u antimikrobnom efektu EO vode na bakterije,
gde usled ekstremnih promena pH (sa 7 na 11,2, a zatim pad na 2,4) dolazi do
velikih oStecenja Celija, dok ozonirana voda ima slabo kiseli pH 6. Dodatno EO voda
sadrZi i baktericidni hlor, a visok oksidoredukcioni potencijal poseduju oba tipa vode.
Ovi tretmani trenutno nisu validovani za upotrebu u klanicama za pranje koze
goveda. Njihova primena ima veliki potencijal i eventualno je moguc¢a u posebnim

kabinetima na liniji klanja, uz naknadno suSenje koze nakon pranja.

Tabela 4.3. Tretmani koze vodenom parom, vru¢om vodom, ozoniranom i EO
vodom i postignuti antimikrobni efekti na kozi

Redukcija na kozi

Tretman TVC EBC TCC E. coliO157 T E. coli 0157 Reference
log cfulcm? * e(%) ¢

1 sek. 1,9 / / / / /
Vodena para (75°C)  10sek. 25 / / / / /

20sek. 26 / / / / / McEvoy i sar. (2001,

1sek. 29 / / / I 2003c)
Vodena para (80°C)  10sek. 3,3 / / 1,9-2,5 / /

20 sek. 4,0 / / 4,2-6,0 / /

. 500C 0,2 / / / / / Small i sar. (2005)

Vruéa voda , ,

60°C 1,0 0,9 1,6 / 8% 1,1x Bosilevaci sar. (2005a,b)
Ozonirana voda 15°C 2,1 3,4 / / 65% 2,9x Bosilevac i sar. (2005b)
EO voda 60°C 35 4,3 / / 57% 2,3x

* Logaritamska redukcija = (log cfu/cm? pre tretmana) — (log cfu/cm? nakon tretmana)

e Efikasnost tretmana u redukciji prevalence = (% redukcije x 100) / % pozitivnih kontrola
¢ Koeficijent efikasnosti tretmana = (% pozitivnih kontrola) / (% pozitivnih nakon tretmana)
T Inokulisana mikroflora (direktno na kozu ili putem inokulisanog fecesa)

4.3.5. Pranje i dekontaminacija hemijskim antimikrobnim sredstvima

U cilju efikasnije redukcije mikroorganizama na kozi goveda, u nekoliko
istrazivanja je ispitivan veci broj razliCitih hemijskih antimikrobnih sredstava,
uklju€ujuci organske kiseline, neorganske kiseline i baze, alkohole, cetilpiridin hlorid,
druga kvaternerna amonijumova jedinjenja i komercijalne deterdzente, dezinficijense
i sanitajzere. Neka od ovih hemijskih sredstava su dozvoljena za upotrebu u
klanicama i veC se upotrebljavaju za dekontaminaciju trupova na liniji klanja i

otkoStenog mesa (natrijum hidroksid, mle€na i sirCetna kiselina, trinatrijum fosfat,
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itd). Ukoliko antimikrobno sredstvo nema neutralni pH, nakon aplikacije je potrebno
njegovo ispiranje vodom, sa ili bez dodatka hlora, dok se vakumiranje i susenje koze
moze ukljuditi u tretman u cilju poboljSanja njegove efikasnosti i ispunjavanja zahteva
da koZa mora biti suva pre skidanja (Byelashov i Sofos, 2009). Sa aspekta tehnicke
upotrebe ovih tretmana na liniji klanja, aplikaciju hemijskih sredstava je mogucée
izvesti pomocéu priruCne opreme, na odredenim klju¢nim delovima kozZe, odnosno
linijama zasecanja, sa ili bez prethodnog SiSanja dlake (Small i sar., 2005; Baird i
sar., 20006) ili tretiranjem cele koze (ili samo linija zasecanja) u komercijalnim
kabinetima za pranje instaliranim na liniji klanja (Bosilevac i sar., 2005a).

U jednom od prvih istrazivanja dekontaminacionih tretmana kozZe upotrebom
hemijskih sredstava, Small i sar. (2005) su ispitivali tri patentirana antimikrobna
sredstva koja su komercijalno dostupna na trziStu i koriste se redovno u industriji
hrane, razli¢ita po svom hemijskom sastavu i nacinu antimikrobnog delovanja.
Ispitivana je antimikrobna efikasnost sredstva Formula 963B (deterdzent koji sadrzi
natrijum hidroksid i surfaktante), P3-Topaktiv DES (dezinficijens koji se sastoji od
vodonik peroksida i persirCetne kiseline) i Betane Plus (sanitajzer koji spada u grupu
kvaternernih amonijumovih jedinjenja i sadrZi i surfaktant). Sredstva su aplikovana
na veéem broju Gistih koza (u obliku rastvora na 50°C), pomocéu vlazno-suvog
usisivaCa za dubinsku ekstrakciju (sa vakumiranjem i fizickim uklanjanjem hemikalije
i bakterija). Najvecu efikasnost u redukciji nivoa TVC na koZi je pokazao sanitajzer
Betane Plus (2 log cfu/cm?), zatim dezinficijens P3-Topaktiv DES (1,2 log cfu/cm?),
dok je deterdzent Formula 963B imao beznadajan efekat (oko 0,3 log cfu/cm?)
(tabela 4.5). Rezultati su ukazali da su sanitajzeri veoma efikasna sredstva i da bi
ovakvi jednostavni tretmani mogli biti pogodni za upotrebu i na najmanjim klanicama,
pomocu priruéne opreme, a posebno za tretiranje koze goveda duz linija zasecanja.

Kombinovani tretman hemijskim antimikrobnim sredstvima na prethodno
oSiSanoj kozi ispitivan je u istrazivanju Baird i sar. (2006). Optimizacija tretmana je
vrSena u laboratorijskim uslovima na komadima kozZe koji su bili inokulisani svezim
fecesom (10°%gr TVC), a zatim je vr8eno predpranje vodom. Rastvori hemikalija su
na komade koZe bili aplikovani pomocu natopljenih sundera. Utvrdena je znacajna
redukcija TVC, koliforma i generi¢ke E. coli u tretmanima sa 1% CPC, 2% mle¢nom
kiselinom i 3% vodonik peroksidom, do preko 4 log cfu/cm? na o$i$anoj kozi, $to je
za oko 1-3 log cfu/cm? bio bolji rezultat u odnosu na tretmane koze bez prethodnog

SiSanja. Validacija tretmana je vrSena na klanici nakon klanja i iskrvarenja goveda.
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Deo koze u regiji grudi je oSiSan i koza tretirana sa istim koncentracijama rastvora
mlecne kiseline, CPC i vodonik peroksida pomoc¢u natopljenih sundera, a zatim je
vrSeno uzorkovanje koZe i trupa na istom mestu nakon skidanja koze. Tretman sa
1% CPC je dao najveéu redukciju TVC (3,8 log cfu/cm?), koliforma (3,3 log cfu/cm?) i
E. coli (3,0 log cfu/cm?) na koZi, a sa mle¢nom kiselinom i vodonik peroksidom nesto
manje (od 2-3 log cfu/cm? za sve grupe bakterija) (tabela 4.5). Sa druge strane, ovi
tretmani nisu pokazali nikakvu efikasnost u redukciji prenosa ispitivanih grupa
bakterija na meso trupova. Metode primenjene u ovom radu i znacaj ovih rezultata bi
se mogli dovesti u pitanje zbog nacina aplikacije hemijskih sredstava kao i upotrebe
inokulisane mikroflore, koja na koZi ne pokazuje iste osobine kao prirodna mikroflora.
Ovo je potvrdeno i tokom optimizacije tretmana na klanici, kada su redukcije prirodne
mikroflore bile i do 2 log cfu/cm? manje u odnosu na prethodni eksperiment.

Druga hemijska sredstva dozvoljena za upotrebu u klanicama su ispitivana u
tretmanima dekontaminacije koze (Bosilevac i sar., 2005a) u cilju nalaZzenja efikasne
alternative tretmanima hemijske depilacije i pranju koze sa CPC cija upotreba nije
dozvoljena u klanicama. Ispitivani su natrijum hidroksid, trinatrijum fosfat, hlorofoam
(hlorinisani alkalni deterdzent sa pH 12) i fosforna kiselina. Tretmani na kozama kao
model sistemima (u prostorijama klanice) su aplikovani prskanjem rastvora hemijskih
sredstava na 60°C, nakon ¢ega je vrSeno ispiranje vodom ili acidifikovanim hlorom u
koncentraciji od 200 i 500 ppm (natrijum hipohlorit podeSen na pH 7 sa siréetnom
kiselinom) jer hemikalije nisu imale neutralni pH. Nakon toga je na jednoj grupi
uzoraka dodatno vrSeno i vakumiranje u cilju uklanjanja ostataka te¢nosti, susenja
koZe i fizitkog uklanjanja bakterija oslobodenih sa dlake Sto bi trebalo da poboljsa
ukupni efekat tretmana u redukciji mikroflore kozZe. Utvrdena je visoka efikasnost 4%
fosforne kiseline, 1,6% natrijum hidroksida i 4% hlorofoama u redukciji ukupnog
broja koliforma, Enterobacteriaceae i generiCke E. coli, sa promenljivim efektom
vakumiranja u mikrobnoj redukciji (1-2 log cfu/cm? dodatno u pojedinim tretmanima),
ali i vidljivim poboljSanjem Cisto¢e koze (tabela 4.4). Fosforna kiselina je pokazala
najbolji antimikrobni efekat, dok je ispiranje sa acidifikovanim hlorom koncentracije
500 ppm dalo najbolji dodatni efekat u tretmanima. Autori su zaklju€ili da ovakav
viSefazni tretman koze, sa pranjem i ispiranjem rastvorima hemijskih antimikrobnih
sredstava i naknadnim vakumiranjem i suSenjem koze, ima sinergistiCki efekat u

redukciji njene mikroflore na najmanju mogucu meru.
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Tabela 4.4. Efekti razli€itih kombinacija pranja, ispiranja i vakumiranja u redukciji
ukupnog broja koliforma (TCC) na kozi (Bosilevac i sar., 2005a)

Redukcija TCC (log cfu/cm?) *

Pranje Ispiranje —
Tretman Tretman + vakumiranje
Voda Voda 1,6 3,6
Hlorofoam Voda 3,6 3,6
Fosforna kiselina Voda 2,5 3,5
Natrijum hidroksid Voda 1,5 3.9
Trinatrijum fosfat Voda 1,5 2,5
Voda Acid. hlor 200 ppm 2,9 2,9
Hlorofoam Acid. hlor 200 ppm 2,7 3,9
Fosforna kiselina Acid. hlor 200 ppm 3,6 43
Natrijum hidroksid Acid. hlor 200 ppm 2,8 3,8
Hlorofoam Acid. hlor 500 ppm 3,9 4.4
Fosforna kiselina Acid. hlor 500 ppm 4.1 54
Natrijum hidroksid Acid. hlor 500 ppm 3,7 3,9

* Logaritamska redukcija = (log cfu/cm? pre tretmana) — (log cfu/cm? nakon tretmana)

Carlson i sar. (2008b) su u laboratorijskim uslovima ispitali nekoliko hemijskih
sredstava u razliCitim strategijama aplikacije, priru¢nom opremom i prskanjem niskim
pritiskom, Sto je tretman pogodan za primenu i u manjim klanicama. Na komadima
koze inokulisanim sa E. coli O157:H7, ispitivani su sirCetna i mle¢na kiselina (10%,
23 i 55°C), NaOH (3%, 23°C) i natrijum metasilikat (4% i 5%, 23°C). Njihova
antimikrobna efikasnost je ispitivana u tri kombinacije: a) bez ispiranja sredstva
vodom; b) ispiranje koZze vodom nakon aplikacije sredstva; i c) aplikacija sredstva
nakon prethodnog ispiranja koZze vodom. Primenom prve i tre¢e strategije utvrdena
je najveca redukcija E. coli 0157:H7 (0,7 log cfu/cm? do 5,1 log cfu/cm? zavisno od
hemikalije), ali je rezidualni pH izmeren na koZi bio u rasponu od jako kiselog do jako
alkalnog (3,9 do 10,5), sto je neprihvatljivo za bezbednost radnika ako bi ovi tretmani
bili primenjeni na klanici. Druga strategija (ispiranje vodom nakon tretmana) je bila
manje efikasna u redukciji E. coli 0157:H7 (0,6-2,4 log cfu/cm?), ali je pH na kozi bio
prihvatljiv (6,3-9,2). Ispitujuci dalje efikasnost u redukciji prirodne mikroflore koze,
efekat je bio nesto niZi, do 1,7 log cfu/cm? TVC i 2,9 log cfu/cm? TCC i E. coli kod
alkalnih rastvora NaOH i natrijuma metasilikata, dok su tretmani sa sircetnom i
mleénom kiselinom dali nesto vise redukcije, do 2,6-2,8 log cfu/cm? (tabela 4.5). U
narednoj studiji, Carlson i sar., (2008a) su ispitivali efikasnost istih sredstava u
redukciji inokulisane E. coli O157:H7 i Salmonella, u istim laboratorijskim uslovima

aplikacije. Postignute redukcije bile su sline kao i ranije (od 1,9-3,4 log cfu/cm?), a
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znacajno bolji efekat je postignut tretmanom sa 1,5% NaOH i ispiranjem visokim
pritiskom (5 log cfu/cm? E. coli O157:H7 i 4,4 log cfu/lcm? Salmonella) (tabela 4.5).
Medutim, nije ispitivan i efekat vakumiranja koze u cilju uklanjanja ostataka te¢nosti i
bakterija oslobodenih sa dlake, Sto ukupno popravlja antimikrobni efekat tretmana i

ispunjava regulatorni zahtev da koZa mora biti suva pre operacije skidanja.

Tabela 4.5. Tretmani pranja koze goveda hemijskim sredstvima u laboratorijskim i
prakti€nim uslovima na klanici i postignuti antimikrobni efekti na kozi

Tretman i kori§éeno hemijsko Redukcija na kozi (log cfu/cm?) *

. - - Reference
antimikrobno sredstvo TVC EBC TCC  E.coli E.coli0157" Salmonella®
Mle¢na kiselina (2, 4 i 6%) / / / / / 1,3;3,3; 5,1
Siréetna kiselina (2, 4 i 6%) / / / / / 24,3848

. Mies i sar.

Etanol (70, 80 i 90%) / / / / / 5,0-5,5 (2004)
Hior (100, 200 i 400 ppm) / / / / / 0,6;0,7;1,3
Sanitajzer Oxy-Sept (0,05-0,4%) / / / / / 1,0-14
Cetilpiridin hlorid (CPC) pod 12,18, 0,8;1,2; / / / /

niskim pritiskom (0,5, 1i 3%) 1,4 1,4 Bosilevac i

CPC 1% pod srednjim pritiskom ~ 3,3-3,5 3,0-3,2 / / / / sar. (2004a)
CPC 1% pod visokim pritskom ~ 3,3-4,4 2,8-3,8 / / / /
Sanitajzer Betane Plus 2,0 / / / / / ,
Vod. peroksid + persir¢etna kis. 12 / / / / / Sr?zaélolss)ar.
DeterdZent (NaOH) + surfaktant 0,3 / / / / /
Sisanje + izopropil alkohol 181 / 1,87 091 / /
Siganje + povidon jodid 10% 181 / 251 241 / / -
Siganje + CPC 1% 46138 | 45%(33) 457(30) / / Ba('zrg(')gfr
Siganje + mle¢na kiselina2%  4,17(23) /  417(26) 33721 / /
Sisanje + vodonik peroksid 3% 44122 /  397(26) 297(3,0) / /
Hlorofoam 4% / / 2,7-3,9 / / /
Hlorofoam 4% + vakumiranje / / 3,6-4,4 / / /
Fosforna kiselina 4% / / 2,541 / / /
Fosforna kis. 4% + vakumiranje / / 3,5-5,4 / / / Bosilevac i
Trinatrijum fosfat 4% / / 1,5 / / / sar. (2005a)
Trinatrijum fosfat 4%+ vakuum / / 2,5 / / /
Natrijum hidroksid (NaOH) 1,6% / / 1,5-3,7 / / /
NaOH 1,6% + vakumiranje / / 3,8-3,9 / / /
Sir¢etna kiselina 10% 2,4-2,6 / 26-27 2528 2,1-2,6 2,0
Mlecna kiselina 10% 2,1-2,3 / 2,7 2,7 1,8-3,4 2,8 _
Natrjum hidroksid (NaOH) 3% 1,316 /| 2829 28 24-34 26 Casr':r"“ !
NaOH 3%+ mle¢na kiselina 10% 2,0-2,4 / 2,129 2339 / / (2008a,b)
NaOH 1,5% + hlor 0,2% / / / / 5,0 44
Natrijum metasilikat 4% 1,6-1,7 / 2429 2329 1,9-2,1 2,6

2

* Logaritamska redukcija = (log cfu/cm? pre tretmana) — (log cfu/cm? nakon tretmana)
T Inokulisana mikroflora (direktno na kozu ili putem inokulisanog fecesa)
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4.3.6. Komercijalni kabineti za pranje i dekontaminaciju koze na liniji klanja

Dekontaminacioni tretmani koze metodom hemijske depilacije nisu bili dugo u
prakti€noj upotrebi usled brojnih problema, ali je modifikacijom koncepta ipak doslo
do razvoja komercijalnih sistema za pranje i dekontaminaciju koze goveda na liniji
klanja (Koohmaraie i sar., 2005). Bosilevac i sar. (2005a) su demonstrirali efikasnost
jednog takvog sistema u redukciji prenosa bakterijskih patogena sa koze na meso
trupova, istovremeno smanjivsi problem hemijskog otpada i cenu kostanja tretmana.
Medutim, ovakav sistem zahteva dosta prostora za instalaciju i pogodan je samo za
velike klanice, pa je zbog toga tehnologija adaptirana i prilagodena upotrebi i u
malim klanicama, ne gubec¢i mnogo na antimikrobnoj efikasnosti (Arthur i sar., 2007).

Prethodna istrazivanja Bosilevca i sar. (2004a, b; 2005a), kao i Nou / sar.
(2003) bila su osnova za razvoj efikasnog sistema za pranje i dekontaminaciju koze
goveda, koji je instaliran u svim klanicama kompanije Cargill Meat Solutions u SAD.
Kabinet za dekontaminaciju kozZe (proizvoda¢ Chad Co., Olathe, Kansas) dizajniran
je za pranje i ispiranje koze goveda odmah nakon omamljivanja i klanja (slika 2).
Trupovi goveda se u viseCem polozaju, sa obe noge zakacene za kolosek, uvode u
kabinet, gde se vrsi njihovo tusiranje 1,0-1,5% rastvorom natrijum hidroksida (65°C,
sa dodatkom surfaktanta). Mehanizam koji rotira trupove omogucava pranje cele
povrSine koZe, a naroCito delova na kojima se vrsi zarezivanje tokom skidanja koze.
Nakon delovanja sredstva od 10 sek., vrSi se ispiranje koze u drugom delu kabineta,
recirkulisanom vodom na 35°C u koju se u cilju njene dezinfekcije dodaje natrijum
hipohlorit (koncentracija slobodnog hlora 1 ppm). Nakon izlaska trupa iz kabineta,
radnici vrSe vakumiranje koZe duz linija zarezivanja (od skoCnih zglobova do regije
grudi), u cilju suSenja i uklanjanja oslobodene prljavstine i dlaka. Tretman pranjem
iziskuje velike koli€ine vode, pa je zato recirkulacija vode i hemikalija neophodan
korak da bi sistem bio finansijski isplativ i ekoloSki opravdan. Natrijum hidroksid je
izabran kao antimikrobno sredstvo jer je jeftin, ne gubi aktivhost u sistemima za
recirkulaciju (kao $to je to slu€aj sa rastvorima kiselina), pokazao je dobru efikasnost
u redukciji ukupnih koliforma na kozi (oko 4 log cfu/cm? u prethodnom istraZivanju) i
dozvoljen je za upotrebu u klanicama u SAD.

Efikasnost ovog komercijalnog sistema za pranje koze, ispitana je merenjem

njegovog efekta u redukciji mikroflore koZe i njenog prenosa na korespodentne

90



Pregled literature

trupove nakon skidanja koze (Bosilevac i sar., 2005a). Utvrdena redukcija TVC i
Enterobacteriaceae na koZzi, u odnosu na kontrolne uzorke (bez izvrSenog tretmana)
iznosila je 2,1 i 3,4 log cfu/cm?, dok je prevalenca E. coli 0157 bila smanjena sa
44% na 16% (efikasnost tretmana u redukciji prevalence od 64%). Redukcija nivoa
TVC i EBC na trupovima bila je 0,8 log cfu/cm?, dok je prevalenca E. coli 0157 bila
smanjena sa 17% na 2% (efikasnost tretmana u redukciji prenosa ovog patogena sa
koZze na trupove od 88%) (tabela 4.6). Takode, tretman je znacajno poboljSao i

vizuelni izgled koze goveda, kao i trupova nakon njenog skidanja.

Slika 2. Kabineti za pranje i dekontaminaciju koze u klanicama kompanije Cargill
Meat Solutions u SAD

U prethodno opisanim istrazZivanjima ove grupe istraziva¢a (Nou i sar., 2003;
Bosilevac i sar., 2004a, b, 2005a) utvrdeno je da tretmani pranja i dekontaminacije
koZe goveda, kada se uklju¢e u proces klanja, mogu efikasno redukovati nivo
mikroflore koze (TVC i Enterobacteriaceae) za oko 2-3 log cfu/cm?, §to poslediéno
dovodi i do smanjenog prenosa bakterija na meso trupova. Utvrden nivo opste
mikroflore na trupovima u ovim istraZivanjima bio je za 1-2 log cfu/cm? manji u
odnosu na trupove obradene bez prethodne dekontaminacije kozZe (tabela 4.6).
Takode, prevalenca E. coli O157 na kozi i mesu trupova bila je zna€ajno smanjena

nakon tretmana, u pojedinim slu¢ajevima ¢ak i ispod praga detekcije.

91



Pregled literature

Tabela 4.6. Tretmani pranja koZe goveda hemijskim sredstvima primenjeni u
komercijalnim uslovima na liniji klanja i postignuti antimikrobni efekti u redukciji
bakterijske kontaminacije koze i trupova

Redukcija na kozi Redukcija prenosa na trupovima
Tretman TVC EBC E.coliO157 TVC  EBC E.coli 0157 Reference
log cfulem?* e (%) ¢ log cfulem?* e (%) ¢

Pranje 1% rastvor CPC 3,5 32 39% 1,6x 1,5 1,1 87% 7,7x Bosilevac i sar (2004a,b)
Hemijska depilacija

(natrijum sulfid 10% + / / / 2,0 1,8 98%  50x Nou i sar. (2003)
vodonik peroksid 3%)
Pranje 1,5% rastvorom

0 0 i i
NaOH sa vakumiranjem 21 34 64% 27x 0,8 08 88% 85x Bosilevacisar. (2005a)

* Logaritamska redukcija = (log cfu/cm? pre tretmana) — (log cfu/cm? nakon tretmana)
e Efikasnost tretmana u redukciji prevalence = (% redukcije x 100) / % pozitivnih kontrola
¢ Koeficijent efikasnosti tretmana = (% pozitivnih kontrola) / (% pozitivnih nakon tretmana)

Medutim, opisane strategije dekontaminacije ne mogu biti pogodne za sve
klanice, zbog visokih troSkova instalacije opreme i prostornih zahteva. Arthur / sar.
(2007) su ispitivali efikasnost jednog jednostavnog kabineta za pranje koze goveda,
u fazi nakon omamljivanja i klanja. U kabinetu se trupovi goveda tuSiraju velikom
kolicCinom vode, u trajanju od 25-97 sek., a zatim se vrSi ispiranje hlorisanom vodom
(sadrzaj aktivhog hlora 100-200 ppm). Nakon pranja, nije predvideno su$enje ili
vakumiranje koze. Efikasnost ovog tretmana koze pranjem je ispitana ocenjivanjem
njegovog efekta u redukciji mikroflore koze (E. coli O157:H7 i Salmonella). S
obzirom da su u ranijim istraZivanjima (Byrne i sar., 2000; Mies i sar., 2004) utvrdeni
antimikrobni efekti tretmana pranjem vodom na koZi bili veoma slabi, a posebno u
redukciji prevalence patogena (E. coli O157 i Salmonella), pored utvrdivanja efekta u
redukciji prevalence dodatno je ispitivan i efekat u redukciji broja ovih patogena na
kozi nakon pranja. Kao mera efikasnosti tretmana dekontaminacije u redukciji
bakterijskih patogena prirodno prisutnih na kozi, u skoro svim objavljenim radovima
utvrdivana je redukcija njihovog prisustva (prevalence), zbog malog broja na kozi i
komplikovanih procedura direktne izolacije iz uzorka bez prethodnog obogacenja.
Medutim, ovaj metod ne odslikava najbolje antimikrobni efekat tretmana, jer se
pozitivan nalaz dobija i u slu€aju prisustva nekoliko ¢éelija patogena, kao i nivoa od
nekoliko logaritama, i na ovaj nacin se ne moze kvantifikovati pravi efekat u redukciji
bakterijskih patogena. U ovom istrazivanju, efikasnost tretmana pranjem vodom u
redukciji prevalence E. coli O157:H7 na kozi iznosila je samo 8,2% (smanjenje sa
97,6% na 89,6%), a Salmonella 27,4% (smanjenje sa 94,8% na 68,8%) primenom
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metoda sa obogacenjem (tabela 4.8). Nasuprot, primenom metode direktnog
zasejavanja iz uzorka bez predobogacéenja, sa pragom detekcije patogena od >40
cfu/100cm?, utvrdena efikasnost tretmana u redukciji prevalence E. coli 0157:H7 na
koZi iznosila je 62,4% (smanjenje sa 35,1% na 13,2%), a u slu€aju Salmonella
81,8% (smanjenje sa 40% na 7,3%). Primetno je da je u viSe od polovine pozitivnih
kontrolnih uzoraka i u vecini pozitivnih uzoraka nakon tretmana, kada se uporeduje
sa metodom sa predobogacenjem uzorka, nivo patogena ispod praga detekcije
metodom direktne izolacije. Cinjenica je i da mali broj patogena na koZi moze
predstavljati rizik za kontaminaciju mesa trupova i mora se uzeti u obzir, ali se ovom
metodom ne moze utvrditi efikasnost tretmana na kvantitativan nacin. Nasuprot, iz
podataka o distribuciji broja patogena pre i posle tretmana, vidi se da je i u slucaju
njihovih visSih nivoa na kozi tretman doveo do smanjenja broja, Sto odslikava
uspesSnost ove metode u pravilnom utvrdivanju efikasnosti tretmana dekontaminacije
(tabela 4.7). Autori su zaklju€ili da se redukcijom broja ¢elija ovih patogena na kozZi
(a ne samo prevalence), zna¢ajno smanjuje rizik za unakrsnu kontaminaciju trupova,

ali nazalost, efekat u smanjenju bakterijske kontaminacije trupova ovde nije ispitivan.

Tabela 4.7. Distribucija pozitivnih uzoraka sa utvrdenim nivoima E. coli O157:H7 i
Salmonella spp. metodom direktnog zasejavanja, pre i posle tretmana u kabinetu za
pranje koze goveda (Arthur i sar., 2007)

Broj Broj pozitivnih uzoraka *
(cfu/100cm?) Pre pranja  Nakon pranja
E. coli O157:H7
<40 187 250
40-99 51 24
100-999 42 12
1000-9999 7 2
10000-99999 1 0
Salmonella spp.
<40 193 267
40-99 58 20
100-999 37 1
1000-9999 0 0
10000-99999 0 0

* Ukupan broj uzoraka sa koze bio je 288 pre i 288 nakon tretmana

Slican rezultat u redukciji E. coli O157:H7 i Salmonella na kozi (metodom

utvrdivanja redukcije prevalence i broja) nakon opisanog tretmana pranja vodom u
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kabinetu, ovi autori su utvrdili i u narednoj studiji (Bosilevac i sar., 2009). Pored
efekta na kozi, utvrdeno je i znaCajno smanjenje nivoa ovih patogena na
korespodentnim trupovima u poredenju sa rezultatima dobijenim u drugim klanicama
koje nisu koristile ovakav antimikrobni tretman koze. Ukupni podaci o antimikrobnoj

efikasnosti tretmana pranjem vodom (u fazi pre i nakon klanja) dati su u tabeli 4.8.

Tabela 4.8. Tretmani pranja koze goveda vodom u laboratorijskim i praktiCnim
uslovima na klanici i postignuti antimikrobni efekti na koZi

Redukcija na kozi

Tretman TVC TCC E.coli 01571 Salmonella E. coli 0157 Reference
log cfu/cm? * e(%) c e(%) c
Pranje Zivotinja vodom / / [ 0915 / / / [ Bymeisar. (2000)
pre klanja -08 -08 -08 /I -25% - / /
ie Zivotinj i Mies i sar. (2004
Pranje zivotinjapre klanja o3 ga g8/ 73% 14x | ies i sar. (2004)

hlorisanom vodom (50 ppm)
Tretmani pranja vodompod 0.9 -0, 0,2 / / / / / Baird i sar. (2006)

pritiskom na model 1,0 0,7 1,0 / / / / | Carlson i sar. (2008b)
sistemima (komadi koza) 05 09 | / /| - - Bosievacis.(2005b)

Pranje u kabinetu nakon 0 0 ,
Klanja+hlor. voda (200 ppm) / / / I 274% 1,4x 82% 1,1x Arthurisar. (2007)

* Logaritamska redukcija = (log cfu/cm? pre tretmana) — (log cfu/cm? nakon tretmana)

e Efikasnost tretmana u redukciji prevalence = (% redukcije x 100) / % pozitivnih kontrola
¢ Koeficijent efikasnosti tretmana = (% pozitivnih kontrola) / (% pozitivnih nakon tretmana)
T Inokulisana mikroflora (direktno na kozu ili putem inokulisanog fecesa)

4.3.7. Ostali antimikrobni tretmani koze goveda

Pored tretmana uklanjanja mikroflore sa koze (pranjem ili SiSanjem dlake) ili
njene redukcije/eliminacije (dekontaminacija koze fizi€kim ili hemijskim sredstvima),
kao deo strategija za kontrolu bakterijske kontaminacije na liniji klanja moguce je
primeniti joS jedan pristup - imobilizaciju/fiksaciju bakterijske mikroflore na dlaci i
povrsini koZe. S obzirom da glavni nacini prenosa bakterijske kontaminacije sa koze
na meso trupova ukljuCuju direktan (koza - meso) ili indirektan kontakt (ruke radnika/
noz/oprema - meso), kao i aerogeni put prenosa (narocito kod masinskog skidanja
kozZe), eliminacija bakterija sa koze mozda nije neophodan uslov da se spreci
(unakrsna) kontaminacija trupa, ve¢ je dovoljno spreciti njihovo odvajanje sa dlake i
koZe i prenos na druge povrSine (meso, ruke, nozeve, itd.). U dosad objavljenim

radovima ovaj pristup u kontroli bakterijske kontaminacije nije ispitivan, osim jednog
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pilot istrazivanja (Purnell i sar., 2007) u kome su koriSCene razliCite vrste voskova.
Medutim, u ovoj studiji (koja nije objavlena u casopisu sa recenzijom) su
upotrebljene metode koje ne odgovaraju ovakvom tipu eksperimenata, a dobijeni
rezultati su pokazali veoma slabu efikasnost u redukciji prenosa mikroflore na
hranljivu podlogu (koja je sluZila za uzorkovanje), ispod 1 log cfu/cm?. Takode,
istrazivaci su ispitivali i moguénost uklanjanja dlaka sa koze goveda pomocu traka za
depilaciju i razlicitin vrsta otopljenih voskova, ali pored postignute niske antimikrobne

redukcije, €injenica je i da su ovakvi tretmani neprakti¢ni za primenu na klanici.

4.4. Zakljuéni komentar

Antimikrobni tretmani koze opisani u ovom poglavlju mogu se podeliti na: a)
fizicke, hemijske i bioloSke; i b) one koji se koriste u komercijalnim klanicama i one
koji su ispitivani samo u eksperimentalnim uslovima. Na osnovu mehanizma svog
antimikrobnog delovanja, pojedini tretmani se mogu primenjivati u cilju:

a) fiziCkog uklanjanja bakterija i neCisto¢e sa kozZe (pranje vodom i SiSanje);

b) inaktivacije/ubijanja bakterija na kozi (tretman vodenom parom, ozoniranom
ili EO vodom, hemijska depilacija i dekontaminacija hemijskim sredstvima), sa ili bez
njihovog fizickog uklanjanja; kao i

c) imobilizacije/fiksacije bakterija na dlaci i povrSini koze u cilju spreCavanja
njihovog odvajanja sa kozZe i kontaminacije nekih drugih povrsina (aplikacija nekih
lepljivih materija na kozu - voskova, smola, itd.).

Prilikom primene antimikrobnog tretmana koze goveda, efikasnost metode u
postignutoj mikrobnoj redukciji zavisi od raznih faktora, kao $to su:

a) higijenski i mikrobioloski status koze goveda pre tretmana;

b) tehniCki parametri tretmana (pritisak i temperatura vode ili rastvora
antimikrobnog sredstva, upotrebljeno hemijsko sredstvo, njegova koncentracija i pH,
vreme delovanja, metod aplikacije (prskanje, polivanje ili potapanje), predpranje
vodom i/ili ispiranje nakon tretmana, dodatno suSenje ili vakumiranje koze, itd.);

c) uslovi primene tretmana (eksperimentalno ili na klanici); i

d) sama faza primene tretmana (pre klanja ili nakon omamiljivanja i klanja).

Sveukupno, do danas je objavlien veoma mali broj istraZivanja o

antimikrobnim tretmanima kozZe (u poredenju sa tretmanima mesa), a objavljene

95



Pregled literature

informacije o njihovoj efikasnosti i mogucnostima prakticne primene u klanici su
ograni¢ene i nedovoljne. Primetne su i velike razlike u dobijenim rezultatima izmedu
razliCitih istrazivanja, Cak i kada je ispitivan isti tretman i upotrebljeno isto
antimikrobno sredstvo, usled razliitih metoda i wuslova primene tretmana,
uzorkovanja, ispitivane mikroflore i laboratorijskih metoda, itd.

Pojedini istrazivaCi su u oceni efikasnosti tretmana Koristili vestacki
inokulisanu mikrofloru na kozi, naj¢eS¢e E. coli O157:H7 i Salmonella spp., u cilju
dobijanja uniformne distribucije i poznatog broja bakterija. Ovaj eksperimentalni
pristup je koristan i u nekim situacijama jedino moguc¢, jer je distribucija prirodno
prisutnih bakterijskih patogena na koZi veoma varijabilna, kako na kozi jedne
Zivotinje, tako i izmedu Zivotinja u istoj grupi, a narocito izmedu zZivotinja razliCitog
porekla. Takode, u najve¢em procentu sluCajeva, broj Celija patogena na kozi je
veoma nizak, $to onemogucava pravilnu procenu efikasnosti tretmana i svodi se na
utvrdivanje redukcije njihovog prisustva (prevalence) nakon tretmana. Medutim,
poznato je da upotreba vestacki inokulisane mikroflore ima velike nedostatke i da ne
odslikava realnu situaciju primene antimikrobnog tretmana. Ovo potvrduju i rezultati
raznih istraZivanja antimikrobnih tretmana koZe u kojima je efekat u redukciji
inokulisane mikroflore bio za 0,5-2 log cfu/cm? veéi u odnosu na redukciju prirodne
mikroflore (tabela 4.9).

U fazi pre klanja goveda, Cesto se koriste tretmani pranja zivotinja ili SiSanja
dlaénog pokrivaCa i necCistoce sa koze (obicho na mestima rezova na Kkozi).
Sveukupno, €ini se da pranje i SiSanje Zivotinja pre klanja nisu efikasni tretmani u
redukciji mikrobioloSke kontaminacije koze, a ¢ak mogu povecati prenos bakterija sa
koze na meso trupova ukoliko se koza zivotinja ne osusi pre skidanja. Medutim,
sigurno je da su prljave Zivotinje ozbiljan izvor kontaminacije za samu klanicu i da je
zato izvesno CiS¢enje takvih Zivotinja pre klanja neophodan korak u cilju ukupnog
poboljSanja bezbednosti mesa. Zbirni prikaz svih dosad ispitivanih antimikrobnih
tretmana koze, sa okvirnim postignutim antimikrobnim efektima u redukciji
bakterijske kontaminacije koZe i trupova, dat je u tabeli 4.9.

Pojedine antimikrobne tretmane je moguce primeniti na kozi samo nakon
omamljivanja i klanja, iz razloga dobrobiti Zivotinja, bezbednosti radnika, spre€avanja
naknadne kontaminacije koze nakon tretmana, itd. Sveukupno, Cini se da su
najefikasniji tretmani oni Cija je primena u prakticnim uslovima iz raznih razloga tesko

ostvarljiva - tretman koze vodenom parom i hemijska depilacija. Za odabir
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odgovarajuceg antimikrobnog tretmana koZe ocigledno nije bitha samo njegova
antimikrobna efikasnost i uticaj na bezbednost proizvoda, ve¢ se moraju uzeti u obzir
i druga pitanja od znacCaja. To ukljuCuje uticaj tretmana na bezbednost radnika,
kvalitet proizvoda, zivotnu sredinu (rukovanje otpadnim vodama), kao i cenu
koStanja i dobit u odnosu na novac uloZzen u tehnologiju. Takode, prihvatljiv
antimikrobni tretman ne sme imati Stetne efekte po zdravlje radnika tokom njegove
upotrebe ili posledice po zdravlje potroSaca (rezidue), treba biti prihvatljiv za
potroSacCa i ne sme izazivati odbojnost kod njega.

U pogledu hemijskih antimikrobnih sredstava, postoje velike razlike u
antimikrobnoj efikasnosti primenjenih sredstava. Komercijalni sanitajzeri i cetilpiridin
hlorid (CPC), koji spadaju u grupu kvaternernih amonijumovih jedinjenja, su pokazali
najvecu efikasnost u redukciji prirodne mikroflore koze. Uklju€ivanjem vakumiranja
koZe nakon tretiranja sa hemijskim sredstvom, ukupni efekat se povecava za 1-2 log
cfu/cm?.

U sustini, krajnji cilj kontrolnih mera na klanici je spreCavanje bakterijske
kontaminacije trupova ili, ako se ta kontaminacija neizbezno dogodila, njena
redukcija na trupovima na najmanju mogu¢u meru. S obzirom da je najznacajniji
izvor kontaminacije trupa koza goveda, u pogledu antimikrobnih tretmana koze ovo
znaci spre€avanije ili smanjivanje prenosa bakterija sa koze na trup tokom operacije
skidanja koze. U malom broju istrazivanja u prakticnim uslovima na liniji klanja, u
kojima je efikasnost tretmana koze merena efektom u redukciji bakterijske
kontaminacije trupova, postignuta efikasnost u redukciji prenosa mikroflore sa koze
na trup (smanjenje u odnosu na proces klanja bez tretmana koze) iznosila je od 1-2
log cfu/cm? sa najboljiim efektom hemijske depilacije. Medutim, za spredavanje
prenosa bakterija sa koze na trup ocigledno nije neophodno potpuno eliminisati
bakterije ili redukovati njihov broj na kozi. 1z dosadasnjih istraZivanja je jasno da ovo
nije ni moguce, s obzirom da je maksimalna postignuta redukcija iznosila oko 6 log
(odnosno oko 3,5 log u realnim uslovima na klanici), a poznato je da je koza goveda
kontaminirana nivoima mikroflore i preko 10 log. Ocigledno je da je u strategijama
dekontaminacije koZe potrebno istrazivati nove pristupe -  ukljuujuéi
imobilizaciju/fiksaciju bakterija na dlaci i povrSini koze - ¢ime bi se njihov prenos na
meso trupova mogao efikasnije redukovati u odnosu na dosadasnje tretmane

dekontaminacije koze.
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Tabela 4.9. Zbirni prikaz svih ispitivanih antimikrobnih tretmana kozZe goveda i
postignuti antimikrobni efekti u redukciji bakterijske kontaminacije koze i trupova

Redukcija na kozi

Redukcija na trupovima

Antimikrobni tretman T.I(-;\(;Ci’ EBC%’” i.a(lzr?]I(l)l?(:If;Tl E. coli 0157 TTSI((::, ’IE Bc(c:)ii E. coli 0157
log cfulcm?* e(%) c¢ logcfulcm?* e(%) c

Sisanje dlake ili ne¢istoce sa koze 0 / / / do 0,3 / /
Sisanje dlake + opaljivanje 2,0 / / / / / /
Pranje vodom do 1,0 do 1,5 82% 1,1x / / /
Vruéa voda (60°C) 1,0-1,6 (oko 1) / 8% 1,1x / / /
Ozonirana voda (15°C) 2,1-3,4 (oko 3) / 65% 2,9x / / /
EO voda (60°C) 3,5-4,3 (oko 4) / 57% 2,3x / / /
Vodena para 2-4 (oko 3)  2-6 (oko 4) / / / / /
Hemijska depilacija 34-43(35 425145 |/ / do 2,0 98% 50x
Dekontaminacija hemijskim sredstvima

Organske kiseline (2-10%) 21-28(25) 1,3-5,1(3,5) / / / / /

Neorganske kiseline 2,5-4,1 (oko 3) / / / / / /

z\lNe:IOSI?II,ITrsirlfgtﬁ}ﬁinf?)ssfﬁ?itl\é?ofoam) (;k?; 32) (;k?) gg) 64% 27x 08 88% 85

Ostala ne_kiselilnslfa sredstya . 1,2-3,0 0,6-4,4 / / / / /

(hlor, povidon jodid, vodonik peroksid)  (oko 2,5) (oko 3)

Alkoholi / 5,0-55(0ko 5) / / / / /

Komercijalni sanitaj;eri [ CEC 1% . 2,0-3,8 45 39% 1.6x do 15 87% 7.7x

(kvaternerna amonijumova jedinjenja) (oko 3,9)

Sva hemijska sredstva + vakumiranje  1-2 dodatno / / / / / /

* Logaritamska redukcija = (log cfu/cm? pre tretmana) — (log cfu/cm? nakon tretmana)

e Efikasnost tretmana u redukciji prevalence = (% redukcije x 100) / % pozitivnih kontrola
¢ Koeficijent efikasnosti tretmana = (% pozitivnih kontrola) / (% pozitivnih nakon tretmana)
T Inokulisana mikroflora (direktno na kozu ili putem inokulisanog fecesa)
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1. Ocena sadasnjeg stanja nauke i prakse u oblasti
strategija antimikrobnih tretmana koze goveda

Intenzivha naucCna istrazivanja u pravcu utvrdivanja naCina i mera za
unapredenje mikrobioloskog statusa trupova goveda dovela su do shvatanja da
sama primena higijenskih mera tokom klanja i obrade goveda nije uvek dovoljna za
postizanje mikrobioloSskog statusa zahtevanog od strane regulatornih organa,
trgovine mesom ili specifi¢nih trziSta. U takvim situacijama, primena dodatnih mera
intervencije/dekontaminacije je neophodna za postizanje dalje redukcije
mikrobioloSske kontaminacije mesa. U tom cilju, antimikrobni tretman se moze
primenjivati ili na mesu trupova (reaktivno), ili na glavhom izvoru njegove
mikrobioloSke kontaminacije (proaktivno), ili oba tretmana u kombinaciji. Primenom
mikrobioloskih, molekularnih, statistickih metoda i kompjuterskog modelovanja,
utvrdeno je da je koZza goveda najznacajniji izvor mikrobioloSke kontaminacije mesa
trupova na liniji klanja, Cesto i sa bakterijskim alimentarnim patogenima, i glavni
faktor u lancu govedeg mesa koji utiCe na izloZzenost potro§aca nekim znacajnim
alimentarnim patogenima (npr. E. coli O157, Salmonella). |1z tog razloga, u novije
vreme, inicirana su istrazivanja antimikrobnih tretmana koza goveda. U dosad
objavljenim istrazivanjima, ispitivani su razliCiti fiziCki i hemijski antimikrobni tretmani
koZe goveda, sa ciliem da se patogeni ubiju ili uklone sa koZe. Neki od njih zbog
svojih negativnih strana ne mogu imati prakti€nu primenu (tretman vodenom parom,
hemijska depilacija), dok je jedini tip antimikrobnog tretmana koze koji je uSao u
komercijalnu upotrebu (u SAD) baziran na pranju koze zaklanih goveda hemijskim
sredstvima (NaOH ili hlorinisanom vodom) u kabinetima. Relativno mali ukupan broj
objavljenih studija ukazuje da bi dosadasnji antimikrobni tretmani koZze goveda mogli
smanijiti mikrofloru na koZi u eksperimentalnim uslovima za oko 3-4 log cfu/cm?, a u
praktiénim uslovima na klanici za oko 2-3 log cfu/cm?. Ove redukcije na koZi bi mogle
rezultirati poboljSanjem mikrobioloSkog statusa mesa trupova za oko 0,5-1,5 log
cfu/cm?. Medutim, ovaj nivo redukcija nije dovoljan, ako se ima u vidu da je koza
goveda redovno kontaminirana sa nivoima ukupne i fekalne mikroflore i preko 10 log
cfu/cm?, kao i da se u proseku oko 1% ukupne mikroflore koZe prenese na meso

trupova tokom njenog skidanja u realnoj situaciji na liniji klanja.
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Krajnji cilj primene antimikrobnih tretmana na koZi goveda, bez obzira na kom
su principu zasnovani, je spreCavanje prenosa bakterija sa visoko kontaminirane
koZe na primarno sterilan trup tokom operacije skidanja koze. Oc€igledno je da
redukcija ili potpuna eliminacija mikroflore sa koze nije neophodna (ovo nije ni
moguce), vec je dovoljno spreciti njeno odvajanje sa kozZe i prenos na meso trupova.
U tom smislu potrebna su istrazivanja novih pristupa u antimikrobnim tretmanima
koze; a jedan od njih koji izgleda da najvise obecava je imobilizacija/fiksacija
bakterija na dlaci i povrSini koze. Novi, efikasniji antimikrobni tretman koze bi se
mogao koristiti ili kao jedini tretman na liniji klanja, ili u kombinaciji sa sukcesivnim
tretmanom mesa trupova. U ovom drugom slu€aju, moglo bi se ocekivati i
sinergisticCko delovanje dva tretmana, sa ukupnim kumulativnim efektima koji bi
omogucili veoma znacajno unapredenje mikrobioloSkog statusa mesa trupova i

bezbednosti govedeg mesa uopste.
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2. Radna hipoteza

Glavni cilj istrazivanja je da se potvrdi ili odbaci sledeca radna hipoteza:

Novi antimikrobni tretman koZe koji ¢e biti razvijen i ocenjen u okviru ovog
istrazivanja, zasnovan primarno na imobilizaciji mikroorganizama na dlaci koze pre
njenog skidanja sa zaklanih goveda, omogucic¢e znacajno vecu redukciju prenosa
mikroflore kozZe ukljuCuju¢i patogene na meso trupova, u odnosu na druge

antimikrobne tretmane do danas opisane u literaturi.

3. Zadaci rada

U cilju potvrdivanja ili odbacivanja radne hipoteze, bilo je potrebno obauviti

naucna istraZivanja sa sledec¢im zadacima:

Zadatak 1. Optimizirati in vitro novi antimikrobni tretman koze goveda na bazi

imobilizacije mikroflore na dlaci koriS¢enjem prirodne smole Selak

Podzadatak 1.1. Utvrditi optimalne, glavne parametre novog tretmana
(koncentraciju i temperaturu rastvora Selaka u etanolu)

Podzadatak 1.2. Uporediti prenosivost mikroflore sa koze nakon novog
tretmana njene imobilizacije sa onom nakon postojeceg tretmana dekontaminacije ili
sa onom kod netretirane koze

Podzadatak 1.3. Utvrditi prenosivost E. coli O157 sa koze nakon

novog tretmana imobilizacije sa onom kod netretirane koze

Zadatak 2. lzvrsiti validaciju efikasnosti novog antimikrobnog tretmana
imobilizacije mikroflore na koZi goveda u redukciji njenog prenosa na meso
Podzadatak 2.1. Utvrditi efekte novog antimikrobnog tretmana kozZe na
redukciju prenosa mikroflore sa koze na meso na laboratorijskom modelu
Podzadatak 2.2. Utvrditi efekte novog antimikrobnog tretmana koze na

mikrobioloski status mesa trupova goveda u komercijalnoj klanici
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Poglavije 1

Optimizacija antimikrobnog tretmana imobilizacije
mikroflore na dlaci koze goveda

Antic D., Blagojevic B., Ducic M., Mitrovic R., Nastasijevic |. and Buncic S. (2010).
Treatment of cattle hides with Shellac-in-ethanol solution to reduce bacterial

transferability - A preliminary study. Meat science, 85, 77-81.



Poglavije 1

1. Kratak sadrzaj

Rastvor prirodne smole Selak u etanolu, koja je dozvoljena za koriS¢enje u
hrani, je ispitivan za tretiranje uzoraka vizuelno Ciste i suve koze goveda u cilju
redukcije prenosa bakterija sa koze na briseve za uzorkovanje. Tretman koze 23%
rastvorom Selaka u etanolu je redukovao prenos ukupne mikroflore (TVC) na
sundere za uzorkovanje za 6,6 log (>1000 puta viSe u odnosu na 2,9 log redukcije
postignute samo etanolom), a genericke Escherichia coli i Enterobacteriaceae za
najmanje 2,9 i 4,8 log. Ove redukcije su bile zna€ajno vise u odnosu na redukcije
postignute tretmanom koze ispiranjem sanitajzerom i vakumiranjem. Znacajno vise
redukcije prenosa TVC sa koZe na briseve su postignute koriS¢enjem viSih
koncentracija Selaka (23% i 30% u odnosu na 4,8-16,7%) i u slu€ajevima kada je
temperatura rastvora $elaka bila od 20°C-40°C u odnosu na 50°C ili 60°C. Takode,
tretman koze Selakom je znacajno redukovao prevalencu E. coli O157 na prirodnoj,
neinokulisanoj kozi (3,7 puta manje u odnosu na kontrolu), kao i broj E. coli O157 na
vestacki inokulisanim kozama (redukcija od 2,1 log). Ova preliminarna studija je
pokazala da antimikrobni tretman ,imobilizacije mikroflore na koZi goveda“ u cilju
redukcije prenosa mikroorganizama sa koze ima dobar potencijal za upotrebu i zbog

toga ¢e i dalje biti ispitivan.
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2. Uvod

Meso trupova goveda moze biti kontaminirano tokom operacija klanja i obrade
goveda putem fecesa, sadrzaja buraga/creva i sa koze (Huffman, 2002). 1z tog
razloga, tretmani dekontaminacije mesa trupova su detaljno ispitivani i u Sirokoj su
upotrebi u govedim klanicama u nekim zemljama (na primer, u SAD), kao
interventna mera za eliminaciju bakterijskih alimentarnih patogena sa mesa trupova.
lako je ovakav pristup doveo do znafajnog poboljSanja mikrobioloSkog statusa
govedih trupova, on se moze smatrati kao ,reaktivan®, jer probleme (mikrobioloSku
kontaminaciju) reSava nakon Sto se oni dogode. U skorije vreme, dosta paznje je
usmereno ka viSe proaktivnom i preventativnom pristupu, odnosno redukciji
bakterijske mikroflore i patogena na glavnhom izvoru kontaminacije trupova - koZi
goveda, primenom viSe razli€itih tretmana (Koohmaraie i sar., 2005; Small i sar.,
2005), pre nego Sto se kontaminacija trupova uopste i dogodi.

Regulatorna tela u SAD smatraju da je i pored primene najbolje higijenske
prakse, nemoguce izbeci izvesnu mikrobioloSku kontaminaciju trupova, ukljuujuéi i
sa alimentarnim patogenima. Dekontaminacioni tretmani se dakle, smatraju kao
dodatak HACCP-u u cilju zadovoljavanja kriterijuma i standarda za redukciju
patogena (Smulders i Greer, 1998). Sa druge strane, regulatorna tela u EU su
doskora smatrala da su striktna higijenska praksa i implementacija HACCP sistema
dovoljni da osiguraju bezbednost govedeg mesa i da bi uvodenje tretmana
dekontaminacije na klanicama dovelo do smanjivanja nivoa higijenske prakse od
strane klanica i njihovog preteranog oslanjanja na ove mere intervencije, sto bi na
kraju rezultiralo smanjivanjem ukupne bezbednosti proizvoda. Medutim, novom
Evropskom regulativom (EU Regulation 853/2004) se, u principu, dozvoljava
upotreba tretmana dekontaminacije u klanicama, ukoliko se za takve tretmane dobije
pozitivho nauc¢no misljenje panela EFSA i dozvola regulatornih tela (EC, 2004a).

Danas raspolozive informacije o antimikrobnoj efikasnosti i moguénostima
prakti€ne primene tretmana dekontaminacije koZze goveda, kako u eksperimentalnim,
tako i u komercijalnim uslovima, su ograni¢ene i nedovoljne. Neki istrazivaci veruju

da su dekontaminacioni tretmani koze goveda najefikasniji naCin da se redukuje
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bakterijska kontaminacija mesa govedih trupova (Koohmaraie i sar., 2005; Small i
sar., 2005; Antic i sar., 2010a).

U dosad objavljenim istrazivanjima, ispitivani su razliiti fiziCki i hemijski
antimikrobni tretmani koZe goveda, sa ciliem da se patogeni ubiju ili uklone sa koze.
Ovi tretmani su bili zasnovani na razli€itim pristupima, uklju€ujuci: pranje Zivotinja pre
klanja (Byrne i sar., 2000; Mies i sar., 2004), tretman vodenom parom pod
subatmosferskim pritiskom (McEvoy /i sar., 2001, 2003c), hemijska depilacija
(Schnell i sar., 1995; Castillo i sar., 1998; Nou / sar., 2003), uklanjanje dlaka voskom
(Purnell i sar., 2007), razliita hemijska anitmikrobna sredstva ukljuCuju¢i organske
kiseline, neorganske Kkiseline i baze, alkohole, cetilpiridin hlorid, komercijalne
deterdzente/dezinficijense/sanitajzere (Bosilevac i sar., 2004a, b; Bosilevac i sar.,
2005a, b; Mies i sar., 2004; Small i/ sar., 2005), ozonirana i EO voda (Bosilevac i
sar., 2005b), SiSanje neclistoCe sa koze (Van Donkersgoed i sar., 1997) i dlaka i/ili
njihovo opaljivanje (Small i sar., 2005) i aplikacija bakteriofaga (O’Flynn i sar., 2004).
Postignuta redukcija bakterijske mikroflore i alimentarnih patogena na kozi se veoma
razlikovala u razliCitim studijama, u zavisnosti od brojnih faktora, a naroCito usled
razlika vezanih za: a) higijenski i mikrobioloSki status koze; b) efikasnost samog
dekontaminacionog tretmana; i c) da li je istraZivanje sprovedeno u laboratorijskim ili
prakticnim uslovima na klanici.

Do danas, moZze se reci da je postignuta mikrobna redukcija na kozi goveda u
eksperimentalnim uslovima u laboratoriji iznosila oko 3-4 log cfu/cm?, a u praktiénim
uslovima na klanici do 2-3 log cfu/cm?. Medutim, koza goveda je redovno
kontaminirana sa mnogo viSim nivoima ukupne i fekalne mikroflore, ukljuCujuci i
alimentarne patogene. Zbog toga je neophodno da se efikasnost antimikrobnih
tretmana koZe goveda u redukciji prenosa mikroorganizama sa koze na meso
trupova znacajno poboljSa. Da bi se to postiglo, moZe se uzeti u obzir alternativni
pristup u tretmanima koze: mikrobna imobilizacija (fiksacija) na dlaci i povrSini koze.
Sa ovim pristupom, eliminacija ukupne mikroflore sa koze nije neophodna (to nije ni
moguce), vec je dovoljno da se koza tretira nekim lepljivim materijama i bakterije na
odredeni nacin ,zalepe” za dlaku i tako spreci njihovo odvajanje sa kozZe i prenos na
meso trupova tokom operacije skidanja koze. Za tu svrhu, moZze se upotrebiti jedna
od takvih lepljivih materija, prirodna smola poreklom od insekata, Selak, koji se koristi
u industriji hrane za glaziranje povrSine konditorskih proizvoda (slatkiSa) i voca

(citrusa) u cilju spreCavanja osteéenja njihove povrsine pri rukovanju i skladistenju.
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Krajnji cilj u bezbednosti mesa primenom antimikrobnih tretmana na koZi
goveda, bez obzira na kom su principu zasnovani, je spreCavanje prenosa
mikroorganizama sa visoko kontaminirane koze na primarno sterilan trup tokom
operacije skidanja koze. Radi postizanja tog cilja, u ovoj preliminarnoj studiji je
koriS¢en rastvor Selaka u etanolu za tretiranje uzoraka Ciste i suve koze goveda u
ciliju redukcije prenosa bakterija sa koZze metodom uzorkovanja brisem, sa
pretpostavkom da bi tretman mogao da smaniji i prenos bakterija sa koze na meso
trupova. Takode, vrSena je i optimizacija ovog antimikrobnog tretmana u pogledu
najoptimalnijih parametara rastvora Selaka, kao i njegovo uporedenje sa ,klasi¢nim®
tretmanom dekontaminacije koze ispiranjem sanitajzerom i vakumiranjem, uz
ispitivanje efekata i na najvaznijem alimentarnom patogenu u goveda, E. coli O157.
U ovoj studiji, antimikrobni tretman rastvorom Selaka u etanolu nije ispitivan na
prljavim i/ili mokrim kozama, jer je EU regulativom predvideno da se mogu klati samo

Cista i suva goveda.

3. Materijal i metode

3.1. Efekti koncentracije i temperature rastvora Selaka na prenos

mikroflore sa tretiranih koza na briseve za uzorkovanje

3.1.1. Priprema uzoraka koze

Parni komadi koze (povrSine 40x30 cm) su isecani sa vizuelno Cistih i suvih
koZza odmah nakon njihovog skidanja sa zaklanih goveda, upakovani u kese i
transportovani u laboratoriju u roku od 2 h. U okviru svakog para, dva komada koze
su uzeta sa tacno suprotnih strana koze (sa leve i desne strane zivotinje), sa ciljem
da njihove karakteristike budu $to je sliCnije moguce (osobine dlake, Cistoéa i nivo
mikroflore). U cilju izjednaCavanja nivoa mikroflore izmedu parnih komada koze,
jedan komad je postaviljen preko drugog (dlaka na dlaku) i tako drzan u trajanju od

30 minuta. Nakon njihovog razdvajanja, jedan od dva komada koze je podvrgnut

108



Poglavije 1

tretmanu rastvorom Selaka u etanolu (,tretman®) razli€itim parametrima koncentracije
i temperature rastvora (kao $to je opisano kasnije), dok drugi komad koZe nije bio

tretiran (,netretirana kontrola“) (slika 6).

3.1.2. Priprema rastvora Selaka

Selak (Zinsser Co. Inc., USA) je prirodna smola, proizvod insekata, dozvoljen
za koriS¢enje u industriji hrane u EU i SAD kao aditiv, gde se upotrebljava kao
glazirajuée sredstvo (na primer, za konditorske proizvode i voée). Selak je rastvorljiv
prvenstveno u alkoholima, a najbolje u etanolu (slika 3). Za ocenu efekata
koncentracije Selaka, odgovarajuce koliCine ove smole su rastvorene u apsolutnom
(99,09%) etanolu na sobnoj temperaturi (oko 20°C) i pripremljeni rastvori u
koncentracijama od 4,8%, 9%, 16,7%, 23% i 30%. Dodatno, pripremljena je i
kontrola koja se sastojala samo od apsolutnog etanola (99,09%), bez dodatog
Selaka. Za ocenu efekata temperature rastvora Selaka, 23% rastvor Selaka u
apsolutnom etanolu je zagrevan i pripremlien na temperaturama od 20°C, 30°C,
40°C, 50°C i 60°C. Za svaki parametar koncentracije i temperature rastvora $elaka, 6
uzoraka koze tretirane Selakom i 6 korespodentnih (parnih) netretiranih kontrolnih
uzoraka kozZe je ispitano u cilju utvrdivanja efekata u redukciji ukupnog broja
bakterija (TVC), broja Enterobacteriaceae (EC) i generiCke E. coli (opisano kasnije).

3.1.3. Tretman uzoraka koze rastvorom Selaka

Tretiranje koza razli€itim koncentracijama i temperaturama rastvora Selaka je
vrS§eno ravnhomernim prskanjem ru¢nom prskalicom (CP 450, Matrix) (slika 4) sa
rastojanja od 20 cm, u trajanju od 1 minut (slika 5). Nakon tretmana, komadi koze su
ostavljeni da se osuSe na vazduhu, na sobnoj temperaturi u trajanju od 5 minuta, pre
mikrobioloSkog uzorkovanja (slika 6). Ukupno potrebno vreme za tretman i suSenje
koZa od oko 6 minuta je u skladu sa regulatornim zahtevom da se obrada trupa

goveda mora zavrsiti za 45 minuta nakon klanja zivotinje.
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Slika 3. Selak, prirodna smola poreklom od insekata
U ljuspicama (levo) i rastvoren u etanolu (desno)

Slika 5. Tretman koza prskanjem rastvorom Selaka u etanolu
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3.1.4. MikrobioloSko uzorkovanje koze

Uzorkovanje tretiranih i netretiranih komada koza je vrSeno tehnikom viaznog
brisa, jer ovaj metod simulira prenos bakterija sa koZze na meso trupova putem
direktnog kontakta i/ili putem kontakta koZa-noZevi/ruke radnika-meso i/ili putem
aerosola. Sterilni metalni Sablon (10 x 10 cm) je bio postavljen na svaki uzorak koze i
unutar Sablona je sa 5 uzastopnih povlacenja sunderom uzorkovana cela povrSina
od 100 cm? (slika 7). Kori§éeni su ravni celulozni sunderi za pranje (povrsine 10 x 10
cm, 2 cm debljine) koji ne sadrZze antimikrobne agense i prethodno su u laboratoriji
bili izlozeni UV zracima u trajanju od 15 minuta, a zatim asepticno upakovani u
aluminijumsku foliju (Nastasijevic i sar., 2008; Antic i sar., 2010a) (slika 8).
Neposredno pre upotrebe, svaki sunder je bio nakvasen sa 10 ml steriinog MRD
(Maximum Recovery Diluent; Oxoid, Hampshire, England, UK). Uzorci briseva su
stavljani u posebne stomaher kese (19x30 cm; Nasco, Whirl-pak, USA) (slika 8) i

mikrobioloski ispitivani.

3.1.5. Homogenizacija uzoraka

U svaku stomaher kesu sa sunderom je dodato po 90 ml steriinog MRD, a
potom su kese spolja ru¢no masirane u trajanju od 1 minut da se dobiju homogenati.
|z svake kese je zatim uzet po 1 ml homogenata i pripremljene su serije decimalnih
razredenja u MRD (ISO metoda 6887-1:1999).
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Slika 6. Parni komadi vizuelno Ciste i suve koze
Netretirani (kontrolni) komad koZe (levo) i nakon tretmana Selakom (desno)

Slika 7. Uzorkovanje koza metodom vlaznog brisa sunderom

Slika 8. Asepti¢ni celulozni sunderi koriS¢eni za uzorkovanje koze

Pripremljeni za uzorkovanje (levo) i nakon obavljenog uzorkovanja koze (desno)
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3.1.6. Utvrdivanje ukupnog broja bakterija (TVC), broja Enterobacteriaceae
(EC) i genericke E. coli (GEC) iz uzoraka

Za utvrdivanje ukupnog broja bakterija (TVC), iz odgovarajucih razredenja
napravljenih od homogenata svakog uzorka mesa je uziman po 1 ml razredenja i
pipetom prenet na Petriflmove za utvrdivanje TVC (Petrifilm Aerobic Count Plate,
3M Health Care, St. Paul, USA). Nakon toga su Petrifilmovi inkubirani na 30°C u
toku 72 h, a zatim su sve izrasle kolonije izbrojane (AFNOR validovana metoda 3M
01/1-09/89) (slika 9).

Za utvrdivanje broja Enterobacteriaceae (EC), iz odgovarajuéih razredenja
napravljenih od homogenata svakog uzorka mesa je uziman po 1 ml razredenja i
pipetom prenet na Petrifilmove za utvrdivanje EC (Petriflm Enterobacteriaceae
Count Plate, 3M Health Care, St. Paul, USA). Nakon toga su Petrifilmovi inkubirani
na 37°C u toku 24 h, a zatim su sve izrasle tipi€ne kolonije izbrojane (AFNOR
validovana metoda 3M 01/06 09/97) (slika 10).

Za utvrdivanje broja genericke E. coli (GEC), iz odgovarajuéih razredenja
napravljenih od homogenata svakog uzorka mesa je uziman po 1 ml razredenja i
pipetom prenet na Petrifilmove za utvrdivanje GEC (Petrifilm E. coli/Coliform Count
Plate, 3M Health Care, St. Paul, USA). Nakon toga su Petrifilmovi inkubirani na 37°C
u toku 48 h, a zatim su sve izrasle tipicne kolonije izbrojane (NMKL metoda
147.1993 za E. coli) (slika 11).
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Slika 10. Petrifilmovi za utvrdivanje broja Enterobacteriaceae (EC)

Slika 11. Petrifilmovi za utvrdivanje broja genericke E. coli (GEC)
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3.2. Uporedivanje tretmana imobilizacije mikroflore na kozi

rastvorom Selaka sa tretmanom dekontaminacije koze

3.2.1. Priprema uzoraka koze

Parni komadi koze (povrSine 50x40 cm) su isecani sa vizuelno Cistih i suvih
koZza odmah nakon njihovog skidanja sa zaklanih goveda, upakovani u kese i
transportovani u laboratoriju u roku od 2 h. U okviru svakog para, dva komada koze
su uzeta sa tacno suprotnih strana koze (sa leve i desne strane zivotinje), sa ciljem
da njihove karakteristike budu $to je sliCnije moguce (osobine dlake, Cistoéa i nivo
mikroflore). U cilju izjednaCavanja nivoa mikroflore izmedu parnih komada koze,
jedan komad je postaviljen preko drugog (dlaka na dlaku) i tako drzan u trajanju od
30 minuta. Nakon njihovog razdvajanja, jedan od dva komada kozZe je podvrgnut
tretmanu rastvorom Selaka u etanolu ili tretmanu ispiranjem sanitajzerom i
vakumiranjem (,tretman®), kao $to je opisano kasnije, dok drugi komad koZe nije bio
tretiran (,netretirana kontrola®). Za svaki ispitivani tretman, bilo je ispitano 6 uzoraka
tretirane koze i 6 korespodentnih (parnih) netretiranih kontrolnih uzoraka koze, u cilju
utvrdivanja efekata u redukciji ukupnog broja bakterija (TVC), broja

Enterobacteriaceae (EC) i generiCke E. coli (opisano kasnije).

3.2.2. Tretman uzoraka koze rastvorom Selaka

Komadi koZe su tretirani rastvorom Selaka u etanolu (23% u apsolutnom
99,09% etanolu), ravhomernim prskanjem ruénom prskalicom (CP 450, Matrix) sa
rastojanja od 20 cm, u trajanju od 1 min. Nakon tretmana, komadi koze su ostavljeni
da se osu$e na vazduhu, na sobnoj temperaturi u trajanju od 5 minuta, pre
mikrobioloSkog uzorkovanja. Ukupno potrebno vreme za tretman i susenje kozZa od
oko 6 minuta je u skladu sa regulatornim zahtevom da se obrada trupa goveda mora

zavrsiti za 45 minuta nakon klanja Zivotinje (slike 5 i 6).
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3.2.3. Tretman uzoraka koze ispiranjem sanitajzerom i vakumiranjem

Efekti antimikrobnog tretmana sa 23% rastvorom Selaka u etanolu su
uporedivani sa efikasnim tretmanom dekontaminacije koze (Cija je efikasnost u
redukciji TVC oko 2 log), ispiranjem sanitajzerom i vakumiranjem, koji je prethodno
opisan (Small /i sar., 2005). Sanitajzer je bio preparat na bazi kvaternernih
amonijumovih jedinjenja, povrsinski dezinficijens (Fink-Antisept G, FINKTEC GmbH).
Na osnovu uputstva proizvodaca, preparat je rastvoren u toploj vodi (50°C), a zatim
njime napunjen usisivaC za CiS¢enje dubinskom ekstrakcijom, sa ispiranjem i
vakumiranjem (Puzzi 200, Karcher) (slika 12). Komadi koze su tretirani usisivacem
na takav nacin da je rastvor sanitajzera ravhomerno aplikovan u pravcu rasta dlake i
istovremeno usisavan, u trajanju od 1 minut (slika 13), a zatim su tretirani komadi
koze ostavljeni da se osuSe na vazduhu, na sobnoj temperaturi u trajanju od 3
minuta. Ukupno potrebno vreme za tretman i suSenje koza od oko 4 minuta je u
skladu sa regulatornim zahtevom da se obrada trupa goveda mora zavrsiti za 45

minuta nakon klanja zivotinje.

3.2.4. MikrobioloSko uzorkovanje koze

Uzorkovanije tretiranih i netretiranih komada koze je vrSeno brisom sunderom,

na isti nacin kao Sto je opisano u potpoglavlju 3.1.4.

3.2.5. Utvrdivanje ukupnog broja bakterija (TVC), broja Enterobacteriaceae
(EC) i genericke E. coli (GEC) iz uzoraka

U svaku stomaher kesu sa sunderom kojim je uzorkovana koza tretirana
Selakom, kao i u kontrolne uzorke, je dodato po 90 ml sterilnog MRD. U stomaher
kese sa sunderima kojima je uzorkovana koZzZa tretirana ispiranjem sanitajzerom i
vakumiranjem je dodato 90 ml Dey-Engley neutraliSuc¢eg bujona (Difco Laboratories,
Detroit, MI, USA), u cilju neutralizacije eventualno prisutnih rezidua sanitajzera na
sunderu (Bosilevac i sar., 2004a). Nakon toga, sve stomaher kese su spolja ru¢no
masirane u trajanju od 1 minut, da se dobiju homogenati. |z svake kese je zatim uzet

po 1 ml homogenata i pripremljene su serije decimalnih razredenja u MRD (ISO
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metoda 6887-1:1999). Zatim je iz odgovaraju¢ih razredenja napravljenih od
homogenata svakog uzorka uziman po 1 ml razredenja i pipetom prenet na
Petrifilmove za utvrdivanje ukupnog broja bakterija (TVC), broja Enterobacteriaceaea
(EC) i generitke E. coli (GEC), koris¢enjem istih mikrobioloSkih metoda kao $to je

opisano u potpoglaviju 3.1.6.

Slika 12. Usisiva¢ za Cis¢enje dubinskom ekstrakcijom (Puzzi 200, Karcher),
koriS¢en za tretiranje koza ispiranjem sanitajzerom i vakumiranjem

Slika 13. Tretman koZza ispiranjem sanitajzerom i vakumiranjem
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3.3. Efekat tretmana koze rastvorom Selaka u redukciji prenosa E.

coli 0157 na briseve za uzorkovanje

3.3.1. Efekat tretmana koze rastvorom Selaka na E. coli O157 prirodno prisutnu

na kozi

Parni komadi kozZe (povrSine 30 x 20 cm) su uzorkovani na klanici isecanjem
sa koza 30 zaklanih goveda, upakovani u posebne kese i transportovani u
laboratoriju u roku od 2 h. U okviru svakog para, komadi koze su uzeti sa tacno
suprotnih strana koze sa grudi (sa leve i desne strane Zivotinje), sa ciliem da njihove
karakteristike budu Sto je sli¢nije moguce (osobine dlake, Cisto¢a i prisustvo E. coli
0157). U cilju daljeg izjednaCavanja prevalence i nivoa E. coli O157 izmedu parnih
komada koze, jedan komad je postavljen preko drugog (dlaka na dlaku) i tako drzan
u trajanju od 30 minuta. Nakon njihovog razdvajanja, jedan od dva komada koZze je
podvrgnut tretmanu 23% rastvorom Selaka u etanolu (,tretman®), kao $to je opisano
u prethodnom poglavlju, dok drugi komad koze nije bio tretiran (,netretirana
kontrola“). Ukupno je ispitano 30 tretiranih i 30 kontrolnih komada koze, a prisustvo
E. coli O157 je utvrdivano koriS¢enjem brzog testa zasnovanog na ELISA reakciji
(opisano kasnije). Usled niskih nivoa celija prirodno prisutne E. coli O157 na koZi
(narocito nakon tretmana), njihov broj nije mogao biti utvrden kvantitativno u ovom

eksperimentu.

3.3.2. Efekat tretmana koze rastvorom selaka na vestacki inokulisanu E. coli
0157

Parni komadi vizuelno Ciste i suve koze (povrSine 50x40 cm) su uzeti na
klanici i pripremljeni u laboratoriji na nacin kako je opisano u prethodnim poglavljima
(slika 14). Prethodno je u laboratoriji pripremljen inokulum 24-Easovne kulture
netoksigene E. coli 0157 (ATCC 43894) razredivanjem u MRD da se postigne
krajnja koncentracija od 8 logo cfu/ml. Za inokulaciju E. coli O157 na komade koze
su koris¢ene sterilne Cetkice, koje su prvo nakvasene sa MRD, zatim obrisane

papirnim ubrusom (da se ukloni visak teCnosti), a nakon toga njima ravnomerno
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nano$eno 2 ml inokuluma na kozu, unutar sterilnog metalnog $ablona (10 x 10 cm)
(slika 14). Inokulisani komadi koZe su ostavljeni 5 minuta da se osu$e na vazduhu,
na sobnoj temperaturi. Nakon toga, 6 komada koZe je bilo tretirano prskanjem 23%
rastvorom Selaka (na nacin kako je opisano u prethodnom poglavlju), dok je 6
korespodentnih (parnih) netretiranih kontrolnih uzoraka koze sluzilo kao kontrola. U

svakom uzorku je kvantitativno utvrdivan broj E. coli O157 (opisano kasnije).

Slika 15. Komad koZe nakon tretmana Selakom (levo) i uzorkovanje brisom (desno)

3.3.3. Mikrobiolosko uzorkovanje koze

Uzorkovanje tretiranih i netretiranih komada koze je vrSeno brisom sunderom,

na isti nacin kao $to je opisano u potpoglavlju 3.1.4 (slika 15).
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3.3.4. Utvrdivanje broja E. coli 0157

U svaku stomaher kesu sa sunderom je dodato po 90 ml steriinog MRD, a
potom su kese spolja ru¢no masirane u trajanju od 1 minut da se dobiju homogenati.
|z svake kese je zatim uzet po 1 ml homogenata i pripremljene su serije decimalnih
razredenja u MRD (ISO metoda 6887-1:1999). Broj Celija E. coli O157 je utvrdivan
nakon zasejavanja odgovarajuceg razredenja homogenata na Petri ploCe sa Sorbitol
MacConkey agarom koji sadrzi cefiksim (25 pl/500 ml: Dynal, Oslo, Norway) i kalijum
telurit (25 ul/500 ml: Dynal) [CT-SMAC ploce], koje su zatim inkubirane na 37°C, 24
h (O’Brien i sar., 2005) (slika 16). Tipi¢ne izrasle kolonije su izbrojane i potvrdene
kao E. coli koris¢enjem biohemijskog kita (APl 20E, BioMerieux, France) i seroloski
upotrebom DrySpot O157 latex aglutinacionog testa (Oxoid, Hampshire, England,
UK) (slika 17).

3.3.5. Utvrdivanje prisustva E. coli 0157

U svaku stomaher kesu sa sunderom je dodato po 90 ml steriinog MRD, a
potom su kese spolja ru€no masirane u trajanju od 1 minut da se dobiju homogenati.
Zatim je iz kese preneto 25 ml homogenata u 225 ml podloge za obogacenje (mEC +
novobiocin selektivni bujon; Merck, Darmstadt, Germany), koji je inkubiran na 37°C,
24 h. Nakon inkubacije, kultura bujona je testirana brzim imunohromatografskim
testom zasnovanom na ELISA reakciji (Singlepath® E. coli O157; Merck) na
prisustvo E. coli O157 (slika 18). Prema uputstvu proizvodacCa, ovaj brzi test je
AOAC validovan, sa pragom detekcije od 1 cfu/25 g uzorka, dok mu je osetljivost i

specificnost >99%.
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Slika 17. Prikaz pozitivne imunoaglutinacije za potvrdivanje E. coli 0157
(DrySpot O157 latex aglutinacioni test)

4T . 27T
Singlepath™ Singlepath®

Singlepath®™
E.COLI O157 E.COLI 0157

E.COLI 0157

B - - -

T L T

Slika 18. Brzi imunohromatografski test za utvrdivanje prisustva E. coli 0157
(Singlepath® E. coli O157)

U sredini je prikazan pozitivan uzorak
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3.4. Analiza rezultata

Za svaku grupu bakterija (TVC, EC, GEC i E. coli O157) i za svaki uzorak
brisa koZe goveda, prvo je izraCunavan broj izraslih kolonija, odnosno bakterija po
cm? (cfu/cm?), a zatim je svaka vrednost konvertovana u logaritme (logso cfu/cm?).
Nakon toga je koriScenjem statisticCkog programa Statgraphics 5.0 (Statistical
Graphics Corporation, USA) u okviru softverskog paketa Microsoft Excel, za svaku
grupu uzoraka izraCunata aritmetiCka sredina logaritama i njihova standardna
devijacija, a zatim i statistiCka znacajnost razlika izmedu srednjih vrednosti pomocu
Studentovog T-testa, za nivo zna€ajnosti od 95% (p<0,05).

Efikasnost antimikrobnih tretmana rastvorom Selaka i ispiranjem sanitajzerom
i vakumiranjem u redukciji prenosa bakterija sa koZze na briseve za uzorkovanje
(izrazena kao postignuta mikrobna redukcija), bila je ocenjivana izraCunavanjem
razlike u nivoima bakterija utvrdenim izmedu netretiranih (kontrolnih) i tretiranih

komada koze.

4. Rezultati i diskusija

4.1. Efekti koncentracije i temperature rastvora Selaka na prenos

mikroflore sa tretiranih koza na briseve za uzorkovanje

Nakon tretmana koZe prskanjem rastvorom Selaka, utvrdena je veoma
znacajna redukcija prenosa mikroflore sa koze na briseve za uzorkovanje (tabela
5.1). U dostupnoj literaturi nema podataka o bilo kakvom znacajnom antimikrobnom
(baktericidnom) efektu samog Selaka. Sa druge strane, za rastvaranje Selaka je
koriS¢en etanol, koji ima baktericidan efekat. Medutim, nakon tretmana koZze samo
etanolom, redukcija TVC je iznosila samo oko 3 log cfu/cm?, dok je tretman koze
rastvorom Selaka u etanolu imao za rezultat znac¢ajno vec¢u redukciju TVC, od oko 5
do 7 log cfu/cm? u zavisnosti od koncentracije samog $elaka (tabela 5.1). Ovo

ukazuje da su postignute redukcije prenosa bakterija, sa kozZe tretirane rastvorom
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Selaka na briseve za uzorkovanje, verovatno posledica dva glavna faktora koji su
delovali istovremeno. Sa jedne strane, oCekivano je da je primarni nacin delovanja
Selaka na kozi bio imobilizacija (fiksacija/leplijenje) bakterija na dlaci koze i
posledicno spre€avanije ili smanjenje njihovog odvajanja sa dlake i prenos na briseve
(sundere) za uzorkovanje. MoZe se pretpostaviti da bi i prenos bakterija sa koze
tretirane Selakom na meso trupa tokom skidanja koze (na primer, putem kontakta
koza-meso ili putem aerosola), bio redukovan na sli€an nacin i verovatno do sli¢nog
nivoa kao $to je u slu€aju prenosa sa koze na briseve za uzorkovanje. Drugi faktor
koji je verovatno imao udela u redukciji mikroflore je sam rastvarac Selaka, etanol,
koji je inaktivisao (eliminisao) odredeni deo mikroflore kozZe (tabela 5.1).

Sveukupno, znacajno bolja redukcija prenosa TVC sa koze na briseve je
postignuta koriS¢enjem viSih koncentracija Selaka (23% i 30% u odnosu na 4,8-
16,7%; tabela 5.1). Medutim, primeceno je da je tehnicki teSko izvodljivo pravilno
rastvaranje vecih koli¢ina Selaka u etanolu kako bi se dobila koncentracija od 30%.
Zbog toga je za koriS¢enje u kasnijim ispitivanjima tretmana koze Selakom izabrana
koncentracija od 23% Selaka u etanolu.

Znacajno vise redukcije prenosa TVC sa koze na briseve su postignute nakon
tretmana koze 23% rastvorom Selaka u sluajevima kada je temperatura rastvora
bila od 20°C-40°C u odnosu na 50°C ili 60°C (tabela 5.1). Ovaj rezultat je verovatno
bio posledica brzeg oc€vr§¢avanja Selaka na kozi (i posledino brze imobilizacije
bakterija) na nizim temperaturama, ili brzeg isparavanja etanola (odnosno smanjenja
njegovog baktericidnog efekta) na viSim temperaturama ili oboje.

lako je slican trend u redukciji prenosa bakterija sa koZze na briseve, u
eksperimentima sa ispitivanjem koncentracije i temperature rastvora Selaka,
primecen za sve tri ispitivane grupe bakterija (TVC, EC i GEC), redukcije TVC nakon
tretmana sa Selakom bile su znac¢ajno vec¢e u odnosu na one postignute sa EC i
GEC u ovoj studiji (tabela 5.1), kao i u drugoj studiji (tabela 5.2). Medutim, na osnovu
ovih rezultata, ne moze se ponuditi jasno objasnjenje ove pojave. Do danas, nema

objavljenih informacija i istraZivanja o tretmanima koze Selakom.
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Tabela 5.1. Efekti koncentracije i temperature rastvora Selaka na prenos mikroflore
sa tretiranih koza na briseve za uzorkovanje

Mikrobne redukcije na kozi (logs, cfu/cm?+ SD) ©

Uslovi Ukupan broj Broj Entero- Broj generi¢ke

Tip tretmana tretmana®  pakterija (TVC) bacteriaceae (EC)  E. coli (GEC)

Ispitivanje 30% -6,9+0,3" -3,8+0,4" -3,2+0,5"
Igolnientracije 23% 6,3+0,8" -3,6+0,8" 2,9+06"
Selaka B B B
u etanolu © 16,7% -5,0+0,9 -2,3+0,0 -23+04
9% -51+0,78 3,1+1,.28 -2,7+0,9°8
4,8% 50+14°8 31+1,18 -2,9+0,88
0% ° 29+1,3°¢ ND ' ND
Ispitivanje 20°C -6,0+0,7% -2,8+0,3% -2,8+0,4"
temperature 30°C 6.1+0,8" 26+07" 28+01"
rastvora Selaka u A A 5
etanolu @ 40°C 6,3+0,4 24 +0,3 -2,0+0,0
50°C 4,7+0,98 -2,0+0,0° -24+0,58
60°C -53+1,28 -2,5+0,3% -24+0,58

a . PP -
Ispitano po 6 uzoraka za svaku koncentraciju i temperaturu rastvora Selaka.

b Razlike izmedu srednjih vrednosti (+ standardna devijacija) korespodentnih tretiranih i
netretiranih uzoraka koze. U okviru svakog dela tabele i kolone, vrednosti oznaCene
razli¢itim slovima se statisti¢ki znac¢ajno razlikuju; C<B<A (P<0,05).

° Rastvor na sobnoj temperaturi (20°C).
d 23% rastvor Selaka u etanolu.

® Samo etanol.

f ND, nije utvrdeno.

4.2. Uporedivanje tretmana imobilizacije mikroflore na kozi

rastvorom Selaka sa tretmanom dekontaminacije koze

Veoma znacajna redukcija prenosa TVC sa kozZe na briseve (od oko 6,6 log)
je postignuta tretmanom koze 23% rastvorom Selaka (tabela 5.2), Sto je bilo
znadajno vise (za 1,7 log cfu/cm?) od redukcije postignute tretmanom ispiranjem
sanitajzerom i vakumiranjem (4,9 log). Ovakva redukcija TVC postignuta tretmanom
sanitajzerom bila je ve€a za oko 2-3 log u odnosu na rezultat slicnog tretmana
ispiranjem sanitajzerom i vakumiranjem (Small / sar., 2005) kada je koriS¢en drugi
sanitajzer. Takode, znacajne redukcije prenosa EC i GEC na briseve su postignute

tretmanom koze 23% rastvorom Selaka (tabela 5.2). lako tacan stepen ovih redukcija
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nije bilo moguce utvrditi zbog odsustva EC i GEC u uzorcima nakon tretiranja koze
Selakom, one su bile najmanje 4,8 log cfu/cm? i 2,9 log cfu/cm? i znagajno vise nego
one postignute dekontaminacionim tretmanom sanitajzerom.

Sveukupno, rezultati ove studije ukazuju da je antimikrobni tretman koze u
kome su kombinovana dva mehanizma delovanja, inaktivacija (ubijanje) i
imobilizacija bakterija na dlaci (tretman rastvorom Selaka u etanolu) bolji i efikasniji u
odnosu na antimikrobni tretman dekontaminacije koze Ciji je mehanizam delovanja
inaktivacija bakterija i njihovo uklanjanje sa dlake (tretman ispiranjem sanitajzerom i
vakumiranjem), u smislu redukcije prenosa ukupne mikroflore sa koze na briseve za
uzorkovanje. Do danas, nema objavljenih studija u kojima se vrS8i poredenje

efikasnosti tretmana imobilizacije mikroflore na kozi sa dekontaminacijom koze.

Tabela 5.2. Uporedivanje efikasnosti tretmana kozZe rastvorom Selaka i tretmana
dekontaminacije kozZe sanitajzerom u redukciji prenosa bakterija sa koze na briseve

Ispiranje rastvorom sanitajzera Prskanje 23% rastvorom Selaka

= - . . a a
Mikroorganizmi (Antisept G) i vakumiranje u etanolu

Netretirana Tretirana Mikrobna Netretirana Tretirana Mikrobna
koza koza  redukcija®  koza koza  redukcija®

Ukupan broj bakterija 99+03 50+03 -49+04" 10,8+0,2 42+0,7 -6,6+0,8°
(logyo cfu/cm?) ©

Broj 59+12% 25+0,79-34+11" 48+249 00 -48+24"
Enterobacteriaceae
(log1o cfu/cm?) ©

Broj genericke E.coli 39+04? 12+04°-28+07% 29+08Y 00 -29+0,8"
(log1o cfu/cm?) ©

a Ispitano po 6 korespodentnih tretiranih i netretiranih uzoraka koze.

b Razlike izmedu srednjih vrednosti (x standardna devijacija) korespodentnih tretiranih i
netretiranih uzoraka koze. U okviru svakog reda, vrednosti oznaCene razli€itim velikim
slovom se statistiCki zna€ajno razlikuju; B>A (P<0,05).

¢ Srednja vrednost + standardna devijacija.

9Samo 5 uzoraka (od 6) je bilo pozitivho

® Samo 4 uzoraka (od 6) je bilo pozitivno

" Stvarna redukcija je verovatno bila veca, ali nije mogla biti tacno utvrdena zbog
odsustva izolacije bakterija nakon tretmana
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4.3. Efekat tretmana koze rastvorom sSelaka u redukciji prenosa E.

coli 0157 na briseve za uzorkovanje

Prenos prirodno prisutne E. coli O157 sa neinokulisane koze na briseve za
uzorkovanje, odnosno njeno prisustvo u tretiranim uzorcima, bilo je redukovano 3,7
puta nakon tretmana koZe 23% rastvorom Selaka (tabela 5.3). Medutim, iako je
tretman veoma znacajno redukovao prevalencu ovog patogena, nije u potpunosti
eliminisao njegov prenos sa koze na briseve u svim uzorcima. U pokuSaju da se
kvantifikuje efekat tretmana Selakom u redukciji prenosa E. coli O157 sa koze na
briseve, uzorci koZe su inokulisani visokim nivoima celija ovog patogena pre
tretmana. ProseCna utvrdena redukcija prenosa E. coli O157 sa ovih inokulisanih
koZza na briseve nakon tretmana sa 23% rastvorom Selaka iznosila je oko 2 log
cfu/cm? (tabela 5.3).

Moze se primetiti da je ova redukcija prenosa E. coli O157 sa vestacki
inokulisanih koza na briseve (tabela 5.3) bila znaajno niZza u odnosu na redukcije
prenosa TVC, EC i GEC postignute sa prirodnih (neinokulisanih) koza (tabela 5.2) -
iako su oba tipa koza tretirana istim tretmanom zasnovanom na Selaku. Mogucée
objasnjenje ovakvih razlika moze ukljuCivati efekte tri glavna faktora. Prvo, jacina
pricvrS¢ivanja bakterija za dlaku kozZe, prirodno i/ili nakon tretmana Selakom, se
verovatno razlikuje izmedu razliCitih grupa/vrsta bakterija - posledi¢no i njihovo
odvajanje sa koze i prenos na briseve za uzorkovanje. Drugo, Celije inokulisane E.
coli O157 se verovatno nisu pricvrstile za dlaku na kozi istom jaCinom kao prirodno
prisutne bakterije, tokom perioda od 5 minuta izmedu inokulacije i tretmana koZze.
Treée, tokom inokulacije koze sa inokulumom E. coli O157 pripremljenim u MRD-u,
neminovno je doSlo do kvasenja dlake i koze, $to je moglo smanijiti efekat lepljenja
kasnije aplikovanog Selaka i/ili olakSati odvajanje i prenos bakterija sa koze na
briseve tokom uzorkovanja. U svakom slu€aju, ovi rezultati ukazuju da inokulisana
koZa nije optimalan model za ocenjivanje tretmana kozZe, uklju€ujuci i sa Selakom,

vec je koriS¢enje prirodne koze i mikroflore preporudljivo.
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Tabela 5.3. Efekat tretmana koze rastvorom Selaka u redukciji prenosa E. coli O157
na briseve

Tretman rastvorom Selaka (23%)

Mikroorganizmi Netretirana koza Tretirana koza Mikrobna redukcija

E. coli 0157 prisustvo ? 11/36,7% 3/10,0% -8/-72,7% °
(broj uzoraka / procenat) (3,7x)°
E. coli 0157 broj b 89+04 6,8+0,5 -2,1+0,7

(srednji log1o cfu/cm?+ SD)

¥ U 30 uzoraka prirodne (neinokulisane) koze.

b U 6 uzoraka koZe inokulisane sa Escherichia coli O157.
e Efikasnost tretmana u redukciji prevalence = (% redukcije x 100) / % pozitivnih kontrola
¢ Koeficijent efikasnosti tretmana = (% pozitivnih kontrola) / (% pozitivnih nakon tretmana)

5. Zakljucni komentar

Tretman koze 23% rastvorom Selaka u etanolu redukovao je prenos ukupne
mikroflore (TVC) na briseve za uzorkovanje za 6,6 log, a fekalne mikroflore (GEC i
EC) za najmanje 2,9 i 4,8 log. Ove redukcije su bile zna¢ajno bolje u odnosu na one
postignute standardnim tretmanom koze ispiranjem sanitajzerom (Antisept G) i
vakumiranjem. Dalje, tretman rastvorom Selaka je znacajno redukovao prevalencu i
broj E. coli O157 u brisevima koZe nakon tretmana. MoZe se pretpostaviti da bi i
prenos bakterija sa koze na meso fizickim kontaktom, bio redukovan na sli¢an nacin
kao Sto je u sluCaju prenosa sa koze tretirane Selakom na briseve za uzorkovanje.
Sveukupno, rezultati ove studije ukazuju da ovaj novi pristup u redukciji prenosa
bakterija sa koze goveda na meso, njihovom imobilizacijom na kozi, veoma obec¢ava
i ima dobar potencijal za praktiCnu primenu u industriji. Na osnovu prvih informacija
iz kozarske industrije, ukazano je da tretman koze Selakom ne bi uticao na oStecCenje
koZe i njeno kasnije koriS¢enje u ovoj industriji. Medutim, dalja istraZivanja su
neophodna kako bi se ispitali i bolje razumeli mehanizmi antimikrobnog delovanja
Selaka (imobilizacije) na kozama razliCite vizuelne CistocCe, izvrsila optimizacija

primene u realnim uslovima i dalje poboljSala ukupna efikasnost ovog tretmana.
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Validacija efikasnosti antimikrobnog tretmana
imobilizacije mikroflore na kozi goveda u redukciji

nienog prenosa na meso

Antic D., Blagojevic B. and Buncic S. (2011). Treatment of cattle hides with Shellac
solution to reduce hide-to-beef microbial transfer. In press
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1. Kratak sadrzaj

U ovoj studiji je ocenjivan efekat novog antimikrobnog tretmana koze goveda
Selakom (zasnovanog na imobilizaciji mikroorganizama na dlaci koze) u redukciji
prenosa mikroflore sa koze na meso goveda. U laboratorijskom modelu za direktni
prenos mikroflore sa koZze na meso, tretman koZe (razliCitih kategorija Cistoce)
Selakom je imao za rezultat zna¢ajne mikrobne redukcije na mesu goveda: do 3,6
log cfu/cm? ukupnog broja bakterija (TVC), do 2,5 log cfu/cm? Enterobacteriaceae
(EC) i do 1,7 log cfu/cm? genericke E. coli (GEC). U eksperimentu na maloj
komercijalnoj klanici, u uslovima loSe prakse (klanje prljavih goveda i neadekvatna
higijena procesa klanja i obrade), tretman koza Selakom je imao za rezultat znacajnu
postignutu mikrobnu redukciju na trupovima goveda nakon skidanja koze: 1,7 log
cfu/cm? TVC, 1,4 log cfu/cm? EC i 1,3 log cfu/cm? GEC. Kako u laboratorijskom, tako
i u eksperimentu na klanici, postignuta redukcija TVC na mesu goveda tretmanom
koZe Selakom, bila je znaCajno veca nego upotrebom komparativhog tretmana
ispiranjem sanitajzerom i vakumiranjem, dok se redukcije EC i GEC nisu znacajno

razlikovale izmedu ova dva tretmana koze.
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2. Uvod

Koza goveda predstavlja glavni izvor mikrobioloSke unakrsne kontaminacije
mesa trupova goveda, tokom operacije njenog skidanja i/ili indirektno doprinoseci
ukupnoj kontaminaciji na liniji klanja (Avery i sar., 2002; Arthur i sar., 2004;
Blagojevic i sar., 2011). |z tog razloga, objavljeno je nekoliko studija o razli€itim
tretmanima dekontaminacije koZe pre njenog skidanja, sa ciliem redukcije njene
mikroflore i posledi¢nim poboljSanjem mikrobioloSkog statusa trupova goveda
(Koohmaraie i sar., 2005; Small i sar., 2005). Ove studije su prvenstveno bile
fokusirane ka inaktivaciji mikroorganizama na kozi, samostalno ili u kombinaciji sa
njihovim fizickim uklanjanjem sa koze, upotrebom razli€itih tehnika zasnovanih na
termickom tretmanu visokom temperaturom (do 80°C) ili hemikalijama ukljuCujuci
organske Kkiseline, kvaternerna amonijumova jedinjenja, natrijum hidroksid,
cetilpiridin hlorid, sredstva za hemijsku depilaciju, vodonik peroksid, etanol,
ozoniranu vodu i acidifikovani hlor (Byrne i sar., 2000; McEvoy i sar., 2001; Nou i
sar., 2003; Bosilevac i sar., 2004b; Bosilevac i sar., 2005a, b; Small i sar., 2005;
Arthur i sar., 2007; McCleery i sar., 2007; Carlson i sar., 2008a, b). Sveukupno,
postignuta mikrobna redukcija u prakticnim uslovima na klanici bila je relativho
ogranitena: 2-3 log cfu/cm? na dekontaminiranoj koZi goveda ili oko 1 log cfu/cm? na
korespodentnim trupovima nakon obrade. Ako se ima u vidu da je koZza goveda
redovno kontaminirana sa nivoima ukupne mikroflore i preko 10 log cfu/cm?, kao i da
su bakterije ravhomerno rasporedene u svim slojevima dlake (Antic i sar., 2010a),
dalje poboljSanje efikasnosti baktericidnih tretmana koze je verovatno nemoguce
postici.

Vazno je imati u vidu da je kao osnovni princip i uslov za smanjenje
kontaminacije trupa poreklom sa koze, dovoljno spreciti odvajanje bakterija sa dlake
koZe i njihov prenos na meso trupova - inaktivacija (ubijanje) bakterija na kozi nije
neophodno. Na osnhovu toga je nedavno predloZzen novi, alternativni pristup
poboljSanju efikasnosti antimikrobnih tretmana koze u cilju redukcije mikrobnog
prenosa sa koze na trupove: tretman koze Selakom, prirodnom jestivom smolom za
imobilizaciju bakterija na kozi (Antic i sar., 2010b). U toj studiji, utvrdena je veoma

znacajna redukcija prenosa ukupne mikroflore (TVC, Enterobacteriaceae) sa Ciste i
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suve koZe na briseve za uzorkovanje (¢ak do 6,6 log cfu/cm?), a prevalence E. coli
0157 do 3,7 puta nakon tretmana koze prskanjem rastvorom Selaka u etanolu, u
odnosu na netretirane koze. Utvrdeni antimikrobni efekat je primarno bio posledica
imobiliSu¢eg efekta samog Selaka, a znatno manjim delom usled baktericidnog
delovanja rastvaraca (etanola).

Medutim, do danas nema objavljenih studija o krajnjim efektima
antimikrobnog tretmana imobilizacije mikroflore na kozi (Selakom) na prenos
bakterija sa koze na meso. Iz tog razloga, glavni cilj sadasnje studije bio je da se
oceni efikasnost tretmana koze Selakom u redukciji prenosa bakterija sa koZe na
meso goveda putem direktnog kontakta (na laboratorijskom modelu) i tokom rutinske

prakse klanja i obrade trupova goveda (u komercijalnoj klanici).

3. Materijal i metode

3.1. Ocena efekata antimikrobnog tretmana koze rastvorom Selaka

u prenosu mikroflore sa koze na meso na laboratorijskom modelu

3.1.1. Priprema uzoraka koze

Cistoéa koze goveda je u jednoj komercijalnoj klanici bila vizuelno ocenjena
primenom 1-5 numeri¢kog bodovnog sistema koji se koristi u UK (Meat Hygiene
Service’s “Clean Livestock Policy” sistem). Prema ovom sistemu, kategorija 1 koze
se definiSe kao Cista i suva koza; kategorija 2 kao neznatno prljava, suva ili vliazna,
slabo kontaminirana prljavstinom ili fecesom; kategorija 3 kao prljava, suva ili vlazna,
znacajno kontaminirana prljavstinom ili fecesom; kategorija 4 kao jako prljava, suva
ili vlazna, sa raSirenom prljavstinom ili fecesom; i kategorija 5 kao najprljavija i
mokra, sa veoma rasirenom mokrom prljavstinom i fecesom. Za potrebe ove studije,
odabrane su 1, 3 i 5 kategorija koZe, u cilju §to jasnije razlike izmedu komada koze u
pogledu njihove vizuelne Cistoce (slika 19). Parni komadi koze (povrSine 40x30 cm)

su isecani sa koza odmah nakon njihovog skidanja sa zaklanih goveda, upakovani u
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kese i transportovani u laboratoriju u roku od 2 h. U okviru svakog para, dva komada
koZe su uzeta sa taCno suprotnih strana koze (sa leve i desne strane Zivotinje), sa
ciliem da njihove karakteristike budu Sto je sli¢nije mogucée (osobine dlake, Cistoca i
nivo mikroflore). U cilju izjednaCavanja nivoa mikroflore izmedu parnih komada koze,
jedan komad je postavljen preko drugog (dlaka na dlaku) i tako drzan u trajanju od
30 minuta. Nakon njihovog razdvajanja, jedan od dva komada kozZe je podvrgnut
tretmanu rastvorom 3elaka u etanolu (,tretman®) ili ispiranjem sanitajzerom i
vakumiranjem (,komparativni tretman®), kao $to je opisano kasnije, dok drugi komad

koZe nije bio tretiran (,netretirana kontrola®).

Slika 19. Koze goveda razliCite kategorije Cistoce

Kategorija 1 - Cista i suva koZa (levo); Kategorija 3 - prljava, suva ili vlazna,
znacajno kontaminirana prljavstinom ili fecesom (u sredini); Kategorija 5 - veoma
prljava i mokra, sa veoma rasirenom mokrom prljavstinom i fecesom (desno)

3.1.2. Tretman uzoraka koze rastvorom Selaka (,,tretman‘) na laboratorijskom

modelu

Selak (Zinsser Co. Inc., USA) je prirodna smola, proizvod insekata, dozvoljen
za koris¢enje u industriji hrane u EU i SAD kao aditiv, gde se upotrebljava kao
glaziraju¢e sredstvo (na primer, za konditorske proizvode i voée). Komadi koZe su
tretirani rastvorom Selaka u etanolu (23% u apsolutnom 99,09% etanolu) kao u

prethodnoj studiji (Antic i sar., 2010b). Tretiranje kozZa je vrSeno ravnhomernim
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prskanjem ru¢nom prskalicom (Bosch, PFS 55) sa rastojanja od 20 cm, u trajanju od
1 minut. Nakon tretmana, komadi koZe su ostavljeni da se osuSe na vazduhu, na
sobnoj temperaturi u trajanju od 5 minuta, pre njihove upotrebe u laboratorijskom

modelu za prenos mikroflore sa koze na meso (opisano kasnije).

3.1.3. Tretman uzoraka koze ispiranjem sanitajzerom i vakumiranjem

(,,komparativni tretman“) na laboratorijskom modelu

U cilju ocene ukupnog efekta tretmana koze S$elakom (zasnovanog na
mikrobnoj imobilizaciji), ne samo kroz poredenje sa netretiranim kontrolnim
komadima koze, ve¢ i kroz poredenje sa efektima ,komparativnhog tretmana“
(zasnovanog na ubijanju i uklanjanju bakterija), pojedini komadi koZe su podvrgnuti
tretmanu dekontaminacije sanitajzerom, metodom ispiranja i vakumiranja. U ranijim
istrazivanjima je utvrdeno da je ovaj dekontaminacioni tretman jedan od
najefikasnijih medu tretmanima dekontaminacije koze (Small i/ sar., 2005) i zbog toga
je bio deo i prethodne studije (Antic i sar., 2010b). Sanitajzer je bio preparat na bazi
kvaternernih amonijumovih jedinjenja, povrSinski dezinficijens (Fink-Antisept G,
FINKTEC GmbH). Na osnovu uputstva proizvodaca, preparat je rastvoren u toploj
vodi (50°C), a zatim njime napunjen usisivac¢ za ¢i§¢enje dubinskom ekstrakcijom, sa
ispiranjem i vakumiranjem (Puzzi 200, Karcher). Komadi koze su tretirani usisivacem
na takav nacin da je rastvor sanitajzera ravhomerno aplikovan u pravcu rasta dlake i
istovremeno usisavan, u trajanju od 1 minut, a zatim su tretirani komadi koze
ostavljeni da se osuSe na vazduhu, na sobnoj temperaturi u trajanju od 3 min., pre

njihove upotrebe u laboratorijskom modelu za prenos mikroflore sa koze na meso.

3.1.4. Laboratorijski model za prenos mikroflore sa koze na meso

Laboratorijski model je bio zasnovan na kontrolisanom direktnom kontaktu
izmedu koze i mesa, kao Sto je opisano u na$oj prethodnoj studiji (Antic i sar.,
2010a). Veliki komad mesa sa ple¢ke goveda je u laboratoriji ise€en na nekoliko
manjih komada mesa i povrSina svakog od njih sterilisana potapanjem u lonac sa
kljuCalom vodom u trajanju od nekoliko sekundi (dok se crvena povrSina mesa nije
promenila u sivu). Nakon toga, sa ovako sterilisanog mesa su aseptiCno isecani

Cetvrtasti odresci (10 cm x 10 cm x 1 cm), a steriinost mesa je proveravana
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mikrobioloskim ispitivanjem nekoliko odrezaka mesa. Svaki sterilni odrezak mesa je
asepticno stavljan na prethodno sterilisanu plasti¢nu radnu povrsinu, a preko njega
komad koze sli€nog oblika (netretiran ili tretiran), sa dlakom okrenutom prema mesu.
Nakon kontakta u trajanju od 2-3 sekunde, komadi koze i mesa su asepticno
razdvajani, a zatim su odresci mesa stavljani u stomaher kese (19x30 cm; Nasco,
Whirl-pak, USA) i mikrobioloSki ispitivani (opisano kasnije). Na ovaj nacin su ispitane
kombinacije tri razliCite kategorije Cistoce koze (1, 3 i 5 kategorija) i dva antimikrobna
tretmana koze (tretman sa Selakom i .komparativni tretman® ispiranjem sanitajzerom
i vakumiranjem), kao i korespodentni netretirani kontrolni komadi koze (sveukupno

po Sest ponavljanja za svaku kombinaciju i korespodentne kontrole).

3.1.5. Homogenizacija uzoraka mesa

Svaki komad mesa je stavljen u posebnu stomaher kesu u koju je zatim
dodato 100 ml steriinog MRD (Maximum Recovery Diluent; Oxoid, Hampshire,
England, UK), a potom su kese spolja runo masirane u trajanju od 1 min. da se
dobiju homogenati. |z svake kese je zatim uzet po 1 ml homogenata i pripremljene
su serije decimalnih razredenja u MRD (ISO metoda 6887-1:1999).

3.1.6. Utvrdivanje ukupnog broja bakterija (TVC), broja Enterobacteriaceae

(EC) i genericke E. coli (GEC) iz uzoraka mesa

Za utvrdivanje ukupnog broja bakterija (TVC), iz odgovarajucih razredenja
napravljenih od homogenata svakog uzorka mesa je uziman po 1 ml razredenja i
pipetom prenet na Petriflmove za utvrdivanje TVC (Petrifilm Aerobic Count Plate,
3M Health Care, St. Paul, USA). Nakon toga su Petrifilmovi inkubirani na 30°C u
toku 72 h, a zatim su sve izrasle kolonije izbrojane (AFNOR validovana metoda 3M
01/1-09/89).

Za utvrdivanje broja Enterobacteriaceae (EC), iz odgovarajuéih razredenja
napravljenih od homogenata svakog uzorka mesa je uziman po 1 ml razredenja i
pipetom prenet na Petrifilmove za utvrdivanje EC (Petriflm Enterobacteriaceae
Count Plate, 3M Health Care, St. Paul, USA). Nakon toga su Petrifilmovi inkubirani
na 37°C u toku 24 h, a zatim su sve izrasle tipi€ne kolonije izbrojane (AFNOR
validovana metoda 3M 01/06 09/97).
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Za utvrdivanje broja genericke E. coli (GEC), iz odgovarajuéih razredenja
napravljenih od homogenata svakog uzorka mesa je uziman po 1 ml razredenja i
pipetom prenet na Petrifilmove za utvrdivanje GEC (Petrifiim E. coli/Coliform Count
Plate, 3M Health Care, St. Paul, USA). Nakon toga su Petrifilmovi inkubirani na 37°C
u toku 48 h, a zatim su sve izrasle tipiCne kolonije izbrojane (NMKL metoda
147.1993 za E. coli).

3.2. Ocena efekata antimikrobnog tretmana koze rastvorom Selaka

na mikrobioloski status trupova goveda na klanici

3.2.1. Odabir zivotinja za antimikrobni tretman na klanici

Ispitivanje antimikrobnog tretmana je vrSeno tokom dva uzastopna dana u
maloj komercijalnoj klanici na severu Srbije, sa kapacitetom klanja oko 40 goveda na
dan. U to vreme, klanica nije imala propisno i potpuno razvijen, dokumentovan i
implementiran sistem bezbednosti mesa (pisane radne procedure, GMP/GHP
programe i HACCP plan za klanje i obradu goveda), ukljuCujuéi i nepostojanje
procedure klanja samo Cistih Zivotinja, tako da su vizuelno prljava goveda takode bila
redovno zaklana i obradivana. Ova klanica je bila izabrana za istrazivanje iz dva
razloga: a) bilo je moguce ispitivanje antimikrobnih tretmana na zivotinjama sa
relativno visokom kontaminacijom koZe; i b) bilo je oCekivano da se kontaminacija
trupova sa koze redovno deSava u ovoj klanici. Oba ova aspekta su sluzila cilju
istrazivanja. Ukupno 57 goveda je nasumicno izabrano za ispitivanje tretmana.
Vecina izabranih zZivotinja su pre klanja ocenjene kao vizuelno prljave i svrstane ili u
kategoriju 3 Ccistoce koze (prljave; suve ili vlazne, znacCajno kontaminirane
prljavstinom ili fecesom) ili u kategoriju 4 (jako prljave; suva ili vlazna, sa rasirenom
prljavstinom ili fecesom) (slika 20). Tretmani koze Selakom ili sanitajzerom su
primenjeni u fazi nakon klanja i iskrvarenja goveda, a pre zapoc€injanja operacije
skidanja koze, na zaklanim govedima u viseCem poloZaju zakatenim za kolosek.
Zaklana goveda su tretirana naizmeni¢no: prva Zivotinja rastvorom Selaka, zatim
sledeca ispiranjem sanitajzerom i vakumiranjem, dok naredna Zivotinja nije bila

tretirana (sluzila je kao kontrola); i tako dalje istim redosledom.
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Slika 20. Goveda nakon klanja i iskrvarenja, a pre primene tretmana koze

Cistoca koze: kategorija 3 - prljava, suva ili vlazna, zna¢ajno kontaminirana
prljavstinom ili fecesom (levo); Kategorija 4 - jako prljava, suva ili vlazna, sa
rasSirenom prljavstinom i fecesom (desno)

3.2.2. Tretman koza goveda rastvorom selaka (,,tretman*) na klanici

Koze ukupno 18 zaklanih goveda su bile ravhomerno tretirane prskanjem
rastvorom Selaka u etanolu (23% u apsolutnom 99,09% etanolu), ruénom prskalicom
(Bosch, PFS 55) sa rastojanja od oko 20 cm, u trajanju od 3 min. Tretman prskanjem
je vrSen na delovima koze duz linije gde se vrSi njeno inicijalno zarezivanje tokom
operacije skidanja, poev od sko¢nog zgloba (obe zadnje noge), preko buta -
perianalne regije - potrbusine i abdomena, do grudi (slika 21). Nakon tretmana, koze
tretirane Selakom su ostavljene da se osuSe na vazduhu oko 5 minuta, pre
zapocinjanja operacije skidanja sa trupa (slika 22). Ukupno potrebno vreme za
tretman i suSenje koza od oko 8 minuta nije predstavljalo problem za ispunjavanje

regulatornih zahteva da se obrada trupa mora zavrsiti za 45 minuta nakon klanja.
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T

Slika 21. Tretman koZa goveda prskanjem rastvorom Selaka u etanolu, nakon
omamljivanja i klanja, a pre skidanja koZe na klanici

Slika 22. KozZe goveda nakon tretmana Selakom na klanici
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3.2.3. Tretman koza goveda ispiranjem sanitajzerom i vakumiranjem

(,komparativni tretman®) na klanici

Koze ukupno 18 zaklanih goveda su bile tretirane ispiranjem rastvorom
sanitajzera, komercijalno dostupnim preparatom na bazi kvaternernih amonijumovih
jedinjenja (Fink-Antisept G, FINKTEC GmbH) i istovremenim vakumiranjem. Na
osnovu uputstva proizvodaca, preparat je rastvoren u toploj vodi (50°C), a zatim
njime napunjen usisiva¢ za CiS¢enje dubinskom ekstrakcijom, sa ispiranjem i
vakumiranjem (Puzzi 200, Karcher). Tretman sanitajzerom je vrSen na delovima
koZe duz linije gde se vrdi njeno inicijalno zarezivanje tokom operacije skidanja
(identitno kao kod tretmana Selakom), a ceo tretman ispiranjem sanitajzerom i
istovremenim vakumiranjem je trajao oko 3 minuta (slika 23). Nakon tretmana, koze
su ostavljene da se osuse na vazduhu dodatna 3 minuta, pre zapocinjanja operacije
skidanja sa trupa (slika 24). Ukupno potrebno vreme za tretman i susSenje koza od
oko 6 minuta nije predstavljalo problem za ispunjavanje regulatornih zahteva da se

obrada trupa mora zavrsiti za 45 minuta nakon klanja.

138



Poglavije 2

Slika 23. Tretman koza goveda ispiranjem sanitajzerom i vakumiranjem, nakon
omamljivanja i klanja, a pre skidanja koZe na klanici

Slika 24. Koze goveda pre (levo) i nakon tretmana ispiranjem sanitajzerom i
vakumiranjem (desno) na klanici
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3.2.4. Mikrobiolosko uzorkovanje mesa trupova goveda na klanici

Odmah nakon skidanja koze, vrSeno je mikrobioloSko uzorkovanje brisevima
povrSine mesa trupova Cija je koza prethodno bila tretirana rastvorom Selaka ili
sanitajzerom, kao i netretiranih goveda. Uzorkovanje brisevima je vrSeno ravnim
celuloznim sunderima za pranje (povrsine 10 x 10cm, 2 cm debljine) koji ne sadrze
antimikrobne agense i prethodno su u laboratoriji bili izlozeni UV zracima u trajanju
od 15 minuta, a zatim aseptiéno upakovani u aluminijumsku foliju (Antic i sar.,
2010a). Neposredno pre upotrebe, svaki sunder je bio nakvasen sa 10 ml sterilnog
MRD i njime uzorkovana ukupna povrina svakog trupa oko 2000 cm?, jednim
neprekidnim povlacenjem rukom od spoljasnje strane buta, preko perianalne regije -
unutradnje strane buta - potrbusine, do grudi (slika 25). U cilju spre€avanja unakrsne
kontaminacije izmedu uzoraka, za svaki uzorak su kori8¢ene nove latex rukavice.
Svaki uzorak je stavljen u posebnu stomaher kesu i transportovan u ru¢nom frizideru

do laboratorije u roku od 2-3 h.

Slika 25. Uzorkovanje povrSine trupa metodom vlaznog brisa sunderom
(spoljadna strana buta-perianalna regija-unutrasnja strana buta-potrbusina-grudi)
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3.2.5. Mikrobiolosko ispitivanje uzoraka brisa trupova u laboratoriji

U svaku stomaher kesu sa sunderom je dodato po 90 ml steriinog MRD, a
potom su kese spolja ruéno masirane u trajanju od 1 min. da se dobiju homogenati.
|z svake kese je zatim uzet po 1 ml homogenata i pripremljene su serije decimalnih
razredenja u MRD (ISO metoda 6887-1:1999). Nakon toga, iz odgovarajucih
razredenja napravljenih od homogenata svakog uzorka je uziman po 1 ml razredenja
i pipetom prenet na Petrifilmove za utvrdivanje ukupnog broja bakterija (TVC), broja
Enterobacteriaceaea (EC) i genericke E. coli (GEC), koris¢enjem istih mikrobioloSkih

metoda kao u eksperimentu na laboratorijskom modelu (u potpoglavlju 3.1.6).

3.3. Analiza rezultata

Za svaku grupu bakterija (TVC, EC i GEC) i za svaki uzorak mesa ili brisa sa
trupa goveda, prvo je izra¢unavan broj izraslih kolonija, odnosno bakterija po cm?
(cfu/cm?), a zatim je svaka vrednost konvertovana u logaritme (log1o cfu/cm?). Nakon
toga je koriSc¢enjem statistickog programa Statgraphics 5.0 (Statistical Graphics
Corporation, USA) u okviru softverskog paketa Microsoft Excel, za svaku grupu
uzoraka izraCunata aritmeticka sredina logaritama i njihova standardna devijacija, a
zatim i statisticka znacajnost razlika izmedu srednjih vrednosti pomoc¢u Studentovog
T-testa, za nivo znagajnosti od 95% (p<0,05).

Efikasnost antimikrobnih tretmana rastvorom Selaka i ispiranjem sanitajzerom
i vakumiranjem u redukciji prenosa bakterija sa koZze na meso (izrazena kao
postignuta mikrobna redukcija), bila je ocenjivana na sledeci nacin:

a) u eksperimentu zasnovanom na laboratorijskom modelu - kroz razlike u
nivoima bakterija utvrdenim izmedu steriinih komada mesa nakon njihovog
prethodnog kontakta sa tretiranim ili netretiranim komadima koze; i

b) u eksperimentu u klanici - kroz razlike u nivoima bakterija utvrdenim na
trupovima nakon skidanja koze izmedu prethodno tretiranih i onih kojima koza nije

bila tretirana.
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4. Rezultati i diskusija

Novi antimikrobni tretman koZe goveda rastvorom Selaka u etanolu je opisan
u nasoj prethodnoj studiji kao veoma efikasan u imobilizaciji bakterija na koZzi, na taj
nacin znacajno redukujuCi prenos bakterija, Sto je mereno utvrdivanjem nivoa
bakterija u brisevima sa tretiranih koza (Antic / sar., 2010b). U sadasnjoj studiji,
tretman koze Selakom je dalje ocenjivan: a) na laboratorijskom modelu, u cilju ocene
da li, i u kom stepenu tretman ima potencijal za redukciju prenosa mikroflore sa koze
na meso goveda nakon njihovog direkinog medusobnog kontakta; i b) na
komercijalnoj klanici, u cilju ocene njegovog potencijala da poboljSa mikrobioloski
status trupova u realnim uslovima. U oba slu€aja, da bi se dobila neka opSta ideja
komparativne vrednosti novog tretmana Selakom (zasnovanom na imobilizaciji
bakterija na dlaci koze) u kontekstu drugih antimikrobnih tretmana koze, u celoj
sadasnjoj studiji je vrSeno uporedivanje tretmana kozZe Selakom sa ,komparativnim®
tretmanom ispiranjem sanitajzerom i vakumiranjem (zasnovanom na ubijanju iili
uklanjanju bakterija sa koze) za koji je ranije utvrdeno da je jedan od najefikasnijih

antimikrobnih tretmana koze goveda (Small i sar., 2005; Antic / sar., 2010b).

4.1. Ocena efekata antimikrobnog tretmana koze rastvorom Selaka

u prenosu mikroflore sa koze na meso na laboratorijskom modelu

Na laboratorijskom modelu, nakon tretmana Selakom koZza razliitih kategorija
CistoCe i njihovog naknadnog kontakta sa sterilnim mesom goveda, ukupan broj
bakterija (TVC), broj Enterobacteriaceae (EC) i genericke E. coli (GEC) na mesu, bio
je u svim slu€ajevima znacajno redukovan u odnosu na nivoe na mesu nakon
kontakta sa netretiranom koZom - redukcije su iznosile od 2,3-3,6 log1o cfu/cm?, 1,0-
2,5 logio cfulem? i 1,0-1,7 logyo cfu/cm? za svaku grupu bakterija (tabela 6.1).
Takode, nakon tretmana koza sanitajzerom i njihovog naknadnog kontakta sa
sterilnim mesom, TVC, EC i GEC na mesu bio je znacajno redukovan u odnosu na

nivoe na mesu nakon kontakta sa netretiranom kozom - redukcije su iznosile 0,2-2,2
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log1o cfu/ecm?, 1,5-2,2 log1o cfu/cm? i 1,5-1,7 logso cfu/cm?, za svaku grupu bakterija
(tabela 6.1).

Kada se izvrSi poredenje antimikrobne efikasnosti tretmana Selakom i
tretmana sanitajzerom u redukciji prenosa bakterija sa koze na meso, primecuje se
da je efikasnost u redukciji TVC na mesu postignuta tretmanom Selakom bila
znacajno bolja (>2 log; p<0.0001) u odnosu na redukciju na mesu postignutu
tretmanom sanitajzerom, u slu€ajevima kada je koza bila kategorije Cistoce 1 (Cista i
suva) i 3 (prljava i suva), ali ne i u slu€aju kategorije 5 (prljava i mokra). Moze se
pretpostaviti da je odsustvo znacajno boljeg efekta tretmana Selakom u odnosu na
tretman sanitajzerom u slu€aju kategorije 5 koze, bilo posledica mnogo boljeg ucinka
tretmana ispiranjem sanitajzerom i vakumiranjem koze sa mokrom i raskvaSenom
prljavstinom u poredenju sa u€inkom sanitajzera kada se na koZama nalazila ¢vrsta i
suva prljavstina. U prethodnom slucaju, fiziCko uklanjanje prljavstine ispiranjem i
vakumiranjem bilo je znatno efikasnije. Sa druge strane, suprotno efektu u redukciji
TVC, tretman koze Selakom nije ima znacajnije boljeg efekta u redukciji prenosa EC i
GEC na meso goveda u odnosu na tretman koze sanitajzerom (tabela 6.1).

Nema jasnog objasnjenja ove pojave razliCitog efekta dva antimikrobna
tretmana koze u redukciji TVC sa jedne i EC i GEC na mesu, sa druge strane. Vedi
broj faktora moze imati uticaja, ukljuujuéi: a) nivoi TVC, kako na kozi, tako i na
mesu, bili su neuporedivo viSi nego nivoi EC i GEC i moguce je da se stepen
prenosa ovih bakterija sa koZze na meso izmedu dva tretmana viSe razlikovao u
slu€aju viSih nivoa kontaminacije koze (TVC) nego kada je taj nivo bio znatno niZi
(EC i GEC); i/ili b) moguce je da se TVC i enteriCne bakterije (EC i GEC) ponaSaju
potpuno drugacije kada su podvrgnute potpuno razliCitim mehanizmima delovanja
dva antimikrobna tretmana koze. U naSoj prethodnoj studiji (Antic i sar., 2010b),
takode je utvrdeno da je prenos TVC sa koza tretiranih Selakom na briseve za
uzorkovanje bio znatno viSe redukovan u odnosu na prenos EC i GEC, ali razlog za
ovo takode nije utvrden. Sveukupno, u literaturi nema informacija koji i kakvi
mehanizmi imaju uticaja na razliitu efikasnost tretmana koze Selakom ili
sanitajzerom u redukciji TVC u odnosu na EC i GEC, pa su stoga dalja istraZivanja

neophodna.
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Tabela 6.1. Efekat antimikrobnih tretmana koze Selakom i sanitajzerom u redukciji
prenosa bakterija sa koze na meso na laboratorijskom modelu

Mikroorganizmi preneti sa koZe na sterilno govede meso putem direktnog kontakta

Ukupan broj bakterija (TVC)  Broj Enterobacteriaceae  Broj genericke E. coli (GEC)
Kate- (logso cfu/cm?) @ (EC) (logso cfulcm?) ? (logyo cfu/cm?) @

gi‘;:g?ie Trf;?:n Na mesu Na mesu Na mesu Na mesu Na mesu Na mesu

Kose nakon nakon Mikrobna nakon nakon Mikrobna nakon nakon Mikrobna
kontakta kontakta redukcija kontakta kontakta redukcija kontakta kontakta redukcija
sa netret. satret. namesu sa netret. satret. namesu sanetret. satret. na mesu

kozom kozom koZzom kozom koZzom kozom
Kat. 1 Rastvor ;4,06 30104 -23:06° 2.0:03 19402 -10:04 2,0+0,6 1,008 -1,0406"
(Cista i Selaka
suva i
) Sanit. 55111 50:04 -02+08" 37+0,8 17404 -19:0,8° 22400 0,7£0,7 -1,5+1,0°
AntiseptG

Kat. 3 Rastvor

(prliava i Selaka 6,120,7 2,6+0,6 -3,6+1,1% 39+0,9 1,4+0,5 -2,5+t0,7° 2,1+0,6 0,4+0,5 -1,7+0,4"

suva i
wa) - Sanit 59,05 52403 -07£0,5" 41205 27405 -15:09° 2704 1.3:08 -1.5:1,0°
AntiseptG
Rastvor A A A
Kat. 5 Solaka [3%0.5 4,8:0,9 -26+12" 48102 23:0,7 -25:0,7" 2,904 1,6£0,6 -1,3£0,5
(prljava i )
mokra) ~ Sanit 7,4+03 5/1+0,7 -2,2+0,7" 4,7+0,3 2,5+0,6 -2,2+0,5" 2,9+0,2 1,2+1,1 -1,7+1,0"
AntiseptG

@ Srednja vrednost + standardna devijacija (svaka vrednost zasnovana na 6 ponavljanja).
A, B: U okviru svake kategorije koZe i grupe bakterija, mikrobne redukcije oznacene
razli¢itim slovima se statisticki znac¢ajno razlikuju; A<B (P<0,05).

4.2. Ocena efekata antimikrobnog tretmana koze rastvorom Selaka

na mikrobioloski status trupova goveda na klanici

U eksperimentima na klanici, nakon tretmana Selakom koza zaklanih goveda
(pre operacije skidanja koZe), ukupan broj bakterija (TVC), broj Enterobacteriaceae
(EC) i genericke E. coli (GEC) na mesu korespodentnih trupova (nakon skidanja
koze), bio je u svim slu€ajevima znacajno redukovan u odnosu na nivoe na mesu
kontrolnih trupova goveda (Cija koza nije bila tretirana) - redukcije su iznosile 1,7
logto cfu/cm?, 1,4 logo cfu/cm? i 1,3 logio cfu/cm? za svaku grupu bakterija (tabela
6.2). Do danas, nisu postojale objavljene studije o tretmanu koze goveda Selakom u
realnim uslovima na klanici. Takode, nakon tretmana koza sanitajzerom, pre
operacije skidanja, TVC, EC i GEC na mesu korespodentnih trupova bio je zna¢ajno
redukovan u odnosu na nivoe na mesu kontrolnih trupova goveda (Cija koza nije bila
tretirana) - redukcije su iznosile 1,0 logqo cfu/cm? 1,3 logio cfu/em? i 1,2 logo

cfu/cm?, za svaku grupu bakterija (tabela 6.2). U pogledu redukcije nivoa TVC na
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mesu trupova, tretman kozZe Selakom pokazao je znatno vecu efikasnost u odnosu
na tretman ispiranja koze sanitajzerom i vakumiranja. Medutim, u pogledu redukcije
nivoa EC i GEC na mesu trupova, tretman Selakom je pokazao izvesnu, ali ne i

statistiCki znaCajno vecu efikasnost u odnosu na tretman sanitajzerom.

Tabela 6.2. Efekat antimikrobnih tretmana koze Selakom i sanitajzerom u redukciji
nivoa bakterija na mesu trupova nakon skidanja koze u maloj komercijalnoj klanici

Tretmani koze Mikroorganizmi na trupovima nakon skidanja koze
. 2\ a

zaklanih gqyeda Parametri (logqo cfu/cm®)

pre operacie Ukupan broj Broj Entero- Broj genericke

skidanja koze bakterija (TVC) bacteriaceae (EC) E. coli (GEC)

Netretlrape_koze Nivo b_akterua na 49+08" 08+07" 07+08"

(kontrola; n=21)  kontrolnim trupovima

rastvorom Selaka trupovima e T A

(n=18) Redukcije ? 1,7F -1,4° -1,3°

Koie tretirane NiVO bakterija na 3 9 + 1 1 B _0 5 + 1 OB _0 5 + 1 1 B

sanitajzerom trupovima T T T

Antisept G (n=18) Redukcije 1,0° -1,3°P 1,2°

a Srednja vrednost + standardna devijacija

® Razlike u nivoima bakterija utvrdenim na trupovima nakon skidanja koze izmedu
prethodno tretiranih i onih kojima koza nije bila tretirana (kontrolnih trupova)

n Broj ispitanih Zivotinja

A, B, C, D, E: U okviru iste kolone i mikroorganizama, vrednosti ozna¢ene razli€itim slovima
se statistic¢ki znacajno razlikuju; C<B<A, D<E (P<0,05)

Koze goveda ispitivanih u ovoj studiji bile su vizuelno ocenjene kao prljave, a
najveci broj njih pripadao je kategoriji 3 (prljave, uglavnhom suve) i kategoriji 4 (prljave
i vlazne). Sliéno kao i u eksperimentu na modelu u laboratoriji, utvrdena je razlika u
efikasnosti tretmana izmedu prljavih koza kategorije 3 i 4 (odnosno, kategorija 3i 5 u
laboratorijskom modelu), ali ona nije bila znaCajna i jasno odredena u svim
sluCajevima (tabele 6.1 i 6.3). Medutim, u naSoj prethodnoj studiji (Antic i sar.,
2010b), kao i u ovoj na laboratorijskom modelu (tabela 6.1), utvrdeno je da je u
sluCajevima Ciste i suve kozZe (kategorija 1), tretman Selakom znatno efikasniji u
redukciji prenosa bakterija sa koze u odnosu na tretman sanitajzerom, dok ta
efikasnost nije bila tako velika u slu€aju prljave i mokre koze (kategorije 5) u odnosu
na tretman sanitajzerom (tabela 6.1). Takode, tretman Selakom je pokazao vecu
efikasnost kada se izvrSi poredenje postignute redukcije na suvoj (kategorija 3) i

vlaznoj ili mokroj kozi (kategorija 4 i 5) (tabele 6.1 i 6.3). Ovi rezultati ukazuju da je

145



Poglavije 2

za postizanje najvece efikasnosti tretmana Selakom, neophodno da koza bude suva
(i pozeljno Cista) pre tretiranja. Sa druge strane, ova klanica je izabrana za ispitivanje
tretmana Selakom u cilju dobijanja informacija koliko je ovaj tretman efikasan (ili nije
efikasan) u loSim uslovima (prljave koze i neadekvatna procesna higijena), pa je iz
tog razloga nivo mikrobioloSke kontaminacije na najvecem broju kontrolnih
(netretiranih) trupova nakon skidanja koZe bio u neprihvatljivom opsegu (>5 log/cm?)
prema trenutnim EU mikrobioloSkim kriterijumima. Medutim, primena tretmana koze
Selakom je imala za rezultat smanjenje mikrobioloSke kontaminacije trupova sa koze
na prihvatljiv do marginalni nivo, $to ukazuje na njegovu prakticnu vrednost ¢ak i u

slucaju loSih higijenskih uslova u klanici (tabele 6.2 i 6.3).

Tabela 6.3. Efekat antimikrobnih tretmana koze (razliitih kategorija Cistoce)
Selakom i sanitajzerom u redukciji nivoa bakterija na mesu trupova nakon skidanja
koze u maloj komercijalnoj klanici

Mikroorganizmi na trupovima nakon skidanja koze

Tretmani i hal
kategorije koze Parametri _ (|0910. cfu/cm?) | _
zaklanih goveda Ukupan broj Broj Entero- Broj genericke

bakterija (TVC) bacteriaceae (EC) E. coli (GEC)

Netretirane koze

kategorije 3 Nivo bakterjana 54, 74 11+06" 11+07"
- kontrolnim trupovima

(kontrola; n=7)

KoZe kategorije 3 Nivo bakterija na 29+06C 05+128 06+11°

tretirane rastvorom trupovima ’ ’ ’ ’ ’ ’

Selaka (n=9) Redukcije ? 2,1F -1,7° 1,7°

KoZe kategorije 3 Nivo bakterija na 38+108 05+11°B 03+138

tretirane trupovima T e e

sanitajzerom . b b b b

Antisept G (n=9) Redukcije -1,2 -1,6 -1,4

Netretirane koze . .

kategorije 4 ) Nivo bakterjana g4, 4 18 0,7+0,8" 0,5+0,9%
i ontrolnim trupovima

(kontrola; n=9)

Koze kategorije 4~ Nivo bakterijana 55, 574 06+1,0° 0,6+0,9°

tretirane rastvorom trupovima ’ ’ ’ ’ ’ ’

Selaka (n=8) Redukcije ° 1,5F -1,3°P -1,1°

Koze kategorije 4 Nivo bakterija na 4941378 05+10° 07+098

tretirane trupovima S e e

sanitajzerom . b b b D

Antisept G (n=7) Redukcije -0,8 -1,2 -1,2

@ Srednja vrednost + standardna devijacija

b Razlike u nivoima bakterija utvrdenim na trupovima nakon skidanja koZe izmedu
prethodno tretiranih i onih kojima kozZa nije bila tretirana (kontrolnih trupova)

n Broj ispitanih Zivotinja

A, B, C, D, E: U okviru iste kolone i mikroorganizama, vrednosti oznacene razli¢itim slovima
se statisticki znacajno razlikuju; C<B<A, D<E (P<0,05)
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Mehanizam delovanja Selaka je zasnovan na ,lepljenju“ bakterija na dlaci
koze (Sto je mnogo efikasnije na suvoj nego na mokroj dlaci), a takode je Cinjenica
da za bilo koji stepen efikasnosti tretmana koze, njegov krajnji efekat (mikrobioloSki
status trupa) moze biti bolji ukoliko je inicijalna kontaminacija koze niza. Stoga se
moze pretpostaviti da bi antimikrobni efekti tretmana koze Selakom u redukciji
mikrobioloSke kontaminacije trupa bili ¢ak i bolji u uslovima bolje higijenske prakse i
klanja Cistih Zivotinja. Zbog toga, tretman koze Selakom se ne sme i ne moze
smatrati zamenom za preduslovnu dobru higijensku praksu u operacijama klanja i
obrade trupova na klanici, ve¢ samo njenim dodatkom. Pored toga, dalja istraZivanja
koja bi ukljucila veéi broj klanica sa razliCitom tehnologijom i higijenskim uslovima su
neophodna da bi se jasno definisala veza izmedu efikasnosti tretmana koze Selakom
i nivoa higijene operacija na klanici, ukljuCujuci i €istoCu Zivotinja.

U ovoj studiji nisu ispitivani efekti tretmana koze u redukciji bakterijskih
patogena od posebne vaznosti za bezbednost govedeg mesa, kao Sto je Escherichia
coli O157. Medutim, u nasoj prethodnoj laboratorijskoj studiji (Antic / sar., 2010b) je
utvrdeno da tretman koze Selakom moZe znacajno redukovati prenos ovog patogena
sa tretiranih kozZa, pa su stoga planirane dalje studije da se oceni efikasnost ovog
tretmana koze i u redukciji prenosa bakterijskih patogena sa koZe na meso trupova u

uslovima na klanici.
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5. Zakljucni komentar

Sveukupno, ova studija je jasno pokazala da je antimikrobni tretman
imobilizacije mikroflore na koZi primenom rastvora Selaka u etanolu veoma efikasan
u redukciji prenosa bakterija sa koze na meso putem direktnog kontakta, a takode i
prenosa bakterija sa koZze na meso trupova tokom operacije skidanja koze na liniji
klanja. Generalno, tretmanom koZe Selakom su postignute vise redukcije TVC na
mesu nego EC i GEC. Efikasnost novog tretmana kozZe Selakom u redukciji prenosa
bakterija na meso (u laboratorijskim i uslovima na klanici) bila je zna€ajno bolja od
one utvrdene ,komparativnim® tretmanom dekontaminacije koze sanitajzerom u
odnosu na TVC, ali ova razlika nije bila znac¢ajna u slu€aju EC i GEC. Ova studija je
prva i po¢etna ocena novog antimikrobnog tretmana koze $elakom (zasnovanom na
imobilizaciji mikroflore na kozi), pod prakti¢énim uslovima u industriji mesa, odnosno
ona predstavlja ,dokaz koncepta“ i imala je ograni€en obim i cilj. Zbog toga su za
detaljniju ocenu ukupne efikasnosti strategije imobilizacije mikroflore na kozi, u cilju
poboljSanja mikrobioloSke bezbednosti govedeg mesa, kao i za tehni¢ku optimizaciju

i analizu koristi i troSkova tretmana, neophodna dalja istrazivanja.
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1. Razvoj antimikrobnog tretmana imobilizacije
mikroflore na kozi goveda

Tokom razvoja novog antimikrobnog tretmana koze goveda Selakom,
osnovna ideja je bila da je u ukupnoj strategiji antimikrobnih tretmana koze potreban
potpuno novi pristup i ispitivanje novog nacina i mehanizma njihovog antimikrobnog
delovanja. U sustini, antimikrobni efekat svih tretmana koze se zasniva na jednom
od tri osnovna mehanizma delovanija: a) fiziCko uklanjanje bakterija sa koze (pranjem
ili SiSanjem); b) inaktivacija/ubijanje bakterija na kozi, sa ili bez dodatnog fizickog
uklanjanja (primenom razli€itih ranije opisanih fiziCkih i hemijskih tretmana koze); i c)
imobilizacija bakterija na dlaci i povrSini koZze. S obzirom da je u ranijim
istrazivanjima, u kojima su ispitivane prve dve strategije dekontaminacije koze
postizan ograni¢en antimikrobni efekat tretmana, za koji bi se teSko moglo oCekivati
da bude dalje unapreden, u ovom radu je po prvi put ispitana treca pomenuta
strategija - mikrobna imobilizacija na dlaci i povrsini koze.

Osnovni cilj i rezultat mikrobne imobilizacije na dlaci koze goveda je
spreCavanje odvajanja bakterija sa koze i njihov prenos na neku drugu povrsSinu.
Zbog toga je antimikrobna efikasnost ove strategije, odnosno tretmana koze
rastvorom Selaka u etanolu, ispitivana na dva nacina: a) kroz redukciju prenosa
bakterija sa koZe na briseve za uzorkovanje; i b) kroz redukciju prenosa bakterija sa
koZze na meso goveda (komade mesa i trupove). Takode, tretman je ispitivan u
laboratorijskim uslovima (simulacijom realnih uslova u klanici), a njegova efikasnost i
prakticna vrednost dokazana i u uslovima neadekvatne higijenske prakse na
komercijalnoj klanici i primenom na vizuelno prljavim koZama goveda.

Kao glavno imobiliSu¢e sredstvo, u ovom radu je ispitivan i ocenjen Selak,
prirodna smola poreklom od insekata, koji je dozvoljen za upotrebu u hrani. S
obzirom da se prirodni Selak najbolje rastvara u apsolutnom (99,09%) etanolu, koji je
poznato baktericidno sredstvo, pored imobiliSuéeg mehanizma delovanja na
bakterije, ovaj rastvor je jednim delom delovao i baktericidno. Medutim, utvrdeno je
da je baktericidni efekat etanola u ukupnom antimikrobnom efektu rastvora Selaka
bio daleko manje zna€ajan od imobiliSu¢eg efekta samog Selaka, u redukciji prenosa

TVC sa koZe na briseve - oko 3 log cfu/cm? redukcije postignute etanolom u ukupnoj
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redukciji rastvora sa $elakom od preko 6 log cfu/cm?. Ovo dokazuje da je primena
strategije inaktivacije/ubijanja bakterija daleko manje efikasna u spreCavanju
prenosa bakterija sa koZe na briseve (ili na meso trupova) u odnosu na strategiju
imobilizacije bakterija na kozi. U sustini, jasno je da je osnovni princip i uslov za
smanjenje kontaminacije trupa poreklom sa koze, spreCavanje odvajanje bakterija sa
dlaka koZe i njihov prenos na meso trupova - inaktivacija (ubijanje) bakterija na kozi
nije neophodno; takode je nerealno o€ekivati eliminaciju kompletne mikroflore koze.
U cilju ocene ukupnog efekta tretmana koze Selakom i dobijanja direktnog
uvida u njegovu vrednost u odnosu na baktericidne tretmane dekontaminacije koze,
u vecini eksperimenata je tretman Selakom uporedivan ne samo sa netretiranim
kontrolnim komadima koze, ve¢ i sa tretmanom ispiranjem baktericidnim
sanitajzerom i vakumiranjem (zasnovanom na ubijanju i uklanjanju bakterija).
Tretman koze 23% rastvorom S$elaka u etanolu redukovao je prenos ukupne
mikroflore (TVC) na briseve za uzorkovanje za 6,6 log, a fekalne mikroflore (EC i
GEC) za najmanje 4,8 log i 2,9 log. Ove redukcije su bile znacajno bolje u odnosu na
one postignute tretmanom koze ispiranjem sanitajzerom (Antisept G) i vakumiranjem
(4,9 log, 3,4 log i 2,8 log za iste grupe bakterija). Ovi rezultati ukazuju da je
antimikrobni tretman koZe u kome su kombinovana dva mehanizma delovanja,
inaktivacija (ubijanje) i imobilizacija bakterija na dlaci (tretman rastvorom Selaka u
etanolu) bolji i efikasniji u odnosu na antimikrobni tretman dekontaminacije koze Ciji
je mehanizam delovanja inaktivacija bakterija i njihovo uklanjanje sa dlake (tretman
ispiranjem sanitajzerom i vakumiranjem), u smislu redukcije prenosa ukupne
mikroflore sa koZe na briseve za uzorkovanje. Takode, postignuta redukcija bila je
ukupno bolja nego u istrazivanjima drugih tretmana koze opisanih u literaturi.
Pregledan prikaz prosec¢ne utvrdene antimikrobne efikasnosti svih dosad
ispitivanih fiziCkih ili hemijskih tretmana (grupisanih po tipu primenjenih antimikrobnih
sredstava), uklju€ujuci i tretman mikrobne imobilizacije na kozi sa Selakom, prikazan
je na grafikonu 9. Na ovom grafikonu se moze zapaziti zna¢ajno bolja efikasnost
tretmana Selakom u redukciji prirodne mikroflore u odnosu na sve dosad ispitivane
tretmane, Ciji je mehanizam delovanja inaktivacija i/ili uklanjanje bakterija sa koze
goveda. U pogledu vestacki inokulisane mikroflore za potrebe pojedinih istraZivanja
tretmana, moze se uoditi bolji efekat za 1-1,5 log u njenoj redukciji, $to ukazuje da
njeno koriS¢enje ne daje realnu ocenu antimikrobne efikasnosti tretmana. Kao Sto je

napred navedeno, za razliku od drugih tretmana, tretman Selakom je nasuprot imao
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znacajno slabiji efekat u redukciji prenosa inokulisane mikroflore sa koze na briseve,
Sto ukazuje da se njeno koriS¢enje u ovakvom tipu eksperimenata ne preporucuje.

Za ispitivanje antimikrobne efikasnosti rastvora Selaka u etanolu, u ovom radu
su koriS¢ene bakterije indikatori kontaminacije, odnosno ukupna aerobna mikroflora
(TVC) i indikatori fekalne kontaminacije (Enterobacteriaceae i genericka E. coli) iz
razloga njihovog stalnog prisustva na kozi goveda, i u nivoima dovoljnim da se izvrSi
merenje njihove redukcije. Takode, ispitivana je i efikasnost tretmana u redukciji
alimentarnog patogena od najveceg znaCaja za bezbednost govedeg mesa - E. coli
0O157. Kao i u sluCaju bakterija indikatora kontaminacije, tretman Selakom je
pokazao visoku efikasnost od oko 73% redukcije E. coli O157 na koZi od procenta
prisustva u kontrolnim uzorcima (odnosno redukcija od oko 3,7 puta), $to je znatno
bolje nego u ostalim objavljenim istrazivanjima kada je u pitanju efikasnost tretmana
koZe u odnosu na ovog patogena.

U laboratorijskom model sistemu, nakon tretmana Selakom koza razliCitih
kategorija CistoCe i njihovog naknadnog kontakta sa steriinim mesom goveda,
ukupan broj bakterija (TVC), broj Enterobacteriaceae (EC) i genericke E. coli (GEC)
na mesu, bio je u svim slu€ajevima znacajno redukovan u odnosu na nivoe na mesu
nakon kontakta sa netretiranom koZom - redukcije su iznosile od 2,3-3,6 log cfu/cm?,
1,0-2,5 log cfulcm? i 1,0-1,7 log cfu/lcm® za svaku grupu bakterija. Ovakav
eksperimentalni pristup u laboratorijskom ispitivanju tretmana koze, iako najbolje
simulira ono $to se od tretmana ocCekuje i daje najrealniju ocenu njegove vrednosti i
efikasnosti (na laboratorijskom nivou), dosad nije opisan u dostupnoj literaturi i po
prvi put je koris¢en u nasem istrazivanju.

U cilju krajnje ocene tretmana koze Selakom u poboljSanju mikrobioloSkog
statusa trupova goveda, uradena je i njegova validacija u komercijalnoj klanici.
Nakon tretmana koZa goveda prskanjem rastvorom Selaka u fazi posle klanja i
iskrvarenja, a pre skidanja koze, postignuta je visoka redukcija TVC, EC i GEC na
trupovima nakon skidanja koze, od 1,7 log cfu/cm?, 1,4 log cfu/cm? i 1,3 log cfu/cm?
za svaku grupu bakterija, Sto je u slu€aju TVC (ali ne i EC i GEC) bilo znacajno bolje
nego nakon tretmana koza ispiranjem sanitajzerom i vakumiranjem. S obzirom da je
za potrebe ove studije izabrana klanica sa neadekvatnom higijenskom praksom i
klanjem prljavih Zivotinja, na osnovu rezultata iz laboratorijskih istraZzivanja se moze
pretpostaviti da bi antimikrobni efekti tretmana koze Selakom u redukciji

mikrobioloSke kontaminacije trupova bili ¢ak i bolji u uslovima bolje higijenske prakse
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i klanja Cistih Zivotinja. lako je i u ovakvim uslovima tretman koze Selakom postigao
odlicne rezultate, njegova upotreba se ne sme i ne moze smatrati zamenom za
preduslovnu dobru higijensku praksu u operacijama klanja i obrade trupova na
klanici, veC samo njenim dodatkom. Takode, kada se efikasnost tretmana Selakom u
redukciji mikrobioloSke kontaminacije mesa trupova sa koze uporedi sa nekoliko
drugih antimikrobnih tretmana koZe goveda ispitivanih u realnim uslovima na klanici,
primecuje se da je tretman Selakom efikasniji u redukciji ukupne mikroflore u odnosu
na vecinu dosad ispitivanih tretmana, od kojih su neki u redovnoj upotrebi u
klanicama u SAD i drugim zemljama (grafikon 10).

Sveukupno, moze se reci da je glavni rezultat i dostignuée ovog rada potpuno
novi i efikasan antimikrobni tretman koze goveda zasnovan na novoj strategiji u
antimikrobnim tretmanima koze, odnosno mikrobnoj imobilizaciji na kozi goveda, koji

znacajno poboljSava mikrobioloSku bezbednost govedeg mesa.
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Grafikon 7. Poredenje proseCne utvrdene efikasnosti antimikrobnih tretmana koze
goveda u redukciji njene prirodne i inokulisane mikroflore

25
‘qﬁ
E 2
L
S
(=4
o
D15
(&
P
c 1
[T
X
S
® 05
(14
0 T T T T T .
Hemijska Tretman Pranje sa Ispiranje Pranje sa Sisanje
depilacija Selakom CPC sanitajzerom NaOH i necistoce

Antisept Gi  vakumiranje
vakumiranje

Grafikon 8. Poredenje efikasnosti antimikrobnih tretmana koZe goveda primenjenih
na klanici, u redukciji bakterijske kontaminacije trupova sa koze
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2. Znacaj rezultata

2.1. Znacaj rezultata za industriju mesa

Dobro je poznato da ne postoji jedna univerzalna interventna mera koja moze
eliminisati alimentarne patogene iz celog lanca govedeg mesa. Striktna primena
higijenskih mera u okviru sistema baziranom na principima GMP/GHP i HACCP
moze donekle kontrolisati nivo mikrobioloske kontaminacije u mesu. Medutim, u
situacijima kada postignuti krajnji mikrobioloski status mesa ne zadovoljava zahteve
regulatornin  propisa i/ili odredenog trziSta, primena dodatnih mera
intervencije/dekontaminacije moze biti neophodna za dalju redukciju nivoa patogena.
Antimikrobni tretmani se dakle smatraju da poseduju potencijal za efikasnu kontrolu
patogena, ali samo kao dodatak GMP/GHP, a nikako kao njihova zamena, jer
njihova efikasnost nije zadovoljavaju¢a u slu€ajevima visoke inicijalne kontaminacije
zbog nehigijenske prakse. U tom smislu, proaktivni antimikrobni tretmani koze
zaklanih goveda, a narocCito tretman mikrobne imobilizacije na kozi rastvorom Selaka
u etanolu, predstavljaju prvu efikasnu i mozda najznacajniju barijeru ulasku
mikrobioloSke kontaminacije u lanac govedeg mesa u ,harvest® fazi.

Rezultati ovog rada daju nau€nu osnovu za prakti¢ni razvoj i implementaciju
od strane industrije mesa nove i efikasnije strategije za osiguranje bezbednosti
govedeg mesa kroz mikrobnu imobilizaciju na kozi zaklanih goveda. Pored dokazane
dobre antimikrobne efikasnosti i konzistentnog postizanja ocekivanog stepena
redukcije prenosa mikrobioloSke kontaminacije sa koZze na meso govedih trupova u
realnim uslovima na klanici, novi tretman Selakom ima i neke implementacione
prednosti u odnosu na postojece tretmane dekontaminacije kozZe. lako ispitivanje
implementacionih aspekata njegove prakticne upotrebe u klanici nije bilo uklju¢eno u
primarne cilieve ovog rada (vec Ce biti deo nekih buducih istrazivanja), na osnovu
dosadasnjih iskustava oCekuje se da je njegova prakticna upotreba u klanicama
svakako izvodljiva. Selak, ili bilo koje drugo lepljivo sredstvo se u industrijskim
uslovima klanja velikog broja goveda moze primeniti u kabinetima u kojima bi se

vrSilo prskanje koza goveda nakon klanja i iskrvarenja, kao i eventualno susenje u
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cilju ubrzanja procesa. Takode, Selak je dozvoljen i vec se Koristi u hrani, na primer,
od strane industrija voca i konditorskih proizvoda, ali u svakom slu¢aju nema razloga
za zabrinutost u vezi njegovih rezidua na mesu. U smislu njegove tehniCke primene i
uticaja na zivotnu sredinu, nema potrebe za ispiranjem Selaka sa koze vodom nakon
tretmana, Cije velike koliCine se inaCe koriste kod tretmana dekontaminacije koze
hemikalijama, a aplikovani Selak se uklanja iz klanice zajedno sa kozom koja je
sporedni proizvod klanja. Informacije iz kozarske industrije ukazuju da tretman
Selakom ne oStecuje kozu u pogledu njene upotrebljivosti u ovoj industriji.
Antimikrobni tretman koZe Selakom bi svakako morao da predstavlja novu,
dodatnu kriti€nu kontrolnu tacku (CCP) u HACCP planu govede klanice, jer njegova
priroda omogucuje zadovoljavanje svih odnosnih uslova za CCP: u znacajnoj meri
moze da kontroliSe najznacajnije mikrobioloSke hazarde i mogu se adekvatno
primeniti principi kriti€nih limita, monitoringa, korektivnih akcija i verifikacije.
Generalno, ova nova kontrolna strategija moze znacajno da doprinese daljem
unapredenju ukupne mikrobioloSke bezbednosti govedeg mesa i zastiti zdravlja
potroSaCa, Sto je glavni zadatak industrije mesa. lIpak, dalja istraZivanja su

neophodna u cilju tehnicke i implementacione optimizacije ove strategije.

2.2. Znacaj rezultata za regulatorna tela

Za sve nove tehnologije su, nakon faze idejnog i nau¢nog razvoja, obi¢no
potrebna dodatna istrazivanja pre komercijalnog koriS¢enja, iz viSe razloga:
a) mehanizmi i varijabilnost antimikrobnog delovanja u prakti¢nim uslovima se
moraju jasno nau¢no utvrditi da bi monitoring kriticnih procesnih parametara mogao
biti pouzdan; b) postojeca regulatorna pitanja moraju biti adekvatno razjasnjena u
cilju olakSavanja primene tehnologije; i ¢) troSkovi pojedinih tehnologija se moraju
razmotriti u pogledu njihove prihvatljivosti od strane potrosaca (Midgley i Small,
2006). Prema FSIS (2003), ,nova tehnologija“ se definiSe kao nova, ili nova primena,
opreme, sredstva, metoda, procesa ili procedura koji utiCu na proces klanja zivotinja
ili prerade mesa i koji mogu imati uticaja na bezbednost proizvoda, procedure
inspekcije, bezbednost radnika ili zahtevaju promenu propisa. U sustini, ne postoje
specificni propisi za usvajanje novih tehnologija, kako u SAD, tako i u EU, a

generalni pristup je da nova tehnologija/tretman mora da pokaze ekvivalentnost sa
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nekom postoje¢em i tradicionalnom (na primer, pasterizacijom) u pogledu stepena
zastite javnog zdravlja. Takode, Cinjenica je da u svim EC regulativama i misljenjima
EFSA nije eksplicitno pomenuto uklanjanje kontaminacije sa koze zivotinja pre klanja
ili skidanja koze, odnosno antimikrobni tretmani koze (osim pranja vodom i SiSanja),
ve¢ samo uklanjanje kontaminacije (dekontaminacija) hrane animalnog porekla. Ovo
ukazuje da postoji velika praznina u propisima i da je potrebno uspostaviti
komunikaciju izmedu nauke, regulatornih tela i industrije mesa u cilju razjaSnjavanja i

standardizacije legislative u pogledu antimikrobnih tretmana koze.
2.3. Znacaj rezultata za potrosace

PotrosaCi mogu znafajno da doprinesu nebezbednosti govedeg mesa
nehigijenskom praksom/postupcima u domacinstvu, $to je utvrdeno epidemiolo$kim
istrazivanjima alimentarnih oboljenja. Ipak, bezbednost govedeg mesa u momentu
njegove nabavke je apsolutni zahtev svih potroSaca. Istrazivanja opisana u ovom
radu omogucuju znacajno dodatno smanjenje mikrobioloSkih rizika u govedem
mesu, $to svakako pomaze zadovoljavanju tog zahteva potroSaca. U pogledu opste
prihvatljivosti novog antimikrobnog tretmana kozZe Selakom za potroSaca, moze se
pretpostaviti da Cinjenice da je Selak prirodni proizvod sa istorijom koriS¢enja u hrani
i da ne nosi probleme u vezi zastite Zivotne sredine i dobrobita Zivotinja obeéavaju

njegovu prihvatljivost.

3. Potreba za daljim istrazivanjima

Rezultati ovog rada su dokazali nau¢nu zasnovanost koncepta nove kontrolne
strategije za dalje poboljSanje mikrobioloSke bezbednosti govedeg mesa. Medutim,
dalja istrazivanja su neophodna, narocito u cilju: boljeg razumevanja mehanizama i
varijabilnosti antimikrobnih efekata Selaka na kozama razliCite vizuelne CistocCe;
tehniCkog razvoja i optimizacije tretmana u prakticnim uslovima na klanici; evaluacije
i drugih potencijalnih supstanci sa sli¢énim delovanjem; i analize koristi i troSkova

tretmana.
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1.

Ukupni zaklju¢ak

Rezultati ovog rada predstavljaju prvu naucnu informaciju o antimikrobnoj
efikasnosti i potencijalima novog pristupa antimikrobnim tretmanima kozZe goveda

- mikrobne imobilizacije na kozi goveda primenom rastvora Selaka u etanolu.

U pogledu glavnih parametara od znacaja za pozeljno dejstvo Selaka na koZi,
utvrdeno je da su 23% rastvor Selaka u apsolutnom (99,09%) etanolu na sobnoj
temperaturi (20°C) dali veoma znacajne redukcije prenosa ukupnog broja
bakterija (TVC; preko 6 log cfu/cm?), broja Enterobacteriaceae (EC; 3-3,5 log
cfu/cm?) i broja genericke E. coli (GEC; 3 log cfu/cm?) sa tretirane koZe na
sunderske briseve. Ispitivanja TVC na kozi su pokazala da je daleko najznacajniji
razlog navedenih redukcija prenosivosti mikroflore sa koze bila imobilizacija
bakterija na dlaci od strane samog Selaka, dok je udeo baktericidnog efekta

etanola u tim redukcijama bio oko 1000 puta maniji.

Kada je uporedivana antimikrobna efikasnost novog tretmana mikrobne
imobilizacije na kozZi sa onom koja se postize postojeCim tretmanom
dekontaminacije kozZe (ispiranjem baktericidnim sanitajzerom Antisept G i
vakumiranjem), utvrdeno je da su redukcije prenosa TVC (6,6 log), EC (4,8 log) i
GEC (2,9 log) sa koze na sunderske briseve nakon primene novog tretmana
Selakom bile znacCajno bolje nego nakon primene postojeCeg tretmana
dekontaminacije sanitajzerom (4,9, 3,4 i 2,8 log odnosnih bakterija). Ovi rezultati
potvrduju da metod imobilizacije mikroorganizama na kozi (Selakom) ima znatno
vecéi potencijal za smanjenje prenosa mikrobioloSke kontaminacije sa kozZe na
druge supstrate, nego komparativni metod njihovog ubijanja i uklanjanja sa koze

(dekontaminacija sanitajzerom).

Pored njegovih pomenutih efekata na generalnu mikrofloru koze, ispitivana je i
moguénost redukcije prenosa glavnog alimentarnog patogena povezanog sa
govedima - E. coli O157 - sa koze na sunderske briseve primenom novog
tretmana koZe Selakom. Utvrdeno je da tretman Selakom znacajno smanjuje tu
prenosivost E. coli O157 sa prirodno kontaminirane koze - za 72,7%, odnosno
3,7 puta, u odnosu na netretiranu kozu. Efikasnost tretmana Selakom u redukciji

prenosa vestacki inokulisane E. coli O157 sa koze na sunderske briseve je bila
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znatno slabija u poredenju sa onom utvrdenom u sluaju kozZe prirodno
kontaminirane sa E. coli O157, §to ukazuje da upotreba vestacCki inokulisane

mikroflore nije preporucljiva za eksperimente ovog tipa.

. Ispitivanja prenosa mikroflore koze (razli€itog stepena vizuelne Cisto¢e) preko
njenog direktnog kontakta sa sterilnim mesom (u laboratorijskom model sistemu)
su pokazala da su nivoi TVC (2,3-3,6 log cfu/cm?), EC (1,0-2,5 log cfu/cm?) i GEC
(1,0-1,7 log cfu/cm?) preneti na meso sa koZe tretirane $elakom bili u svim
slu€ajevima znacajno redukovani u odnosu na one prenete na meso sa
netretirane koZe. Takode, redukcije nivoa TVC prenetog na meso sa koze
tretirane Selakom su bile mnogo bolje u odnosu na redukcije nivoa TVC prenetog
na meso sa koze komparativno tretirane sanitajzerom i vakumiranjem; ali razlike
izmedu dva tretmana nisu bile znac€ajne u slu€aju EC i GEC. Ovaj deo ispitivanja
je ukazao i da se najbolji efekat Selaka u redukciji prenosa bakterija sa koZe na
meso moze posti¢i u slu€aju kada je koza pre tretmana Cista i suva; stoga je to
neophodan preduslov za efikasnu primenu tretmana kozZe Selakom i u prakti¢nim

uslovima.

. Ispitivanja u uslovima komercijalne klanice efekata tretmana kozZe na
mikrobioloski status mesa govedih trupova nakon skidanja koZe su pokazala
visoke redukcije TVC (1,7 log cfu/cm?), EC (1,4 log cfu/cm?) i GEC (1,3 log
cfu/cm?) na mesu trupova u sluéaju tretiranja koZe Selakom u poredenju sa
kontrolom (netretirane koze). Takode, mikrobioloSke redukcije na mesu trupova
nakon tretiranja koza Selakom su bile superiorne u pogledu TVC (ali ne EC i
GEC) u poredenju sa odnosnim redukcijama nakon komparativnog tretiranja koze
sanitajzerom i vakumiranjem. U pogledu ispunjavanja EU mikrobioloSkih
kriterijuma za govede trupove na liniji klanja, rezultati ovog dela istrazivanja su
pokazali da je tretman koza Selakom omogucio toj klanici (inae, sa
neadekvatnim higijenskim uslovima) da proizvedeni trupovi promene prosecnu

kategoriju - iz neprihvatljive u prihvatljivu.
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7. Sveukupno, rezultati ovog rada predstavljaju nau¢nu bazu za novi pristup
kontrolnim strategijama za antimikrobne tretmane koze goveda i globalno
unapredenje mikrobioloSke bezbednosti govedeg mesa. Ovaj novi pristup
omogucava znacajne Koristi za sve kljuéne ucesnike u lancu govedeg mesa:
nauku, industriju, regulatorne organe i potro$aCe. Ipak, potrebna su dalja

istrazivanja u cilju maksimalnog postizanja tih korisnih efekata u praksi.
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