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Sammendrag

Tidligere forsgg har vist, at slagtekroppe ikke altid blev fuldt nedkglede under
udligning, og at temperaturen var forholdsvis hgj pa de steder, hvor kroppene
rgrte hinanden under udligning. Det giver en teoretisk mulighed for vaekst af
Salmonella i kontaktpunkter eller ved mgrbradhoved. Modelberegninger har

vist, at tilvaeksten kan veaere op til 1,5 log-enheder.

Formalet med forsggene var at undersgge, om der ogsa i praksis kan ske en

tilvaekst pa op til 1,5 log-enheder i forbindelse med udligning af slagtekroppe.

Der er gennemfgrt forsgg med de Salmonella-serotyper, der er hyppigst fore-
kommende pa fersk kgd. Forsggene viste, at der i praksis ikke forventes nogen
tilvaekst af Salmonella under udligning — hverken hvor kroppene rgrer hinanden
eller ved mgrbradhovedet, hvis denne er Igsnet pa slagtegangen. Det skyldes, at
nglefasen pa kgd er sa lang, at vaeksten ikke kommer i gang, fgr udligningen er
overstaet.



Indledning

Baggrund Tidligere forsgg har vist, at slagtekroppe ikke altid blev fuldt nedkglet under ud-
ligning og, at temperaturen var forholdsvis hgj der, hvor kroppene rgrte hinan-
den. Det giver en teoretisk mulighed for vaekst af Salmonella i kontaktpunkter
eller ved mgrbradhoved. Modelberegninger har vist, at tilvaeksten kan veere pa
1,5 log-enheder. Den forudgdende tunnelkgling betyder formodentlig, at salmo-
nella vil veere i en nglefase under udligningen og en eventuel tilvaekst antager
nzappe de proportioner, som modellen forudsiger.

For at undersgge om en sadan tilvaekst er reel eller kun teoretisk blev nglefasen
for udvalgte salmonella isolater fastlagt dels i ggdningsopslemninger og dels pa
kgdoverflader.

Formal

Formalet var at bestemme nglefasen for udvalgte salmonella isolater under de
temperaturforhold, der kan forekomme i kontaktpunkter pa slagtekroppe under

udligning.

Forsggsbeskrivelse

Salmonella isolater Der blev anvendt 4 salmonella isolater:
e S typhimurium, nr. 5015 fra DC’s kulturbank
e Monofasisk typhimurium, nr. 5016 fra DC’s kulturbank
e S infantis, nr. 4761 fra DMRI’s kulturbank
e S. derby, nr.5014 fra DC’s kulturbank

Isolaterne er valgt, sa de bedst muligt repraesenterer de salmonellatyper, der
findes pa slagtekroppe i DK.

Podecocktail Der blev fremstillet en podecocktail af de 4 salmonellastammer. Fra frysergr blev
hver stamme opformeret i BHI-bouillon, 37°C, natten over. Efterfglgende blev de
udstreget og dyrket pa BHI-agar, 37°C i 24 timer. Lidt kolonimasse fra hver stam-
me blev overfgrt til 10 ml BHI-bouillon og opformeret ved 37°Ci ca. 1 dggn til et
kimtalsniveau pa 10° cfu/ml. De opformerede kulturer blev blandet i forholdet
1:1:1:1.

Der podes med en kultur, hvor bakterierne forventes at vaere i den stationzere
fase svarende til den fase, de forventes at vaere i, nar de er tilfgrt slagtekroppe via

indhold fra fordgjelseskanalen.

Temperatur Nglefasen blev fastlagt ved 10°, 15°, og 20°C samt 37°C (reference). Under forsg-

get blev temperaturer malt med termologgere.



Tid

Fastlaeggelse af nglefase
- Ggdnings-

opslemning

- Ked-

overflader

Prgvetagning og analyser

Beregninger

Der blev udtaget prgver straks efter podning (T= 0) samt efter 2, 4, 6, 24 og 30
timer.

Prae-opvarmede Blue-Cap flasker med 100 ml steril ggdningsopslemning, ca. 10
gram g@dning i 90 ml fysiologisk saltvand, blev tilsat podecocktail, 10 pl af fortyn-
dingen 1072 (svarende til ca. 103 cfu/ml). De podede opslemninger blev inkuberet
ved de respektive temperaturer.

Svinekamme blev, umiddelbart inden podning, flamberet. Sveer/spaek og sglvhin-
de blev fraskaret under aseptiske forhold. Derefter blev kammene udskaret i
provestykker & 500 cm?. Vaerktgj blev rengjort mellem hver kam og der blev skif-
tet handsker.

Prgvestykkerne blev prae-opvarmet til de respektive temperatur. Overfladen af
hvert prgvestykke blev podet med 5 ml podecocktail, 1073 fortynding svarende til
ca. 10% cfu pr. 10 cm? (boreprgve). Podecocktailen blev fordelt jaevnt over hele
prgvearealet. Efter podning blev hvert prgvestykke opdelt i 5 pregver 4 100 cm?.
Prgverne blev placeret i bakker og tildeekket med film, sa overfladen ikke tgrrede
ud. Filmen blev pasat, sa den ikke rgrte kgdet. Herefter blev prgverne inkuberet
ved de respektive temperaturer.

Til kontrolprgver blev der anvendt upodede prgvestykker & 100 cm?. Kontrolprg-

verne blev inkuberet ved 37°C.

Ggdningsopslemning: Der blev udtaget 3 prgver for hver temperatur henholdsvis

tid. Prgverne blev analyseret ved overfladeudsaed pa BHI agar, 37°Ci 24 timer.

Kgdoverflader: Der blev udtaget 5 boreprgver for hver temperatur henholdsvis
tid. Boreprgver blev udstanset med rundbor 10 cm? og skéret fri ved hjeelp af

pincet og skalpel. Rundbor, skalpel og pincet blev steriliseret mellem hver prgve.

Hver boreprgve blev overfgrt til en stomacherpose, tilsat 50 ml FKP og stomache-
ret i 1 minut. Prgverne blev analyseret pa BHI agar, som ggdningsopslemninger-
ne.

Ved beregninger antages, at vaeksten fglger Baranyi’s og Roberts vaekstmodel
(Baranyi, 1994) :

Kimtallet N til tiden t bestemmes ud fra formlen nedenfor, hvor No angiver start-
kimtallet, N angiver slutkimtallet, og pmax angiver den maksimale vaekstha-
stighed.

e/umax'A(t) _1
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A(t) er et udtryk, der beskriver nedszettelse af vaeksten med tiden. Det beregnes

ud fra formlen nedenfor, hvor h er en konstant.
In@‘h+@—e_h¥_“m“¢)

Sammenhangen mellem pmax 0g temperatur (7) kan beskrives med formlen ne-

Alt)=t+
Hmax

denfor, hvor Bo og B1 er konstanter.
— AT
/umax - ﬂOe
Det vil sige, at ndr temperaturen og de tre konstanter h, Bo og B1 kendes, kan
vaekst beregnes.

Konstanterne h, Bo og B1 er estimeret pa basis af de fundne vaekstkurver i ggd-

ningsopslemninger og pa kgdoverflader vha Proc. Nlin (SAS®, version 9.2).

Resultater og diskussion

Rddata Radata findes i mappen: "Y:/projekt/P2001472-SAF4 God slagtehygiejne ved hgj
hastighed”.
Vaekstkurver
- G@dnings- Salmonella isolaternes vaekstforlgb i ggdningsopslemninger ved 10, 15, 20 og
opslemning 37°Cer illustreret i figur 1.
- Kgdoverflader Veaekst af salmonella isolater pa kgdoverflader ved 10, 15, 20 og 37°C er vist i figur
podede pragver 2. De gennemsnitlige kimtal og standardafvigelser fremgar af tabel 1 og 2 i bilag
1.
kontrolprgver Pa de ikke podede kpdoverflader (kontrolprgver) var vaekst af aerobe kim (20°C)

ikke paviselig efter 24 timer ved 37°C. Efter 30 timer blev der p&vist 10* cfu/cm?.
Det indikerer, at kpdets baggrundsflora ikke havde en betydende effekt pa vaekst
af salmonella isolaterne.
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Figur 1. Vakst af Salmonella isolater i ggdningsopslemning ved 10, 15, 20 og

37°C. N=3.
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Figur 2. Vaekst af Salmonella isolater pa kgdoverflader ved 10, 15, 20 og 37°C.

N=5.

Det ses umiddelbart af figur 1 og 2, at tilvaeksten af salmonella i en tidsperiode pa

30 timer ved alle temperaturer var stgrre i ggdningsopslemning end pa kgdover-

flader. Det er isaer den kortere nglefase i ggdningsopslemninger, der giver en

hgjere tilvaekst end pa kgdoverflader.




Konstanter for hhv. nglefase

De observerede vaerdier for vaekst ved forskellig temperatur kan ”beskrives ma-

og maksimal veeksthastighed tematisk” vha. den anvendte model for vaekst. For veekst i ggdningsopslemning er

Beregnet nglefase

Maksimal vaeksthastighed

det kun 0,8 % af variationen, der ikke kan forklares vha. modellen. For vaekst pa
kedflader er det kun 1,9 % af variationen, der ikke kan forklares vha. modellen.
Det vil sige, at det ud fra resultaterne er muligt at estimere vaekst af Salmonella
ved en vilkarlig temperatur i intervallet 10 °C til 37 °C.

Da de observerede veerdier for vaekst ved forskellige temperaturer kan beskrives
med stor ngjagtighed vha. modellen, refereres i det fglgende kun til beregnede
veerdier for nglefase mv., da disse vil vaere mere ngjagtige end de veerdier, der

kan afleeses fra vaekstkurverne vist i figur 1 og figur 2.

De fundne veaerdier for konstanter til beregning af hhv. nglefase og maksimal
veeksthastighed i ggdningsopslemninger og pa k@doverflader er vist i tabel 1.

Tabel 1: Konstanter til beregning af vaekst for den anvendte cocktail af Salmonel-

lastammer i ggdningsopslemninger og pa kgdoverflader.

Ggdningsopslemning Kgdoverflader
H 3,3922 9,4896
Bo 0,1018 0,1639
B1 0,0872 0,0697

For alle tre konstanter geelder, at veerdien fundet pa kgdoverflader er signifikant
forskellig fra veerdien fundet i ggdningsopslemninger, om end forskellene for Bo

og 1 er sma og i praksis ubetydelige.

Vha. konstanten h kan nglefasen beregnes. De beregnede nglefaser ved hhv. 10,

15, 20 og 37 °C er vist i tabel 2.

Tabel 2: Nglefase i timer som funktion af temperatur og dyrkningsmedie; be-
regnet vha. h i tabel 1.

Ggdningsopslemning Kedoverflader
10 °C 14 timer 29 timer
15 °C 9 timer 20 timer
20 °C 6 timer 14 timer
37°C 1 time 4 timer

Maksimal vaeksthastighed for vaekst af Salmonella i ggdningsopslemning og kagd-
overflader er vist for 4 temperaturer i tabel 3. Til sammenligning er der foretaget
tilsvarende beregninger i en af de mest almindeligt anvendte praediktive model-

ler: Growth predictor (ComBase predictor - http://modelling.combase.cc/ ).



http://modelling.combase.cc/

Temperatur under udligning

Vaekst af salmonella

Teoretisk tilvaekst

uden nglefase

Reel tilvaekst med

nglefase

Af tabel 3 fremgar, at nar temperaturen er >= 20 °C, svarer de fundne vaekstha-
stigheder nogenlunde til den vaeksthastighed, der praedikteres i “Growth predic-
tor”. Men ved temperaturer <=15 °C, er den maksimale vaeksthastighed betyde-
ligt stgrre end praedikteret i “Growth Predictor”. Det gzlder bade for veekst i
gadningsopslemning og vaekst pa kgdflader. Det vil sige, at nar vaeksten fgrst er i

gang, gar den hurtigere end forventet ved temperaturer <=15 °C.

Tabel 3: Maksimal vaeksthastighed, log cfu/time, som funktion af temperatur for
en cocktail af Salmonella. Veerdien er beregnet som haldningskoeffici-
ent til den linezere del af vaekstkurven.

Fundne veerdier Combase
(pH=5,8
Ggdningsopslemning Kgdoverflade Aw=0,997)
10 °C 0,10 0,14 0,031
15°C 0,16 0,17 0,095
20°C 0,24 0,27 0,23
37°C 1,09 0,89 0,87

Det er tidligere vist, at slagtekroppe ikke altid er fuldt nedkglede inden udligning.
| overfladen af skinker, pa kroppe, der hang meget teet, var udligningstemperatu-
ren op til 11,9°C og det blev registreret, at temperaturen I3 mellem 10 og 20°Ci
ca. 13 timer. Ved mgrbradhoved i skinken blev der malt op til 17°C under udlig-
ningen og temperaturen faldt til 10°C i Igbet af 6 timer (Christensen og Rasmus-
sen, 2013).

Modelberegninger baseret pa disse temperaturprofiler samt vaekst uden nglefase
viste, at der kan vaere en tilvaekst af salmonella pa 1,5 log henholdsvis 0,6 log

(ComBase predictor - http://modelling.combase.cc/ ). Teoretisk svarer det til, at

antallet af salmonella stiger omtrent med en faktor 30 henholdsvis en faktor 4.
isse stigningsfaktorer kan have indflydelse pa den procentvise forekomst af sal-

monella positive prgver.

| temperatur omradet fra 20°C til 10°C er nglefasen henholdsvis 14 og 29 timer.
Det betyder, at der i et tidsrum pa 13 timer ikke vil vaere en tilvaekst af salmonella
i overfladen af skinker og der vil sdledes heller ikke vaere en tilveekst af salmonella

i skinken ved mgrbradhoved inden for en periode pa 6 time.

Ved de temperaturforhold, der findes ved udligning, vil den reelle tilvaekst med
nglefase vaere mindre end den teoretiske tilveekst som praedikteret med ”Growth
Predictor” uden nglefase. Det skyldes, at nglefasen er sa lang, at vaeksten ikke

nar at komme i gang i Igbet af udligningsperioden.

Med udgangspunkt i de gennemfgrte forsgg med vaekst af de almindeligt fore-
kommende serotyper pa kgdflader, forventes ved eksempelvis 10 °C, at antallet
af Salmonella gges med en faktor 10 i Igbet af de fgrste 36 timer; derefter vil

antallet forgges med en faktor 10 for hver 7’ende time.


http://modelling.combase.cc/

Konklusion

Forsggene med de serotyper af Salmonella, der er hyppigst forekommende pa
fersk kgd, viste, at der i praksis ikke forventes nogen tilvaekst af Salmonella under
udligning. Det skyldes at nglefasen pa kgd er sa lang, at vaeksten ikke kommer i

gang fgr udligningen er overstaet.
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Bilag 1

Tabel 1. Data fra bestemmelse af salmonella isolaters nglefase i ggdningsopslemning

ved 10, 15, 20 og 37°C. Data er angivet som gennemsnitlige kimtal (n=3) og standardaf-

vigelser.
Timer Temperatur
10°C 15°C 20°C 37°C
Gns. Stdv Gns. Stdv Gns. Stdv Gns. Stdv
cfu/ml cfu/ml cfu/ml cfu/ml

0 2,48 $0,6 2,75 +0,0 2,76 10,1 2,79 10,1
2 2,64 $0,1 2,83 +0,0 2,81 +0,0 3,46 10,1
4 2,77 10,1 2,88 +0,0 3,44 0,2 5,79 +0,1
6 2,73 £0,0 2,89 10,1 4,41 10,1 7,45 10,1
24 3,26 $0,2 5,01 +0,0 8,39 10,1 8,41 10,1
30 3,55 10,1 5,77 10,1 8,59 10,1 8,61 10,1

Tabel 2. Data fra bestemmelse af salmonella isolaters nglefase pa kgdoverflader ved 10,

15, 20 og 37°C. Data er angivet som gennemsnitlige kimtal (n=5) og standardafvigelser.

Timer Temperatur
10°C 15°C 20°C 37°C
Gns. Stdv Gns. Stdv Gns. Stdv Gns. Stdv
cfu/ml cfu/ml cfu/ml cfu/ml

0 2,73 10,2 2,56 +0,1 2,73 +0,1 2,85 +0,1
2 2,65 10,1 2,72 10,2 2,74 10,1 2,68 10,1
4 2,55 10,2 2,67 +0,1 2,78 +0,1 3,15 +0,4
6 2,92 0,1 2,62 +0,1 2,96 +0,1 4,05 +0,7
24 2,87 10,5 4,18 0,7 6,11 10,5 7,20 10,2
30 2,83 10,3 4,00 0,3 7,18 0,3 7,02 +0,1




