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Sammendrag

Formél Formalet med projektet er at undersgge, om det er muligt ved skalfrys-

ning at reducere antallet af Campylobacter pa fersk kylling til et sddant
niveau, at kyllingeslagterierne kan leve op til det proceshygiejnekriterie,
som implementeres for Campylobacter spp. pr. 1. januar 2018. I disse
kriterier er m og M 1.000 cfu/g, n=50. c reduceres i Igbet af en arraekke
fra 50 til 10. S3ledes er c=50 i 2019; i 2020 er c=15 og i 2025 er c=10.
Tilfredsstillende resultater er, nar antallet af prgver med over 1.000
cfu/g (m) er under c-veerdien. Dvs. at der i 2025 skal vaere mindre end
10 prgver ud af 50, som er over 1.000 cfu/g.

Konklusion Behandlingen med flydende nitrogen kan reducere antallet af Campy-
lobacter pa overfladen af slagtede kyllinger. Aerobt totalkim (naturlig
baggrundsflora) pavirkes derimod ikke.

Resultaterne indikerer, at behandlingstiden i nitrogenbadet har betyd-
ning for effekten.

Behandling med flydende nitrogen i 45 sekunder i spraykabinen kan re-
ducere antallet af campylobacter med op til 2 log cfu/g (kyllingerne er
podet med 5,5-6 log campylobacter/g).

Der er tendens til, at blodarerne i vingerne fremstdr mere rgde og tyde-
ligere i behandlede kyllinger end i kontrollerne — MEN enkelte kontrol-
kyllinger har ogsd haft tydelige rgde blodarer pa vingerne.

Et lille labforsgg pa kyllingeldr (n=3) viste, at ved neddypning i flydende
nitrogen i 15 sekunder kan der opnas en 0,7 log reduktion af campy-
lobacter (vand gav 0,4 log reduktion). Behandlingstiden kan sdledes
ikke nedseettes til maks. 15 sekunder pr. kylling ved at anvende ned-
dypning i stedet for spraybehandling.
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Indledning

Campylobacter er i dag den vaesentligste 8rsag til bakterielle tarminfek-
tioner i Danmark, og fjerkrae (isaer kyllinger) menes at veere den vigtig-
ste smittekilde (Statens Seruminstitut, 2017).

Nationalt sdvel som internationalt er der derfor stort fokus pa at redu-
cere forekomsten af Campylobacter i fjerkraeprodukter, og isaer synes
det vigtigt at fokusere pa de gkologiske flokke, da gkologisk opdraet an-
ses for at have en hgjere praevalens og eksponering. En af metoderne
til at fjerne Campylobacter er at dekontaminere kyllingerne efter slagt-
ning. Dette kan ggres pa flere mader, men det er vigtigt, at det er en
skadnsom metode, som bevarer kvaliteten af kyllingerne, samt at be-
handlingen kan foretages hurtigt.

Formalet med projektet er at undersgge, om det er muligt ved skalfrys-
ning at reducere antallet af Campylobacter pa fersk kylling til et sddant
niveau, at kyllingeslagterierne kan leve op til det proceshygiejnekriterie,
som implementeres for Campylobacter spp. pr. 1. januar 2018. I disse
kriterier er m og M 1.000 cfu/g, n=50. c reduceres i Igbet af en arraekke
fra 50 til 10. S3ledes er c=50 i 2019; i 2020 er c=15 og i 2025 er c=10.
Tilfredsstillende resultater er, nar antallet af prgver med over 1.000
cfu/g (m) er under c-vaerdien. Dvs. at der i 2025 skal vaere mindre end
10 prgver ud af 50, som er over 1.000 cfu/g.

Fremgangsmade
I samarbejde med teknologileverandgr (AGA) blev en cryofrysningska-
bine udviklet til test p@ DMRI og et kyllingeslagteri.

Anvendelse af skalfrysning til reduktion af Campylobacter pa overfladen
af kylling er en relativ ny metode, og der er kun ganske fa studier af
denne applikation i litteraturen. I et studie fra 2009, hvor naturligt kon-
tamineret kyllingebryst blev skalfrosset i en CO2-bandfryser til -1°C, sds
et konsistent fald pa 0,42 log cfu/prgve. Holdetid og vindhastighed blev
ikke angivet (Boysen & Rosenquist, 2009).

Indkgring af udstyr
Et billede af anlaegget opstillet hos DMRI er vist nedenfor. Der kan vaere
en enkelt kylling i kabinen, hvor der kan tilfgres flydende N-.



Anlaegget bestar af en plexiglaskabine med ophaeng til kyllinger samt to
rgrforgreninger med hver 3 stk. %" rgr og et antal indsprgjtningsdyser.
De 2 forgreninger er koblet til hver deres LN2-tank. Tankene har et ind-
hold p& 230 L LN2 ved et konstant tryk pad 1,5 bar(g), som kun varierer
minimalt ved afgasning af mindre maengder fra beholderen. Trykket
holdes nede p& 1,5 bar(g) vha. en reguleringsventil, som konstant “si-
ver” en smule, og tankene er udstyret med 2 sikkerhedsventiler, som
dbner ved et tryk pd 4 bar(g). Ved forsgg blev frysekabinen foret/isole-
ret med et lag bglgepap, da de store temperaturforskelle i plexiglaspla-

derne far dem til at spraenges ved laengere tids drift.

Udstyrets dyse konfiguration kan ses pa billederne nedenfor:
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Effekten af 45 sekunders behandling ses grafisk afbilledet ved et termo-
grafisk fotografi nedenfor. Billedet er taget cirka 20 sekunder, efter be-
handlingen er tilendebragt.

Ved den efterfglgende optimering af udstyret blev 4 af de midterste dy-
sehuller bleendet af, hvilket tvang mere kvaelstof ud af de andre huller
0g gav en mere jeevn frysebehandling af kyllingen. Frysebehandlingen
blev evalueret visuelt ved optimeringen, og der blev ikke efterfglgende
taget flere fotos med termografisk kamera. Der er en vasentlige usik-
kerhed pa de termografiske maleresultater, og disse skal derfor kun
bruges til at evaluere den termiske fordeling.



Kyllinger

Kulturer

Medier
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Challengetest 1
Til forsgget blev der indkgb 20 ferske kyllinger fra det lokale supermar-
ked.

Der blev anvendt 1.200 g budgetkyllinger samt 1.800 g keempekyllin-
ger. Kyllingerne blev opbevaret ved 10°C natten over samt yderligere
opvarmet/tempereret ved at placere dem pa bordet i laboratoriet ved
20°C i ca. 3 timer. Det blev gjort for at simulere slagtegang ved “fryse-
behandlingen” (rumtemperaturen var 18,2°C. Vandbad i rummet var
24,2°C). Kyllingernes overfladetemperatur blev ikke malt.

Fra hver kylling blev udtaget prgver af bryst, 18r og hals efter behand-
ling.

Hold Al: behandling i 45 sekunder (4 kyllinger)

Hold A2: behandling i 25 sekunder (4 kyllinger)

Hold B: kontrol, deekket af pose ved -1,9°C natten over (4 kyllinger)
Hold C: kontrol, uemballeret ved -1,9°C natten over (4 kyllinger)

Fglgende kultur blev anvendt:

DMRICC Species
4385 (PX) Campylobacter Jejuni

Stamme 4397 udgik pga. forurening.

Kulturerne blev veekket fra frost, og renheden blev kontrolleret. 1 koloni
blev opformeret i 10 ml BHI (3 rgr a 10 ml). Campylobacter blev opfor-
meret i BHI-B ved 41,5°C, mikroaerofilt, 2 dggn (vaekstoptimum er 37-
42°C). Forventet kimtal 8 log cfu/ml.

Chromogen Brilliance CampyCount Agar (stgbte plader indkgbt)
BHI-A

FKP (se substratdatablad nr. 06.01)

FK (til podning)




Behandling i
frysekabinet

Proveudtag-
ning

Proveforbere-
delse

De tempererede kyllinger blev podet med ca. 10° cfu/cm?.

En hel tempereret kylling blev placeret i en steril hvid bakke (44 x 26
cm). 20 ml podesuspension blev fordelt pa hele kyllingens overflade.
Der blev masseret og gnedet grundigt. Laboranten havde sterile hand-
sker pa.

Der blev fremstillet 300 ml podesuspension ved at overfgre ca. 30 ml
kultur til en steril flaske og fortynde til -1 med FK (ikke FKP).

Den anvendte kultur havde et kimtal pa 8,1 log cfu/ml. Podesuspensio-
nen havde et kimtal pd 6,7 log cfu/ml.

Kyllingerne blev haengt med metaltrad/-bgjle i toppen af kabinettet.
"Haengejernet” blev desinficeret i sprit mellem hver anvendelse.

For hver behandling blev 4 podede kyllinger anvendt. Prgveudtagningen
blev varieret mellem venstre og hgjre side.

Behandling A1: 45 sekunders behandling

Behandling A2: 25 sekunders behandling

Behandling B: kgleskab ved -1,9°C MED pose over for at bevare hgj
fugtighed (kaampekyllinger 1.800 g)

Behandling C: kgleskab ved -1,9°C UDEN pose (kaeempekyllinger
1.800 g)

Luftfugtighed og temperatur blev logget med Testo logger 174H
(AGLK). 1 logger i pose (behandling 3) og 1 logger i inkubator (behand-
ling 4).

Fra hver kylling blev der udtaget: 2 brystskindprgver, 2 over- og under-
|&rsskindprgver samt halsprgve. Der blev anvendt skindprgver og ikke
svaberprgver for at detektere evt. “skjulte” campylobacter i harsaekke,
revner m.v.

Skindprgverne blev skaret/klippet af med en steril saks/skalpel (se bilag
1).

Kontrol af podeniveau blev bestemt Igbende under forsggets afvikling,
ved at fgrste og sidste/naestsidste kylling blev analyseret fgr behand-
ling. Lar- og brystprgve fra den ene side af en kylling blev anvendt.

Skindprgver af bryst og lar vejede 10-12 g, og halsprgver vejede ca.
12-15 g. Alle prgver blev fortyndet 1:9 i FKP (-1 fort).



Inkubation

Afleesning af
plader

Data

Podeniveau

Der blev spredt i fortyndinger -2, -3 og -4 pa Chromogen-agar (over-
flade, 41,5°C, mikroaerofilt) og BHI-A (overflade, 41,5°C, mikroaerofilt)
samt BHI-A dybde (fortynding -3, -4, -5 til aerobt total kim ved 20°C/5
dage). Det giver en detektionsgraense for campylobacter pa 100-
100.000 cfu/g pa Chromogen-agar og BHI-agar (overflade).

P& BHI-A (dybde) blev spredt i -3, -4, -5 fortynding (1 ml i dybden, de-
tektionsgraense 103-107 cfu/g, totalkim).

BHI-agar (dybde). Total kim 20°C/5 dage (aerobt).

Chromogen og BHI-A (overflade) pladerne blev inkuberet i 44 timer £ 4
timer ved 41,5°C i mikroaerofil atmosfzere (6% CO2, 6% 02 og 88%
N2).

For Chromogen-mediet (Brilliance CampyCount Agar) geelder, at Cam-
pylobacter danner mgrkergde kolonier pd en klar baggrund. Der teelles
fortrinsvis plader med mellem 15 og 150 kolonier.

Mikrobiologiske data er samlet i Excelark.

Challengetest 1:
file:///\\localdom.net\TI%20Folders%20D05\Pro-
jects\P2006248 FAF%?2027%20Reduktion%?20af%20Campy-

lobacter%20i%20fersk%20kylling%20ved%20skalfr\Data\Test%20for-
s#g%?20Delforsgg%202.xIsx

Resultater challengetest 1
Podningen af kyllingernes overflade var meget ensartet med en middel-
veerdi pa bryst pa 5,2 + 0,1 log cfu/g og pa I1ar 5,3 £ 0,1 log cfu/g.

Data er vist i figur 1.


file://///localdom.net/TI%20Folders%20D05/Projects/P2006248_FAF%2027%20Reduktion%20af%20Campylobacter%20i%20fersk%20kylling%20ved%20skalfr/Data/Test%20forsøg%20Delforsøg%202.xlsx
file://///localdom.net/TI%20Folders%20D05/Projects/P2006248_FAF%2027%20Reduktion%20af%20Campylobacter%20i%20fersk%20kylling%20ved%20skalfr/Data/Test%20forsøg%20Delforsøg%202.xlsx
file://///localdom.net/TI%20Folders%20D05/Projects/P2006248_FAF%2027%20Reduktion%20af%20Campylobacter%20i%20fersk%20kylling%20ved%20skalfr/Data/Test%20forsøg%20Delforsøg%202.xlsx
file://///localdom.net/TI%20Folders%20D05/Projects/P2006248_FAF%2027%20Reduktion%20af%20Campylobacter%20i%20fersk%20kylling%20ved%20skalfr/Data/Test%20forsøg%20Delforsøg%202.xlsx

Kontroller uden behandling
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Figur 1. Podeniveau pa 6 forskellige kyllingers 18r og bryst. Kylling 1, 4, 5, 8, 9
og 12.

Gennemsnit for behandlinger og kontroller er samlet i tabel 1. Heraf
ses, at den bedste drabseffekt opnds med 45 sekunders behandling af
de fgrste 3 kyllinger. Ved behandling af kylling nr. 3 knaekkede plexi-
glaspladen pa kabinens hgjre side. Effekten pa kylling 4 var begraenset,
ligesom behandlingen i 25 sekunder var begraenset.

Det kan ikke konkluderes, om den begraensede effekt ved 25 sekunders
behandling skyldes den knaekkede plade eller den kortere behandlings-
tid.

Kgling i keleskab (hold B og C) ved -1,9°C (jf. TI-overvagningssystem)
gav under 2 log reduktion af campylobacter, uanset om kyllingerne tgr-
rede kraftig ud (hold C uden pose), eller blev beskyttet mod udtgrring
med en pose (hold B). Temperatur og fugtighed er vist i figur 5. I perio-
den 5 timer til 21 timer (malt med Testo-logger 174H) var den gennem-
snitlige temperatur og luftfugtighed:

e Uden pose (hold C): -1,2°C og 79,3% RH
e Med pose (hold B): -0,9°C og 92,2% RH

Kyllinger opbevaret natten over i kgleskab ved under -1°C uden pose
var meget harde pa overfladen.
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Tabel 1. Gennemsnit og spredning pa kontrol (n=6) og behandlede kyllinger
(n=4). Kimtal pd Campy-agar.

MIDDEL |Ingen beh. 45 sek. 25 sek. | Kgl u/pose | Kgl m/pose

BRYST 52+0,11|39+06 |47+0,1| 48+0,4 | 49+0,1

LAR 53+0,11| 40+0,7 |48+0,2| 45+£0,3 | 5,1+0,2

HALS - 368+0,7 |46+0,3| 54+0,2 | 53+0,2

Reduk-

tion Bryst 1,3 0,5 0,5 0,3
L3r 1,3 0,6 0,9 0,3

Data er ogsa vist i figur 2 (bryst), figur 3 (18r) og figur 4 (hals). Kabi-
nettets hgjre side (mod kyllingens ryg) knakkede under behandling af

kylling 3.
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Figur 2. Inaktivering af Campylobacter i nitrogen-kabine (brystprgver). 1-16 angiver kylling.
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Figur 3. Inaktivering af Campylobacter i nitrogen-kabine (I&rprgver). 1-16 angiver kylling.
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Figur 4. Inaktivering af Campylobacter i nitrogen-kabine (halsprgver. Ingen kontrolanalyser af
podeniveau pa hals). 1-16 angiver kylling.
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Figur 5. Temperatur og luftfugtighed for kontrolhold opbevaret i kgleskab ved -1,9°C.

Udseende af behandlede kyllinger ses i figur 6-9. Heraf ses, at kort tid
efter 8bning af kabinen ser der ud til at veere forskelle pa, hvor meget
rim der er dannet pa kyllingens overflade. Efter udtag af prgver til mi-
krobiologisk analyse er der ingen tydelige forskelle pd kyllingerne. Kyl-
linger opbevaret i kaleskab natten over uden pose var meget harde og
tgrre. Kyllinger opbevaret i kgleskab natten over med pose havde ingen
tydelige forandringer.
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Figur 7. Kyllinger behandlet i 45 sekunder i flydende nitrogen. A) Efter afdamp-
ning af kabinen ses, at skalfrysningen af skindet varierer. Dette fortager sig dog
meget hurtigt. B) efter prgveudtagning i lab.

Figur 8. Kyllinger behandlet i 25 sekunder i flydende nitrogen. A) Efter afdamp-
ning af kabinen ses, at skalfrysningen af skindet varierer. Dette fortager sig dog
meget hurtigt. B) efter prgveudtagning i lab.
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Figur 10. Kyllinger behandlet med pose natten over ved -1,9°C. Ingen synlige
forandringer.

Totalfloraen blev ikke reduceret ved behandlingerne, hvilket ses af tabel

2.

Tabel 2. Gennemsnit pa kontrol (n=6) og behandlede kyllinger (n=4). Kimtal

& BHI-agar (20°C, 5 dage).

MIDDEL Ingen beh. | 45 sek. | 25 sek. | Kgl u/pose | Kgl m/pose
BRYST 6,8 6,6 7,0 6,5 6,7
LAR 6,8 6,7 7,0 6,4 6,6
HALS - 7,2 7,3 7,0 7,1
Reduktion |Bryst 0,2 -0,2 0,3 0,1
Lar 0,1 -0,3 0,4 0,1

13



Konklusion challengetest 1

Nitrogenkabinen skal optimeres med flere dyser p& rgrene for at sikre
mere ensartet behandling af kyllingernes overflade, samt for at hindre
punktfrysning af plexiglaspladen.

Ny plexiglasplade skal isaettes.

Ved challengetest 2 testes behandlingstiderne 45 sek., 35 sek. og 25
sek.

14



Kulturer

Kyllinger

Behandlinger

Challengetest 2
Fglgende kulturer blev anvendt:

DMRICC Species
4385 (PX) Campylobacter Jejuni
4397 (PX) Campylobacter Jejuni

Kulturerne blev veekket fra frost, og renheden blev kontrolleret. 1 koloni
blev opformeret i 10 ml BHI (3 rgr a 10 ml). Campylobacter blev opfor-
meret i BHI-B ved 41,5°C, mikroaerofilt, 2 dggn (vaekstoptimum er 37-
42°C). Forventet kimtal 8 log cfu/ml.

Kglede ferske kyllinger (Vores kylling 1.400 g) blev anvendt til forsgget.
Temperering, podning og prgveudtagning blev foretaget som beskrevet
i challengetest 1.

P& grund af tekniske problemer med gassen henstod de podede kyllin-
geri 3,5 time ved stuetemperatur, for behandlingerne blev padbegyndt.

Podningen af kyllingernes overflade er meget ensartet med en middel-
veerdi pa bryst pa 4,9 £ 0,4 log cfu/g, pa Iar 5,2 £ 0,2 log cfu/g og pa
hals 5,5 + 0,2 log cfu/g.

Fglgende behandlinger indgik i forsgget:

Ubehandlede kontrolprgver til fastlaeggelse af podeniveau
Behandling i 45 sekunder
Behandling i 35 sekunder
Behandling i 25 sekunder

Trykket p& gas fra beholder var lavere denne gang pga. ny levering,
som ikke var kommet op i temperatur.

Start 1,2 og 1,4 bar (sidste gang 1,5 bar)
Slut 0,8 og 1,0 bar (sidste gang 1,5 bar)

Trykket faldt gennem forsggsgangen i modsaetning til sidste gang, hvil-
ket m& skyldes, at veeskemaengden i tankene ikke ndede helt op til
stuetemperatur efter pgfyldning, sd ekspansionens nedkglingseffekt
havde en stgrre indflydelse, som fordrsagede maetningstilstand ved et
lavere tryk i beholderen.

Der blev kompenseret for det lavere tryk ved at have en laengere indkg-
ring ved hver kgrsel (fgr kyllingerne blev anbragt i kabinen). Indkg-
ringstiden blev valgt ud fra, at man kunne hgre, at der blev sprgijtet fly-
dende kveelstof.
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Kyllingerne blev hvide af is/frost som sidst — sa effekten var synlig. Men
denne afvigelse i trykket kan evt. have haft indflydelse pa spredningen
af "kulde” pa kyllingerne, da tilgangstrykket i dyserne pavirker spred-
ningsmgnsteret.

Dagen fgr forsgget blev udstyret testet for ensartet behandling af over-
fladerne. Efter adskillige behandlinger blev kyllingerne fotograferet (fi-
gur 11). Kyllingerne ser ikke ud til at have sndret udseende.

De to kyllinger blev lagt i plastpose og lagt pa kgl (4°C) til naeste dag.
Vurdering af kyllingerne viste, at blodarer pa undersiden af vingen
fremstod meget rgde (figur 12). Der var ingen vaeskeudtraek i posen.

Figur 11. Udseende efter adskillige behandlinger af de samme kyllinger (dagen
fgr podeforsgg). De anvendte ferske, kglede kyllinger var af maerket "Vores kyl-
ling” 1.400 g. Tempereret til stuetemperatur fgr test.
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Data

Figur 12. Udseende efter adskillige behandlinger af de samme kyllinger (dagen
for podeforsgg). De anvendte ferske kglede kyllinger af maerket "Vores kylling”
1.400 g. Tempereret til stuetemperatur fgr test. Opbevaring natten over ved
4°C (aerobt i plastpose) efter behandling.

Mikrobiologiske data er samlet i Excelark.

Challengetest 2:

Y:\Projects\P2006248 FAF 27 Reduktion af Campylobacter i fersk kyl-
ling ved skalfr\Data\challengetest 2\challengetest 2 august 2018.xlsx
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Resultater challengetest 2
Data er vist i tabel 3 og 4 samt i figur 13. Heraf ses, at behandlingen

ved dette forsgg ikke reducerede antallet af campylobacter pa overfla-
den af kyllingerne.

Arsagen er ukendt, men det vurderes, at det skyldes det manglende
tryk i beholderen og dermed for lille tilfgrsel af flydende nitrogen pa kyl-
lingernes overflade.

Tabel 3. Gennemsnit og spredning pa kontrol (n=4) og behandlede kyllinger
(n=4) ved challengetest 2. Kimtal p& Campy-agar.

MIDDEL Ingen beh. 45 sek. 35 sek. 25 sek.
BRYST 5,2 5,0 5,0 51
LAR 4,9 4,6 4,6 4,8
HALS 5,5 5,0 51 5,4
Reduktion | BRYST 0,2 0,2 0,1
LAR 0,2 0,2 0,1
HALS 0,6 0,4 0,1

Gennemsnit af Campy-agar, 41,5°

7

6

5

= frys45s
w  frys-45s

u

bryst

sted ~ side * kyling ~ behandling2 ~

o frys-35s

lar

lar

Figur 13. Inaktivering af Campylobacter i nitrogenkabine (brystprgver). 1-12
angiver kylling. Hgjre/venstre angiver, fra hvilken side af kyllingen prgven er ta-

get.

Totalfloraen blev ikke reduceret ved behandlingerne, hvilket ses af tabel
4. Der er en tendens til, at antallet pa halsprgverne stiger. Det kan
veere tilfeeldig variation, men m&ske kan det skyldes henstand i spande
(3,5 timer), mens trykket skulle stige i nitrogentanken. Under henstand
kan podesuspensionen maske vaere “sevet” ned pa halsdelen.
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Tabel 4. Gennemsnit pa kontrol (n=6) og behandlede kyllinger (n=4). Kimtal

& BHI-agar (20°C, 5 dage).

BHI Middel Ingen 45 sek. | 35 sek. 25 sek.
n=4 Lar 6,1 6,0 6,1 6,2
n=4 Bryst 5,5 5,8 5,8 5,9
n=3 Hals 6,0 6,3 6,3 6,6
Reduktion
Lar 0,1 0,0 -0,1
Bryst -0,2 -0,3 -0,4
Hals -0,3 -0,3 -0,5

Konklusion challengetest 2
Den anvendte dekontaminering med flydende nitrogen havde ingen ef-
fekt pa antallet af campylobacter pa bryst, 13r eller hals.

Der gennemfgres et nyt forsgg, hvor kyllinger behandles i 45 sekunder.
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Podeniveau

Indstilling ud-
styr

Data

Challengetest 3
Ved forsgget blev der udtaget 2 prgver bryst, 2 prgver 18r og 2 prover
hals til fastlaeggelse af podeniveau.

Det malte podeniveau pa de tre prgvesteder var 5,6-6,1 log cfu/g (tabel
5). Dette er p& samme niveau som ved de tidligere challengetest.

Tryk pa forsyning: 1,5 bar
Dyser: optimeret som i challengetest 2
Behandlingstid: 45 sekunder fra nitrogen kunne hgres

Mikrobiologiske data er samlet i Excelark.

Challengetest 3:

Y:\Projects\P2006248 FAF 27 Reduktion af Campylobacter i fersk kyl-
ling ved skalfr\Data\Challengetest 3\challengetest 3 september
2018.xlIsx

Resultater challengetest 3

Gennemsnit for behandlede og kontroller er samlet i tabel 5.

Tabel 5. Gennemsnit og spredning pa kontrol og behandlede kyllinger ved chal-
lengetest 3. Kimtal p& Campy-agar.

Middel Ingen (n=2) 45 sek. (n=3-5)
Lar 5,9+0,1 4,3£0,4 (n=5)
Bryst 5,6+0,1 3,7%£0,2 (n=5)
Hals 6,1+0,0 4,1+0,3 (n=3)

Reduktion (log cfu/g)

Lar 1,6
Bryst 2,0
Hals 2,0
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Figur 14. Inaktivering af Campylobacter i nitrogenkabine (bryst-, Ir- og hals-
prgver). 1-5 angiver kylling. Hgjre/venstre angiver, fra hvilken side af kyllingen
prgven er taget. De rgde sgjler viser kontrol uden behandling. De bl sgjler vi-
ser de behandlede kyllinger.

Behandlingen havde, som i challengetest 1 og 2, ingen effekt pa total-

kim. Data er vist i tabel 6.
Tabel 6. Gennemsnit pa kontrol og behandlede kyllinger. Total aerobt kimtal pd
BHI-agar (20°C, 5 dage).

Middel Ingen (n=2) 45 sek. (n=3-5)
Lar 5,4 5,5 (n=5)
Bryst 5,5 5,3 (n=5)
Hals 5,9 5,6 (n=3)

Reduktion (log cfu/g)

Lar -0,1
Bryst 0,2
Hals 0,3

De visuelle bedgmmelser viser, at kyllingerne far et hvidt udseende,
hvilket viser, at de er kglet/skalfrosset.

Dagen efter er der, som i de tidligere fors@gg, en tendens til, at blodarer
i vingerne fremstar tydeligere pa de nitrogenbehandlede kyllinger end

pad de ubehandlede kontrolprgver.

Der ses ogsa rgde “trykmaeerker” pd ryggen, men det ses pa bade ube-
handlede kontroller og pa de nitrogenkglede.

Eksempler pa udseende er vist i figur 15 og 16.
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Figur 16. Behandlet 45 sekunder, tryk 1,5 bar

Konklusion challengetest 3

Behandling med flydende nitrogen i 45 sekunder giver 1,6-2 log reduk-
tion af Campylobacter pa overfladen. Nitrogenbehandlingen har ingen
effekt pa totalkim.

Der er tendens til, at blodarerne i vingerne fremstar mere rgde og tyde-
ligere i de behandlede kyllinger end i de ubehandlede kyllinger.

En behandlingstid pa 45 sekunder er for lang tid pa en slagtelinje. Det
er muligt, at tiden kan reduceres vasentlig, hvis dyserne, der anven-
des, optimeres, s& der kan fordeles en stgrre maengde nitrogen p& kyl-
lingernes overflade. En anden mulighed er, at kyllingerne i stedet kgres
igennem et nitrogenbad.

I projektet er der ikke ressourcer til at bygge et nitrogenbad til afprgv-
ning af hele kyllinger. Men et bad, hvor kyllingeldr (underldr+overlar)
kan afprgves i laboratorieskala. Et sadant forsgg vil kunne indikere, om
det er maengden af nitrogen p& overfladen, der har afggrende betyd-
ning, eller om behandlingstiden ogsa har betydning.
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Challengetest 4

Malet med dette delforsgg var at teste, om behandlingstiden kunne re-
duceres ved at neddyppe kyllingerne i flydende nitrogen. @nsket var en
behandlingstid pa maks. 15 sekunder.

Opformeringer fremstilles som tidligere beskrevet. Kyllingelarene tem-
pereres til ca. 20°C. Over- og underlar blev placeret i en steril hvid
bakke (44 x 26 cm). 3 ml podesuspension (-1 fort.) blev fordelt pa hele
|&rets overflade. Der blev masseret og gnedet grundigt. Laboranten
havde sterile handsker pa.

Efter behandling blev I3rskindsprgve udtaget som for de hele kyllinger.

Ved et forforsgg blev tiden for neddypning fastlagt. Billederne viser, at
op til 15 sekunders neddypning gav en acceptabel overfladefrysning
(rim pa overfladen).

Kyllingeldr (underldr) blev behandlet ved neddypning i flydende nitro-
gen. I beholderen kunne dyppes stykker p& maks. 9 cm i diameter og
16 cm i hgjden.

Laret blev fastholdt med en grilltang, mens det blev dyppet under nitro-

genoverfladen i hhv. 10 og 15 sekunder. Der blev ikke skifter nitrogen
mellem behandlingerne.
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Figur 17. KyIIingeI%r—behandIet ved neddypning i flydende
nitrogenbad i 10 sekunder. Foto er taget lidt efter optag-
ning fra nitrogenbadet.

Figur 18. Kyllingeldr behandlet ved neddypning i flydende
nitrogenbad i 15 sekunder. Foto taget lidt efter optagning
fra nitrogenbadet.

-

Ved visuel bedgmmelse ses, at kyllingerne far et hvidt udseende efter
behandlingen (figur 17 og 18).

Som kontrol blev medtaget tre ubehandlede 13r og tre 18r, som blev
dyppet i vand (10 sekunder). Ved neddypning i vand blev der anvendt
et stort baegerglas med 4°C koldt vand. Der blev anvendt et nyt glas for
hvert I8r for at undga krydskontaminering.

For hver behandlingstid ved neddypning i flydende nitrogen blev der

analyseret 3 prgver. Til sidst blev en svaberklud dyppet i vaesken for at
male eventuelle campylobacter i nitrogenbadet.
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Data

Prgveoversigt

Det resterende nitrogen afdampede, hvorefter beholderens inderside
blev svabret for detektion af eventuelle overlevende campylobacter.

Mikrobiologiske data er samlet i Excelark.

Challengetest 4:

Y:\Projects\P2006248 FAF 27 Reduktion af Campylobacter i fersk kyl-

ling ved skalfr\Data\Challenge test 4.xIsx

Resultater challengetest 4

Gennemsnit for behandlinger og kontroller er samlet i tabel 7. Resulta-
terne fra behandlingstid er opgivet ved neddypning i flydende nitrogen i
hhv. 10 og 15 sekunder. Det ses, at den bedste effekt opnds med 15

sekunders behandling af 3 kyllingelar.

Tabel 7. Gennemsnit og spredning pa kontrol og behandlede kyllingeldr ved
challengetest 4. Kimtal pa8 Campy-agar og BHI-agar.

Prgve (alle er podet) Kimtal Campy | Totalkim (BHI)
Ubehandlet (n=3) 6,1 £ 0,16 51+0,1
Dyppet i sterilt vand - 10 sek. (n=3) 5,7 £ 0,08 52+0,2
Dyppet i Nitrogen — 10 sek. (n=3) 5,6 0,13 5,1 £ 0,08
Dyppet i Nitrogen - 15 sek. (n=3) 5,3+ 0,06 5,1 £0,11
Gazeklud, dyppet i nitrogen-bad (n=1)| ikke pavist -
Svabring af beholder fgr renggring ikke pavist -
Reduktion (log cfu/g)

Dyppet i sterilt vand - 10 sek. (n=3) 0,4 -0,1
Dyppet i Nitrogen — 10 sek. (n=3) 0,5 0,0
Dyppet i Nitrogen - 15 sek. (n=3) 0,7 0,0

Konklusion challengetest 4 - neddypning

Behandlingen af kyllingeldr ved neddypning i flydende nitrogen gav en
reduktion af Campylobacter pa overfladen. Ved dyp under nitrogenbad i
10 sekunder, blev der opnaet ca. 0,5 log reduktion af kimtal p& Campy-
agar beregnet pa gennemsnit. Ved neddypning i flydende nitrogen, un-
der nitrogenoverfladen i 15 sekunder, blev der opnaet ca. 0,7 log re-
duktion pa Campy-agar beregnet pa gennemsnit. Behandlingen havde,
som i challengetest 1, 2 og 3, ingen effekt pa totalkim malt pa BHI.
Kontrolbehandlingen, hvor kyllingeldrene blev dyppet i 4°C sterilt vand,
gav en 0,4 log reduktion af kimtal p& Campy-agar beregnet pa8 gennem-
snit.

Resultaterne indikerer, at behandlingstiden i nitrogenbadet har betyd-
ning, ligesd har maengden af nitrogen pa overfladen. Man kunne forstille
sig, at en gget reduktion maske kan opnas ved at szette behandlingsti-
den i badet op til 30 og 45 sekunder.
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Referencer

P& svaberklud, som er dyppet i nitrogenbadet, er der ikke pavist cam-
pylobacter.

Konklusion

Behandlingen med flydende nitrogen giver reduktion af Campylobacter
pd overfladen af slagtede kyllinger. Resultaterne indikerer, at behand-
lingstiden i nitrogenbadet har betydning, ligesa har mangden af nitro-
gen pa overfladen.

Behandling med flydende nitrogen i 45 sekunder i spraykabinen kan re-
ducere antallet af campylobacter med op til 2 log cfu/g (kyllingerne var
podet med 5,5-6 log campylobacter/g).

Der er tendens til, at blodarerne i vingerne fremstar mere rgde og tyde-
ligere i behandlede kyllinger end i kontrollerne — MEN enkelte kontrol-
kyllinger har ogsd haft tydelige rgde blodarer p& vingerne.

Naeste trin er at teste, om effekten ogsa kan males pa naturligt konta-
minerede kyllinger. Dette skal foregd pa slagteri.

I et mindre laboratorieforsgg pa kyllingeldr (n=3) vistes en 0,46 log re-
duktion efter 10 sekunder og en 0,74 log reduktion efter 15 sekunder af
kimtal pa Campy-agar (gennemsnit af 3 prgver). Dette skal ses i rela-
tion til neddypning i vand som gav 0,4 log reduktion. Hvis neddypning
skal anvendes, vil behandlingstiden sandsynligvis skulle gges tilsva-
rende den anvendt ved spraybehandlingen. I spraykabinen gav 25 se-
kunder under 1 logs reduktion, mens 45 sekunders behandling gav op
til 2 logs reduktion.

Boysen, L.; Rosenquist, H. (2009). Reduction of Thermotolerant Cam-
pylobacter Species on Broiler Carcasses following Physical Decontamina-

tion at Slaughter. Journal of Food Protection, 72(3): 497-502.

Statens Seruminstitut (2017). http://www.ssi.dk. Tilgdet 15. juni 2017
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L&r

Prgveudtagning

Med skalpel Igsnes skindet rundt om over-/underlar. Skindet skaeres/traek-
kes af i hinden. Gumpen og de blgde hudfolder inde i kyllingen medtages
ikke. P& en 1.200 g budgetkylling giver det skind svarende til 11,4 g.

1
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Bryst

Med skalpel lgsnes skindet rundt om brystet. Skindet skaeres/traeekkes af i
hinden. Halsskind medtages ikke. P8 en 1.200 g budget kylling giver det
skind svarende til 13,7 g.
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