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Sammendrag

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

at reducere antallet af Campylobacter pa fersk kylling til et sddant niveau,
at kyllingeslagterierne kan leve op til det proceshygiejnekriterie, som im-

plementeres for Campylobacter spp. 1. januar 2018 og lgbende skzerpes i
krav til forekomst.

Formalet med dette forsgg er at verificere inaktiveringen af campylobacter
pa naturligt kontaminerede friskslagtede kyllinger. Desuden testes holdbar-
heden af hele kyllinger under lagring ved 5°C (mikrobiologi samt lugt og
udseende ved sidste holdbarhedsdag).

Konklusion
Inaktive-  Med en p-veerdi pd 0,000242 er der statistisk pavist en signifikant effekt af
ring af nitrogenbehandlingen p& 45 sekunder i forhold til kontrolprgverne for re-
campy- duktionen af campylobacter. 10 ud af de 20 nitrogenbehandlede kyllinger
lobacter opnaede en reduktion >1 log cfu/g, hvor den hgjeste reduktion var 2,1 log
cfu/g. Derfor kan det konkluderes, at behandlingen med flydende nitrogen
kan reducere antallet af campylobacter pa overfladen af naturligt kontami-
nerede friskslagtede kyllinger.

Derimod er der ikke signifikant forskel i niveauet af totalkim mellem nitro-
genbehandlede (skalfrosne) kyllinger og ubehandlede kontrolkyllinger. Ae-
robt totalkim (naturlig baggrundsflora) pavirkes derfor ikke af behandlin-
gen.

Der blev ikke observeret rgde vinger efter skalfrysningen. Det blev derimod
observeret i de test, som blev foretaget pa kglede kyllinger indkgbt i de lo-
kale supermarkeder og dernaest podet med campylobacter fgr skalfrysnin-
gen.



Holdbar-
hed

Baseret pa et meget lille datagrundlag er der ingen indikation pa, at skal-

frysning reducerer holdbarheden af MA-pakkede kyllinger. Tveertimod kan

der maske veere en lille holdbarhedsforleengende effekt. Det kraever dog et
vaesentligt stgrre datamateriale, far man endeligt kan konkludere effekten.
Der skal testes kyllinger pa flere dage og fra forskellige slagterier for at fa

en stgrre variation i den baggrundsflora, der testes og analysere p3.

Efter 10 dages lagring i MAP ved 5°C er det gennemsnitlige aerobe totale
kimtal 0,8 log cfu/g lavere i de skalfrosne kyllinger. Statistisk er forskellen
bekraeftet signifikant (Student t-test, p=0,000046).

De sensoriske analyser viser, at lugten i de ubehandlede kontrolkyllinger
var uacceptabel (lugtgennemsnit 2,9) mens de skalfrosne kyllingers lugt
var acceptabel (lugtgennemsnit 1,6).
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Indledning

Campylobacter er i dag den veaesentligste 8rsag til bakterielle tarminfektioner
i Danmark, og fjerkrae (iseer kyllinger) menes at vaere den vigtigste smitte-
kilde (Statens Seruminstitut, 2017).

Nationalt, sdvel som internationalt, er der derfor stort fokus pa at reducere
forekomsten af Campylobacter i fjerkraeprodukter, og isaer synes det vigtigt
at fokusere p& de gkologiske flokke. En af metoderne til at fierne Campy-
lobacter er ved at dekontaminere kyllingerne efter slagtning.

Formalet med projektet er at undersgge, om det er muligt ved skalfrysning
at reducere antallet af Campylobacter pd fersk kylling til et sddant niveau,
at kyllingeslagterierne kan leve op til det proceshygiejnekriterie, som imple-
menteres for Campylobacter spp. 1. januar 2018 og lgbende skaerpes i krav
til forekomst.

Formalet med dette forsgg er at verificere inaktiveringen af campylobacter
pa naturligt kontaminerede friskslagtede kyllinger, samt i et lille tillaeg at te-
ste holdbarhed af hele kyllinger under lagring ved 5°C (mikrobiologi samt
lugt og udseende ved sidste holdbarhedsdag).

Litteraturopsamling

Campylobacter er en mikroaerofil bakterie, der overlever bedst under iltfat-
tige forhold. Den formerer sig kun ved temperaturer over 30°C, og den vil
derfor ikke formere sig i kglede fgdevarer, men kan godt overleve.

Udover at Campylobacter findes i og omkring gumpen, vil faerdigslagtede
kyllinger ogsa typisk have bakterien indesluttet i hudfolder, porer og har-
saekke, hvortil den er blevet spredt via krydskontaminering fra gumpen un-
der slagteprocessen (Umaraw et al., 2015).

Det er velkendt, at frysning reducerer forekomsten af Campylobacter i feer-
digslagtet fjerkrae, og metoden benyttes ogsa flere steder i industrien til at
reducere niveauet i kyllinger fra positive flokke (Asakura et al., 2015;
Awadallah et al., 2014; Sampers et al., 2010; Boysen & Rosenquist, 2009;
Georgsson et al., 2005). Frysebetingelser som temperatur, frysehastighed
og holdetid har dog stor betydning for effektiviteten, idet det antages, at
bakterien skades og dgr under frysning grundet oxidativ stress, osmotisk
stress og/eller udtgrring (Garénaux et al., 2008; Umaraw et al., 2015).

I lzengden er det dog ikke formalstjenligt at fryse kgdet fra alle positive
flokke, da forbruget bevager sig fra frosset til fersk kylling. Dvs. anvendelse
af egnet frysemetode til dekontaminering af fjerkrae skal sikre, at produktet
stadig kan szelges under kategorien fersk kgd.

Skalfrysning er en metode, hvor overfladen af produktet lynfryses og holdes
ved lav temperatur i sa kort tid, at selve kgdet ikke nar at blive frosset.



Denne nedkglingsmetode anvendes fx pa de fleste danske svineslagterier til
nedkgling af friskslagtede svin. Efter skalfrysningen flyttes svinekroppen til

almindeligt batchkglerum, hvor der sker en udligning af temperaturen i svi-
nekroppen.

I forhold til Campylobacter har flere studier pa DMRI vist, at skalfrysning af
svinekroppen reducerer forekomsten af Campylobacter pa overfladen. Ved
en effektiv tunnelkgling (vindhastighed 3 m/s og -18°C) opnds en reduktion
af Campylobacter pa ca. 1 log cfu/cm?. Reduceres vindhastigheden til 1 m/s
mindskes reduktionen af Campylobacter fra 1 log cfu/cm? til 0,5 log cfu/cm?,
mens nedsaettelse af den relative luftfugtighed fra over 95% til ca. 75% ikke
gger drabet af Campylobacter. Dvs. vindhastigheden synes at vaere meget
vigtig for et effektivt drab i det relevante fugtighedsomrdde (Nersting et al.,
2006).

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 ap-
plikation i litteraturen. I et studie fra 2009, hvor naturligt kontamineret kyl-
lingebryst blev skalfrosset i en CO2 bandfryser til -1°C, sas et konsistent fald
pa 0,42 log cfu/prgve. Holdetid og vindhastighed blev ikke angivet (Boysen
& Rosenquist, 2009).

I et studie pa campylobacterpodede kyllinger fra 2007 sas en reduktion pa
3,17 log cfu/cm? fra et udgangspunkt pa ca. 5,68 log cfu/cm?, hvor hele kyl-
linger med skind blev dampbehandlet i 10 sekunder efterfulgt af skal-frys-
ning i luft ved -35°C i 23 minutter, -10°C i 70 minutter og derefter +15°C i
30 minutter. Dog var der nogle kvalitetsforringelser i udseende af kyllingen
ved dampbehandlingen, og den mest optimale behandling fra dette studie
uden kvalitetsforringelse blev fundet ved at udskifte de 10 sekunders damp
til 80°C varmt vand i 20 sekunder. Dette gav en reduktion pa 2,9 log
cfu/cm? fra et udgangspunkt pa ca. 5,78 log cfu/cm?2. Lufthastigheden blev
ikke angivet (James et al., 2007).

I et studie fra 2012 blev effekten af skalfrysning pa podede kyllingeldr (po-
det med 5 log CFU/g C. jejuni) med skind testet ved tre forskellige lufttem-
peraturer (-5, -15 og -27°C) og tre forskellige indfrysningstider (henholdsvis
70, 15 og 6 minutter) til en skindtemperatur pa mellem -6 og -2,5°C. Alle
behandlinger medfgrte signifikant reduktion i niveauet af C. jejuni p& ca. 1
log cfu/g i snit. Desuden s3s et forgget dryptab, isaer ved den hgjeste tem-
peratur (-5°C). Effekten p5 skindfarven var minimal (Haughton et al.,
2012).

I et studie fra 2016 blev princippet for hurtig overfladekgling undersggt ved
at neddyppe naturligt kontaminerede kyllingeskind i flydende nitrogen i 20
sekunder. Dette medfgrte et fald pa ca. 1 log cfu/g. For hele naturligt konta-
minerede kyllinger sas en reduktion pa i snit 0,9-1,5 log cfu/g ved pa-
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sprgjtning af flydende nitrogen under 40 sekunders passage i en sprgjtetun-
nel uden blzest. Overfladetemperaturen under brystskindet blev malt til -2°C
(Burfoot et al., 2016).

Det har store samfundsmaessige fordele, hvis sygdomsfrekvensen pa grund
af Campylobacter kan nedbringes. Rosenquist et al. (2003) har vist, at en 2-
log reduktion af antallet af Campylobacter pa kyllingekroppe vil nedbringe
hyppigheden af campylobacteriosetilfeelde med en faktor 30.

EFSA (2011) konkluderede i en grundig gennemgang ligeledes, at en reduk-
tion pa 1 log cfu/g enheder af Campylobacter pa kyllingeslagtekroppe vil re-
ducere sundhedsrisikoen fra campylobacteriosetilfaelde med 50-90%. En re-
duktion pa 2 log cfu/g enheder vil reducere sundhedsrisikoen fra campy-
lobacteriosetilfaelde med over 90%.

Fremgangsmade
I samarbejde med teknologileverandgr (AGA) har DMRI konstrueret en ka-
bine, hvori kyllinger kan skalfryses.

Skalfrysning kan anvendes, uden at produktet skal mzerkes med frysning.

Skalfrysning i 45 sekunder har vist 1,5-2 log reduktion af campylobacter pa
podede ferske kyllinger (Tgstesen et al, 2018). Behandlingen pavirkede ikke
dryptab, men der kan veere en tendens til, at blodudtraekninger under hu-
den fremstar tydeligere efter skalfrysningen. Det skal bemaerkes at disse
observationer blev gjort pa kglede kyllinger som blev podet og anvendt til
testene.

Effekten af skalfrysning p& inaktivering af campylobacter testes her pa na-
turligt kontaminerede friskslagtede kyllinger. Der testes for forskel mellem
20 prgver nitrogenbehandlede kyllinger mod 20 prgver ubehandlede kontrol-
kyllinger. Samme kylling analyseres fgr og efter behandling. P& skift vaelges
hgjre og venstre side til analyse fgr behandling hhv. efter behandling. Der
gnskes en forskel pa& minimum 1 log cfu/g ved behandlingen, hvilket er bag-
grunden for valg af antal kyllinger til forsgget.

Desuden testes holdbarhed i et mindre forsgg (mikrobiologi samt lugt og ud-
seende ved sidste holdbarhedsdag).

Forsgget tester to hypoteser, som skal forkastes/modbevises for at bevise,
at behandlingen har en effekt.

Hypotese for campylobacterreduktion: Der er ingen signifikant forskel i
niveauet af totalkim og campylobacter mellem nitrogenbehandlede (skal-
frosne) kyllinger og ubehandlede kontrolkyllinger.
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Hypotese for holdbarhedsforsgg: Der er ingen signifikant forskel i hold-
barhed mellem nitrogenbehandlede (skalfrosne) kyllinger og ubehandlede
kontrolkyllinger.

Hypoteserne accepteres eller forkastes med et signifikansniveau pa 5%.
Hvis hypoteserne forkastes, er der en signifikant effekt af behandlingerne.

Fremgangsmade
Udtag af kyllinger til campylobacterforsgg

20 kyllinger hentes Igbende pa slagtegangen.

Der tages foto af kyllingerne (ryg, bryst og vinger - fokus pa blodarer og
régde meerker (fotograferes igen dagen efter for at se, om der er forskel).
Der udtages prgver til analyse af kimtal pa ubehandlet kylling. Skift mel-
lem hgjre og venstre side.

Skalfrysning i 45 sekunder.

Prgveudtagning af behandlet kylling.

Lzeg i pose og flyt til kal.

Transporteres kglet til DMRI.

Derneest udtag af kyllinger til holdbarhedsforsgg

20 kyllinger hentes Igbende pa slagtegangen.

Skalfrysning i 45 sekunder af 10 kyllinger.

10 kyllinger forbliver ubehandlede.

Kgles i pakkepose.

Transporteres kglet til DMRI.

MA-pakning pa DMRI.

Preveudtagning af brystskind p& dag 0 og dag 9.

Fotografering for at se p& blodudtraek - alle kyllinger fotograferes.

Forsggsopstillingen er vist i figur 1. Der kan vare en enkelt kylling i kabi-
nen, hvor der kan tilfgres flydende Na.
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Figur 1. Forsggsopstillingen.

Anlaegget bestar af en plexiglaskabine med ophaeng til kyllinger samt to rgr-
forgreninger med hver 3 stk. %" rgr samt et antal indsprgjtningsdyser. De 2
forgreninger er koblet til hver deres LN2-tank. Tankene har et indhold pa
230L LN2 ved et konstant tryk pa 1,5 bar(g), som kun varierer minimalt ved
afgasning af mindre meaengder fra beholderen. Trykket holdes nede p& 1,5
bar(g) vha. en reguleringsventil, som konstant "siver” en smule, og tankene
er udstyret med 2 sikkerhedsventiler, som abner ved et tryk pa 4 bar(g).
Ved fors@gg blev udstyret foret/isoleret med et lag bglgepap, da de store
temperaturforskelle i plexiglaspladerne fik dem til at spraenges ved laengere
tids drift.

Udstyrets dyse konfiguration kan ses pa figur 2, og i figur 3 vises en kylling,
som er fotograferet umiddelbart efter behandling (efter “afdampning” af ka-
binen).
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Figur 2. Dysekonfiguration.

Figur 3. Frysebehandling af kylling.
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Valg af provested er baseret pa viden fra tidligere projekter, hvor fx fore-
komst af E. coli er analyseret pa forskellige dele af kyllinger og pa forskellige
steder i processen. Resultaterne viste:

Fgr EVC (eviseration): forekomst af E. coli pa halsskind knap 2 log hg-

jere end pa 1ar.

e Efter EVC: forekomst af E. coli pa halsskind ca. 1 log hgjere end pa I3r.
o Efter kgl: forekomst af E. coli pa halsskind ca. 0,5 log hgjere end pa 1ar.
e Feerdigt produkt: Forekomst af E. coli pa vinger var -1 log lavere end
pa 18r og bryst, som ikke var forskellige. Halsskind blev ikke analyseret.

I et andet forsgg blev fglgende fundet:
e Fgr EVC: forekomst af E. coli pa halsskind ca. 1'2 log hgjere end pa I3r.
e Efter EVC: Ingen forskel i antal E. coli pa |1&r og halsskind.

Campylobacter forventes at spredes ligesom E. coli under slagtningen, da de
begge ma formodes at blive overfgrt via faekal kontaminering.

Af hensyn til projektgkonomien, variation mellem kyllinger og forsggsdesign
veelges det at analysere flere prgver pa en kylling, og det veelges, at den
samme kylling analyseres pd den ene side fgr "frysebehandling” og pa den
anden side efter "frysebehandling”.

Da det ikke vides, hvor de fleste campylobacter findes naturligt (nogle me-

ner halsskind andre mener 13r), og da de indledende forsgg viste ens effekt
pa 18r og bryst samt lidt bedre effekt p& halsskind, vaelges det at udtage en
samleprgve bestdende af halvdelen af halsskind + brystskind + larskind (se
bilag 1). Der skal anvendes skindprgver og ikke svaberprgver for at detek-

tere evt. "skjulte” campylobacter i hdrsaekke, revner m.v.

Forsgget tester alene effekten af frysebehandlingen. Tidligere forsgg har vist
at vask+kgl ikke reducerer antallet af Campylobacter (c.f. Hansen & Sgren-
sen, 2013). Ligeledes viste kontrolforsgg ved challengetest 1 i dette projekt,
at henstand ved -1,9°C natten over ikke reducerede antallet af campy-
lobacter pa skindet (T@stesen, 2018).

Statistisk anbefales 5 kyllinger pr. beszetning fordelt pa 4 flokke. Dette er
ikke muligt pd en dag. Derfor vaelges at udtage kyllinger fra de fritgdende
og PKO-flokke, som slagtes, den dag forsgget gennemfgres, dvs. 1 flok eller
2 flokke, men fordelt hen over produktionsdagen.

Til dette forsggsdesign skal anvendes 20 kyllinger pr. behandling.
Dette er baseret pa: ca. 54% forekomst af campylobacter pa gkologiske kyl-

linger og et niveau pa 2 log cfu/g halsskind (£ 0,6) (Rosenquist et al.,
2013).
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Et andet studium (&rsrapport, FVST, 2015) har vist, at forekomsten af Cam-
pylobacter i gkologiske kyllinger er 78%. I 46% af kyllingerne var antallet
<100 cfu/g, og i 7,8% af kyllingerne var antallet >1000 cfu/g. Det gennem-
snitlige indhold var 2 log cfu/g (kyllingeldr analyseret). Dette er sammenlig-
neligt med indholdet malt i 2013 og 2014. Forekomsten er hgjest i 3. og 4.
kvartal.

I et andet FAF-projekt pa KU/L&F er der udtaget hele kyllinger og kyllingelar
til undersggelse af henfald under lagring i hgj ilt MAP. P& disse kyllinger blev
der i august fundet 100% positive (15 kyllinger) og i september var 80%
positive (12 ud af 15 kyllinger). Niveauet varierede, men der var ca. 4000
campylobacter pr. kylling (personlig kommunikation med Marianne Halberg,
KU).

Hvis en kylling har et indhold af Campylobacter pa 400-4000 cfu/kylling, vil
der pa en halv kylling (hals- + bryst- + 18rskind) vaere ca. 200-2000 cfu.
L&r- + bryst- + halsskind estimeres til at veje ca. 30 g. Det giver 7-67
cfu/g. De 30 g tilsaettes 30 ml FKP og stomacheres (= 0 fort.). Det giver ca.
200-2000 cfu/30 ml = 7-67 cfu/ml i O-fort.

For prgveudtagning og behandling tages der foto af kyllingerne (ryg, bryst
og vinger - fokus pa blodarer og rade maerker dvs. 3 foto pr. kylling).

De samme kyllinger fotograferes efter 1 dggns kglelagring - aerobt.

Der blev anvendt 40 kyllinger: 20 til test af frysebehandling og 20 til hold-
barhedsforsgg. Kyllinger blev udtaget efter EVC og far kal.

Fryseforsgg:
Hold 1 (kontrol): ubehandlet
Hold 2: behandlet i 45 sekunder

For hver kgrsel med kabinettet anvendes 1 kylling
Kylling 1: venstre side ubehandlet (kontrolprgve); hgjre side frys 45 sek.

Neeste behandling:
Kylling 2: Hgjre side ubehandlet (kontrolprgve); venstre side frys 45 sek.

Osv. til kylling 20.

Fgr "frysebehandling” udtages en samlet prgve fra hgjre eller venstre side
(2 hals + bryst + 13r).

Efter "frysebehandling” udtages en samlet prgve fra hgjre eller venstre side
(2 hals + bryst + 13r).
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Skindprgverne skaeres/klippes af med en steril saks/skalpel (se bilag 1),
pakkes i sterile stomacherposer ved at presse overskydende luft ud og kales
(2-4°C) i kglebil. Skindprgverne transporteres til Lab M hos DMRI, og analy-
sen pabegyndes samme dag.

Ved ankomst til DMRI vejes skindprgverne (noter veegten), og 50 ml FKP (0-
fortynding) tilseettes.

P& Cromogen-agar spredes:

1 ml fra O-fort. pa 3 plader (1 cfu = ca. 1 cfu/g; 100 cfu = ca. 100 cfu/g)
0,1 ml fra O-fort. pa 1 plade (1 cfu = ca. 10 cfu/g; 100 cfu = ca. 1.000
cfu/qg)

0,1 ml fra -1-fort. pa 1 plade (1 cfu = ca. 100 cfu/g; 100 cfu = ca. 10.000
cfu/qg)

25 ml fra O-fortyndingen overfgres til 225 ml Bolton Broth til opformering og
analyse for pavist/ikke pavist i preven (1 cfu/ca. 25 g).

P& BHI-A (dybde) spredes i -2, -3, -4 fortynding (1 ml i dybden).

Pavist/ikke pavist folger forskriften af F. Hansen (laboratoriemappe) med
fglgende trin:

BHI-agar inkuberes aerobt ved 20°C i 5 dage og alle kolonier tzelles.

Chromogenagarpladerne inkuberes 44 = 4 timer ved 41,5°C i mikroaerofil
atmosfaere (6% CO2, 6% 02 og 88% N2) og danner mgrkergde kolonier pd
en klar baggrund. Der taelles fortrinsvis plader med mellem 15 og 150 kolo-
nier.

Bolton broth med prgve inkuberes mikroaerofilt i 44 £ 4 timer ved 41,5°C
(preopformering i 4-6 timer ved 37°C udelades pga. tidspres). Herfra spre-
des pd Chromogenagar (10 pl gjepodenal). Pladerne inkuberes mikroaerofilt
i 44 timer + 4 timer ved 41,4°C. Mgrkergde kolonier pa en klar baggrund in-
dikerer, at prgven er positiv for campylobacter.

Der udtages 5 suspekte kolonier til verificering fra hver prgve. De 5 kolonier
udstreges pa Blod Agar og inkuberes i 24 timer ved 41,5°C i mikroaerofil at-
mosfeere (6% CO2, 6% 02 og 88% N2).

Folgende konfirmering anvendes pa de rendyrkede kolonier:

e Opstik til bouillon for opdyrkning og mikroskopi. Campylobacter er spira-
ler, som er beveaegelige.

e KOH-test for gramnegativ reaktion (tradtraek).

11



e L-ALA test (0O.B.I.S. campy kit, code ID0800, Oxoid). Campy er L-ALA
negative.

For yderligere detaljer om campylobactermetoderne henvises til laboratorie-

forskriften.

Acinetobacter kan vokse med mgrkergde kolonier pa Brilliance-agar, og de
er forventelige at finde pa kyllinger. Acinetobacter er gramnegative, sma
ubevaegelige stave. Forventes at vaere L-ALA positive.

Analyse

Resultatet angives som: kimtal Campylobacter = Campylobacter tzalletal x
fortyndingsgrad.

Teelletallet angiver cfu/ml i 0-fortyndingen (g skind i 50 ml FKP)
Eksempel:

45 x 103 = 4,5 x 10* Campylobacter pr. ml (0 fort.)

Hvis der er udtaget 35 g, som er fortyndet i 50 ml, giver det fglgende be-
regning: 4,5 x 10* cfu/ml 0 fort. x 50 ml/35 g = 6,4 x 10* cfu/g.

Hvis kolonierne er verificerede. For 5 kolonier korrigeres teelletallet som fgl-

ger:
5 positive kolonier teelletal x 1,0
4 positive kolonier: teelletal x 0,8
3 positive kolonier: teelletal x 0,6
2 positive kolonier: teelletal x 0,4
1 positiv koloni: teelletal x 0,2
0 positive kolonier: teelletal x 0,0

I dette tilfelde angives resultatet som “verificeret kimtal Campylobacter” =
Campylobacter teelletal x fortyndingsgrad x korrektionsfaktor:
fx 45 x 103 x 0,6 = Verificeret Campylobacter pr. (gram/ml/prave)

Hvor der er pavisning i preven, er der minimum 0,04 cfu/g og teoretisk min-

dre end 1 cfu/g. Derfor er det valgt i T-test at beregne disse tilfeelde som
middelveerdi af min. og maks. 0,5 cfu/g er fx log(0,5) = -0,3 log cfu/g.
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Resume af
forsgget

Fremgangsmade ved holdbarhedsforsgg
For at fa en indikation pa, om holdbarheden pavirkes, udtages 20 kyllinger
fra slagtekaeden.

10 kyllinger pakkes i MAP (ubehandlede)
10 kyllinger nitrogenbehandles i 45 sekunder og pakkes i MAP

Til analyse af kimtal og campylobacter udtages en samleprgve af halsskind
+ brystskind + |13r (fra halvdelen af kyllingen). Prgven fortyndes 1:9 i FKP.
Der spredes p& BHI og chromogenagar.

BHI (20°C, 5 dage):
dag 0: -2, -3, -4
dag 9: -4, -5, -6

Cromogenagar (41,5°C, 2 dage):
Dag 0: 0, -1, -2
Dag 9: 0, -1, -2

Lugt og udseende beskrives med skalaen 1-4 pa dag 9:

Lugt:

1: frisk, acceptabel

2: ikke helt frisk, acceptabel

3, ufrisk begyndende sur, putrid m.v., uacceptabel
4: helt r&dden, sur m.v., uacceptabel

Udseende:

1: ingen misfarvning, acceptabel

2: begyndende misfarvning, acceptabel

3, begyndende slim, misfarvning m.v., uacceptabel
4: helt r&dden, sur m.v., uacceptabel

Beskrivelse af udseende og lugt skal relateres til fordaerv.

Resultater - inaktivering af campylobacter

20 friskslagtede kyllinger indgik i test med 45 sekunders nitrogenbehandling

i et parret test set-up. Kontrolprgver er taget fra alle kyllinger inden be-
handling fra skiftevis hgjre og venstre side. Efter behandling pa 45 sekunde
med flydende nitrogen er der fra alle kyllinger udtaget prgve fra den mod-
satte side end den dertilhgrende kontrolprgve. For BHI-agar er alle kolonier
talt. For Campy Count Agar blev fortrinsvis plader med mellem 15 og 150

r

kolonier talt, og de blev angivet som verificeret Campylobacter (se metode).

Alle resultater for de 20 kyllinger er vist i tabel 1.
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Tabel 1. Reduktion af Campylobacter ved skalfrysning af friskslagtede kyllinger. Fry-
sebehandlet med flydende nitrogen i 45 sekunder samt dertilhgrende kontrol uden

behandling (log cfu/g).
Frysebehandlet Kontrol
Log BHI Log Campy Log BHI Log Campy

Kylling cfu/g cfu/g cfu/g cfu/g
1 4,12 0,29 4,21 0,91

2 4,26 -0,30 4,32 1,62

3 3,64 -0,30 4,14 0,87

4 5,17 -0,55 4,08 1,25

5 3,79 0,49 3,65 1,58

6 4,23 0,93 4,30 1,49

7 3,99 -0,30 3,95 0,89

8 3,83 1,37 4,21 3,03

9 3,73 0,55 4,37 1,67
10 3,93 0,74 4,04 0,63
11 3,84 0,62 3,84 1,11
12 3,96 2,09 3,69 2,85
13 3,86 1,76 3,80 3,03
14 4,12 -0,30 4,25 -0,30
i5 4,50 0,87 3,86 -0,30
16 4,16 -0,30 3,52 -0,30
17 4,10 -0,30 3,78 -0,30
18 3,82 -0,30 3,79 -0,30
19 4,09 -0,30 4,09 1,83
20 4,33 -0,30 4,12 1,19
GNS 4,07 0,32 4,00 1,12

Std. afvi-

gelse 0,34 0,78 0,25 1,08
SE 0,08 0,17 0,06 0,24

* Hvor der er pavisning i preven, er der minimum 0,04 cfu/g og teoretisk mindre
end 1 cfu/g. Derfor er det valgt at angive disse tilfaelde som middelvaerdi af min.
og maks. 0,5 cfu/g er fx log(0,5) = -0,3 log cfu/g.

Gennemsnit og SE (standardfejl) fra 20 testkyllinger p& hhv. totalkim talt pa
BHI og verificeret campylobacter er illustreret i diagrammerne i figur 4 (to-
talkim) og figur 5 (campylobacter). Det er valgt at plotte SE for at preecisere
sikkerheden pa gennemsnittet af de 20 prgver. SE er valgt, fordi standardaf-
vigelsen er hgj, og fordi standardafvigelsen forklarer, hvor langt de enkelte
malinger spreder sig fra middelvaerdien.

For totalkim er gennemsnitsveerdierne og SE stort set identiske, figur 4. For
campylobacter er gennemsnitsveerdien mindre for de kyllinger, der er be-
handlet med nitrogen, hvilket indikerer en drabseffekt af campylobacter pa
naturligt kontaminerede friskslagtede kyllinger. Gennemsnittet p& de nitro-
genbehandlede kyllinger er pd 0,32 log cfu/g og tilsvarende kontrol er pa
1,12 log cfu/g, figur 5. Standardafvigelsen er dog tilsvarende meget hgj,
0,78 for de behandlede kyllinger og 1,08 pa kontrol, dvs. spredningen er
stgrre end gennemsnittet (tabel 1).
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Figur 4. Totalkim pd BHI-agar (log cfu/g). Gennemsnit fra 20 kyllinger angivet med
SE og gennemsnit.
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Figur 5. Verificeret campylobacter (log cfu/g) pa kyllinger behandlet med nitrogen
(N2) samt deres tilsvarende kontrol. Gennemsnit fra 20 kyllinger angivet med SE og

gennemsnit.

Forskellen mellem kontrol og behandling kan ses i figur 6, hvor det verifice-
rede antal Campylobacter log cfu/g-niveau i kylling 1-20 i et parret test set-
up er visualiseret. Generelt er campylobacterniveauet reduceret i de nitro-
gen (N2)-behandlede kyllinger (bl& graf) sammenlignet med deres tilsva-

rende kontrol (orange graf), med undtagelse af kylling 15. Kontrolprgven fra

kylling 15 er beregnet ud fra, at campylobacter er pavist i praven. De hgje-

ste campylobacter-reduceringer er opndet i kylling nr. 2, 4, 8, 19 og 20 med

en reduktion pa 1,5-2,1 log cfu/g. 10 ud af de 20 kyllingeprgver havde en
reduktion pd >1 log cfu/g.
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Figur 6. Verificeret Campylobacter log cfu/g niveau i kylling 1-20 i et parret test set-

up. Kontrolprgver (orange) er verificeret fra alle kyllinger inden nitrogen (Nz)-be-
handling (bl3).

Det er valgt at teste hypotesen statistisk i en students parret t-test, med en
tosidet fordeling. P-vaerdier angiver sandsynligheden for, om hypotesen hol-
der, tabel 2.

Tabel 2. Students parret t-test, med en tosidet fordeling, tester
hypotesen for campylobacter-reduktion

Parret T-test Totalkim BHI Campy
P-veerdi 0,413403 0,000424

Hypotese for campylobacterreduktion: Der er ingen signifikant forskel i ni-
veauet af totalkim og campylobacter mellem nitrogenbehandlede (skal-
frosne) kyllinger og ubehandlede kontrolkyllinger.

Med en p-vaerdi pa 0,413, som er hgjere end signifikansniveauet, viser evi-
densen, at der ikke er signifikant forskel i niveauet af totalkim pd BHI mel-
lem nitrogenbehandlede (skalfrosne) kyllinger og ubehandlede kontrolkyllin-
ger. For totalkim er hypotesen sand.

Med en p-vaerdi pd 0,000424 er der vist staerk evidens for signifikant forskel
i antallet af campylobacter mellem nitrogenbehandlede (skalfrosne) kyllinger
og ubehandlede kontrolkyllinger. For campylobacter er hypotesen derfor
falsk.

Statistisk er der pavist en signifikant effekt af nitrogenbehandlingen i forhold

til kontrolprgverne for reduktion af campylobacter. Effekten i dette forsgg
kan reducere antallet af campylobacter op til 2,1 log cfu/g.
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Holdbar-
hedstest
pé frisk-
slagtede
kyllinger

Fgr prgveudtagning og behandling samt efter behandling og lagring i et
d@gn blev kyllingerne fotograferet (ryg, bryst og vinger - fokus pa blodarer
og rgde maerker).

Der blev ikke observeret rgde udtraek pa/under vinger hverken fgr eller efter
skalfrysning eller efter 1 dggns kgleopbevaring.

Et eksempel p& udseende af kylling fgr og efter behandling samt prgveud-
tagning ses i figur 7.

Fotoserien findes i denne mappe:
Y:\Projects\P2006248_FAF 27 Reduktion af Campylobacter i fersk kylling
ved skalfr\Data\forsgg pa slagteri\billeder fgr og efter frys og lagring 1 dag\

Figur 7. Eksempel pd kylling for og efter skalfrysning samt efter 1 degns kgleopbe-
varing.

Resultater — holdbarhedstest

For at f& en indikation af om holdbarheden pavirkes, blev 20 kyllinger fra
slagtekaaden udtaget - hvor 10 kyllinger blev MA-pakket som ubehandlet
kontrol, og 10 kyllinger blev nitrogenbehandlet i 45 sekunder og efterfgl-
gende MA-pakket.

Resultater fra analyse af total aerobt kimtal og suspekte Campylobacter er
vist i tabel 3. Verifikationen viste, at kun én prgve indeholdt Campylobacter.
Derfor er det valgt at vise gennemsnit og standardafvigelse for talte su-
specte campylobactertilfeelde - altsd kimtal pa campylobacter Cromogen
agaren. P& denne agar vokser Acinetobacter for eksempel som kolonier, der
ligner Campylobacter.
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Tabel 3. Gennemsnit og standardafvigelse pa totalkim malt pa BHI og antallet af

kimtal p& campylobacter chromogen agar. Verifikation viste, at der kun var campy-

lobacter i én prgve. NB: bemaerk totalkim er angivet i log cfu/g mens suspekte cam-
ylobacter er angivet i cfu/g

dag 0 (Frys) | dag 9 (kontrol)
Log BHI cfu/g
Frysebehandlet 3,8 +0,20 5,9 +0,19
Kontrol 4 £+ 0,32 6,7 £ 0,26
Suspecte campylobactor cfu/g
Frysebehandlet 7,7 £ 3,29 7,8 2,43
Kontrol 82,5 + 81,88 16,1 £ 11,81

Kyllingernes mikrobiologiske holdbarhed afhaenger primezert af antallet og ty-
pen af bakterier, som pafgres under slagtning og pakning. Det aerobe total-
kim er en made, hvorpa kyllingens baggrundsflora kan males, og dette tal
kan give en indikation (det er et lille datagrundlag) for, om skalfrysningen
pavirker holdbarheden.

Kimtallet i de ubehandlede kontrolkyllinger stiger fra 4 log cfu/g til 6,7 log
cfu/g under 10 dages lagring ved 5°C (MAP). Kimtallet i de skalfrosne kyllin-
ger stiger fra 3,7 log cfu/g til 5,9 log cfu/g under samme lagringsforhold (ta-
bel 3).

Figur 8 viser det aerobe totalkim i de 20 forskellige kyllinger (+/- skalfrys-
ning; analyseret pa pakkedagen (dag 0) og efter 10 dages lagring ved 5°C
(dag 9)). Det gennemsnitlige aerobe total kimtal pd dag 9 (n=5) er 0,8 log
cfu/g lavere i de skalfrosne prgver. Det er uvist, om dette skyldes skalfrys-
ningen, eller om der er tale om tilfaeldigheder pga. det lille datamateriale.

Statistisk er der meget steerk signifikant forskel i kimtal mellem ubehand-
lede kontrolkyllinger og skalfrosne kyllinger efter de 10 dages opbevaring
(Student t-test, P = 0,000046). Denne forskel var ikke til stede pd dag 0
(Student t-test, P = 0,12).

Den opstillede hypotese kan derfor statistisk afvises p& baggrund af t-te-
stens resultater. Det kraever dog et vaesentligt stgrre datamateriale, fgr man
endeligt kan konkludere effekten. Der skal testes kyllinger pa flere dage og
fra forskellige slagterier for at fa en stgrre variation i baggrundsflora til test
og analyse.
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Sensoriske
data

Log Totalkim BHI

5

dag O (Frys) dag 0 (kontrol) dag 9 (frys) dag 9 (kontrol)

(ch/g)

Figur 8. Totalkim malt pa 20 forskellige kyllinger (hver sgjle repreesenterer en kyl-
ling). 10 ubehandlede kyllinger (kontrol) og 10 nitrogenbehandlede kyllinger (frys). 5
kyllinger fra hver gruppe er analyseret dag 0 og dag 9.

De sensoriske vurderinger er foretaget pa dag 9 (talt fra dag 0, dvs. efter 10
dage). Bedemmelserne blev foretaget af interne dommere (n=5), hvor lugt
og udseende blev vurderet ud fra skalaen 1-4 (se beskrivelse i afsnittet om
fremgangsmade). Gennemsnitsresultater er angivet i tabel 4

Tabel 4. Sensoriske vurderinger efter opbevaring i 10 dage
LUGT UDSEENDE

GNS kontrol

(n=5) 2,9 1,4
GNS behandlet
(n=5) 1,6 1,4

Med et gennemsnit pa 2,9 i lugt er de fem kontrolkyllinger taet pa et uaccep-
tabelt niveau. Et gennemsnit pa 2,9 viser, at flere af dommerne fandt lugten
af kyllingerne uacceptabel (17 ud af 20 bedgmmelser fik karakteren 3). De
fem nitrogenbehandlede kyllinger har et lugtgennemsnit pa 1,6, som er ac-
ceptabelt, dog ikke helt friskt (ingen af de 20 bedgmmelser fik karakteren
3). Bade behandlede og kontrolkyllinger havde et gennemsnit pa 1,4 i ud-
seende - som er mellem frisk, acceptabel til begyndende misfarvning, men
stadig acceptabel.
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Inaktive-
ring af
campy-
lobacter

Holdbar-
hed

Konklusion

Med en p-vaerdi pd 0,000242 er der statistisk pavist en signifikant effekt af
nitrogenbehandlingen p& 45 sekunder i forhold til kontrolprgverne for reduk-
tionen af campylobacter. 10 ud af de 20 nitrogenbehandlede kyllinger opna-
ede en reduktion >1 log cfu/g, hvor den hgjeste reduktion var 2,1 log cfu/g.
Derfor kan det konkluderes, at behandlingen med flydende nitrogen kan re-
ducere antallet af campylobacter pa overfladen af naturligt kontaminerede
friskslagtede kyllinger.

Derimod er der ikke signifikant forskel i niveauet af totalkim mellem nitro-
genbehandlede (skalfrosne) kyllinger og ubehandlede kontrolkyllinger. Ae-
robt totalkim (naturlig baggrundsflora) pavirkes derfor ikke af behandlingen.

Der blev ikke observeret rgde vinger efter skalfrysningen. Det blev derimod
observeret i de test, som blev foretaget pa kglede kyllinger indkgbt i de lo-
kale supermarkeder og dernaest podet med campylobacter fgr skalfrysnin-
gen.

Baseret pa et meget lille datagrundlag er der ingen indikation pa, at skal-
frysning reducerer holdbarheden af MA-pakkede kyllinger. Tveertimod kan
der maske veere en lille holdbarhedsforleengende effekt. Det kraever dog et
vaesentligt stgrre datamateriale, fgr man endeligt kan konkludere effekten.
Der skal testes kyllinger pa flere dage og fra forskellige slagterier for at fa
en stgrre variation i den baggrundsflora, der testes og analysere pa.

Efter 10 dages lagring i MAP ved 5°C er det gennemsnitlige aerobe totale
kimtal 0,8 log cfu/g lavere i de skalfrosne kyllinger. Statistisk er forskellen
bekraeftet signifikant (Student t-test, p=0,000046).

De sensoriske analyser viser, at lugten i de ubehandlede kontrolkyllinger var
uacceptabel (lugtgennemsnit 2,9) mens de skalfrosne kyllingers lugt var ac-
ceptabel (lugtgennemsnit 1,6).
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Hals

L&r

Bilag 1
Prgveudtagning

Halvdelen af halsskindet (pa den lange led) klippes af fgr skalfrysning, og
den anden halvdel udtages efter nitrogenbehandling (ingen foto).

Med skalpel Igsnes skindet rundt om over-/underlar. Skindet skaeres/traek-
kes af i hinden. Gumpen og de blgde hudfolder ind i kyllingen medtages
ikke. P& en 1200 g budgetkylling giver det skind svarende til 11,4 g.
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bryst

Med skalpel lgsnes skindet rundt om brystet. Skindet skaeres/traeekkes af i
hinden. Halsskind medtages ikke. P& en 1200 g budget kylling giver det
skind svarende til 13,7 g.

24



