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STRESZCZENIE

Celem prezentowanych badan byto okreslenie skutecznosci higienizacyjnej promieniowania UV-C wobec bak-
terii z rodziny Enterobacteriaceae inokulowanych na powierzchni skorupy jaj konsumpcyjnych. Zastosowano
pie¢ roznych poziomow inokulacji powierzchni skorupy jaj od 10%-108 komdrek/g skorupy i tak przygotowane
préby naswietlano dawka 0, 4, 7, 11, 19, 26 J/m? stosujgc urzgdzenie UV 254 (CompArt). Przeprowadzone
badania potwierdzity znaczng skutecznos$é higienizacyjng promieniowania UV-C 254 nm wobec S. enteritidis
i E. coli w przypadku wszystkich zastosowanych w eksperymencie poziomow inokulacji powierzchni skorupy
jaj tymi bakteriami. Wykazano, ze poziom inokulacji wptywa na skutecznos¢ inaktywacyjng promieni UV-C
254 nm. Najwiekszy spadek liczby badanych drobnoustrojéw stwierdzono po naswietlaniu powierzchni sko-
rupy dawkg 4 J/m2,

UV-C light higienization of eggshell contaminated with Enterobacteriaceae

ABSTRACT

The aim of the conducted study was to measure the effect of UV-C irradiation on Enterobacteriaceae in-
oculated on the eggshell. Five level of eggshell inoculation from 10*to 102 cell/g eggshell were applied and
samples were exposured to UV irradiation in egg radiator 254 UV Compact was inoculated. Different dose
of egg shell irradiation were applied: 0, 4, 7, 11, 19, 26 J/m?.

It was found that high higienization efficiency of the UV-C 254 nm light on the S. enteritidis and E. coli was
achieved on all contaminated levels. It was proven that the contamination level influences for the higieniza-
tion effect. The highest reduction of the Enterobacteriaceae number was observed after the 4 J/m? dose of
irradiation.

ABiD 3/2010 121



1. WPROWADZENIE

Bezpieczenstwo zdrowotne zywnosci jest waznym
elementem sktadajgcym sie na jakos$¢ zywnosci. Istot-
nym problemem stwarzajgcym zagrozenie zdrowia
dla konsumenta sg zanieczyszczenia mikrobiologicz-
ne zywnosci zwigzane z doborem nieodpowied-
nich surowcéw, ztymi warunkami magazynowania
przedprodukcyjnego i obrébki technologicznej oraz
brakiem higieny osobistej personelu. Wszystko to
negatywnie wptywa na bezpieczenstwo produktu,
stwarzajac realne zagrozenie zdrowotne dla konsu-
menta, dlatego najwazniejszg role w zapewnianiu
bezpieczenstwa produktédw spozywczych odgrywaja
przetworcy i producenci zywnosci [1].

W wiekszosci krajow mimo niewatpliwej poprawy
ogdlnych warunkéw higienicznych, liczba bak-
teryjnych zatru¢ pokarmowych powodowanych
bakteriami z rodziny Enterobacteriaceae jest wciaz
wysoka. Nalezy doda¢, ze wiekszos$é duzych ognisk
zatruc i zakazen pokarmowych jest rejestrowana,
ale indywidualne przypadki szczegdlnie te o lzej-
szym przebiegu nie zawsze sg odnotowywane. Nie
ulega wiec watpliwosci, ze rzeczywista liczba zatru¢
pokarmowych jest znacznie wieksza od liczby przy-
padkdéw faktycznie zarejestrowanych. Najczestsza
przyczyng wystepowania zatrué¢ pokarmowych sg
bakterie z rodzaju Salmonella oraz Escherichia coli.
Szczepy Salmonella, a w szczegdlnosci S. enteritidis
wywotujg ostre zatrucia pokarmowe, wérdd ktérych
salmonellozy zajmujg czotowe miejsce. Rezerwuarem
bakterii sg organizmy zwierzat, za$ nosnikiem zyw-
nos¢ zanieczyszczona odchodami zwierzecymi m.in.
jaja [2, 3, 4].

Wedtug raportu Europejskiego Urzedu ds. Bezpie-
czenstwa Zywnosci (EFSA)z czerwca 2006 Polska
zajmuje czotowe miejsce wsrdd krajow, w ktérych
zakazenie kurnikow catkowitg mikroflorg, a w szcze-
gblnosci bakteriami Gram (-) jest znaczgce — ponad
55% i moze by¢ potencjalng przyczyng zagrozenia
zdrowotnego dla konsumentéw. Wobec tego EFSA
przyjeta strategie, majaca na celu redukcje i kon-
trole mikroorganizmoéw, a w szczegdlnosci bakterii
z rodzaju Salmonella wystepujacych powszechnie
u drobiu. 31 lipca 2006 r. Rozporzadzeniem Komisji
(WE) nr 1168/2006 w odniesieniu do wspdlnotowego
celu ograniczenia czestosci wystepowania niektorych
serotypéw Salmonella w stadach kur niosek gatun-
ku Gallus Gallus, natozono na nasz kraj obowigzek
redukcji czestosci wystepowania pateczek Salmo-
nella do 1%. Konsekwencjg tego byto opracowanie
i wdrozenie w 2008 roku Krajowego programu zwal-
czania niektérych serotypéw Salmonella w stadach

hodowlanych gatunku kura (Gallus Gallus). Aktualnie
obowigzuje Krajowy program zwalczania niektérych
serotypdw Salmonella w stadach niosek gatunku
kura (Gallus Gallus) z 22 wrze$nia 2009. Program
wprowadzono do realizacji na terytorium naszego
kraju w latach 2009-2010.

Wydaje sie, ze jednym z lepszych rozwigzan kontroli
zanieczyszczenia mikrobiologicznego na powierzchni
skorupy jaj konsumpcyjnych jest mycie jaj. Jednak
na terenie Unii Europejskiej istnieje zakaz mycia jaj
klasy A — jaj konsumpcyjnych. Wyjagtkiem jest Szwe-
cja, w ktdrej proces ten jest stosowany. Placéwki,
w ktérych jaja stanowig sktadnik oferowanej kon-
sumentom zywnosci (restauracje, stotéwki, szpitale
i inne zaktady zbiorowego zywienia), majg obowigzek
mycia i dezynfekowania jaj w skorupach. W Raporcie
EFSA zaproponowano, zeby jaja po procesie mycia
poddawac¢ dodatkowym zabiegom higienizacyjnym,
tj. zabiegom polepszajagcym stan mikrobiologiczny
powierzchni skorupy. Jedng z zalecanych metod hi-
gienizacyjnych jest stosowanie promieniowania ultra-
fioletowego (UV-C) o okreslonej dawce. Autorzy we
wczesniejszych badaniach wykazali, ze naswietlanie
powierzchni jaj konsumpcyjnych promieniowaniem
UV-C nie przyczynia sie do powstawania nieko-
rzystnych zmian oraz znaczaco redukuje natywna
mikroflore powierzchni skorupy [5]. W pracy podjeto
badania majgce okresli¢ skutecznos¢ higienizacyjng
promieniowania UV-C powierzchni skorupy jaj kon-
sumpcyjnych celowo zanieczyszczonych bakteriami
z rodziny Enterobacteriaceae.

2. MATERIAL | METODY BADAN

Do badan wykorzystano jaja konsumpcyjne klasy A
z obrotu detalicznego. Przygotowanie jaj do badan
polegato na sterylizacji powierzchni skorupy za po-
moca 70% roztworu alkoholu etylowego przez 30
minut. Przygotowane w ten sposdb jaja przeniesiono
w jatowych warunkach do sterylnych pojemnikéw.

W badaniach wykorzystano szczepy S. enteritidis
PCM 843 i E. coli PCM 318 pochodzgce z IITD PAN
we Wroctawiu. Inokulaty bakterii przygotowano
poprzez pobranie pojedynczej kolonii z selektywnego
podtoza chromogennego, przeniesie do 3 mL bulio-
nu odzywczego (BTL) i inkubowanie przez 16 godzin
w 37°C. Nastepnie 1 mL hodowli przeniesiono do
99 mL $wiezego bulionu odzywczego i inkubowano
4 i 2 godziny w temperaturze 37°C, co odpowiada
logarytmicznej fazie wzrostu badanego szczepu ko-
morek bakterii odpowiednio dla S. enteritidis E. coli
(warunki te ustalono empirycznie). Odpowiednia
koncentracje komodrek do inokulacji powierzchni
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skorupy jaj uzyskano przez rozcieiczanie hodowli
Swiezym bulionem odzywczym. Przygotowane jaja
umieszczone w jatowych pojemnikach zalano w ja-
towych warunkach 40 mL przygotowanego inokulum
bakterii inkubowano w temperaturze pokojowej
przez 15 minut. Nastepnie zawiesine komérek zlano
i tak przygotowane jaja suszono w jatowych warun-
kach okoto 1 godzine w temperaturze pokojowej.
Dalej jaja poddano dziataniu promieni UV-C 254 nm
stosujac rézne dawki promieniowania: 0, 4, 7, 11, 19,
26 J/m2. Jaja po naswietlaniu oraz proby kontrolne
(jaja inokulowane, nie naswietlane) wybijano, a sko-
rupy umieszczono w sterylnych workach. Pojedynczg
prébe stanowity skorupy z 3 jaj. Skorupy nastepnie
kruszono i przenoszono 10 g do kolby z 90 mL zbu-
forowanej wody peptonowej. Przygotowang w ten
sposob prébe wytrzgsano przez 15 minut w celu
wymycia bakterii z poréw skorupy. Z uzyskanego roz-
cieficzenia 10 przygotowano kolejne rozciericzenia
dziesietne. Kazdy wariant naswietlania wykonano dla
5 réznych poziomoéw inokulacji powierzchni skorupy
komdrkami badanych bakterii w 6 seriach badan.
Nastepnie liczbe drobnoustrojéw w poszczegdlnych
probach oznaczono klasyczng metoda zalewowa
z wykorzystaniem Agaru odzywczego (BTL). Proby
inkubowano w temperaturze 37°C przez dobe, a do
obliczen przyjeto rozciefczenia z ptytek na ktérych
liczba koloni byta miedzy 30-300. Wyniki wyrazono
w jtk/g skorupy.

Efekt bakteriobdjczy promieniowania UV-C wyrazono
w stosunku do dawki emisyjnej promieniowania J/m?.
W tym celu zmierzono dla kazdej z lamp naswietla-
cza CompArt 254 natezenie promieniowania UV-C

9,0

w odlegtosci 1 cm od lampy przy pomocy miernika
promieniowania HD 2102.1 z sondg LP471 UVC,
ELTA. Nastepnie natezenie emisyjne W/m? dla kazdej
z 4 lamp obliczono ze stosunku intensywnosci nate-
zenia promieniowania UV-C do wartosci 4m (emisja
promieniowania nastepuje promieniscie) i kwadratu
odlegtosci powierzchni czujnika od lampy emitujgcej
UV-C (natezenie promieniowania jest funkcjg kwa-
dratowgq od Zrédta promieniowania) [6].

Dawke emisyjng (J/m?) obliczono sumujgc natezenie
emisyjne lamp (W/m?) i mnozac przez czas naswietla-
nia (s). Ustalono, ze cykl naswietlania 30 sekundowy
odpowiada dawce 4 J/m?, 60 sekundowy dawce
7 J/m?, 90 sekundowy dawce 11 J/m?, 150 sekundowy
dawce 19 J/m?i 250 sekundowy dawce 26 J/m>.

3. OMOWIENIE WYNIKOW

Analiza danych eksperymentalnych wskazuje na zna-
czacy redukcje bakterii obu badanych bakterii pod
wptywem promieniowania UV-C 254 nm. Obserwuje
sie istotng zmiane licznosci komdrek bakterii w za-
leznosci od dawki promieniowania UV-C przy jedno-
czesnym zastosowaniu réznych poziomoéw inokulacji
skorupy jaj bakteriami (Rysunek 1i 2).

Przeprowadzona statystyczna analiza danych przy
pomocy testu Tukeya wskazuje na istotne staty-
styczne réznice dla zastosowanych dawek promie-
niowania jak rowniez poziomu inokulacji badanego
szczepu. Badania wskazujg, ze najwyzszg redukcje
liczby bakterii (o ok. 3 cykle log) uzyskano w przy-
padku zastosowania najwyzszego poziomu inokulacji.
W przypadku pozostatych zmiany te wynosza kolej-
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Rysunek 1. Wptyw promieniowania UV-C 254 nm ilos¢ komédrek bakterii S. enteritidis
(poziom | — 10°jtk/g skorupy, poziom Il — 10’, poziom Il — 10°, poziom IV — 10°, poziom V — 10%)
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Rysunek 2. Wptyw promieniowania UV-C 254 nm ilos¢ komérek bakterii E. coli
(poziom | — 10°jtk/g skorupy, poziom Il — 10’, poziom Il — 10°, poziom IV — 10°, poziom V — 10°)

no: 2,5, 2 i1 cykl log dla dwdch ostatnich pozioméw
inokulacji. Dane te wskazujg na zaleznos¢ wielkosci
redukcji liczby komérek na skorupie od poziomu
inokulacji, im wyzszy zastosowany poziom inokulacji
skorupy komérkami badanych drobnoustrojow tym
wieksza byta ich redukcja (Rysunek 1 i 2). To zjawi-
sko mozna uzasadnié¢ specyfikg budowy skorupy
jaja. Skorupa ma na swej powierzchni od ok. 7-17
tys. porow przez ktére dochodzi m. in. do wymiany
gazowej zarodka ze srodowiskiem [7]. Stwierdzono,
ze pory sg miejscem, ktére bakterie mogg zasiedlaé
— unikajgc w efekcie szkodliwego wptywu m.in.
promieniowania UV-C 254 mn ze wzgledu na jego
matg przenikliwosé [8]. Przy kazdym z poziomow
inokulacji prawdopodobnie dochodzi do podobnego
zasiedlania poréw skorupy jaj przez bakterie, przez
co dodatkowo — niezaleznie od poziomu inokulacji
skorupy — zmieniata sie koncentracja komodrek na
powierzchni. Dlatego tez uzyskang lepszg skutecz-
nos$¢ higienizacyjng promieniowania UV-C 254 nm
w przypadku zastosowania wyzszego poziomu inoku-
lacji upatruje sie w wiekszej koncentracji komérek
na powierzchni skorupy. W tym przypadku znacznie
wieksza liczba bakterii poddana jest ekspozycji na
szkodliwe dziatanie promieniowania.

Analizujac dane eksperymentalne zaobserwowano
rowniez wptyw dawki promieniowania UV-C na
redukcje liczby bakterii S. enteritidis i E. coli. Nieza-
leznie od poziomu inokulacji najwiekszy spadek ilosci
komédrek badanych bakterii nastepuje po naswie-
tleniu dawka 4 J/m? tj. 30 sekundach naswietlania
powierzchni skorupy promieniowaniem UV-C 254
nm. Zastosowane inne warianty dawek powodowaty

redukcje poziomu bakterii na powierzchni skorupy,
lecz nie tak dynamiczng jak w przypadku 4 J/m? (Ry-
sunek 3 i 4).

Na znaczaca redukcje licznosci komodrek bakterii
po dawce 4 J/m? promieniowania UV-C wptyw ma
prawdopodobnie ich dostepnosé, tj.: ilos¢ komérek
bakterii na powierzchni skorupy. Wiekszos$¢ bakterii
na powierzchni skorupy ginie szybko, ze wzgledu na
bezposrednie wystawienie na promienie UV-C. Naj-
wiekszg redukcje badanych bakterii zaobserwowano
juz przy dawce promieniowania 4 J/m*tj. po 30 se-
kundowej ekspozycji, natomiast dalsza redukcja ilosci
komérek przebiega juz mniej dynamicznie poniewaz
znaczna ilos¢ bakterii znajduje sie w porach skorupy
jaj [7]. Brak dostepu promieniowania UV-C 254 nm do
whnetrza pordw oraz jego mata przenikliwos¢ (od 0,1
do 0,5 mm) uniemozliwiajg zatem catkowitg inakty-
wacje drobnoustrojow [9]. Ponadto w prowadzonych
badaniach proby przygotowywano przez wytrzasanie
skorup w zbuforowanej wodzie peptonowej przez co
wymywano bakterie z poréw ktére prawdopodobnie
ze wzgledu na niewielkg przenikliwo$é promienio-
wania UV mogty przezy¢. Nalezy rowniez bra¢ pod
uwage fakt, ze w pierwszej kolejnosci ging komoérki
szczegdblnie wrazliwe np. bezposrednio po podziale
albo komoérki uszkodzone subletalnie, ktére najta-
twiej wyeliminowac [10]. Tego typu zagrozenia nie
uwzglednia metoda alternatywna przygotowania
préb mikrobiologicznych z powierzchni skorupy jaja,
w ktorej stosuje sie zmywanie drobnoustrojow. Ten
rodzaj pobierania préb ze skorupy jaj wykorzystat
w swoich badaniach Szczawinski i in. (2006) [11].
W metodzie tej podczas sptukiwania zywe komérki
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bakterii pozostajq w porach skorupy, czego skutkiem
jest otrzymanie 100% redukcji drobnoustrojéw
na powierzchni skorupy jaj poprzez zastosowanie
promieniowania UV-C 254 nm. W badaniach Szcza-
winskiego (2006) [11] uzyskano catkowitg redukcje
bakterii S. enteritidis z powierzchni skorupy po na-
Swietlaniu jaj celowo zakazanych (108 jtk/powierzchni
skorupy) promieniowaniem UV-C 254 nm po 270 s.
W badaniach innych autoréw: Coufal i in. (2003)

[13], Rodriguez-Romo i Yousef (2004) [14] rédwniez
uzyskano redukcje liczby drobnoustrojow w wyniku
naswietlania powierzchni skorupy promieniowa-
niem UV-C. Jednakze poréwnanie uzyskanych wy-
nikdow z danymi z piSmiennictwa jest utrudnione,
ze wzgledu na rdznice w metodyce badan prowadzo-
nych przez réznych autoréw. Stosowano zréznico-
wany czas ekspozycji na promieniowanie, odmienne
rodzaje lamp, sposoby przeliczania wynikéw, metody
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celowego zanieczyszczania jaj, oraz pobierania z nich
préb. W badaniach Coufaliin. (2003) uzyskano reduk-
cje S. enteritidis o 4 log w czasie 4 minut naswietlania
jaj promieniowaniem UV-C 254 nm [13]. Rodriguez-
Romo i Yousef (2004) uzyskali redukcje S. enteritidis
0 3,4; 3; 4,3 log po odpowiednio 1; 3 i 5 minutach
ekspozycji jaj na promieniowanie UV-C 254 nm przy
stezeniu poczatkowym 6,3 log/g skorupy [14].

4. WNIOSKI

1. Naswietlanie powierzchni skorupy jaj konsump-
cyjnych promieniowaniem UV-C o dtugosci fali
254 nm w badanym przedziale dawek znaczgco
redukuje ilo$¢ bakterii S. enteritidis i E. coli na
kazdym z 5 poziomdw inokulacji zastosowanych
w eksperymencie, przy czym skutecznos$¢ inak-
tywacyjna UV-C rosnie proporcjonalnie do ilosci
komorek bakteryjnych na gramie skorupy.

2. Najwiekszy stopien redukcji drobnoustrojow na
powierzchni jaj celowo zanieczyszczanych bakte-
riami S. enteritidis i E. coli uzyskano po zastoso-
waniu dawki promieniowania UV-C o wielkosci
4 J/m ? tj. 30 sekundowej ekspozycji.

5. PODSUMOWANIE

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze pro-
mieniowanie UV-C 254 nm skutecznie inaktywuje
bakterie S. enteritidis i E. coli. Majac na uwadze, ze
naturalne zakazenie skorupy jaj jest o kilka rzedéw
wielkosci mniejsze od inokulatdw zastosowanych
w przeprowadzonych badaniach, mozna stwierdzi¢,
ze dla jaj wizualnie czystych, 30 sekundowa ekspozy-
cja (4 J/m?) na promieniowanie UV-C 254 nm istotnie
redukuje drobnoustroje z powierzchni skorupy jaj,
przyczyniajgc sie do zwiekszenia poziomu bezpie-
czenstwa konsumenta.
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