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Influence of citric acid on the inactivity of salmonella in meat poultry

Summary

The aim of this study was to determine the influence on Salmonella of different citric acid concentrations in
microbiological media and on turkey carcass elements. The average bacteria counts in the control samples
without citric acid were: 1.8 x 10% cfu/ml, 1.1 x 10® cfu/ml and 2.0 x 10® cfu/ml, for S. Enteritidis, S. Anatum
and S. Typhimurium, respectively. Citric acid at a 0.1 concentration in an agar media base completely
inhibited the growth of all the Salmonella spp. that were studied. The results obtained after immersing turkey
carcass elements in citric acid clearly indicated that detecting salmonella spp. in the samples was dependent
on the inoculum of these bacteria on the poultry carcass surface. When contaminating 10 cfu/mlof Salmonella
spp- on the surface of a turkey carcass element and immersing it in water solutions of 1% and 2% citric acid
for 15 minutes, no Salmonella spp. were found. After contaminating 10> cfu/ml of Salmonella Enteritidis on
the surface of a turkey carcass section and immersing it in a water solution of 1% and 2% citric acid the
number of samples in which Salmonella spp. were found decreased in comparison with the number of control
samples. After contaminating 10° cfu/ml of the surface of the turkey carcass and immersing it in 1% and 2%
citric acid no effect on Salmonella spp. delectability was found.
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W ostatnich latach w wielu krajach obserwuje si¢
spadek przypadkoéw zatru¢ pokarmowych wywotanych
przez pateczki Salmonella, a wiele ognisk choroby miato
zwiazek z produktami drobiowymi (2, 6). Dréb rzezny
1 jaja uwazane sa obecnie za gtowny rezerwuar tych
bakterii (1, 9, 20, 21). Zapobieganie zakazeniom pa-
teczkami Salmonella 1 zwalczanie salmonelloz wsréd
drobiu jest niezwykle trudne 1 na razie nie w pelni sku-
teczne. Wynika to z obecnosci tych bakterii zar6wno
wsrod ptakow, jak 1 na wszystkich etapach produkcji
w zaktadach drobiarskich (16, 17, 22). Pomimo ciagte-
go udoskonalania metod nie udaje si¢ wyeliminowac
pateczek Salmonella z tuszek drobiowych. Zwalcza-
nie pateczek Salmonella w srodowisku jest wyzwaniem
dla wszystkich podmiotow zajmujacych si¢ zar6wno
produkcja zwierzeca, jak i zywnos$ci. Opracowano
i przetestowano wiele metod dotyczacych m.in.: ubo-
ju, immunizacji i stosowania substancji antybakteryj-
nych. Zadna z nich nie gwarantowala petnego sukcesu,
ale wszystkie poprawiaty warunki higieniczne i bez-
pieczenstwo zdrowotne (11, 18, 26).

Liczba chemicznych dodatkdéw stosowanych w prze-
tworstwie zywnosci jest ograniczona z powodu ich ne-
gatywnego oddziatywania na ludzki organizm oraz ze

wzgledu na trudno$ci z rozpuszczalno$cia 1 mozliwos-
cig bezposredniego zastosowania. Poza tym proekolo-
giczny styl zycia konsumentow zmusza do stosowania
w technologii zywnosci jedynie takich srodkéw che-
micznych, ktore wystepuja w przyrodzie. Wsrod prefe-
rowanych dodatkow niszczacych flor¢ bakteryjna na
tuszkach znaczna grupg stanowia kwasy organiczne i ich
sole, ktore powszechnie uwazane sa za bezpieczne (13,
19, 23). Nalezy do niej rowniez kwas cytrynowy do-
puszczony do stosowania w przemysle spozywczym
(24). Badania dotyczace unieszkodliwiania pateczek
Salmonella byty prowadzane przy uzyciu wielu metod,
zuzyciem réznorodnych zwiazkéw chemicznych m.in.:
kwasow organicznych (7), chlorku heksadecylopiry-
dyniowego (3), ortofosforanu sodu (4, 7), wody utle-
nionej 1 dwuwegglanu sodu (10). Nie wszystkie z tych
metod okazaly si¢ skuteczne. Srodek okresla si¢ jako
skuteczny, jesli pod jego wplywem nastgpuje redukcja
okreslonych drobnoustrojow o 2 log (14).

Pomimo wielu préb podejmowanych w celu unik-
ni¢cia zakazen wtornych pateczkami rodzaju Salmonella
na linii ubojowej i w trakcie produkcji ciagle poszuku-
je si¢ skutecznych metod unieszkodliwiania tych bak-
terii.
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Celem badan byto okreslenie wptywu wybranych ste-
zen kwasu cytrynowego na przezywalnos¢ pateczek
Salmonella w podtozach mikrobiologicznych i na ele-
mentach tuszek drobiowych.

Materiat i metody

Wykrywanie paleczek Salmonella w podlozach mikro-
biologicznych. Ustalono nast¢pujace stezenia: 0,01%,
0,02%, 0,03%, 0,05%, 0,1%, 0,25%, 0,5%, 1%, 1,5%, 2%
kwasu cytrynowego w agarze odzywczym. Salmonella Ente-
ritidis nr 33/66, Salmonella Anatum nr 30/93, Salmonella
Typhimurium nr 227/84 otrzymano z Muzeum Szczepow
Bakteryjnych Instytutu Weterynarii w Putawach. Kwas cy-
trynowy wyjatawiano przy uzyciu filtra Millipor (Millex
9P, 022, Bedford), a nastepnie dodawano go w odpowied-
nich iloéciach do goracego podtoza o temperaturze 5S0°C.

Badane szczepy wsiewano do 9 ml bulionu odzywczego
i po 24-godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C uzys-
kiwano hodowlg wyjsciowa do dalszych badan. Pozniej
wykonywano z tej hodowli dziesigciokrotne rozcienczenia
i kazdy szczep z kazdego rozcienczenia wysiewano na agar
odzywczy bez substancji chemicznych (kontrola) oraz na
agar odzywczy z dodatkiem réznych ilo$ci kwasu cytryno-
wego. Stosowano posiew powierzchniowy. Plytki inkubo-
wano w temperaturze 37°C przez 24-48 godzin. Badania
dla kazdego szczepu powtdrzono dziesigciokrotnie i obli-
czono $rednie ze wszystkich badan.

Wykrywanie paleczek Salmonella w tkance mig§niowej.
Badania przeprowadzono na 150 probkach tkanki migs$nio-
wej z piersi indyczych zakupionych w zaktadach drobiar-
skich. W badaniach wstegpnych przeprowadzonych na 20
probkach nie stwierdzono pateczek Salmonella. Tkanke
mig$niowa przetrzymywano w temperaturze 4°C, a nastep-
nie przygotowano z niej 25 g probki do dalszych badan.

Do zakazenia probek uzyto szczepu Salmonella Enteri-
tidis nr 33/66. Szczep ten najpierw wsiewano do bulionu
odzywczego 1 inkubowano w temperaturze 37°C przez 24
godziny, a nast¢pnie na kazda probke nanoszono po 0,05 ml
24-godzinnej hodowli bulionowej S. Enteritidis rozcien-
czonej od 10 do 1073, Okreslano wyjsciowe inoculum za-
wierajace 10%-10! jtk. probek kontrolnych w kazdej serii
badan. Zawiesing bakteryjna rozprowadzano delikatnie,
specjalna, szeroka eza, mozliwie na jak najwigkszej po-
wierzchni probki. Po naniesieniu bakterii wszystkie probki
przetrzymywano przez 20 minut w lodowce w temperatu-
rze 4°C, w celu catkowitego wysuszenia zawiesiny. Na-
stepnie kazda probke przenoszono do jatlowych zlewek
z 250 ml roztworu 1% i 2% kwasu cytrynowego na okres
15 minut. Po 15 minutach dziatania roztworéw kwasu cy-
trynowego kazda probke przenoszono do jatowej zlewki
i zalewano 225 ml 1% zbuforowanej wody peptonowej
(ZWP; pH 7,2), po czym inkubowano w temperaturze 37°C
przez 20 godzin. Po tym czasie przesiewano po 0,1 ml do
podtoza Rappaport-Vasiliadisa (RV, CM 669, Oxoid) oraz
po 1 ml do podtoza seleninowo-cystynowego (SC, 0687-
-17-11, Disco Laboratories Detroit MI, USA). Podloza te
inkubowano w temperaturze 43°C przez 24 godziny, a na-
stepnie wykonano posiewy eza na agar z zielenia brylanto-
wa i czerwienia fenolowa (BGA, CM 329, Oxoid) oraz agar
bizmutawo-siarczynowy (BSA, 00 73-01-1, Disco Labo-
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ratories). Podloza te przetrzymywano w temperaturze 37°C
przez 1 lub 2 doby (BSA). Kolonie typowe lub podejrzane
o przynalezno$¢ do rodzaju Salmonella byty identyfikowane
biochemicznie i serologicznie. Do okreslenia charaktery-
stycznych cech biochemicznych pateczek Salmonella uzy-
to testu API 20 E. Kontrolg stanowily probki z piersi indy-
koéw zanieczyszczone pateczkami Salmonella, ktore zanu-
rzano w wodzie jalowej przez 15 minut. Kazdy wariant do-
$wiadczenia powtorzono dziesigciokrotnie.

Wykrywanie paleczek Salmonella w tkance mig¢$nio-
wej podczas skladowania. Badania przeprowadzono na
probkach pobranych z 96 piersi indyczych zakupionych
w zaktadach drobiarskich. Kazda probke, wezesniej zwa-
zong i oznakowana, dzielono na dwie czesci. Jedna czg$é
byta sprawdzana na obecnos¢ pateczek Salmonella, a dru-
ga byla zanieczyszczana pateczkami Salmonella. Do ba-
dan uzyto szczepu S. Enteritidis nr 33/66. Powyzszy szczep
wsiewano do bulionu odzywczego 1 inkubowano w tempe-
raturze 37°C przez 24 godziny. Po inkubacji 10 ml bulionu
przesiewano do 4 1 ptynu do rozcienczen, w ktorym zanu-
rzano probki piersi indyczych. Po 5 minutach probki wyj-
mowano, osaczano przez 2 minuty, uktadano na specjalnie
przygotowanych jalowych tacach i przetrzymywano w lo-
doéwce w temperaturze 4°C przez 20 minut. Okreslano
wyjsciowe zakazenie probek kontrolnych w kazdej serii
badan. Nastepnie probki przenoszono do jatowych zlewek
7 250 ml 1% 1 2% kwasu cytrynowego roztworu na okres
15 minut.

Kontrol¢ doswiadczenia stanowily probki piersi zanie-
czyszczone paleczkami Salmonella i zanurzone w wodzie
jatowej przez 15 minut. Okreslano wyjsciowe inoculum
probek kontrolnych w kazdej serii badan. Wymazy pobie-
rano z zewngtrznej i wewngtrznej powierzchni piersi indy-
czej przy uzyciu jatowych tampondw i szablonéw. Do kaz-
dej powierzchni przyktadano jatowy szablon ze stali nie-
rdzewnej o powierzchni okienka wynoszacej 25 cm?. Po-
bierano dwa wymazy — jeden z powierzchni zewngtrznej,
drugi z powierzchni wewngtrznej — tacznie z powierzchni
50 cm?. Tampony z wymazami umieszczano w kolbkach
z peretkami w 50 ml ptynu do rozcieficzen i energicznie
wstrzasano przez dwie minuty. W ten sposob otrzymano
rozcienczenie, w ktorym 1 ml ptynu odpowiadat 1 cm? ba-
danej powierzchni. Nastgpnie z tego pltynu sporzadzano
10-krotne rozcienczenia i okre$lano zanieczyszczenie pa-
teczkami Salmonella metoda nanardsz prawdopodobnej
liczby (NPL). W tym celu z zaw1esmy wy]scmwej oraz jej
kolejnych 10-krotnych rozcieficzen wysiewano po 1 ml do
trzech rownoleglych probéwek ze zbuforowana woda pep-
tonowa (ZWP), ktéra inkubowano w 37°C przez 20 go-
dzin. Dalej postgpowano zgodnie z ogdlnie przyjetymi za-
sadami wykrywania pateczek Salmonella. Z tabel wedtug
Hopkinsa odczytywano najbardziej prawdopodobna licz-
be pateczek Salmonella (12). Kazda piers indycza badano
w kierunku ilo$ciowego oznaczania pateczek Salmonella
bezposrednio po zanieczyszczeniu oraz po 2, 4, 6 dniach
przetrzymywania w lodowce w temperaturze 4°C. Kazdy
wariant doswiadczenia powtorzono szesciokrotnie.

Analiza statystyczna. Otrzymane wyniki opracowano
statystycznie opierajac si¢ na wartosciach logarytmowa-
nych. Zalezno$¢ liczby pateczek Salmonella od dodatku
kwasu cytrynowego oraz liczby bakterii od czasu przecho-



842

Medycyna Wet. 2009, 65 (12)

Tab. 1. Wzrost paleczek Salmonella na podlozu agarowym z dodatkiem kwasu cytrynowego (n = 10; jtk/ml)

. Ocena zalezno$ci
. Stezenie kwasu cytrynowego (%) . .
Typy serologiczne liniowej krzywoliniowej
0,00 0,01 0,02 0,03 0,05 0,1-2 r p R p
S. Anatum 1,1 x108 | 4,6 x108 | 7,0x108 | 53 =108 | 7,0 x106 0 -0,58 0,305 0,99 0,003
S. Enteritidis 1,8 <108 | 1,9x108 | 1,2x10% | 1,4 x108 | 4,0 x107 0 -0,75 0,036 0,87 0,066
S.Typhimurium 2,0 <108 | 2,0 x108 | 2,3 x10% | 1,7 x10% | 7,2 x107 0 -0,84 0,075 0,96 0,019

Objasnienia: r — wspotczynnik korelacji liniowej; R — wspotczynnik korelacji krzywoliniowej (wielomian 2. stopnia); p — poziom

istotnosci

wywania szacowano wykorzystujac korelacjg liniowa 1 krzy-
woliniowa. Do weryfikacji stawianych hipotez (o braku za-
leznosci) zastosowano statystyczny test F (Fishera) oraz
przyjeto poziom istotnosci a = 0,05. W tabelach podano
wspotczynniki korelacji oraz odpowiadajace im poziomy
istotnosci (p), uzyskane w testach przeprowadzanych za
pomoca programu komputerowego Statistica PL6. Jezeli
p < a, wtedy odrzucano hipotez¢ o braku zaleznosci cech.
Wyniki i omowienie

Uzyskane wyniki badan przedstawiono w tab. 1-3.

Wplyw kwasu cytrynowego na pateczki Salmonella
w podtozach mikrobiologicznych przedstawiono w tab. 1.
Kwas cytrynowy poczawszy od stezenia 0,1% w pod-
tozu agarowym catkowicie hamuje wzrost wszystkich
badanych szczepow Salmonella. Przy st¢zeniu 0,05%
liczba bakterii w porownaniu z kontrolg zmniejszyta
sigo 1,2 log w przypadku S. anatum, a 0 0,65 log w przy-
padku S. Enteritidis i 0,44 log w przypadku S. Typhi-
murium. Wymienione bakterie rosty jednak w obecnos-
ci 0,02% 1 0,01% kwasu cytrynowego, 1 kilkakrotnie
przewyzszaly poziom zanieczyszczenia w probce kon-
trolnej. Dla wszystkich serotypow obserwuje si¢ ten-
dencj¢ spadkowa wynikdéw — ujemne wspotczynniki r,
ale zalezno$¢ liniowa jest istotna tylko w przypadku
S. Enteritidis (p = 0,036). Tendencje krzywoliniowe
zostaly udowodnione dla serotypoéw: S. Anatum (p =
0,003)1.S. Tyhimurium (p= 0,019 ). Na podstawie prze-
prowadzonej analizy statystycznej mozna wnioskowac
o roznych tendencjach wzrostu pateczek Salmonella na
badanych podtozach (tab. 1).

Wpltyw kwasu cytrynowego na Salmonella Enteri-
tidis na elementach tuszek indyczych przedstawiono
w tab. 2. Analizujac wyniki badanh uzyskane po zanu-
rzeniu elementéw tuszek indyczych
w kwasie cytrynowym latwo zauwa-

Enteritidis na powierzchni czgsci tuszki indyczej 1 za-
nurzeniu jej na 15 minut w wodnych roztworach 1%
1 2% kwasu cytrynowego stwierdzono zmniejszanie si¢
liczby probek, w ktorych wykryto pateczki Salmonella
w stosunku do liczby probek kontrolnych. Przy zanie-
czyszczeniu 10° jtk na powierzchni elementu tuszki in-
dyczej nie stwierdzono wptywu 1% i 2% roztworu
kwasu cytrynowego na wykrywalnos¢ pateczek Salmo-
nella.

Wplyw kwasu cytrynowego na Salmonella Enteriti-
dis na elementach tuszek indyczych po sktadowaniu
przedstawiono w tab. 3. Srednie wyjSciowe zanieczysz-
czenie pateczkami Salmonella elementow tuszek indy-
czych stanowiacych kontrolg wynosito 2,4 x 10° jtk.
Po zanurzeniu w wodzie probek piersi zanieczyszczo-
nych pateczkami Salmonella — ktore badano bez odka-
zania — stwierdzono $rednio 4,3 x 107 jtk pateczek Sal-
monella. Bezposrednio po zastosowaniu roztworu 2%
kwasu cytrynowego stwierdzono zmniejszenie liczby
pateczek Salmonella o0 0,66 log w stosunku do elemen-
tow zanurzanych w wodzie oraz o 1,4 log w stosunku
do elementéw kontrolnych. W 6. dniu przechowywa-

Tab. 2. Liczba probek z elementéw tuszek indyczych, podda-
nych dzialaniu roztworu kwasu cytrynowego, na ktorych
stwierdzono paleczki S. Enteritidis (n = 10: liczba wynikow
dodatnich)

SI‘E(EZ;ie dzi[;zlaafl . . Roz::eﬁczeni:(inoculu_l;l) .
(minuty) | 10 10 10 10 10
0 15 10 10 10 10 0
1 15 10 10 6 0 0
2 15 10 10 5 0 0

Tab. 3. Wplyw kwasu cytrynowego na liczb¢ (NPL) S. Enteritidis na elementach
tuszek indyczych przechowywanych w temperaturze 4°C (n = 6)

zy¢, ze wykrycie pateczek Salmonella

W.pro.bkach za£ezy qd inoculum za- - T Ocenﬁ zaleznosci
wierajacego 10*-10' jtk tych bakterii | Badane | Stgzenie iniowe}
. . . . . H 0, z .

na powierzchni tuszki drobiowej. Przy | Substancié | (%) | Bezposredniopo | A 6 ’ ;
zanieczyszczeniu 10 jtk pateczek Sal- zanieczyszezeniu
monella na powierzchni elementu |Kontrola 0 2,4x10% 4,3 x10%|2,4 x10%| 9,3 x102| -0,17 | 0,449
tuszki indyczej i zanurzeniu jej na 15 | woda 0 4,3 x 102 24x102(93x10 [43x10 | -0,99 0,000

1 0/ 170
minut w wodnym roztworze 1 % 12% Kwas ] 43102 | 23100 43 =10 |43x100| —059 | 0004
kwasu cytrynowego nie stwierdzono eytrynowy .
pateczek Salmonella. Przy zanieczysz- 2 e Ol L S 0O IOOUS

czeniu 10? jtk paleczek Salmonella

Objasnienia: r — wspotczynnik korelacji liniowej; p — poziom istotnosci
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nia probek filetéw indyczych liczba pateczek Salmo-
nella zmniejszyta si¢ we wszystkich doswiadczalnych
uktadach modelowych, odpowiednio, 0 0,41 log w przy-
padku elementéw kontrolnych, o 1 log w przypadku
elementdw zanurzonych w wodzie, o 2 log w przypad-
ku elementéw zanurzonych w 1% kwasie cytrynowym
10 1,6 log w przypadku elementow zanurzonych w 2%
kwasie cytrynowym. Przeprowadzona weryfikacja sta-
tystyczna postawionych hipotez pokazata, ze zaleznos¢
ta nie jest istotna w grupie kontrolnej (p = 0,449). Dla
grupy tej obserwowano wyzsze niz u pozostatych grup
wartos$ci liczby bakterii. Dla pozostatych substancji ko-
relacje okazaly sig istotne.

Dotychczasowe badania (25) nad eliminowaniem
pateczek Salmonella pod wptywem czynnikow che-
micznych na tuszkach drobiowych miaty na celu
w pierwszym etapie zlikwidowanie mikroflory towa-
rzyszacej, np. poprzez promieniowanie ultrafioletowe,
a dopiero nastgpnie zanieczyszczenie ich pateczkami
Salmonella. Dzigki temu mozliwe byto w dalszym eta-
pie stosowanie nieselektywnych pozywek, ktore pozwa-
laty na wykrycie uszkodzonych paleczek Salmonella
pod wptywem substancji chemicznych (5). Wszystkie
przytoczone badania wskazuja, ze stosowany w nich
uktad doswiadczalny daleko odbiegat od rzeczywistych
sposobow naturalnego zanieczyszczania tuszek patecz-
kami Salmonella oraz warunkéw ich przechowywania.
W badaniach wiasnych okreslono wptyw 1% 1 2% kwa-
su cytrynowego na pateczki Salmonella w warunkach
najbardziej zblizonych do naturalnych, czyli na tusz-
kach drobiowych pochodzacych bezposrednio z zakta-
dow drobiarskich, nie poddawanych w laboratorium
jakimkolwiek procesom zmierzajacym do zlikwidowa-
nia mikroflory towarzyszace;.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze
hamujacy wplyw kwasu cytrynowego na pateczki Sal-
monella w podlozach bakteryjnych moze mie¢ rowniez
miejsce na tuszkach drobiowych. W dostgpnym pis-
miennictwie brak jest szczegdétowych wiadomosci
o wplywie kwasu cytrynowego na liczbg pateczek Sal-
monella na tuszkach indyczych. Z danych, jakie uzys-
kano z badan wlasnych wynika, ze skutecznos¢ prze-
ciwbakteryjnego dziatania kwasu cytrynowego jest zroz-
nicowana i zalezy od wyjsciowej liczby pateczek Sal-
monella na tuszkach indyczych oraz st¢zenia uzytego
kwasu.

Mechanizm dzialania unieszkodliwiajacego kwasu
cytrynowego na pateczeki Salmonella zwiazany jest
z obecnoscia zdysocjowanych czastek oraz z niskim pH
(5). Dane pismiennictwa (7, 8) wskazuja, ze im wyzsze
jest stezenie kwasdéw organicznych, tym wigksza jest
ich efektywnos¢ na pateczki Salmonella. W przypadku
wysokiego ste¢zenia kwaséw w roztworach unieszko-
dliwiajacych pojawiaja si¢ w tuszkach zmiany organo-
leptyczne (15). Tamblyn i Conner (25) zaobserwowali
zmiany, takie jak blados$¢ skory oraz nieprzyjemny za-
pach przy stgzeniu testowanych kwaséw rownym badz
wigkszym niz 2%.
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Z przeprowadzonych badan wynika, ze istnieje moz-
liwos¢ redukcji liczby pateczek Salmonella na tuszkach
drobiowych poprzez naniesienie na ich powierzchni¢
przynajmniej 1% roztworu kwasu cytrynowego.
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