MIKROBIOLOSKI KRITERIJUMI ZA PROIZVODE OD
MLEKA
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Mikrobioloski kriterijumi

a2 Dobro obuceni mikrobiolozi mogu da izoluju
mikroorganizme iz sirovine i gotovih proizvoda.

a Da li to znadi da je ta hrana stetna po zdravlje ljudi ili
da ¢e dodi do njenog kvara?

Good Bacteria
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Mikrobioloski kriterijumi u sistemu
bezbednosti hrane

0 Bezbednost hrane se pre svega postize preventivnim
prilazom (dobra proizvodacka praksa, dobra higijenska
praksa i upravljanje bezbednosc¢u hrane zasnovanom na
principima HACCP).

0 ldentifikacija hazarda i procena rizika u vezi sa hranom ili
procesom proizvodnje i postavljanje sistema za upravljanje
hazardima i rizicima.



Bezbednost hrane - Propisi EU

Uredba (EC) No 178/2002 -General food law /opsta nacela i uslovi propisa o
hrani, osnivanje EFSA i postupanju po pitanjima bezbednosti hrane

Uredba (EC) No 852/2004 -Hygiene of foodstuffs/ higijena hrane

Uredba (EC) No 853/2004 -Hygiene rules for food of animal origin/posebna
pravila higijene hrane

Uredba (EC) No 854/2004 -Official controls/posebna pravila organizacije
sluzbenih kontrola hrane ziv. porekla namenjene za ishranu ljudi

Uredba (EC) No 882/2004 -Official Feed & Food Controls/ sluzbene kontrole
koje se sprovode u cilju verifikacije sprovodenja zakona o hrani, kao i propisa o
zdravlju i dobrobiti zivotinja

Uredba (EC) 2073/2005 (sa izmenama i dopunama: Uredba (EC) 1441/2007 ;

Uredba (EC) 365/2010 - microbiological criteria for foodstuffs/mikrobioloski
kriterijumi za hranu



Bezbednost hrane - Propisi Republike Srbije

a Zakon o bezbednosti hrane (Sl. glasnik RS broj 41/2009)

a Pravilnik o opstim i posebnim uslovima higijene hrane u bilo kojoj fazi
proizvodnje prerade i prometa (Sl. glasnik RS broj 72/10)- sadrzZi samo
mikrobioloske kriterijume za hranu

o Pravilnik o veterinarsko-sanitarnim uslovima, odnosno opstim i
posebnim uslovima za higijenu hrane Zivotinjskog porekla, kao i o
uslovima higijene hrane Zivotinjskog porekla (SI. glasnik RS, broj 25/11 i
izmena 27/14)

o Pravilnik o nacinu i postupku sprovodenja sluzbene kontrole hrane
Zivotinjskog porekla i na¢inu vrsenja sluzbene kontrole Zivotinja pre i
posle klanja (Sl. glasnik RS broj 99/2010)



Mikrobioloski kriterijumi

O Primena mikrobioloskih kriterijuma treba da osigura:

QO Proizvodi su dobijeni pod dobrim higijenskim uslovimai sa
mikrobioloskog stanovista bezbedni za konzumiranje,

O Razdvajanje prihvatljivih od neprihvatljivih proizvoda ilj,
O Odvajanje prihvatljive od neprihvatljive proizvodne prakse.

O Mikrobioloski kriterijumi su namenjeni da se koriste za validaciju i
verifikaciju procedura Hazard Analysis and Critical Control Points
(HACCP) i dobre higijenske prakse.



Pravilnik o opstim i posebnim uslovima higijene hrane u bilo
kojoj fazi proizvodnje prerade i prometa (Sl. glasnik RS broj

72/10)
O Definicije pojedinih izraza upotrebljenih u pravilniku.
O Opsti deo.

Q Prilog 1.
o Kriterijumi bezbednosti hrane,

a Kriterijumi higijene u procesu proizvodnje,

o Pravila za uzimanje uzoraka i pripremu uzoraka za ispitivanje.



Mikrobioloski kriterijumi

Kriterijum bezbednosti hrane

0 Kriterijum bezbednosti hrane jeste kriterijum kojim se
definiSe prihvatljivost nekog proizvoda ili proizvodne
partije proizvoda. Primenjuje se na proizvode u prometu.

Kriterijum higijene u procesu proizvodnje

0 Kriterijum higijene u procesu proizvodnje jeste kriterijum
Koji se primenjuje na proces proizvodnje i prerade hrane i
ukazuje na pravilno funkcionisanje proizvodnog procesa,
tako Sto predstavlja vrednost kontaminacije iznad koje se
preduzimaju korektivne mere kako bi se odrzala higijena
procesa. Ne primenjuje se na proizvode stavljene na
trziste.




Uloga mikrobioloskih kriterijuma - veza sa
HACCP

0 Ispitivanje nije potrebno ako su druge metode
monitoringa efektivnije (npr. temperatura/vreme).

a0 Ako je potrebno mikrobiolosko ispitivanje subjekti u
poslovanju hranom treba da u okviru njihovog HACCP
plana utvrde nivo ispitivanja. Koliko ¢esto oni treba da vrse
ispitivanja da bi osigurali da je njihov proizvodni proces
efektivan i da je opasnost pod kontrolom?



Mikrobioloski kriterijumi

m Mikrobioloski kriterijumi sadrze:
o Kategoriju hrane,
o Spisak znacajnih mikroorganizama, toksina i metabolita;
o Plan uzorkovanja (broj jedinica uzorka (n) i broj ispitivanih
jedinica uzorka (c) koje moraju da zadovolje postavljene
grani¢ne vrednosti);

Grani¢ne vrednosti (m, M)

Referentne metode ispitivanja

Fazu u kojoj se kriterijum primenjuje.

Aktivnosti koje e biti preduzete ako kriterijum nije
zadovoljen.

U 0O O O



Kategorija hrane

0 Hrana spremna za konzumiranje (koja podrzava rast L.
monocytogenes, koja ne podrzava rast L.
monocytogenes);

o Meso i proizvodi od mesa;
o Mleko i proizvodi od mleka;
0 Proizvodi od jaja;

a Proizvodiribarstva (riba, druge vodene Zivotinje i njihovi
proizvodi);

o Povrce, voceiproizvodi od vocai povrca.



Kriterijumi bezbednosti hrane-

Mikroorganizmi, toksini, metaboliti i referentne metode
ispitivanja

o Salmonella vrste: ISO 6579

0 Listeria monocytogenes: ISO 11290,1i 2

o Stafilokokni enterotoksini: Evropska skrining metoda CRL

0 Escherichia coli: 1SO 16649;1,21i3

0 Histamin: HPLC

0 Cronobacter spp.: ISO 22964

0 Bacillus cereus: EN ISO 7932



Kriterijumi higijene u procesu proizvodnje-
Mikroorganizmi i referentne metode ispitivanja

0 Salmonella vrste: ISO 6579

a Broj aerobnih kolonija, 1ISO 4833

0 Enterobacteriaceae: 1ISO 21528, 11 2
0 Escherichia coli: 16649;1, 2 3

a0 Koagulaza pozitivne stafilokoke: ISO 6888, 1i 2



Tumacenje rezultata

0 jedna granicna vrednost [plan “dve klase”- m=M

a Zadovoljavajudi ili nezadovoljavajudi
0 Ovakva granicna vrednost i interpretacija rezultata-
Kriterijumi bezbednosti hrane



Kriterijumi bezbednosti hrane
Primer: Poglavlje 1 tacka 1.11.

Kategorija | Mikroor- Plan Granicne Referentna | Faza u kojoj se
hrane ganizmi/ uzorkovanja |vrednosti | metoda Kriterijum
njihovi ispitivanja primenjuje
tOkSini, n C m M
metaboliti
Mleko u Salmonella Proizvod u
prahu i 5 0 Ne sme biti | EN/ISO prometu
surutka u u25g 6579 tokom
prahu njegovog roka
upotrebe

Zadovoljavajuci: Ako u svih 5 (n) jedinica uzorka nisu dokazane
Salmonella vrste u 25g.

Nezadovoljavajuci: Ako su dokazane Salmonella vrste u 25¢g u jednoj ili
vise jedinica uzorka




Tumacenje rezultata

®m Dve grani¢ne vrednosti (m i M)/Plan “tri klase” [rezultati se intepretiraju
kao zadovoljavajudi, prihvatljivi i nezadovoljavajudi

O n-broj jedinica uzorka koje predstavljaju uzorak.

Q m-grani¢na vrednost za broj bakterija.

®m rezultat se smatra zadovoljavajucim ako je broj bakterija u svim
jedinicama uzorka < m

0 ¢-brojjedinica uzorka u kojima broj bakterija moze da bude vedi od
grani¢ne vrednosti (m), a manji od maksimalne vrednosti (M).

rezultat se smatra prihvatljivim ako je broj bakterija u maksimalno (c)
jedinicaizmedu m i M, a u ostalim jedinicama uzorka <m

O M-je maksimalna vrednost broja bakterija.

®m rezultat se smatra nezadovoljavajuéim ako je broj bakterija u jednojili
viSe jedinica uzorka isti ili veéi od M vrednosti, ili ako je viSe ¢/n uzoraka
vrednostiizmedumi M




Kriterijum higijene u procesu proizvodnje — Mleko i proizvodi

od mleka (tac¢ka 2.2.3)

Mikroor- Plan Granicne Referent. Fazau Mera u slucaju
K . ganizmi/ uzorko- | vrednosti metoda kojoj se nezadovojavajucih
hfat:iorlla njihovi vanja isitivanja kriterijum rezultata
ini rimenjuje
toksini, - n c m M P juj
metaboliti
Zavreme Poboljsanje higijene
Sirevi Koagulaza 5 104 105 ISO proizvodnog | proizvodnjeiizbora
s irovina. Ako se utvrde
prOI.zvedenl sptafilokoke " vreme kada vrednosti >105 cfu/g, ta
od sirovog o se olekuje da | proizvodna partija sira
mleka IS0 ¢e broj mora se ispitati na
6888-2 stafilokoka prisustvo stafilokoknih

biti najvedi

enterotoksina




Kriterijum higijene u procesu proizvodnje — Mleko i proizvodi
od mleka (tacka 2.2.4)

Mikroor- Plan Granicne Referent Fazau Mera u slucaju

ganizmi/ uzork- vrednosti metoda kojoj se nezadovojavajuéih
Kategorija hrane njihovi ovanja isitivanja kriterijum rezultata

toksini, ~In ¢ m M primenjuje

metaboliti
Sirevi proizvedeni Zavreme Poboljsanje higijene
od mleka koje je proizvodnog | proizvodnjeiizbora
obradeno Koagulaza | s , | 100 1000 | 150 procesa, u sirovina. Ako se
toplotom na o cfulg | cfulg | 688 vreme kada | utvrde vrednosti >105
temperaturi nizoj pof‘l'Jluvlrek 2 se oCekuje cfu/g, ta proizvodna
od temperature statilokoke ili da ce broj partija sira mora se
pasterizacije, sirevi ISO stafilokoka ispitati na prisustvo
sa zrenjem 6882-2 biti najvedi stafilokoknih

proizvedeni od
pasterizovanog
mleka ili surutke, ili
od mleka ili surutke
obradenih jacim
rezimom toplotne
obrade

enterotoksina




Primer: Kriterijum za hranu u kojoj se odreduje broj koagulaza
pozitivnih stafilokoka (tacka 2.2.5.)

Mikroor- Plan Granicne Referent. Fazau Mera u slucaju
. ganizmi/ uzorko- | vrednosti metoda kojoj se nezadovojavajudih
Ef:ﬁgor“a njihovi vanja isitivanja kri.teriiL.lrr.l rezultata
toksini, n lc m M primenjuje
metaboliti
Meki sirevi bez | Koagulaza PoboljSanje higijene
zrenja (svezi pozitivne 5 2 |10 100 ISO Kraj proizvodnje. Ak(? se
sirevi) stafilokoke cfulg | cfulg | 6888-1 proizvodnog u;cv;detvredn'ostld>105
. : cfu/g, ta proizvodna
prOIzv?(.:lenl od il process part%a sirz mora se
mleka ili IS0 ispitati na prisustvo
surutke koji su 6888-2 stafilokoknih

pasterizovani
ili obradeni
jaCim rezimom
toplote

enterotoksina




Kriterijumi bezbednosti hrane-
enterotoksini koagulaza pozitivnih stafilokoka

0 Proizvodna partija sira mora se ispitati na prisustvo stafilokoknih
enterotoksina ako se utvrdi broj koagulaza pozitivnih stafilokoka >10>
cfu/g, odreden tokom proizvodnje kada se ocekuje da je njihov broj
najvedi.

0 Proizvodna partija mleka u prahu ili surutke u prahu mora se ispitati na
prisustvo stafilokoknih enterotoksina ako se na kraju procesa
proizvodnje utvrdi broj koagulaza pozitivnih stafilokoka >105 cfu/g.



U kategoriju hrane koja ne podrzava rast
L. monocytogenes svrstavaju se:

0 proizvodisapH <4,4ilia, <0,92,
0 proizvodi sa rokom upotrebe kra¢im od pet dana,
0 zamrznuti proizvodi

0 Druge kategorije proizvoda mogu takode da se svrstaju u tu
kategoriju, predmet za nau¢nu opravdanost (prisustvo
protektivne mikroflore ili subkultura).



Hrana spremna za konzumiranje
(proizvodi od mleka)

Kriterijum Mikroorganizam e .
: : > Primeri (lista nije zatvorena)
broj i kategorija hrane
1.1 L. monocytogenes u hrani | Meki sir (sirevi sa sekundarnim zrenjem:
spremnoj za konzumiranje | bri, gorgonzola, kamambert i dr).
koja podrZava njen rast
1.2 L. monocytogenes u hrani | Sladoled;

spremnoj za konzumiranje
koja ne podrzava njen
rast

Fermentisani proizvodi od mleka;

Tvrdi sir;

Proizvodi sa rokom upotrebe kradim od 5
dana: npr. pasterizovano mleko.




Redovno ispitivanje u odnosu na LM ne
primenjuje se:

0 Na one proizvode od mleka koji su obradeni toplotom ili su
obradeni na neki drugi nacin koji efikasno eliminise L.
monocytogenes i, kada nakon takve obrade vise nije
moguca ponovna kontaminacija (npr. proizvodi obradeni
toplotom u ambalazi).



‘ Kriterijumi bezbednosti hrane

Plan

Granic¢ne

Mikroorganizmi/ . . | Referentna Faza u kojoj se
. L . uzorkovanja | vrednosti —
Kategorija hrane njihovi toksini, metoda kriterijum
metaboliti n C m!| m ispitivanja primenjuje
1.1 Proizvod u
EN ISO 11290- | prometu tokom
5 0 100 cfu/g .
2 njegovog roka
Hrana spremna za upotrebe.
konzumiranje koja | Listeria 5
podrzava rast monocytogenes Pre nego Sto hrana
L.monocytogenes Nesme | ENISO112go- | Préstane dabude
5 0 biti u 25 ] pod neposrednom
& kontrolom subjekta
koji je proizveo
1.2 lI;Irana spren.mi z.a Proizvod u
e podrimvarast | Listeria EN SO 11290- | Prometu tokom
ne podrzavaras 5 0 100 cfu/ g 9 njegovog roka
monocytogenes 2

L.monocytogenes
(4)(8) ytog

upotrebe.




Metode ispitivanja

Q

Za ispitivanje se moraju koristiti referentne metode propisane u okviru
mikrobioloskih kriterijuma.

Prihvatljiva je primena alternativnih metoda ispitivanja:

o ukoliko se validacija datog metoda vrsi u odnosu na referentni
metod naveden u Pravilniku (SI. glasnik RS broj 72/10) ili

o ukoliko subjekt u poslovanju hranom primenjuje metod koji je
sertifikovan od trece strane u skladu sa protokolom utvrdenim
EN/ISO standardom 16140 ili nekim drugim medunarodno priznatim
protokolom, a njihovo koris¢enje odobreno od strane Ministarstva
nadleznog za poslove poljoprivrede.

W English

International Organization for Standardization

Great things happen when the world agrees

Standards All about ISO Taking part Store Q

Standards catalogue Publications and products

EN ISO 16140. Microbiology of the food chain -- Method validation - Part 2: Protocol for the validation of alternative
(proprietary) methods against a reference method



Uzorci sa proizvodnih povrsina i opreme

o Subjekt u poslovanju hranom mora obavezno da
uzima uzorke s proizvodnih povrsina | opreme
(briseve) u objektima u kojima se proizvodi gotova
hrana koja pogoduje rastu i razvoju bakterija L.
monocytogenes, u cilju provere prisustva te

bakterije.




Obaveze subjekta u poslovanju hranom u slucaju
nezadovoljavajudih rezultata

B Subjekti u poslovanju hranom moraju da preduzmu odredene
korektivne mere ako hrana ne zadovoljava relevantne kriterijume.

 Kriterijumi za bezbednost hrane- proizvod se ne sme
staviti na trziste ili se ako je vec na trzistu mora povudi ili
opozvati sa trzista.

 Kriterijumi za higijenu procesa- preporuciti korektivne
aktivnosti za poboljsanje proizvodnje.



Metode za odredivanje broja koagulaza pozitivnih stafilokoka
u hrani

Mikrobiologija hrane i hrane za Zivotinje — Horizontalna metoda za odredivanje
broja koagulaza pozitivnih stafilokoka (Staphylococcus aureus i druge vrste) —
Deo 1: Tehnika agara po Berd-Parkeru (Baird-Parker) (EN ISO 6888-

1:1999 + A1:2003, IDT; ISO 6888-1:1999 + Amd 1:2003).

Mikrobiologija hrane i hrane za Zivotinje — Horizontalna metoda za odredivanje
broja koagulaza pozitivnih stafilokoka (Staphylococcus aureus i druge vrste) —
Deo 2: Tehnika agara sa plazmom kunica i fibrinogenom (EN ISO 6888-

2:1999 + A1:2003, IDT; ISO 6888-2:1999 + Amd 1:2003).



Izolovanje Staphylococcus aureus SRPS EN ISO
6888-1:2008

0,1 mL + 0,3 ml plazme +
- / S.aureus

0,1 mL 0.1 mi

———————

[~ 8 0,1mL . BHI / aruge
Izbaciti
37£1°C-24 £2h

“3 . || 5 Koagulazatest
3 37+ 1°C

Baird Parker agar
37+1°C-24-48h




rzgled kolonija koagulaza pozitivnih stafilokoka na Baird Parker
podlozi




Identifikacija izolata Staph. aureus
Koagulaza test
a Preneti 5 sumnjivih kolonija u BHI- bujon
0 24 (£2)h/37°C
o 0,1 ml bujonske kulture +0,3 ml plazme u sterilne epruvete
o Inkubacija pri 37°C
a0 Rezultati se ocditavaju posle 4-6h, 18 i 24 casa.

0 Zasejava se pozitivna kontrola sa referentnim sojem (sigurno koagulaza
pozitivnim). Negativna kontrola je nezasejana plazma.

a Koagulacija plazme - pozitivna kontrola
o lzostanak koagulacije — negativna kontrola
o Ispitivani soj (+ili -)



I%olovanie Staphylococcus aureus SRPS EN ISO 6888-2:2008

v

S. aureus

. " |zbaciti
Rabbit Plasma Fibrinogen Agar

35-37 £ 1°C — 18- 24h




Izolovanje Staph. aureus iz hrane na RPF (rabbit
plasma fibrinogen) podlozi

1 ml iz decimalnog razblaZenja se prelije sa 10 ml RPF podloge.
0 Karakteristike RPF podloge

Ista osnova podloge kao i za BP

Ne sadrzi Zzumance jajeta.

Rastvor kalijum telurita.

Bovini fibrinogen precipitacija

Plazma  —p stimulise precipitaciju

Inhibitor tripsina: prevenira razlaganje precipitata dejstvom tripsina
(stvara ga S. aureus)

o Inkubacija 48(%4)h/ 37°C; kolonije se broje posle 24 i 48 h

o Pozitivna reakcija: sjajne, sive, crne kolonije okruzene precipitatom.



Izracunavanje broja koagulaza pozitivnih stafilokoka

b b
a=—xC, +——xC

A A.

gde su:

A_ broj tipicnih kolonija koje se podvrgavaju koagulaza ispitivanju;

A,. broj atipi¢nih kolonija koje se podvrgavaju koagulaza ispitivanju;

. broj tipi¢nih kolonija za koje je dokazano da su koagulaza pozitivne;
. broj atipi¢nih kolonija za koje je dokazano da su koagulaza pozitivne;
. ukupan broj tipi¢nih kolonija videnih na plo¢i;

.« ukupan broj atipi¢nih kolonija videnih na ploci.

N N T T



Izracunavanje broja koagulaza pozitivnih stafilokoka

> a

N =
V(n+01n,)d

da zbir kolonija koagulaza pozitivnih stafilokoka
identifikovanih na svim odabranim plo¢ama;
v zapremina inokuluma na svakoj ploci, u mililitrima;
n, brojploda odabranih pri prvom razblazZeniju;
n, brojploda odabranih pri drugom razblazenju;
d stepen razblazenja koji odgovara prvom odabranom
razblazenju.



Ispitivanje higijenske ispravnosti povrsina, opreme
1 ambalaze za mleko

Ispiranje povrSina — ispitivanje higijenske ispravnost kanti i boca za mleko

Kante za mleko:

- Nakon pranja i dezinfekcije

- 100 ml sterilne destilovane 1 puferisane vode ili sterilnog fizioloSkog rastvora
- Kanta se zatvori 1 obrCe da bi se sprali svi mikroorganizmi sa unutrasnjih
zidova

- Asepticno se prenese u sterilnu bocu

- U laboratoriji u roku od 24h odreduje se ukupan broj bakterija



Ispiranje povrSina — ispitivanje higijenske ispravnost kanti i boca za mleko

Boce za mleko:

1. Ispiranje boca

20 ml sterilisane destilovane 1 puferisane vode 1li sterilnog fizioloSkog
rastvora

boca se zatvori 1 snazno protrese

po Sml u dve Petri ploCe ako se ocekuje mali broj mo

po Iml u dve Petri plo€e ako se o¢ekuje veci broj mo
odreduje se ukupan broj bakterija (30°C, 72h)

zbir kolonija sa dve Petri plocCe
X 2 ako je zasejano 5ml
x20 ako je zasejano 1 mi



Ispiranje povrSina — ispitivanje higijenske ispravnost kanti i boca za mleko

Boce za mleko:

2. Direktno brojanje kolonija u bocama
u bocu se sipa oko 15 ml podloge za odredivanje ukupnog broja

bakterija, otopljene 1 ohladene na 45 °C
podloga se ravnomerno rasporedi po zidovima boce
inkubacija u horizontalnom poloZaju na 30°
nakon inkubacije broje se kolonije izrasle na 1cm?
broji se u 30 kvadrata 1 odreduje srednja vrednost



Uzimanie briseva

Sterilni bris

Uroni se u epruvetu sa sterilnom destilovanom vodom ili fizioloSkim rastvorom
Uzme se bris sa povrSine ograni¢ene Sablonom

Bris se prenese u epruvetu sa 10 ml fizioloSkog rastora (ili 10 ml peptonske vode
ako se ispituju koliformne bakterije)

Bris se zaseje na podlogu za odredivanje ukupnog broja bakterija (inkubacija na
30°, 72 h)

Broj bakterijapo 1 cm? = 10N/ 25

N — broj bakterija po 1ml suspenzije brisa



v Uzimanje otisaka
v Petri film metoda
v" Brze metode
Dokazivanje organskih materija na povrSinama (ostaci
proteina ili ugljenih hidrata)

ATP bioluminiscencija
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