PRIMENA HY-LITE DETEKTORA ZA ISPITIVANJE HIGIJENE PROIZVODNIH
LINIJA U PREHRAMBENOJ INDUSTRIJI
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HY-LITE detektor se koristi za utvrdivanje prisustva ATP (adenozin trifosfata) na
ispitivanim povrsinama. ATP se nalazi u svim Zivotinjskim i biljnim Celijama, i céelijama
mikroorganizama. Merenje nivoa ATP se moze koristiti kao indikator higijene i cistoée radnih
povrsina koje dolaze u kontakt sa hranom i mogu biti izvor kontaminacije. Princip detekcije
se zasniva na bioluminiscienciji tj. merenju intenziteta oslobodene svetlosti.

Brisevi su uzimani sa 27 mesta, posle sanitacije CIP-om, u pogonu za proizvodnju
majoneza i kecapa A.D.”Vital” Vrbas, tokom mesec dana. Uzeto je 250 uzoraka kontakt
ploca agara i ATP briseva sa povrsine opreme. Nije zabelezen neusaglasen bris kontakt
agarom sa povrSine 4X4 cm?, ciji prosecni rezultat je veci od 1 cful cm2. U pet slucajeva je
detektovan nivo ATP-a iznad dozvoljenog (>200 RIu), koji je bio preporucen za ovu granu
industrije. Od ukupnog broja briseva uzetih HY-LITE -om: 69 % se kretao u nivou 50-100
Rlu, 21 % u nivou 100-150 Rlu, 8 % u nivou 150-200 Rlu i 2 % preko 200 Rlu. U slucaju
vrednosti iznad 200 Rlu ponavlja se proces sanitacije linija za proizvodnju. U ispitivanjima
nije zabelezena korelacija izmedu klasicnog mikrobioloskog metoda otiska agarom i detekcije
prisustva ATP-a.
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APPLICATION OF HY-LITE DETECTOR FOR DETECTOR FOR MEASURING
HYGIENE IN FOOD INDUSTRY PROCESSING LINES

HY-LITE detector is used to track the presence of adenosine triphosphate (ATP) on
working surfaces. ATP occurs in all living cells: animal, plant, and microorganism. The level
of ATP is used as an indicator of hygiene and cleanliness of working surfaces in contact with
food which are potentially capable to support microbial contamination. The detection
principle is based on bioluminescence i.e. measuring the intensity of released light.

The working surfaces in the processing line for mayonnaise and ketchup production at
A.D.Vital”, Vrbas were sampled during one month period. Swabs were taken from 27 spots,
after sanitation with CIP. Total of 250 samples of contact agar plates and ATP swabs were
collected from the equipment surface areas. No incomyatible swab with contact agar taken
from 4x4 cm? area with average count over 1 cfu/cm? was recorded. In five cases, higher
levels of ATP (over 200 Rlu) than the limit were detected. The swabs taken with HY-LITE
assay showed the following distribution: 69% (of total samples) was at the level 50-100 Rly,
21% at 100-150 Rlu, 8% at 150-200 Rlu and 2% at over 200 Rlu. In the case of samples that
exceeded 200 RIlu, the sanitation of processing lines should be repeated. During investigation,
no correlation was found between the traditional microbiological method using agar contact
plate and the ATP assay.
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Sanitacija pogona je bitan deo dobre proizvodacke prakse GMP (Good Manufacture
Practies) i predstavlja kombinaciju svih postupaka u proizvodnji hrane i kontrolu kvaliteta sa
ciljem da se osigura dobijanje zdravstveno bezbednog proizvoda. Postovanje dobre higijenske
prakse GHP (Good Hygiene Practices) u fabrikama prehrambene industrije neophodno je radi
preduzimanja svih mera koje omogucuju da se koli¢ina neusaglasenog proizvoda (Skarta)
svede na minimum i spre¢i naruSavanje zdravlja kupca (1). Jedan od vaznih vidova
mikrobioloSke kontrole je monitoring higijene procesnih masina posle upotrebe CIP-a.

Higijena kriti¢nih tacaka u proizvodnji hrane, mora se redovno proveravati pre pocetka
proizvodnje. Mikrobioloski monitoring higijene masina posle pranja u prehrambenoj industriji
moze se vrsiti:

- standardnim mikrobioloskim metodama kao $to je kontaktno uzimanje otiska hranjivim
agarom sa ravnih povrSina i uzimanje brisa sa tesko dostupnih mesta na opremi sa otvora cevi,
brizgaljki, termoizmenjivaca, itd., vreme trajanja analize 24 do 48 sati,

- brzim metodama baziranim na merenju ATP-bioluminiscencije, gotovi rezultati se
dobijaju za 1-2 minuta.

Kod standardnih metoda nakon uzimanja otiska ili brisa opreme, ne postoji trenutna
korektivna mera tj. proizvodnja se pokrece, a rezultati stizu posle 24 do 48 sati. Ukoliko
sanitacija nije adekvatno uradena moze do¢i do kontaminacije proizvoda. Brzim merenjem
ATP-bioluminiscencije u slu¢aju neadekvatnog pranja, moze se u realnom vremenu izvrsiti
korekcija i ponoviti sanitacija ¢ime se uklanja rizik po bezbednost proizvodnje.

Na trzistu postije dve generacije bioluminiscentnih detektora (slika 1, 2, 3):

I. generacije koji detektuju ukupnu ATP (HY-LITE, Lumitester pd-10, firefly-2, UNI-
LITE, ultrasnap i SystemSURE 1I, LUMAC Biocounter-om i dr.). Ograni¢enja ovog sistema
su da ne mogu razklikovati ATP bakterijskog porekla od nebakterijskog. Medutim, detekcija
prisustva ukupne ATP je znaajna zato Sto 1 nebakterijska ATP (organski supstrat) moZze biti
izvor hranjivih materija za rast i razmnozavanja mikroorganizama. Takode, zaostala sanitarna
sredstva koja se koriste u pranju proizvodnih linija utiCu na reakciju luciferin/luciferaza
smanjujudi stvarni nivo luminisciencije. Ovi nedostatci mogu da dovedu do laZznih pozitivnih
ili negativnih rezultata. Medutim kod poslednjih generacija detektora i upotrebom posebnih
briseva i pufera ovi nedostatci su otklonjeni.

Il. generacije u mogucénosti su da identifikuju isklju¢ivo bakterijsku ATP
(Bioluminometer PROFILE®, (slika 3), CellScan™, Mikroluminometar (Model 3550i), i dr.).
Ovaj aparat ima moguénost detekcije niskog broja bakterija (ne ATP-a), razlikuje bakterijsku
od somatske celije, kvasce od bakterija i moze otkloniti uticaj stranih supstanci koje su
prisutne u uzorku. Aparat detektuje samo ATP Zivih mikroorganizama. Rezultati se o€itavaju
na LCD ekranu u Rlu. Aparat su testirali USDA, Agriculture Canada, DOD, University of
Michigan i potvrdili izuzetnu korelaciju izmedu ove metode i standardne metode uzimanja
briseva..



Slika 3. Bioluminometer
PROFILE®

Slika 1. Lumitester pd-10 Slika 2. Firefly-2

Na nasem trziStu jo§ ne postoji detektor samo za detekciju bakterijske ATP. U A.D.
“Vital” je u upotrebi detektor HY-LITE (Slika 5) koji je prve generacije i ne razlikuje
bakterijsku od nebakterijske ATP.

Cilj ovog rada je bio da se ispita mogucnost primene HY-LITE uredaja, Merk za
ispitivanje higijene proizvodnih linija kecapa i majoneza u industriji ulja A.D.”Vital”, Vrbas.

MATERIJAL | METODE

Uzorci ATP briseva i otisci agarom su uzimani sa 27 mesta (posude za doziranje, stolovi
za doziranje, poklopci tankova, ventili tankova, poklopci prihvatnih sudova), posle sanitacije
CIP-om, u pogonu za proizvodnju majoneza i kecapa A.D.”Vital”, tokom mesec dana. Uzeto
je 250 uzoraka kontakt agarom i ATP briseva sa ravne povrsine opreme.

Otisak agarom (Contact plate-bioMérieux) komplet sadrzi nosa¢ sa vremenskim
tajmerom koji reaguje na pritisak i plo¢e sa agarom koja je povrSine 4x4 cm? (Slika 4).
Aplikator standardizuje testiranje vrSeci pritisak od 500 g tokom 10 sekundi (European
Committee for Standardization: CEN/TC 243) (2). Metoda je kvantitativna, rezultat se oCitava
u cfu/ cm2.

Slika 4. Contact plate (bioMéricux) Slika 5. HY-LITE (Merck)
Za detekciju ATP-a je koris¢en HY-LITE (Merck) aparat prve generacije (Slika 5) sa

brisom (pen) za kontrolu radnih povrSina.
Princip detekcije se zasniva na bioluminiscienciji tj. merenju intenziteta oslobodene svetlosti.

ATP + luciferin/luciferaza reagens — AMP + PP + svetlost



Do emitovanja svetlosti dolazi kada se flavin pigment luciferin oksidiSe u prisustvu enzima
luciferaze i ATP-a, koji moze biti bakterijski ali i drugog organskog porekla. Preciznim
merenjem svetlosti koja se ispuSta u ovoj reakciji, detektorom se tacno odreduje koli¢ina
pristunog ATP. Intenzitet svetla koji se emitiovao iz uzorka se pojavljuje na displeju u
svetlosnim jedinicama (Rlu) ili log10 (Rlu).Vrednost (Rlu) je proporcionalna koli¢ini ATP u
testiranom uzorku te je prema tome direktno proporcionalna sa kontaminacijom bioloskog
materijala. Metoda je u skladu sa Evropskom direktivom: 93/43/EEC (1) koja se odnosi na
koris¢enje brzih metoda za monitoring higijene. Nivo Rlu za svaku granu industrije je dat od
strane proizvodaca (Www.merck.com/manual) (3).

Tabela 1. Predlozeni limiti od strane proizvodaca (www.merck.com/manual)
Table 1. Recommended limits by manufacturer

Proizvodnja Zadovoljava | Nezadovoljava
Sveze mleko 100 300
SveZe meso/riba/jaja 300 1000
Sveze povrée/voce 500 1500
Preradeno mleko i1 mlecni proizvodi 70 200
Preradeno meso riba/jaja 70 200
Preradeno povrée/voce 200 600
Ketering (avionski ketering) 500 1500
Bezalkoholni napitci (izuzev soka) 30 100
Fermentisani napitci 30 100

Limiti se odreduju na osnovu HY-LITE rezultata posle rutinskog ¢iséenja opreme.
Iskustva pokazuju da je dobro napraviti najmanje 40-50 merenja na izabranim ocis¢enim
mestima i rangirati ih prema izmerenim vrednostima. Srednja vrednost ove liste (a ne
prose¢na vrednost) uzima se kao limit koji zadovoljava.

REZULTATI | DISKUSIJA

Ispitivanjem nije zabelezen neusaglasen bris kontakt agarom sa povrsine 4x4 cm2, ¢iji je
prosec¢ni rezultat bio veéi od 1 cfu/cm?2.
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Slika 6. Prose¢ne vrednosti cfu/cm® na mestima uzimanja briseva
Figure 6. Avarage counts (cfu/cm?) at swab spots

Najveée vrednosti cfu/cm? su zabelezene na stolovima za doziranje 0,4, a najmanje na
posudama za doziranje, ventilima tankova i poklopcima prihvatnih stolova sa vrednostima
0,1 cfu/cm?® (Slika 6). Stolove za doziranje nije moguée prati Cip-om, takode su izloZeni
spoljasnjoj sredini i manipulaciji od strane zaposlenih, ¢ime se mogu objasniti visi cfu/cm? od
ostalih mesta koja su uzorkovana. Poklopci tankova se nalaze iznad kugli Cip-a koje sluze za
pranje i mlaznice nisu uvek u stanju da ravnomerno rasporede vodu i sredstva za pranje po
¢itavoj unutraSnjosti tanka. Prihvatni sudovi na masini su zapreminski manji od tankova i pod
istim rezimom sanitacije, se bolje peru. Isto vazi i u slucaju ventila koji su izloZeni najve¢em
protoku medijuma za pranje i pritisku. Posudama za doziranje se odmeravaju konzervansi,
emulgatori i arome koje su besprekornog mikrobioloskog kvaliteta uz dodatno pranje posle
svakog doziranja imaju malu vrednost cfu/cm?.

Od ukupnog broja briseva uzetih HY-LITE -om: 69 % se kretao u nivou 50-100 Rlu,
21 % u nivou 100-150 Rlu, 8 % u nivou 150-200 Rlui 2 % preko 200 Rlu (Slika 7).
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Slika 7. Procentualni udeo vrednosti Rlu u ispitivanjima
Figure 7. Distribution of RIu values obtained in the investigation

U ispitivanjima nije zabeleZena korelacija izmedu klasi¢cnog mikrobiolo§kog metoda otiska
agarom i detekcije prisustva ATP-a. Rezultati se mogu objasniti, kao §to je ranije navedeno,
time da je HY-LITE aparat | generacije i detektuje ukupnu ATP koja ne mora biti vezana
samo za zive Celije. Dok se mikrobioloski metodi se zasnivaju na utvrdivanju prisustva zivih
¢elija organizama. Detekcija ukupne ATP kod HY-LITE aparata nije ogranicavajuci faktor za
koris¢enje u monitoringu higijene linija posle pranja, jer ostatci organske materije mogu
posluziti kao izvor hranjivih materija za rast mikroorganizama.

Baumgart (1996) (4) je proucavao faktore koji znafajno uti¢u na kvalitet pranja i
dezinfekcije.Uporedna studija je izvedena na sekaCima za meso. Ukupan broj aerobnih
bakterija je utvrden uzimanjem briseva. ATP nivo je belezen HY-LITE sistemom. Utvrdena
je visoka vrednost ATP-a, dok rast bakterija nije utvrden ili je bio nizak, sto se podudara sa
rezultatima u nasem ispitivanju. Prema autorima ovakvi rezultati se objasnjavaju nepravilnom
povr§inom sa koje je bris uzet. Stoga autori sugeriSu da je tekstura povrSine signifikantan



faktor koji uti¢e na detekciju nivoa ATP-a. Drugaciji rezultati su dobijeni u ispitivanju koje su
izvrsili Gudbjornsdottir i Einarsson (1998) (5). Testirana je efikasnost sanitacije opreme.
Uporedivani su klasi¢ni metod uzimanja briseva i brisevi uzeti sa LUMAC Biocounter-om.
Brisevi su uzeti sa 64 mesta jedan pored drugog u fabrici za preradu ribe. Dobijen je visoki
koeficijent korelacije. Neslaganje sa gore navedenim podatcima se moze objasniti time da nije
vr$ena inokulacija opreme mikroorganizmima, a u drugom slucaju izvrSena, pa je praceno
stanje poslije sanitacije.

Koris¢enjem novih detektora koji razlikuju bakterijsku ATP od nebakterijske dobija se
veéi stepen korelacije. New Horizons Diagnostics (NHD, Columbia, Maryland) su razvili
takvu tehniku. Ru¢ni Mikroluminometar (Model 3550i) je koristen u tu svrhu. Bakterijska
ATP je izrazavana u Rlu jedinicama. Postoji visoka korelacija izmedu Rlu i cfu/cm?. Studija
za procenu validnosti metoda je izvrSena na preko 1000 uzoraka govedine, svinjetine i piletine
od strane istrazivaca ministarstva poljoprivrede SAD-a (United States Department of
Agriculture) u poredenju sa klasi¢cnom metodom briseva. Dobijena je visoka korelacija (r =
0,92) izmedu broja bakterijskih kolonija i detektovanog nivoa ATP-a (6, 7, 8).

Predmet studije koju su izveli Holzapfel i sar., (2004) (9) je bio da se utvrdi korelacija
izmedu ukupnog broja kolonija ¢istih bakterijskih kultira (Listeria monocytogenes, Listeria
innocua, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus rhamnosus i
Lactobacillus johnsonii) i Rlu vrednosti dobijene bioluminiscentnim metodom. Koriséen je
instrument CellScan™ koji  razlikuje slobodnu i vezanu ATP, ukljudujuéi i bakterijsku.
Prema autorima, ovaj sistem je dao odli¢ne rezultate u korelaciji izmedu vrednosti ATP-a i
broja kolonija &istih bakterijskih kultura. Medutim pri vrednostima veé¢im od 10* cfu/ml doslo
je do veéeg variranja rezultata na instrumentu. Ovaj metod merenja ATP-a nije mogao da
razlikuje bakterijsku od kontaminacije nastale od ostataka proizvoda.

ATP metod brze obezbeduje rezultate koji se mogu trenutno iskoristiti za poboljSanje
higijene povrsina i za preventivno odrzavanje pogona prehrambene industrije(10, 11). ATP
metod je senzitivniji za uocavanje razlika u procesu pranja opreme nego standardna
mikrobioloska metoda briseva (12).

ZAKLJUCAK

ATP biolumuniscencija ima potencijal da bude korisno 1 efikasno orude u procenjivanju
efikasnosti procedura, po kojima se vr$i pranje i sanitacija proizvodnih linija u prehrambenoj
industriji. Ovaj metod je efikasniji 1 brzi u procenjivanju higijene linija posle pranja nego
uzimanje briseva i klasicna mirkrobioloska analiza. Prilikom uvodenja ove metode bitno je
pravilno proceniti gornju granicu vrednosti Rlu uzimanjem veceg broja briseva sa odredene
povrsine. Vrednost Rlu se odreduje posebno za svaku granu prehrambene industrije u
zavisnosti od sirovine koja se preraduje. Sa brisevima se mora pazljivo rukovati da bi se
izbegla spoljasnja kontaminacija koja daje visoke vrednosti Rlu.

Prisustvo raznih soli, metala ili drugih hemikalija mogu predstavljati potencijalni
problem u pogreSnom tumacenju rezultata laZno pozitivnih ili negativnih rezultata.

Iskustva u A.D. “Vital* pokazuju da je na pocetku koriS¢enja navedenog sistema bio
veliki broj neusaglasenih briseva i ponovljenjih pranja, $to je dovelo do nepoverenja u
pouzdanost metode. Medutim tokom vremena broj neusaglaSenih briseva i ponovljenjih
pranja se smanjivao, jer je ponavljanje postupka pranja zahtevalo dodatno radno angazovanje
osoblja, zbog ¢ega su bili motivisani da odmah posao korektno obave.

Zbog brzog dobijanja rezultata (2-3 minuta) ovaj metod daje dobre rezultate za
monitoring prisustva mikroorganizama ili ostataka proizvoda nakon pranja u inplementaciji
HACCP sistema i sprecavanju kontaminacije hrane. Medutim ATP-metod nije zamena za
klasi¢ne metode, kombinacijom navedenih metoda postizu se najbolji rezultati.
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