Załącznik - Procedury pobierania próbek na obecność Salmonella spp. i Campylobacter spp. w surowym mięsie drobiowym
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1 . Cel
Niniejszy załącznik zawiera informacje, które pomagają przedsiębiorstwom sektora spożywczego 
w pobieraniu i przygotowywaniu próbek surowego mięsa drobiowego w ramach Programu Monitorowania Redukcji Patogenów (PRMP) dla Salmonella i Campylobacter .
Wybór należy do Ciebie!
Możesz korzystać z innych procedur pobierania próbek i badania opracowanych przez analogiczne podmioty regionalne, stowarzyszenia branżowe, partnerów międzynarodowych lub organy akademickie, o ile pozwolą one osiągnąć ten sam wynik. Zawsze upewnij się, że wytyczne, z których korzystasz, są dostosowane do Twojej konkretnej działalności, produktów oraz wymagań rynkowych. Upewnij się, że wniosek został zweryfikowany przez Kanadyjską Agencję Kontroli Żywności (CFIA) pod kątem oceny równoważności z innymi krajami.

Co nie wchodzi w zakres!
Chociaż niniejszy dokument zawiera szczegółowe informacje dotyczące pobierania próbek mięsa drobiowego w celu zbadania na obecność Salmonella i Campylobacter, nie opisuje on ogólnych najlepszych praktyk w zakresie pobierania próbek. Należy również zapoznać się 
z dokumentem Procedury pobierania próbek.

2. Metody pobierania próbek

2.1 Kluczowe kwestie podczas pobierania próbek

· [bookmark: _Hlk185238456]Uwzględnij wrażliwość czasową próbek
Aby uzyskać jak najdokładniejsze wyniki, laboratorium powinno przeanalizować próbki w ciągu 24 godzin od ich pobrania.
Jeśli nie jest to możliwe, np. w przypadku ustawowych dni wolnych od pracy lub weekendów, należy pobrać tuszki i ich części, umieścić je w warunkach chłodniczych i wysłać próbki do laboratorium tylko wtedy, gdy można zagwarantować wykonanie analiz w ciągu 24 godzin od wysyłki. Przykładowo tuszki i części tuszek zebrane w sobotę będą kontrolowane w chłodni, a następnie próbki zostaną pobrane w poniedziałek i mogą zostać wysłane w poniedziałek.
W przypadku rozdrobnionego mięsa drobiowego, gdy nie jest to możliwe, np. w dni ustawowo wolne od pracy lub weekendy, należy pobrać próbkę, umieścić ją w warunkach chłodniczych i wysłać 
do laboratorium tylko wtedy, gdy można zagwarantować przeprowadzenie analizy w ciągu 24 godzin od wysyłki. Na przykład rozdrobnione mięso drobiowe pobrane w sobotę będzie kontrolowane 
w chłodni, a następnie wysłane w poniedziałek.

· Należy pamiętać o przydatności próbek: temperatura
Laboratorium nie będzie analizować próbek, które są zamrożone (poniżej 0 °C) lub zbyt ciepłe 
(o temperaturze wyższej niż 10 °C dla popłuczyn).
Kryteria przydatności próbek są różne dla każdego patogenu, co oznacza, że próbka, która nie nadaje się do badania pod kątem Campylobacter, może być odpowiednia do zbadania pod kątem Salmonella, i może zostać zbadana pod kątem Salmonella.
Jeśli próbki muszą zostać wysłane poza teren zakładu, należy upewnić się, że są one przechowywane w temperaturze chłodniczej do czasu transportu i wysłane w stanie schłodzonym do laboratorium przeprowadzającego analizę. Należy unikać przechowywania pojemników transportowych w pobliżu grzejników lub w miejscach narażonych na nadmierne ciepło. Nie zamrażać.
· Bądź przygotowany do pobierania próbek: sprawdź, czy wszystkie materiały są odpowiednie.
· Przygotuj i w razie potrzeby oznakuj materiały do pobierania próbek przed ich pobraniem.
· Rozważ użycie torby, w której będą również znajdować się materiały do dezynfekcji stanowiska pobierania próbek.
· Sprawdź medium do pobierania próbek: odrzuć wszelkie roztwory zbuforowanej wody peptonowej (BPW), które są mętne, gęste lub zawierają cząstki stałe.
Roztwory należy przechowywać w lodówce przez 24 godziny przed użyciem.
· Upewnij się, że szablony są sterylne i suche
Szablony mogą być wielokrotnego użytku lub nie. Mogą one być wykonane z metalu, folii aluminiowej, szarego papieru, elastycznego plastiku itp.
· Zastosuj środki zabezpieczenia próbki, takie jak plomba zabezpieczająca przed manipulacją, natychmiast po zakończeniu pobierania.

2.2 Metoda płukania tuszy kurczaka

Materiały do pobierania próbek
· 15" × 20" (33 × 44 cm), duża sterylna plastikowa torba
· Para sterylnych rękawiczek
· Butelka 400 ml wstępnie schłodzonej zbuforowanej wody peptonowej (BPW)
· Sterylny słoik120 ml na próbki z pokrywką, oznakowany
· Torba o pojemności 1 l zamykana na zamek błyskawiczny (pojemnik dodatkowy)

Pobieranie próbek - płukanie tuszy kurczaka
· Stosuj techniki aseptyczne opisane w dokumencie Procedury pobierania próbek
· Wybierz próbkę w losowo wybranym czasie
· Określ punkt w procesie, w którym tuszki zostaną wybrane do pobrania próbek: tuszki należy pobierać z obszaru po schłodzeniu po przeprowadzeniu wszystkich interwencji i po wystarczającym czasie ociekania.
· Wybierz tuszkę, a następnie policzyć do tyłu lub do przodu 5 tuszek i wybierz następną tuszkę 
do pobrania próbki (wybór losowy, bezstronny)
· jeśli szósta tuszka nie jest całą tuszką z nienaruszoną skórą, odlicz do tyłu lub do przodu dodatkowe 5 tuszek w celu wybrania próbki
· powtarzaj do momentu znalezienia całej tuszki
· w zakładach, w których końcowa lokalizacja linii ociekania sprawia, że usunięcie tuszki 
z poruszającej się linii jest niebezpieczne, należy pobrać próbkę przy wyjściu z chłodziarki, bezpośrednio z przenośnika taśmowego, zapewniając wystarczający czas ociekania
· jeśli końcowa interwencja przeciwdrobnoustrojowa jest tymczasowo przesunięta z powodu nieprzewidzianego zdarzenia, takiego jak awaria sprzętu, należy wybrać tuszkę po alternatywnej interwencji końcowej
· weź losowo wybraną tuszkę
· otwórz torbę do pobierania próbek bez dotykania sterylnego wnętrza
Nie pozwól, aby cokolwiek poza tuszą, z której jest pobierana próbka, dotykało wnętrza torby do pobierania próbek
· [bookmark: _Hlk185241237]załóż sterylne rękawiczki
· chwyć dolną zewnętrzną część torby i popchnij w górę przez dno, aby utworzyć „rękawicę”
· chwyć tuszkę za nogę; pozwól na odpływ nadmiaru płynu, aby zapobiec rozcieńczeniu płynu 
do płukania (np. pozostaw na co najmniej 1 minutę), uważając, aby uniknąć zanieczyszczenia krzyżowego
· drugą ręką naciągnij torbę z powierzchni zewnętrznej z powrotem na tuszkę
· Przygotuj próbkę
· umieść torbę z tuszką na płaskiej, odkażonej powierzchni
· otwórz pojemnik BPW i wlej BPW na tuszkę w torbie
· manipuluj luźną skórą szyi nad kośćmi szyi przez torbę
· usuń nadmiar powietrza z torby, zamknij ją skręcając i złóż skręconą część
· trzymając zamkniętą torbę, wypłucz tuszkę wewnątrz i na zewnątrz, wykonując ruchy kołyszące przez około 1 minutę
Zapewnia to wypłukanie zarówno wewnętrznej, jak i zewnętrznej części tuszki
· umieść torbę z kurczakiem na odkażonej płaskiej powierzchni, z górną częścią torby skierowaną 
do góry
· zdejmij zakrętkę ze sterylnego pojemnika na próbkę i umieść zakrętkę w małej, wielokrotnie zamykanej sterylnej torebce
· otwórz dużą torbę z kurczakiem i wlej 100 ml płynu BPW do sterylnego pojemnika na próbki
· wyjmij zakrętkę z małej wielokrotnie zamykanej torebki i zamknij pojemnik na próbkę.
· upewnij się, że pokrywka jest prawidłowo przykręcona i nie dokręcaj jej zbyt mocno
· umieść pojemnik na próbkę w dodatkowej torebce z zamkiem błyskawicznym, usuwając nadmiar powietrza
· usuń pozostały płyn
· umieść kurczaka w chłodzonym zbiorniku lub w miejscu, z którego tuszka została pobrana

Szybka wskazówka
Próbki mogą być również pobierane przez 2 osoby w sterylnych rękawiczkach:
· 1 osoba przytrzymuje otwartą torbę
· 1 osoba chwyta tuszkę, aby wlać BPW

2.3 Metoda wymazów gąbkowych w odniesieniu do tuszek indyków

Materiały do pobierania próbek
· 3 pary sterylnych rękawiczek
· Próbówka 1-10 ml ze wstępnie schłodzonym BPW z oznaczeniem „S” (Salmonella)
· Próbówka 1-25 ml ze wstępnie schłodzonym BPW z oznaczeniem „C” (Campylobacter)
· 2 - sterylne gąbki na próbki (waciki) w oznaczonych torebkach z zamkiem błyskawicznym; 
1 wacik oznaczony literą „C”, jeden wacik oznaczony literą „S”
· 2 - sterylne szablony o wymiarach 5 cm × 10 cm w torebce (1 dla Salmonelli, 
1 dla Campylobacter)
· 2 - 1 litrowe zamykane torebki z zamkiem błyskawicznym (pojemnik dodatkowy)

Pobieranie próbek
· Stosuj techniki aseptyczne opisane w dokumencie Procedury pobierania próbek
· Wybierz próbkę w losowo wybranym czasie
· określ punkt w procesie, w którym tuszki zostaną wybrane do pobierania próbek: próbki tuszek należy pobierać z obszaru po schłodzeniu po przeprowadzeniu wszystkich interwencji 
i po wystarczającym czasie ociekania.
· wybierz tuszkę, a następnie odliczyć 5 tuszek do tyłu lub do przodu i wybierz następną tuszkę 
do pobrania próbek, aby uniknąć ewentualnego błędu systematycznego podczas wyboru
· jeśli szósta tuszka nie jest całą tuszką z nienaruszoną skórą, odlicz do tyłu lub do przodu dodatkowe 5 tuszek w celu wybrania próbki
· powtarzaj do momentu znalezienia całej tuszki
· w zakładach, w których końcowa lokalizacja linii ociekania sprawia, że usunięcie tuszki 
z poruszającej się linii jest niebezpieczne, należy pobrać próbkę przy wyjściu z chłodziarki, bezpośrednio z przenośnika taśmowego
· jeśli końcowa interwencja przeciwdrobnoustrojowa jest tymczasowo przesunięta z powodu nieprzewidzianego zdarzenia, takiego jak awaria urządzenia, należy wybrać tuszę po czynności alternatywnej interwencji końcowej
· chwyć losowo wybraną tuszkę; pozwól na odpływ nadmiaru płynu, aby zapobiec rozcieńczeniu płynu do płukania (np. pozostaw na co najmniej 1 minutę), uważając, aby uniknąć zanieczyszczenia krzyżowego.
Nie dotykaj obszarów grzbietu oraz ud.
· Przygotuj próbki przy użyciu technik aseptycznych i w razie potrzeby zmień sterylne rękawiczki:
· najpierw pobierz próbkę do badania pod kątem Salmonelli (materiały do pobierania próbek oznaczone literą „S”), po lewej stronie tuszki
· umieść tuszkę na stojaku lub piersią do dołu na papierowych ręcznikach
· [bookmark: _Hlk185421818]nie dopuszczaj do kontaktu próbek z jakimikolwiek powierzchniami
· otwórz woreczek z gąbką
· wylej zawartość mniejszego pojemnika BPW oznaczonego literą „S” do torby z gąbką oznaczonego literą „S”
· zamknij woreczek i masuj gąbkę; wyciśnij gąbkę i wypchnij ją do górnej części woreczka
· otwórz woreczek z gąbką i szablonami i umieść je na zdezynfekowanej powierzchni
· wyjmij gąbkę i szablon zachowując sterylność
· umieść i przytrzymaj szablon tuż nad ogonem, po lewej stronie kręgosłupa (rysunek A), unikając kontaktu z obszarem pobierania próbek
· przetrzyj gąbką cały obszar próbki (10 ruchów pionowych i 10 ruchów poziomych)
· przełóż i przytrzymaj szablon nad lewym udem (z boku biodra - rysunek B), unikając jakiegokolwiek kontaktu z obszarem pobierania próbek
· odwróć gąbkę i przetrzyj nieużywaną stroną cały obszar pobierania próbek (10 ruchów pionowych i 10 ruchów poziomych)
· umieść gąbkę w woreczku do pobierania próbek (oznaczonej literą „S”) i zamknij go
· usuń szablon
· załóż nową parę sterylnych rękawiczek, aby kontynuować tę samą procedurę po prawej stronie tuszki w celu wykrycia Campylobacter (materiały do pobierania próbek oznaczone jako „C”)
· umieść woreczki na próbki w dodatkowej torbie z zamkiem błyskawicznym, usuwając nadmiar powietrza
· umieść gąbki w torbach w lodówce w ciągu 5 minut od pobraniaKRĘGOSŁUP

[image: Back view of a turkey placed breast down]
Zdjęcie A. Widok grzbietu indyka umieszczonego piersią w dół. Poprzecinana linia przedstawia położenie kręgosłupa. Szary prostokątny szablon jest umieszczany wzdłuż nad kręgosłupem. Przezroczysty obszar na szablonie to obszar „grzbietu”, z którego należy pobrać próbki 
na obecność Salmonelli
[image: Left side view of a turkey placed breast down]STAW BIODROWY

Zdjęcie B. Widok z lewej strony indyka umieszczonego piersią w dół. Szary prostokątny szablon jest umieszczany z boku stawu biodrowego. Kropkowany obszar na szablonie to obszar lewego „uda”, 
z którego należy pobrać próbki na obecność Salmonelli.

2.4 Metoda płukania części tuszki kurczaka

Materiały do pobierania próbek
· Sterylna plastikowa torba 15" X 20"
· Sterylne rękawice
· Sterylny pojemnik z dużym otworem zawierający 400 ml sterylnej, wstępnie schłodzonej zbuforowanej wody peptonowej (BPW)
· Sterylny słoik 120 ml na próbki z pokrywką
· Torba o pojemności 1 l zamykana na zamek błyskawiczny (pojemnik dodatkowy)

Pobieranie próbek - części kurczaka
· Stosuj techniki aseptyczne opisane w dokumencie Procedury pobierania próbek
· Wybierz próbkę
· określ punkt w procesie, w którym surowe części kurczaka zostaną wybrane do pobrania próbek
· próbki gotowych części kurczaka należy pobierać przed zamrożeniem, chyba że interwencja mająca na celu redukcję Salmonelli lub Campylobacter jest stosowana w trakcie mrożenia lub 
po zamrożeniu.
Przykładowo, próbki produktu zostaną pobrane w opakowaniu gotowym do spożycia przez konsumenta, gdy na etapie pakowania zostanie zastosowana interwencja końcowa.
· wybierz tylko 1 określony podtyp części kurczaka na jedno pobranie próbek, naprzemiennie wybierając podtypy dla każdego pobrania próbek
Przykładowo, wybierając polędwiczki z piersi kurczaka do jednej próbki, nie należy pobierać próbek innych kawałków piersi lub innych części, takich jak udka.
· losowo pobierz próbki z wybranych części kurczaka, upewniając się, że próbka jest reprezentatywna dla całego dnia produkcji oraz:
· reprezentuje każdą zmianę
· reprezentuje każdą linię produkcyjną, na której wytwarzany jest produkt
· waży łącznie 1,8 kg (4 funty) ± 10% masy
· Przygotuj próbkę
· umieść części kurczaka w torbie do pobierania próbek, unikając przeniesienia nadmiaru płynu technologicznego
· po zakończeniu pobierania próbki wlej BPW do torby do pobierania próbek, wmasuj i natychmiast zbierz popłuczyny do sterylnego słoika na próbki
· umieść słoik z próbką popłuczyn w łaźni lodowej natychmiast po pobraniu próbki lub schłodź próbkę w ciągu 5 minut od pobrania
· przechowuj popłuczyny w lodówce w temperaturze 4 °C lub niższej
Nie zamrażaj próbki.
· umieść pojemnik w dodatkowej torbie z zamkiem błyskawicznym, usuwając nadmiar powietrza

2.5 Surowy rozdrobniony kurczak i indyk

Materiały do pobierania próbek
· Sterylne rękawice
· Sterylna miarka i szpatułka (w razie potrzeby)
· Zdezynfekowane nożyczki używane do przecinania toreb
· Torby z zamkiem błyskawicznym o pojemności 24 uncji
· Zamykana torba z zamkiem błyskawicznym

Pobieranie próbek
· Stosuj techniki aseptyczne opisane w dokumencie Procedury pobierania próbek
· Wybierz próbkę
· Określ punkt w procesie, w którym produkty będą wybierane do pobierania próbek; próbki surowego mielonego lub rozdrobnionego mięsa drobiowego należy pobierać przed zamrożeniem, chyba że interwencja mająca na celu redukcję Salmonelli lub Campylobacter jest wykonywana 
w trakcie zamrażania lub po zamrożeniu.
Przykładowo, produkt zostanie zebrany w opakowaniu gotowym do spożycia przez konsumenta, gdy na etapie pakowania zostanie zastosowana interwencja końcowa. W miarę możliwości pobierz próbki z gotowego produktu w jego końcowym opakowaniu, w przeciwnym razie należy pobierać próbki jak najbliżej pakowania.
· Zidentyfikuj podtyp produktu, z którego ma zostać pobrana próbka i odpowiednio oznacz materiały do pobierania próbek.
· Pobierz losowo próbki z określonego podtypu produktu z dostępnych kwalifikujących się produktów.
Przykładowo, dla kategorii „inne rozdrobnione”, pobierz próbki świeżej surowej kiełbasy i świeżych surowych pasztecików.
· Pobierz próbki z określonego produktu tak, aby próbka miała masę około 900 gramów ± 10%.
· W przypadku produktu, z którego próbki pobierane są w opakowaniu końcowym, umieść zapakowaną próbkę w niesterylnej torbie.
· W przypadku produktu, którego próbki nie są pobierane w opakowaniu końcowym (np. z pudełka połączonego), próbkę należy pobrać w sposób aseptyczny i umieścić w sterylnej torbie na próbki.
Ostrożnie zamknij hermetycznie torbę, aby uniknąć wycieku: wyciśnij powietrze, szczelnie złóż górną część 4 razy i mocno zabezpiecz boczne zakładki bez wiązania ich
· umieść próbkę w dodatkowej torbie z zamkiem błyskawicznym, usuwając nadmiar powietrza.

3. Przygotowanie do wysyłki

Materiały do wysyłki
· Plomba zabezpieczająca próbkę przed manipulacją
· Podkładka chłonna
· Przekładka(i) tekturowa(e)
· [bookmark: _Hlk185422906]Zamrożony żelowy zestaw chłodzący (umieścić w zamrażarce na 24 godziny przed wysyłką)
· Pojemnik transportowy z piankową zatyczką


Procedura pakowania
· zachowaj bezpieczeństwo i identyfikację próbki
· umieść w pojemniku transportowym w następującej kolejności:
· podkładkę chłonną
· zamrożony żelowy zestaw chłodzący
· kartonowy separator (zapobiegnie on zamarznięciu próbki)
· słoik do pobierania próbek lub woreczek na próbki, w dodatkowej torbie zamykanej na zamek błyskawiczny, umieszczony pionowo
Nie zaklejaj ani nie owijaj pojemnika na próbki, ponieważ laboratoria mogą odrzucić próbkę.
· Druga przekładka tekturowa, a następnie drugi zamrożony żelowy zestaw chłodzący, jeśli istnieje dodatkowe ryzyko, że temperatura próbki może nie zostać utrzymana (na przykład w czasie letnich upałów lub w przypadku długiego czasu transportu)
· zatyczka z pianki, jeśli jest dostępna, bezpośrednio na słoiku z próbką, lekko dociskając, aby zabezpieczyć zawartość.
Nie przepełniaj pojemnika transportowego
· umieść izolowaną pokrywkę na pojemniku
· zamknij szczelnie pojemnik transportowy
· utrzymaj pojemnik transportowy w odpowiedniej temperaturze do momentu odbioru
· [bookmark: _Hlk185423215]wyślij próbkę w celu przeprowadzenia analizy laboratoryjnej w ciągu 24 godzin od wysyłki

4. Standardy laboratoryjne dotyczące realizacji badań i wyników
Aby kwalifikować się do realizacji badań i wyników, laboratoria powinny być akredytowane przez Kanadyjską Radę Normalizacyjną (SCC) lub Canadian Association for Laboratory Accreditation Inc. (CALA) i posiadać w swoim zakresie zatwierdzonych metod metodę(-y) analizy zalecaną(-e) przez Health Canada i/lub Departament Rolnictwa Stanów Zjednoczonych - Służbę Bezpieczeństwa Żywności i Kontroli (USDA-FSIS) lub zatwierdzoną alternatywną metodologię.
[bookmark: _Hlk185423486]Laboratoria mogą sprawdzić Kompendium Metod Analitycznych Health Canada oraz FSIS - Przewodnik dla laboratoriów mikrobiologicznych, aby upewnić się, że stosowane są najbardziej aktualne wersje.
Laboratoria są odpowiedzialne za:
· utrzymywanie akredytacji laboratorium w SCC lub CALA zgodnie z normami ISO/IEC 17025:2005 „Ogólne wymagania dotyczące kompetencji laboratoriów badawczych i wzorcujących” oraz „Wymagania dotyczące akredytacji laboratoriów badawczych środków produkcji rolnej, żywności, zdrowia zwierząt i ochrony roślin” (CAN-P-1587, kwiecień 2008)
· wykazanie ciągłej biegłości w zakresie wymaganych badań w ramach programu badań biegłości mikrobiologicznej
· przyjmowanie i/lub usuwanie próbek do badań zgodnie z obowiązującymi kryteriami opisanymi poniżej
· przeprowadzanie badań zgodnie z wymaganiami technicznymi określonymi w niniejszym  dokumencie
· wysyłanie wyników poszczególnych badań jednocześnie i bezpośrednio do zakładu inspektora weterynaryjnego Kanadyjskiej Agencji Kontroli Żywności (CFIA) i posiadacza licencji
· wskazanie w raporcie laboratoryjnym konkretnej metody Health Canada, USDA-FSIS lub zatwierdzonej metody równoważnej
· udostępnianie CFIA informacji na temat stanu otrzymanych próbek
· prowadzenie rejestry przeprowadzonych badań

5. Sposoby analityczne
Metody te będą stosowane w akredytowanych laboratoriach, takich jak
MLG 4C.07 - Procedura FSIS dotycząca stosowania testu łańcuchowej reakcji polimerazy (PCR) 
do badań przesiewowych na obecność salmonelli w produktach mięsnych, drobiowych, jajecznych 
i rybnych oraz w gąbkach do tusz i gąbkach środowiskowych
MLG 4.10 - Izolacja i identyfikacja salmonelli z mięsa, drobiu, pasteryzowanych jaj i produktów rybnych oraz gąbek do tusz i gąbek środowiskowych
MFLP-29 - Metoda systemu Qualicon Bax® do wykrywania salmonelli w różnych próbkach żywności i próbkach środowiskowych
MFHPB-20 - Izolacja i identyfikacja salmonelli z żywności
MLG 41.04 - Izolacja i identyfikacja Campylobacter jejuni/coli/lari z próbek popłuczyn, gąbek 
i surowych produktów drobiowych
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