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SAZETAK

Bakterija Staphylococcus aureus je patogen karakteristican po svome staniStu i antimikrobnoj
rezistenciji koji uzrokuje klinicke infekcije na globalnoj razini. Klinicke infekcije poput
bakterijemije i endokarditisa klasi¢an su primjer prodiranja ove bakterije u covjekov organizam.
Bakterijska sposobnost stvaranja enterotoksina u hrani, dodatan je faktor koji doprinosi
patogenosti S. aureus. Prema Pravilniku o zdravstvenoj ispravnosti namirnica, hrana
kontaminirana ovom bakterijom u koncentraciji ve¢oj od dozvoljene, smatra se zdravstveno
neispravnom te moze biti uzrok alimentarne intoksikacije. Infekcije uzrokovane bakterijom S.
aureus kod imunokompromitiranih skupina ljudi mogu dovesti i do smrtnog ishoda. U ovom
istrazivanju ispitana je sposobnost razmnozavanja bakterije S. aureus u proteinskim dodacima
prehrani pri temperaturi hladnjaka, sobnoj temperaturi i temperaturi ljudskog organizma unutar
15 dana. Tri vrste proteinskih dodataka prehrani na bazi sirutke koristene u radu su: koncentrat,
izolat i hidrolizat. Za pracenje kinetike rasta, proteinski pripravci s dodatkom bakterije S. aureus
nasadivani su na selektivnu Baird-Parkerovu podlogu na kojoj rastu karakteristi¢ne crno-sive

kolonije sa halo zonom.

Kljuéne rijeci: Staphylococcus aureus, proteinski dodaci prehrani, koncentrat, izolat, hidrolizat



SUMMARY

Bacteria Staphylococcus aureus is a pathogen characterized by its habitat and antimicrobial
resistance that causes clinical infections globally. Clinical infections such as bacteremia and
endocarditis are classic examples of bacterial penetration into the human body. An additional
factor that contributes to the pathogenicity of S. aureus is the bacterial ability to produce
enterotoxins in food. According to the Ordinance on the health safety of food, food
contaminated with this bacterium higher than allowable is considered unhealthy and may cause
food intoxication. Infections caused by S. aureus in immunocompromised groups of people
might be fatal. This study examined the ability of S. aureus to multiply in protein supplements
at refrigerator temperature, room temperature, and human body temperature within 15 days.
The three types of whey-based protein supplements used in the paper are: concentrate, isolate,
and hydrolysate. To monitor bacterial growth kinetics, protein preparations supplemented with
S. aureus were cultivated on a selective Baird-Parker agar on which grow characteristic black-

gray colonies with a halo zone.

Key words: Staphylococcus aureus, protein supplements, concentrate, isolate, hydrolysate
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1. Uvod i podrucje istrazivanja

1.1. Protein

Protein dolazi od grcke rije¢i proteos $to u prijevodu zna¢i primaran ili najbitniji.
Prema kemijskom sastavu, proteini su organski spojevi gradeni od aminokiselina koji u svojoj
strukturi sadrze bazi¢nu amino-skupinu i Kiselu karboksilnu skupinu. Svaki Stani¢ni genom
kodira za specificne proteine koji sudjeluju u regulaciji, gradi i komunikaciji izmedu Cestica
neophodnih za prezivljavanje organizma. U nasem organizmu razlikujemo nekoliko vrsta

proteina od kojih strukturni ¢ine temelj za izgradnju strukture ljudskog tijela.

1.2. Proteini kao makronutrijenti

Izuzev proteina koje organizam sam proizvodi, od velike je vaznosti unositi proteine putem
hrane. Potreba za proteinima kao makronutrijentima, javlja se radi esencijalnih aminokiselina
koje organizam sam ne moze proizvoditi. Esencijalne aminokiseline imaju znacajnu ulogu u
sintezi bjelanCevina te su potrebne za generiranje neesencijalnih aminokiselina (1/2).
Znatno povecana upotreba namirnica bogatih proteinima potrebna je kod sportske prehrane.
Sportska prehrana zahtjeva prilagodeno i precizno propisan plan unosa namirnica kako bi se
zadovoljio potrebni dnevni unos makronutrijenata i dodataka prehrani u svrhu osiguravanja
energije i ostalih hranjivih komponenti koje sportasi trose prilikom treninga (3). Za regeneraciju
miSi¢a nakon stresnih 1 iscrpnih treninga, neke od namirnica koje sportasi koriste kao dobar

izvor bjelancevina su termicki obradena kokosja jaja, meso peradi, riba i morski plodovi.

1.3. Proteinski dodaci prehrani na bazi sirutke

Uz namirnice, sportska prehrana ukljucuje i proteinske dodatke prehrani na bazi slatke sirutke.
Sirutka je u osnovi nusproizvod koji nastaje prilikom kiselinskih, enzimskih ili kombiniranih
koagulacija kazeinskih mlijeka kod proizvodnje sira ili drugih mlije¢nih proizvoda. Prisutnost
kazeina 1 proteina sirutke u mlijeku je u omjeru 80:20. Ovisno o vrsti koagulacije, sirutka moze
sadrzavati laktozu u ve¢im ili manjim koli¢inama, dok proteina sirutke ima manje od 1%. Medu
proteinima sirutke prevladavaju p-laktoglobulini kao glavni alergeni u kravljem mlijeku (4).
Glavninu sastava sirutke ¢ini voda koja u postotku doseze i do ¢ak 93%. Visoki udio vode ¢ini

sirutku idealnim medijem za rast i razvoj mikroogranizama §to ujedno postaje ograni¢avajuci



faktor u prehrambenoj industriji za preradu sirutke u razne proizvode.

1.4. Dobivanje proteinskih koncetrata, izolata i hidrolizata

Suvremeni nacin dobivanja sirutkinih proteinskih koncentrata, izolata i hidrolizata je obrada
mlijeka membranskim filtracijama. Proteinski hidrolizati zahtijevaju sloZeniju obradu pri kojoj
se koristi mnostvo razli¢itih enzima za dobivanje komprimiranoga praha s udjelom proteina od
98-99% i minimalnim sadrzajem ugljikohidrata i masti. Metodom ultrafiltracije dobivaju se
sirutkini proteinski izolati koji imaju znatno manje $ecera, tj. laktoze, u odnosu na proteinske
koncentrate. Razlog tomu je Sto se ultrafiltracijom na membrani zadrZzavaju samo
makromolekule poput bjelancevina i masti. Za dobivanje sirutkinih proteinskih koncentrata
provodi se metoda nanofiltracije prilikom koje se na membrani, osim makromolekula,
zadrzavaju 1 manje molekule kao $to su alkoholi, organske kiseline, mineralne tvari i Seceri.
Osnovnu razliku navedenih sirutkinih proteinskih prahova ¢ini udio proteina koji je u sirutkinim

hidrolizatima najvec¢i a u koncentratima najmanji.

Nakon membranskih filtracija, tvari zadrzane na membrani suSe se do sadrzaja vode od svega

6% (5).

Osim bogatoga sastava aminokiselina, proteini seruma mlijeka poznati su po svojim
preradbeno-funkcionalnim svojstvima pa se iz tog razloga dodaju u prehrambene proizvode u
kojima treba posti¢i gustocu otopine, stabilizirati emulziju, zadrzati vodu, stvoriti pjenu ili gel

te pojacati okus (6).

1.5. Staphylococcus aureus

1.5.1. Fiziologija, staniste i struktura

Staphylococcus aureus je nepokretna gram pozitivna bakterija svrstana u rod Staphylococcus.
Bakterija kolonizira povrSinu kozZe 1 izaziva bolesti u ljudi. Osim koZe, nalazi se 1 u nosnom
vestibulu te je sastavni dio normalne flore probavnoga sustava. Okruglog je oblika i Cesto
formira nakupine u obliku grozdova, iako se mozZe na¢i i u kra¢im lancima. Njezina stani¢na
stijenka sastoji se od debeloga sloja peptidoglikana koju c¢ine umrezeni lanci N-
acetilglikozamina i N-acetilmuramicne kiseline te velikih koli¢ina teikoi¢ne i lipoteikoi¢ne
kiseline karakteristicne za gram pozitivne bakterije. Specificnost S. aureus je da se na povrsini

njegove stijenke nalazi protein A koji omogucuje vezanje na Fc-fragment imunoglobulina G,

2



pri ¢emu ga imunosni sustav ne prepoznaje kao patogena. Katalaza i oksidaza je pozitivan i ne

stvara spore. Fakultativni je anaerob premda najbolje raste u aerobnim uvjetima.

1.5.2. Cinitelji virulencije i patogenost
S. aureus proizvodi nekoliko toksina. a-toksin je protein koji insercijom u lipidni dvosloj stvara
transmembranske pore ¢ime lizira membranu citoplazma stanica domacina 1 proizvode ga

gotovo svi sojevi S. aureus.

Razaranjem medustani¢nih veza, toksin eksfolijatin dovodi do razdvajanja epidermisa na
podrudju stratum spinosum i stratum granulosum, $to uzrokuje nastajanje mjehura u podrucju

koze.

Jedan od najvaznijih uzroka stafilokoknog toksi¢noga Soka je toksin sindroma toksi¢noga Soka
koji se izluCuje tijekom razvoja infekcije i ima izravan toksi¢ni u¢inak na endotelne stanice te
dovodi do hipotenzije i Soka. Uz navedeno moze uzrokovati deskvamaciju koze pri pojavi osipa

i teSka oStecenja jetre i bubrega.

Kod trovanja hranom vrlo su Cesta stafilokokna trovanja prouzroc¢ena njegovim termostabilnim
enterotoksinima Koji izazivaju gastrointestinalne simptome. Prvi znakovi takvog trovanja
zapocinju ve¢ unutar nekoliko sati, dok je za oporavak potrebno manje od 24 sata. Izuzetak od
navedenog su kroni¢ni bolesnici kod kojih je oporavak nakon stafilokoknog trovanja

dugotrajniji.

S. aureus uzrokuje i sustavne infekcije poput bakterijemije, artritisa, endokarditisa, infekcija

kirurskih rana, dubokih tkiva i organa te pneumonija.

1.5.3. Epidemiologija

Put prijenosa bakterije S. aureus moze biti izravnim ili neizravnim kontaktom. Sirenje bakterije
moguce je s Covjeka na Covjeka kapljicnim putem ili preko raznih predmeta. Jedna od
znacajnijih epidemija, koja je obiljezila svijet 80-ih godina proslog stoljeca, je epidemija MRS A
sojem. MRSA ili meticilin rezistentni Staphylococcus aureus uzro¢nik je bolnickih infekcija
zbog svoje antimikrobne otpornosti koja kao krajnji ishod moze prouzrociti smrt bolesnika.
Osim bolnic¢kih, poznate su i izvanbolnic¢ke infekcije koje uzrokuju infekcije koze i drugih
organa. Za njihovo lijeCenje upotrebljavaju se antibiotici poput klindamicina, azitromicina i

eritromicina (7).



1.5.4. Laboratorijski uzgoj
Staphylococcus aureus moze se kultivirati na nekoliko razli¢itih hranjivih podloga,
ukljucujuéi Baird-Parker i krvni agar, pri ¢emu izgled kolonija ostaje nepromijenjen.

Bakterija se uzgaja tijekom 24 sata pri temperaturi od 37 °C.

1.5.4.1. Baird-Parker podloga
Za dokazivanje prisustva bakterije S. aureus u nekom uzorku, uobicajeno je presadivanje
bakterija na selektivnu i diferencijalnu Baird-Parkerovu podlogu. Vrijeme inkubacije je 24-48

sati pri temperaturi od 37 °C na kojoj bakterija formira crno-sive kolonije sa halo zonom.

1.5.4.2. Krvni agar

Krvni agar je diferencijalna hranjiva podloga s dodatkom zivotinjske krvi koja se koristi za
izolaciju razli¢itih bakterijskih vrsta. Nakon inkubacije od 24 sata na temperaturi od 37 °C, S.
aureus raste u obliku bjelkastih kolonija koje s viemenom postaju Zuckaste. Otuda naziv aureus
(zlatni).

1.5.4.3. Odredivanje osjetljivosti S. aureus na podloge

1.5.4.3.1. Difuzijska metoda

Difuzijska metoda je semikvantitativna metoda koja se koristi za dokazivanje antimikrobne
rezistencije MRSA soja. Na krutu hranjivu podlogu nanosi se bakterija u odredenoj
koncentraciji i papirnati diskovi s antibiotikom koji difundira u podlogu. Ukoliko je bakterija
rezistentna na odredeni antibiotik, u potpunosti ¢e porasti na agaru. U suprotnom, ostaje prazan
prostor oko diskova s antibiotikom jer na bakteriju djeluju svojstva antibiotika i s toga ne moze
rasti na tom dijelu podloge.

1.5.4.3.2. E-test

Sli¢no kao i u difuzijskoj metodi, kod E-testa se koristi antibiotik. Na papirnatoj vrpci nanose
se razliCite koncentracije odredenog antibiotika koji se polozi na agar na kojem je prethodno
nasadena bakterija. Antibiotik difundira u podlogu na razli¢itim udaljenostima od vrpce ovisno

o koncentraciji i sprjecava daljnji rast bakterije.



2. Cilj 1 hipoteze istrazivanja

Proteinski pripravci na bazi sirutke konzumiraju se u najvecoj mjeri tijekom i/ili nakon
povecéane sportske aktivnosti. Upravo stoga, hipoteza ovog istrazivanja je da mikroorganizmi
prisutni na kozi Covjeka, kao $to su bakterije roda Staphylococcus, mogu potencijalno

uzrokovati kvarenja takvih namirnica.

Zbog toga, cilj ovog istrazivanja bio je odrediti kinetiku rasta bakterije S. aureus unutar tri
proteinska pripravaka na bazi sirutke, koji se znatno razlikuju prema nutritivnoj deklaraciji.
Nadalje, cilj istrazivanja je pratiti kinetiku rasta bakterije S. aureus u razli¢itim proteinskim
pripravcima na tri razliCite temperature, kao $to je temperatura hladnjaka, sobna temperatura i

temperatura ljudskog tijela.



3. Materijali i postupci

3.1.Materijali

3.1.1. Bakterijski soj
U istrazivanju koristena je kruta Baird-Parker podloga za dokazivanje prisutnosti koagulaza-
pozitivnih stafilokoka. Diferencijalnost podloge definirana je prozirnim zonama oko sivo-crnih

obojenih kolonija koje nastaju bakterijskom razgradnjom Zumanjka i kalij telurita podloge.

Za selektivna svojstva podloge zaduzen je 1%-tni kalij telurit te litij klorid koji inhibiraju porast

drugih mikroorganizama (7).

Tijekom 24 sata, bakterija se uzgaja na Baird-Parker podlozi pri temperaturi od 37 °C.

3.1.2. Proteinski prah

U eksperimentalnom dijelu istrazivanja koriStene su tri razli¢ite vrste proteinskog praha:
sirutkini proteinski koncentrat, izolat i hidrolizat. Glavna i osnovna karakteristika navedenim
dodacima prehrani je njihova jasno definirana nutritivna vrijednost prema kojoj se oni

medusobno razlikuju.

Koristeni proteinski prahovi kupljeni su u poslovnicama zdrave hrane i sportske opreme.



U slijede¢im tablicama navedene su nutritivne deklaracije kupljenih proizvoda.

Tablica 1. Nutritivna vrijednost sirutkinog proteinskog koncentrata

NUTRITIVNA VRIJEDNOST
Na 100g 259
Energija 1509kJ/357kcal 377kJ/89kcal
Masti 5,39 149
od kojih zasi¢ene masne kiseline 3,99 1,09
Ugljikohidrati 8,59 2,19
od kojih Seceri 3,2¢g 0,89
Bjelancevine 65g 169
Sol 0,84g 0,219

Tablica 2. Nutritivna vrijednost sirutkinog proteinskog izolata

NUTRITIVNA VRIJEDNOST

Na 100g 25¢
Energija 1497kJ/353kcal 374kJ/88kcal
Masti 1,39 0,39
od kojih zasi¢ene masne kiseline 0,8g 0,2g
Ugljikohidrati 6,69 1,79
od kojih Seceri 2,3g 0,69
Bjelancevine 77g 199
Sol 0,509 0,139




Tablica 3. Nutritivna vrijednost sirutkinog proteinskog hidrolizata

NUTRITIVNA VRIJEDNOST
Na 100g 259
Energija 1397kJ/334kcal 349kJ/83kcal
Masti 0,59 0,1¢g
od kojih zasi¢ene masne kiseline 0,2g Og
Ugljikohidrati 0,99 0,29
od kojih Seceri 0,9¢g 0,29
Bjelancevine 80g 20g
Sol 0,08g 0,029
3.2.Postupci

3.2.1. Uzimanje uzoraka

Uzorci briseva prikupljeni su sa sprava fitness centra i teretane na otvorenom te su testirani na
nekoliko bakterija (enterobakterije, Salmonella, E. coli, S. aureus). Buduc¢i da se S. aureus
pokazao najzastupljenijim u testiranim uzorcima, daljnja istrazivanja su provedena upravo s

tom bakterijom.

3.2.2. Dokazivanje prisustva S. aureus

Prisutnost S. aureus dokazana je uzetim brisevima sa razliCitih sprava za vjezbanje. Brisni
Stapici prvo su uronjeni u peptonsku vodu unutar epruveta te je prebrisana povrSina sprave za
vjezbanje od otprilike 25 cm? nakon &ega su $tapi¢i ponovno uronjeni u 10 ml peptonske vode.
Prije samoga nasadivanja uzoraka na agar, epruvete su podvrgnute centrifugiranju kako bi se
talog bakterija mogao jednoliko raspodijeliti u otopini. Nakon centrifugiranja, pipetirano je po

100 mikrolitara svakoga uzoraka na Baird-Parkerove podloge (¢ija je priprema kasnije



objasnjena u radu). Ispipetirani uzorci su razmazani pomocu staklenih L Stapi¢a preko podloga
1 inkubirani na temperaturi od 37 °C. Podloge su inkubirane tijekom 24 sata na temperaturi od
37 °C nakon ¢ega je uocen porast karakteristichih crnih kolonija sa halo zonom. Dokazivanje
karakteristi¢nih kolonija provodilo se potvrdnim testovima bojanja po Gramu te pozitivnim

reakcijama katalaze i oksidaze.

3.2.3. Priprema otopine proteinskog praha
Za pripremu otopina, u staklenim bocicama je odvagano 25 grama praha proteinskoga

koncentrata, izolata i1 hidrolizata. Nakon odvage, u svaku bocicu je dodano 150 ml vode

prethodno sterilizirane u autoklavu i temeljito promuckano.

Slika 1. Priprema proteinskih otopina.

Prethodno dobivene karakteristicne kolonije S. aureus na Baird-Parkerovim podlogama, uzete
su bakterioloSkom ezom i promijeSane steriliziranom vodom u prozirnoj kiveti. Nastaloj otopini
mjerena je opticka gustoc¢a spektrometrom. Opticka gusto¢a definirana je logaritamskom
funkcijom omjera intenziteta upadne i1 propustene svjetlosti. U prijasnjim radovima
eksperimentalno je dokazano da pripravak ¢ija opticka gustoca iznosi 1 A (apsorbancija), sadrzi
10° CFU/ml bakterija. Istu smo vrijednost dobili i upotrijebili za ovo istrazivanje a ona
oznatava da je u svakom mililitru otopine prisutno 10° bakterija. Pipetiranjem 15 ul tako
pripremljene otopine u sve tri staklene bocCice od 150 ml proteinskih pripravaka, dobiveni Su
uzorci sa dodatkom bakterijske kulture u iznosu od 10° CFU/mI. Svaki proteinski pripravak
pretoen je u tri epruvete koje su potom ¢uvane pri temperaturama od 4 °C, 21 °C i 37 °C.

Sveukupno je pripravljeno devet proteinskih otopina s dodatkom bakterije S. aureus.



Slika 3. Proteinski pripravci koncentrata (K), izolata (1) i hidrolizata (H) s dodatkom S. aureus
u koncentraciji od 10° CFU/ml.
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3.2.4. Priprema hranjive podloge za dokazivanje prisustva S. aureus

Za pripremu Baird-Parkerove podloge potrebno je:

- suspendirati Zeljenu koli¢inu medija u 950 ml destilirane vode

- zagrijavati uz povremeno mijesanje jednu minutu da se medij potpuno otopi
- autoklavirati 15 min na 121 °C

- nakon hladenja na 45-50 °C, dodati 3 ml sterilne otopine 3,5%-tnog kalijevog telurita hranjivoj

podlozi obogaéenoj zumanjkom i teluritom

- dobro promijesati i preliti u Petrijevu zdjelicu

3.2.5. Primjena uzoraka na hranjive podloge

Nakon pripravljenih proteinskih otopina sa dodatkom bakterija nasadeno je 10 ul otopine iz
svake epruvete na Baird-Parker podloge. Podloge su inkubirane pri temperaturi od 37 °C.
Izvorne epruvete s uzorcima vraé¢ene su na prethodno definirane temperature od 4 °C, 21 °C i
37 °C. Kako bi pratili kinetiku rasta bakterija u pripremljenim otopinama, isti postupak je
ponovljen nakon 4., 7., 10. 1 13. dana. Ocitavanje porasta karakteristicnih kolonija sa
inkubiranih podloga uslijedilo je 48 sati nakon svakog definiranog vremenskog razdoblja. U
svakom vremenskom razdoblju eksperimentalnoga dijela istraZivanja izbrojane su sve kolonije

crno-sive boje sa halo zonom karakteristi¢ne za bakterije roda Staphylococcus aureus.

S obzirom na veliki broj porasta kolonija kod sirutkinih proteinskih koncentrata i izolata, u
kasnijim vremenskim razdobljima nasadena je manja koli¢ina otopina od 5 pl, dok je u
proteinskim hidrolizatima uocen slabiji porast 1 iz tog razloga je nasadeno 50 ul otopine. S
obzirom na uspjeSno razmnozavanje bakterija u pojedinim uzorcima, posljednji dan
nasadivanja uzoraka iz epruveta na nove podloge, volumen uzorka umanjen je sa 5 pul na 2 pl
zbog gustoga porasta. Pripravak hidrolizata je medutim ostao pipetiran i nasaden u istim
koli¢inama kao i pripravci koncentrata i izolata pri ostalim temperaturama. Daljnja procedura
inkubacije 1 odrzavanja izvornih proteinskih otopina je ostala identicna. Petnaesti dan je bio
zavr$ni dan eksperimentalnoga dijela istrazivanja kada je ocitan 1 zabiljezen porast

karakteristi¢nih kolonija.
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4. REZULTATI
Za dokazivanje prisutnosti bakterije S. aureus u teretanama, brisnim $tapi¢ima su prebrisane
povrsine sprava za vjezbanje i istezanje. Uzorci su nasadivani na Baird-Parkerovim podlogama

1 kasnije koriSteni za kontaminaciju proteinskih pripravaka.

Slika 4. Pozitivan porast Staphylococcus aureus na Baird-Parker podlozi uzet brisom trake za

tr€anje fitness centra.

Slika 5. Pozitivan porast Staphylococcus aureus na Baird-Parkerovoj podlozi uzet brisom
prostirke iz fitness centra.
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Slika 6. Pozitivan porast Staphylococcus aureus na Baird-Parkerovoj podlozi uzet brisom

orbitreka sa vjezbaliSta na otvorenom.

Slika 7. Pozitivan porast Staphylococcus aureus na Baird-Parkerovoj podlozi uzet brisom Sipke

sa vjezbaliSta na otvorenom.
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Unutar 15 dana pracena je kinetika rasta bakterije S. aureus u proteinskim koncentratima,

izolatima 1 hidrolizatima na temperaturama od 4 °C, 21 °C 1 37 °C.

Ukupan broj poraslih kolonija bakterije S. aureus na Baird-Parkerovom agaru prikazan je

slijede¢im tablicama i slikama.

Tablica 4. Prikaz ukupnog broja poraslih bakterija u proteinskim otopinama s dodatkom S.
aureus tijekom inkubacije od Cetiri dana na temperaturama od 4 °C, 21 °C i 37 °C.

Broj bakterija (CFU/mlI)
4. DAN
4 °C 21 °C 37 °C
Koncentrat 2,9 x 10* CFU/mlI 1,9 x 10° CFU/ml 1,8 x 10° CFU/ml
Izolat 6,5 x 10* CFU/ml 4,8 x 10° CFU/mlI 1,5 x 10° CFU/ml
Hidrolizat 100 CFU/mI 200 CFU/ml 0 CFU/ml

Slika 8. Pozitivan porast bakterije S. aureus u pripravcima proteinskih koncentrata i izolata

nakon ¢etiri dana izlaganja temperaturi od 4 °C.
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Slika 9. Pozitivan porast bakterije S. aureus u pripravcima proteinskih koncentrata nakon cetiri

dana izlaganja temperaturama od 37 °C i 21 °C.

Slika 10. Pozitivan porast bakterije S. aureus u pripravku proteinskog hidrolizata nakon cetiri

dana izlaganja temperaturi od 4 °C.
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Slika 11. Pozitivan porast bakterije S. aureus u pripravku proteinskog hidrolizata nakon cetiri

dana izlaganja temperaturi od 21 °C.

Slika 12. Pozitivan porast bakterije S. aureus u pripravcima proteinskih izolata nakon cetiri

dana izlaganja temperaturama od 37 °C i 21 °C.
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Tablica 5. Prikaz ukupnog broja poraslih bakterija u proteinskim otopinama s dodatkom S.

aureus tijekom inkubacije od sedam dana na temperaturama od 4 °C, 21 °C i 37 °C.

Broj bakterija (CFU/mlI)

7. DAN
4°C 21 °C 37°C
Koncentrat 1 x 10* CFU/ml 9,6 x 10° CFU/mlI 5,35 x 10° CFU/ml
Izolat 1,2 x 10° CFU/ml 1,4 x 10° CFU/mlI 9 x 10° CFU/ml
Hidrolizat 0 CFU/ml 0 CFU/ml 0 CFU/ml

Slika 13. Pozitivan porast bakterije S. aureus u pripravcima proteinskih izolata nakon sedam

dana izlaganja temperaturama od 37 °C 1 21 °C.
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Slika 14. Pozitivan porast bakterije S. aureus u pripravcima proteinskih koncentrata nakon

sedam dana izlaganja temperaturama od 37 °C i 21 °C.

Slika 15. Pozitivan porast bakterije S. aureus u pripravcima proteinskih izolata nakon sedam

dana izlaganja temperaturama od 37 °C i 21 °C.
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Slika 16. Podloga bez porasta bakterije S. aureus u pripravku proteinskog hidrolizata nakon

sedam dana izlaganja temperaturi od 4 °C.

Slika 17. Podloga bez porasta bakterije S. aureus u pripravcima proteinskih hidrolizata nakon

sedam dana izlaganja temperaturama od 37 °C i 21 °C.
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Tablica 6. Prikaz ukupnog broja poraslih bakterija u proteinskim otopinama s dodatkom S.

aureus tijekom inkubacije od deset dana na temperaturama od 4 °C, 21 °C i 37 °C.

Broj bakterija (CFU/mlI)
10. DAN
4 °C 21 °C 37 °C
Koncentrat 2,8 x 10° CFU/ml 8 x 10° CFU/ml 6,4 x 10° CFU/mlI
Izolat 1 x 10° CFU/mlI 2 x 108 CFU/mlI 3,4 x 10° CFU/mlI
Hidrolizat 0 CFU/ml 0 CFU/ml 0 CFU/ml

Slika 18. Pozitivan porast bakterije S. aureus u pripravcima proteinskih koncentrata nakon deset

dana izlaganja temperaturama od 4 °C i1 37 °C.
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Slika 19. Pozitivan porast bakterije S. aureus u pripravku proteinskog koncentrata nakon deset

dana izlaganja temperaturi od 21 °C.

Slika 20. Pozitivan porast bakterije S. aureus u pripravku proteinskog izolata nakon deset dana

izlaganja temperaturi od 4 °C.
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Slika 21. Pozitivan porast bakterije S. aureus u pripravku proteinskog izolata nakon deset dana

izlaganja temperaturi od 21 °C.

Slika 22. Pozitivan porast bakterije S. aureus u pripravku proteinskog izolata nakon deset dana

izlaganja temperaturi od 37 °C.
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Tablica 7. Prikaz ukupnog broja poraslih bakterija u proteinskim otopinama s dodatkom S.

aureus tijekom inkubacije od trinaest dana na temperaturama od 4 °C, 21 °C i 37 °C.

Broj bakterija (CFU/mlI)
13. DAN
4 °C 21 °C 37 °C
Koncentrat 2 x 10° CFU/mlI 7,6 x 10° CFU/mlI 6 x 10° CFU/mlI
Izolat 1,3 x 10° CFU/ml 2,4 x 108 CFU/mlI 6 x 10° CFU/mlI
Hidrolizat 0 CFU/ml 0 CFU/ml 0 CFU/ml

Slika 23. Pozitivan porast bakterije S. aureus u pripravku proteinskog koncentrata nakon

trinaest dana izlaganja temperaturi od 4 °C.
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Slika 24. Pozitivan porast bakterije S. aureus u pripravku proteinskog koncentrata nakon

trinaest dana izlaganja temperaturi od 21 °C.

Slika 25. Pozitivan porast bakterije S. aureus u pripravku proteinskog koncentrata nakon

trinaest dana izlaganja temperaturi od 37 °C.
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Slika 26. Pozitivan porast bakterije S. aureus u pripravku proteinskog izolata nakon trinaest

dana izlaganja temperaturi od 4 °C.

Slika 27. Pozitivan porast bakterije S. aureus u pripravku proteinskog izolata nakon trinaest

dana izlaganja temperaturi od 21 °C.
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Slika 28. Pozitivan porast bakterije S. aureus u pripravku proteinskog izolata nakon trinaest

dana izlaganja temperaturi od 37 °C.

Iz prethodnih tablica i slika, evidentno je da je pri svim temperaturama zabiljeZzen znacajan pad
ukupnoga broja bakterije S. aureus u kontaminiranom proteinskom hidrolizatu. Dobiveni
rezultati ukazuju na to da je proteinski hidrolizat nepovoljan medij za rast i razmnoZavanje

bakterije S. aureus.

Unutar suspenzije proteinskih izolata i koncentrata bakterija je pokazala znatno bolju
sposobnost razmnozavanja. Pri 4 °C popracen je postepeni pad broja bakterija u proteinskom
koncentratu dok su u proteinskome izolatu bakterije pokazale znacajno bolju sposobnost

prezivljavanja.

Krivulja rasta bakterije S. aureus u suspenziji proteinskog izolata (Slika 9.) pri temperaturi od
21 °C prikazuje logaritamski porast. Takvi rezultati ukazuju na povoljne uvjete medija i
temperature za razmnozavanje testirane bakterije. Unato¢ pozitivnom porastu broja bakterija
unutar prvih nekoliko dana istrazivanja, u proteinskim koncentratima se na kraju ipak pocela
ostvarivati blaga stagnacija po pitanju broja bakterija u jednome mililitru.
Temperatura od 37 °C nedvojbeno stvara sli¢ne uvjete kao i temperatura od 21 °C, iako je

prezivljavanje bakterije otezano.
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Slika 29. Kinetika rasta S. aureus u proteinskim pripravcima tijekom 15 dana na temperaturi od
4 °C.

21°C
81 . .
-o~ Hidrolizat
6 -= Koncentrat
T —+ |zolat
S
[T
QO 44
=
[=]
=)
2-
0 T 4 & 1
0 5 10 15

Vrijeme (dani)

Slika 30. Kinetika rasta S. aureus u proteinskim pripravcima tijekom 15 dana na temperaturi od
21 °C.
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Slika 31. Kinetika rasta S. aureus u proteinskim pripravcima tijekom 15 dana na temperaturi od
37 °C.
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5. RASPRAVA

Svaki mikroorganizam zahtijeva odredene uvjete za rast i razmnozavanje u nekome uzorku. Na
samome pocetku eksperimentalnog dijela istrazivanja, proteinskim prahovima je dodana
sterilizirana voda ¢ime se udio vode u uzorcima znatno povecao te je na taj nacin stvoren prvi

pogodan parametar za daljnji razvoj bakterije.

Drugi parametar koji doprinosi razvoju bakterije je sastav proteinskih prahova. Prema
prethodno navedenim nutritivnim vrijednostima (Tablica 1., Tablica 2., Tablica 3.), proteinski
prahovi sadrze razli¢itu energetsku vrijednost i koli¢inu makronutrijenata na 100g/25g praha.
Iz tablica se moZze iSCitati da su energetske vrijednosti proteinskih prahova vece $to je udio
ugljikohidrata i masti veéi. Razlog tomu je $to su ugljikohidrati, zajedno s mastima, glavni
izvori energije. Posebnost ugljikohidrata je ta Sto su gradeni od Secera neophodnih za rast
mikroorganizama. Budu¢i da proteinski hidrolizati sadrze minimalan udio Se¢era mozemo reci
da je slabije razmnozavanje bakterije S. aureus na taj nacin opravdana jer bakterije nisu imale

dovoljno energije za prezivljavanje (8).

Dodatan faktor koji uvjetuje razmnoZavanju bakterija je temperatura. Osim kod psihrofila, nize
temperature dovode do usporavanja metabolizma bakterija 1 otezavanja njihovog razvoja zbog
Cega je kinetika rasta bakterije S. aureus u svim proteinskim uzorcima pri temperaturi hladnjaka

slabije izraZena.

Vlastiti rezultati istraZivanja pokazuju da je nakon trinaest dana izlaganja proteinskih
pripravaka koncentrata i izolata s dodatkom bakterije S. aureus na temperaturama od 4 °C, 21
°C i 37 °C, broj bakterije u veéini ostao iznad od 10° CFU/ml. Minimalna koli¢ina od 10°
bakterija u 1 ml napitka ili 1 g hrane, dovoljna je za uzrokovanje stafilokokne intoksikacije

enterotoksinima bakterije (9).

Primjer takve intoksikacije bio bi mogu¢ ukoliko sportas prilikom treninga u teretani
kontaminira ¢ep bocice proteinskog napitka preko kapljica znoja, ru€nika, stafilokoknih
apscesa na kozi ili ruku kojima je prethodno dirao kontaminirane sprave bakterijom S. aureus.
Zatvaranjem bocice kontaminiranim ¢epom, bakterija se moze vrlo brzo prositi na unutrasnji

dio grla bocice i time dospijeva u proteinski pripravak.

Osim navedene kontaminacije proteinskih pripravaka bakterijom S. aureus, u nekim

istrazivanjima pokazalo se prisustvo bakterije u uzorcima mlijeka.
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Jedan od mogucih uzroka kontaminacije mlijeka je zarazeno vime. Prodiranjem patogenih
stafilokoka do vime muzne Zivotnje stvaraju se upalne reakcije poznate kao mastitis. Na pojavu
mastitisa utjecu higijenski uvjeti u kojima se provodi muznja. Ukoliko na povrsini vimena ili
na stroju za muznju zivotinja postoje patogene bakterije poput pozitivnih stafilokoka, velike su
mogucnosti narusavanja kvalitete 1 mikrobioloske cistoce izlu¢enoga mlijeka. Drugi izvor
kontaminacije mlijeka je covjek. Kao i kod proteinskih pripravaka, prisutnost stafilokoka na
kozi ¢ovjeka omogucéava kontaminaciju mlijeka narocito u slu¢ajevima stafilokoknih infekcija
kada je izvor stafilokoka osiguran (10). Navedeni naCini kontaminacije mlijeka preduvjet su za
nastajanje stafilokoknih intoksikacija prilikom konzumacije mlijeka ili mlijecnih proizvoda

nastali preradom kontaminiranog sirovog mlijeka.
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6. ZAKLJUCAK

Zakljucci provedenog istrazivanja su:
- prilikom tjelesnih aktivnosti obavezno je voditi racuna o osobnoj higijeni

- u slu¢aju sumnje na kontaminaciju proteinskog napitka najbolje Cuvati pripravak na

temperaturi hladnjaka zbog slabijeg razmnozavanja bakterije

- kinetika rasta bakterije S. aureus najniza je u proteinskim hidrolizatima te ih zbog toga

smatramo najsigurnijima za konzumiranje tijekom povecane tjelesne aktivnosti

- kod konzumiranja kontaminiranih proteinskih pripravaka moguce su stafilokokne

intoksikacije
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