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SAZETAK

Led, kruta tvar nastala smrzavanjem tekuceg ili plinovitog oblika vode pri temperaturi
od 0°C, zbog svoje Siroke uporabe u ugostiteljstvu i mogucnosti zaraze ovjeka ima izniman
javnozdravstveni znacaj te je upravo zbog toga potrebno osigurati njegovu mikrobiolosku
ispravnost. Provedenim istrazivanjem prikazani su rezultati mikrobioloSke analize uzoraka
leda uzorkovanih na podruc¢ju Primorsko — goranske Zupanije, popularnog turistickog
odredista. Istrazivanje se sastojalo od uzorkovanja leda u sterilne staklenke, popunjavanja
anketnog upitnika te mikrobioloske analize uzoraka prema preporuc¢enim parametrima Vodica
za mikrobioloske kriterije za hranu iz 2011. godine, a provedeno je tijekom proljetnih i ljetnih
mjeseci 2018. godine. Cilj istrazivanja bio je mikrobioloskom analizom utvrditi sukladnost
uzoraka leda s parametrima navedenog Vodica te na temelju dobivenih rezultata i rezultata
ankete dobiti uvid u moguce uzroke kontaminacije nesukladnih uzoraka i naine sprjecavanja
istog u buducnosti. Rezultati su pokazali da je od 91 uzroka, njih ¢ak 39 nesukladno. Kako to
¢ini gotovo polovinu uzoraka, rizik od pojave bolesti poput gastroenteritisa je znacajan te je
potrebno daljnje provodenje sli¢nih istrazivanja, ne bi li se time postigla vi$a razina higijenske
prakse ugostiteljskih objekata, kao 1 potaknulo stvaranje zakonske regulative koja bi olakSala
uzorkovanje 1 analizu leda stru¢njacima te naposljetku osigurala njegovu dostatnu

mikrobiolosku kvalitetu.

Kljucne rijeci: voda, led, ugostiteljstvo, mikrobiologija, zakonodavstvo.
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SUMMARY

Ice, also known as solid matter of liquid or gaseous water formed at the temperature of
0°C, has an immense public health significance because of its often usage in food and
drinking establishments and subsequently potential risk of causing outbreaks in human
population. That's why it is important to ensure its microbiological quality. Conducted
research represented the results of microbiological analysis of sampled ice in Primorje —
Gorski kotar County, a popular tourist destination. Consisting of ice sampling, filling in the
questionnaire and microbiological analysis of samples according to recommended parameters
of Guidance on microbiological food criteria, 2011, this study was carried out throughout the
spring and summer months of 2018. The aim of the research was to determine whether or not
the results of the microbiological analysis are compatible with the values of the said
Guidance, combine it with the results of the questionnaire and finally, gain insight into
potential contamination cause of incompatible samples, what would eventually help
preventing of same in the future. The results showed that almost half of the samples, actually
39 out of total 91 were unsuited to the parameters. Therefore, the risk of disease outbreaks
like gastroenteritis is great and it is essential to engage in further similar studies in order to
enhance good hygiene practice level in food and drinking establishments and encourage the

creation of law regulations related to food grade ice.

Key words: water, ice, food and drinking establishments, microbiology, legislative.
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1. UVOD

U proljetnim 1 ljetnim mjesecima, led se upotrebljava u ugostiteljskim objektima kao
sredstvo za rashladivanje kako alkoholnih, tako i bezalkoholnih pi¢a. Upravo zbog direktnog
kontakta s pi¢em, a nerijetko 1 hranom, potrebno je osigurati mikrobioloSku ispravnost leda na
nacCin da se proizvodi od vode dostatne kvalitete, odnosno vode za ljudsku potrosnju,
pripravlja i skladisti u higijenskim uvjetima te da se njime pravilno rukuje kako ne bi doslo do
njegove naknadne kontaminacije. Dakle, vazno je da led kao namirnica ne sadrzi bioloske,

kemijske ni fizicke opasnosti koje bi mogle predstavljati rizik za oboljenje Covjeka.

Podru¢je Primorsko — goranske Zzupanije, a posebno njezini otoci, su u ljetnim
mjesecima popularno turisticko odrediSte. Stoga, u brojnim postoje¢im ugostiteljskim
objektima, ocekivana je velika konzumacija leda u pi¢ima, S$to u slucaju odsustva dobre
higijenske prakse i nedovoljnog monitoringa moze dovesti do pojave epidemije bolesti poput

gastroenteritisa.

1.1. Voda

Voda, poznata i po svojoj kemijskoj formuli H,O, smatra se najmnogobrojnijim i
najvaznijim kemijskim spojem na Zemlji bez Cijeg kruZenja u prirodi Zivot ne bi bio
moguc¢ u postoje¢em obliku. Na sobnoj temperaturi je teku¢ina bez mirisa, boje i okusa, a
osim u tekucem, javlja se 1 u krutom i plinovitom agregatnom stanju [1]. Vazan je 1

sastavni dio zivih organizama te zauzima oko 71% Zemljine povrSine [2].

Iako je kemijska struktura molekule vode jednostavna, njena kemijska i fizikalna
svojstva iznimno su neobic¢na i slozena [1]. Samu molekulu ¢ine dva atoma kemijskog
elementa vodika, na slici 1. prikazani bijelom bojom, koja su kovalentnim vezama vezani za

jedan atom kisika, na slici prikazan crvenom bojom [3].



Molekula nije linearna nego su vodikovi atomi vezani na kisik pod kutem od 104,5°, a
s obzirom da je atom kisika elektronegativniji od atoma vodika, veza izmedu njih je polarna

[4]. Stoga, kisik ima parcijalni negativni naboj (8-), dok vodici imaju parcijalno pozitivni

naboj (6+) [1]. (Slika 1.)

Slika 1. Prikaz kemijske strukture molekule vode. [5]

Takoder, atom kisika nosi Sest elektrona u vanjskoj ljusci te kada tvori dvije
jednostruke kemijske veze s vodicima, ostaju mu cetiri nepodijeljena elektrona (na slici 2.
prikazani kao parovi tockica). Zbog toga, medusobno molekule vode tvore vodikove veze
koje su takoder iznimno polarne [4], Sto im, osim disocijacije iona u solima, omogucuje i

razrjedivanje drugih polarnih tvari, poput kiselina i alkohola, vezanjem za iste [1].

Slika 2. Prikaz podjele elektrona unutar molekule vode. [6]



Upravo je medusobno povezivanje vodikovim vezama odgovorno za jedinstvena
svojstva vode, a samo neka od njih su anomalija vode, visoka temperatura vrelista (100°C) s

obzirom na malu molarnu masu te visok toplinski kapacitet [4].

Osim navedenog, voda je i amfoterna, odnosno, ovisno o pH otopine u kojoj se nalazi,
moze se ponasati kao kiselina (proton-donor) ili kao baza (proton-akceptor). Zbog tog
svojstva ulazi u reakciju autoprotolize, gdje se jedna molekula vode ponasa kao kiselina, a
druga kao baza [1]. Na slici 3. oznaka (/) predstavlja tekuce stanje, a (ag) vodenu otopinu, dok
strelice u oba smjera kazuju da se navedena reakcija moze odvijati u oba smjera i da kemijska

ravnoteza postoji.
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Slika 3. Prikaz kemijske reakcije autoprotolize vode. [7]

1.2.  Voda za ljudsku potroSnju
Pitka voda, bila ona podzemna, povrSinska ili bunarska, bistra je, bez boje 1 mirisa te
sadrzi otopljeni ugljikov dioksid, kisik 1 topljive soli. Ukoliko sadrzi patogene bakterije,
organske tvari, amonijak, nitrite, Zeljezne 1 manganove soli ili ostale Stetne tvari, potrebno ju

je procistiti, najcesce dezinfekcijom klorom ili ozonom [5].

Zakon o vodi za ljudsku potrosnju (NN 56/13, 64/15, 104/17, 115/18) pitku vodu
definira kao vodu za ljudsku potroSnju, a u ¢lanku 4. tog Zakona navodi se: ,,Voda

namijenjena za ljudsku potrosnju je:

a) sva voda koja je u svojem izvornom stanju ili nakon obrade namijenjena za

pi¢e, kuhanje, pripremu hrane ili druge potrebe kucanstava, neovisno o njezinom



porijeklu te neovisno o tome potjece li iz sustava javne vodoopskrbe, iz cisterni ili iz

boca, odnosno posuda za vodu,

b) sva voda koja se rabi u industrijama za proizvodnju hrane u svrhu
proizvodnje, obrade, ocuvanja ili stavljanja na trziSte proizvoda ili tvari namijenjenih
za ljudsku potro$nju, osim ako nadlezno tijelo ne utvrdi da kakvoc¢a vode ne moze

utjecati na zdravstvenu ispravnost hrane u njezinom kona¢nom obliku.* [8].

Zdravstvena ispravnost vode za ljudsku potro$nju redovito se prati 1 kontrolira
sukladno Zakonu o vodi za ljudsku potro$nju (NN 56/13, 64/15, 104/17, 115/18) 1 Pravilniku
o parametrima sukladnosti, metodama analize, monitoringu i1 planovima sigurnosti vode za
ljudsku potrosnju te nafinu vodenja registra pravnih osoba koje obavljaju djelatnosti javne

vodoopskrbe (NN 125/17) [9].

Parametri, njihove maksimalno dozvoljene koncentracije, ucestalost uzorkovanja, kao
1 vrste te opseg analiza uzoraka vode za ljudsku potroSnju u vodoopskrbnim sustavima
definirani su Pravilnikom. Sukladno tome, na podru¢ju Primorsko — goranske Zupanije,
Odsjek za kontrolu voda za pice 1 voda u prirodi Zdravstveno — ekoloskog odjela Nastavnog
zavoda za javno zdravstvo Primorsko — goranske Zupanije redovito prati 1 ispituje fizikalno —

kemijske, kemijske i mikrobioloSke pokazatelje u vodi za ljudsku potrosnju (Tablica 1.) [9].



Tablica 1. Obvezni parametri ispitivanja u monitoringu vode za ljudsku potrosnju. [9]

Maksimalno dozvoljena

Pokazatelj Mjerna jedinica
koncentracija
Fizikalno-kemijski i kemijski pokazatelji
Boja 20 Mg/PtCo skale
Mutnoca 4 NTU
Okus bez -
Miris bez -
pH vrijednost 6,5-9,5 pH jedinica
Vodljivost 2500 uS/em/20°C
Amonij 0,50 mgNH,/1
Nitriti 0,50 mgNO,/1
Nitrati 50 mgNOs/1
Kloridi 250 mg/l
UtroSak KMnOy 5,0 mgO,/1
Slobodni klor 0,5 mg/1
THM — ukupni 100 pg/l
Klorit, klorat 400 pg/l
Temperatura 25 °C
Aluminij 200 pg/l
Zeljezo 200 pg/l
Arsen 10 ng/l
Mangan 50,0 ng/l
Mikrobioloski pokazatelji
Escherichia coli 0 broj/100 ml
Ukupni koliformi 0 broj/100 ml
Enterokoki 0 broj/100 ml
Broj kolonija 22°C 100 broj/1 ml
Broj kolonija 36°C 100 broj/1 ml
Clostridium perfrigens '
(ukljucujuéi spore) 0 oroy/100 ml
Pseudomonas aeruginosa 0 broj/100 ml




1.3. Led
Led je kruto agregatno stanje vode, nastalo smrzavanjem njenog tekuceg ili plinovitog
oblika pri 0°C. Prekriva mnoga podru¢ja Zemlje u raznim oblicima, pa tako na Antartici
nalazimo ledenjake, dok u Kanadi nalazimo polarne kape, a u oceanima ledene sante. U

iznimno hladnim podrucjima, poznato je i trajno smrznuto tlo koje se naziva permafrost [10].

Dok je interakcija molekula vode u plinovitom stanju neznatna, u teku¢em i krutom
stanju ona je gotovo stalna. Voda kao tekuéina tvori lance molekula vezane slabim vodikovim
vezama, a kao krutina tvori kristalnu resetku u kojoj je svaki atom kisika okruzen s Cetiri
najbliza atoma vodika, s dva povezan kovalentnim, a s preostala dva vodikovim vezama [10].

(Slika 4.)

Slika 4. Prikaz strukture leda. [11]

Takva struktura ¢ini led ¢vr$¢im, ali stanjem manje gustoce od tekuée vode te zbog
toga pluta na povrsini, umjesto da potone. Takva pojava, zvana anomalija vode, iznimno je

neobicna, ali 1 vazna za opstanak zivih organizama [12].



1.4. Led kao namirnica
Osim S§to je prirodno prisutan u okoliSu, led se moze pripravljati i koristiti za
rashladivanje pica i hrane te za odrzavanje svjezine namirnica poput ribe i ribljih proizvoda,

osobito u ljetnim mjesecima [13].

S obzirom da je Vodi¢em za mikrobioloske kriterije za hranu Ministarstva
poljoprivrede, ribarstva i ruralnog razvoja iz 2011. godine led definiran kao namirnica, mora
biti kemijski 1 mikrobioloski siguran jer u suprotnom predstavlja potencijalni rizik za zdravlje

covjeka [14].

Led se moze pripravljati na samom mjestu konzumacije ili industrijski nakon cega se
pakira 1 transportira do krajnjeg potroSaca [14]. Ukoliko se radi o prvom slucaju, tj. vlastitoj
proizvodnji (Sto najcesce 1 je slucaj u ugostiteljskim objektima) [15], proizvodnja leda se

provodi pomoc¢u kalupa u ledenici ili uredaja za spravljanje leda — ledomata [16].

Svjetska zdravstvena organizacije navodi da led koji je namijenjen za konzumaciju ili
je u neposrednom kontaktu s hranom, treba biti jednake kvalitete i1 jednako siguran za ovjeka
kao voda za pic¢e [17]. Stoga je za proizvodnju leda, prije svega, potrebno osigurati vodu
prikladnu za ljudsku potroSnju, odnosno vodu kontroliranu i analiziranu na parametre iz
tablice 1. [9], a ukoliko je njena kvaliteta upitna, potrebno ju je filtrirati 1 prokuhati [18, 19].
Takoder je potrebno educirati osoblje koje rukuje ledom o pravilnom pranju ruku, odrzavanju
Cistoc¢e pribora koji dolazi u kontakt s njim, kao i o redovitoj 1 u€inkovitoj sanitaciji ledomata,

kako ne bi doslo do naknadne mikrobioloske kontaminacije [20].

Iako je u drustvu uvrijeZeno misljenje o zdravstvenoj ispravnosti i sigurnosti leda
zbog njegove niske temperature 1 kiselosti pi¢a u kojima se posluzuje, razna istraZivanja su
dokazala prisutnost patogena te uzrocnika gastroenteritisa u kockama leda koriStenim u

ugostiteljstvu jer ih niske temperature ne eliminiraju u potpunosti nego samo smanjuju njihov



broj [17]. Samo neki od njih su bakterije Salmonella spp., Shigella spp. i Pseudomonas
aeruginosa [14]. Dokazana je i bakterija Escherichia coli koja je znak nedavne fekalne
kontaminacije [21]. Osim mikrobioloske kontaminacije uzrokovane djelovanjem Covjeka, led
je podlozan i okolisnoj kontaminaciji jer se nerijetko nalazi u neadekvatno spremljenim
otvorenim posudama [22], a to potvrduju dokazi bakterije Clostridium perfringens i njenih

spora [20].

1.5. Mikrobioloski pokazatelji kvalitete leda i bolesti koje uzrokuju
Otpornost mikroorganizama na temperature pri kojima voda prelazi iz tekuéeg u kruto
agregatno stanje ovisi isklju¢ivo o njihovoj citoplazmatskoj membrani. Kako bi bakterijska
stanica osigurala fluidnost membrane te time i prezivjela smanjenje temperature, dolazi do

promjene rasporeda lipida u membrani i funkcije membranskih enzima i transportera [23].

U dosad provedenim istraZivanjima leda koriStenog u ugostiteljskim objektima,
izmedu ostalih, pronadene su bakterije roda Escherichia, Salmonella, Clostridium,

Pseudomonas 1 Yersinia [20].

Sukladno Vodi¢u za mikrobioloske kriterije za hranu Ministarstva poljoprivrede,

ribarstva i ruralnog razvoja iz 2011. godine, led se analizira na pet preporuc¢enih parametara:

1. aerobne mezofilne bakterije,
2. Escherichia coli,

3. Pseudomonas aeruginosa,
4. Enterococcus spp.,

5. sulfitreducirajuce klostridije [24].

1.5.1. Aerobne mezofilne bakterije
Kako im i samo ime kaze, aerobne mezofilne bakterije su one koje rastu u prisustvu

zraka pri temperaturi od 20 do 45°C. Nalaze se u vodi, zraku i ljudskom organizmu, a vecini
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je upravo Covjekova tjelesna temperatura (37°C) optimalna. Dakle, ovoj skupini pripada

vecina patogenih bakterija [25].

Osim §to poveéan broj aerobnih mezofilnih bakterija ukazuje na loSu mikrobiolosku
kvalitetu raznih namirnica, indikatori su i loSe higijenske prakse, tj. ukazuju na nedovoljno
¢is¢enje 1 dezinfekciju [25].

1.5.2. Escherichia coli
Rod Escherichia ima pet poznatih vrsta, od kojih je Escherichia coli najznaCajnija

[26]. To je Gram negativni, asporogeni, fakultativno anaerobni Stapi¢, koji fermentira

ugljikohidrate pritom stvarajuci plin [27]. (Slika 5.)

Slika 5. Escherichia coli. 28]

E. coli, koliformna bakterija, dio je normalne crijevne flore Covjeka od prvih dana
rodenja te se javlja u fecesu svih sisavaca [26]. Lako se kultivira na uobi¢ajenim hranjivim
podlogama, a njen dokaz u uzorku primarni je indikator fekalne kontaminacije vode [27], pa

je time 1 pokazatelj loSe higijenske prakse u proizvodnji i distribuciji leda.

Sojevi karakteristicni samo za covjeka prenose se izravnim fekalno — oralnim putem,
putem kontaminirane hrane i vode, a sojevi karakteristi¢ni za Zivotinje i covjeka na isti nacin

ili izravnim kontaktom sa Zivotinjama [26].



Iako su dio normalne flore ¢ovjeka, neki sojevi prodorom u unutrasnjost uzrokuju
infekcije Sto je ¢ini oportunistickim patogenom. Oni posjeduju ¢imbenike virulencije

karakteristi¢ne za razvoj gastroenteritisa — adhezine, endotoksine te ¢ak 1 hemolizine [26].

1.5.3. Pseudomonas aeruginosa
Rod Pseudomonas Cine asporogene, aerobne, fermentativne, Gram negativne
Stapicaste bakterije. Zbog posjedovanja jednog ili vise polarnih biceva, pokretne su. Posjeduju
i enzim oksidazu, koji je bitan za njihovo razlikovanje od enterobakterija koje navedeni enzim
ne posjeduju. Stvaraju Cetiri pigmenta topiva u vodi: piocijanin — plavi pigment, pioverdin —

Zuti pigment, piorubin — crveni pigment i piomelanin — crni pigment [26]. (Slika 6.)

Slika 6. Pigmenti bakterije P. aeruginosa. Pioverdin (lijevo) i piocijanin (desno). [29]

Iako mogu rasti i razmnoZavati se u raznim Zivotnim uvjetima i prisutne su u gotovo
svim medijima, preferiraju vlazni okoli§ te optimalnu temperaturu u rasponu od 30°C do

37°C, sto ih ¢ini mezofilnim bakterijama [26].

Medicinski najznacajnija bakterija roda Pseudomonas je P. aeruginosa. Primarno je

oportunisti¢ka bakterija, zbog ¢ega se javlja uglavnom kod osoba oslabljene imunosti [26].

P. aeruginosa ima sposobnost invazije ¢ovjekova organizma zbog mnogih ¢imbenika

virulencije 1 toksi¢nosti, raste i razmnozava se u gotovo svim uvjetima te razvija rezistenciju
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na razne antibiotike. Takoder, ima sposobnost prezivljavanja u raznim teku¢inama, pa ¢ak i u
dezinficijensima. Nerijetko se pronalazi i u umivaonicima, kadama i sanitarnim odvodima.
Zbog quorum — sensinga sudjeluje u stvaranju biofilma, zajednica mikroorganizama koji
oblazu mukozne povrsine, §to im omogucava bolje uvjete za opstanak zbog gotovo nemoguce
eradikacije. Moze zahvatiti sve organske sustave covjeka i pritom uzrokovati sepse i

bakterijemije [26].

Lako raste na uobicajenim krutim hranjivim podlogama, zbog ¢ega nije zahtjevna za
uzgoj u laboratorijskim uvjetima, a u teku¢im podlogama raste uglavnom pri povrsini zbog
veée koncentracije kisika. Porastom na hranjivim podlogama stvara slatkast vo¢ni miris, miris

lipe [26].

1.5.4. Enterokoki
Enterokoki, jo§ poznati kao fekalni streptokoki, su bakterije roda Enterococcus koji
¢ini 16 vrsta [27]. Ranije su bile svrstani u rod streptokoka, no zbog svojih karakteristika koje

ukljucuju jacu otpornost na fizikalne 1 kemijske agense, svrstane su u vlastiti rod [26].

To su Gram pozitivni, a katalaza negativni izduzeni ovalni koki, koji rastu u
prisutnosti visokih koncentracija Zu¢i 1 natrijevog klorida. U prisutnosti zu¢nih soli,
hidroliziraju eskulin §to ih ¢ini Zu¢ — eskulin pozitivnima [27]. Fakultativni su anaerobi s
fermentativnim metabolizmom te rastu 1 razmnozavaju se u rasponu temperatura od 10°C do

45°C, pri cemu je temperatura od 35°C do 37°C optimalna [26].

Perzistiraju gotovo svuda, u prirodi, biljkama, tlu, hrani, zivotinjama i ¢ovjeku zbog

karakteristika koje im omogucuju rast i opstanak u nepovoljnim uvjetima [26].

Dio su uobicajene flore probavnog sustava covjeka, a broj im visoko kolerira s

prisutnosc¢u fekalnih, patogenih bakterija, ukupnih koliformnih bakterija i enterovirusa, zbog

11



¢ega su vazna skupina bakterija u vrednovanju zdravstvene ispravnosti vode. Jedina negativna

strana je ta Sto se u okoliSu ne mogu dokazati pri temperaturama visim od 55°C [27].

Iako su nekada smatrani bezopasnima, danas su od iznimnog javnozdravstvenog i
medicinskog znacaja. Oportunisticki su patogeni, zbog Cega se gastrointestinalni sustav
covjeka smatra njihovim rezervoarom otkud se, u povoljnim uvjetima, dalje Sire u druge
organske sustave. Sposobnost stvaranja biofilma istice se kao najvazniji ¢imbenik virulencije

enterokoka, a poznata je i njihova rezistencija na ¢esto propisivane antibiotike [26].

Najces¢e izolirane vrste u humanim uzorcima su E. fecalis, u 80 do 90% uzoraka, i
E.faecium, u 5 do 10% uzoraka. Jo§ se mogu izolirati E. casseliflavus, E. durans 1 E.

gallinarum [26].

Infekcije uzrokovane enterokokima najcéesce se javljaju u starijih, kroni¢no bolesnih
osoba te kod hospitaliziranih 1 imunokompromitiranih. Takve infekcije uglavnom nisu teske,

ali ne postoji njihova jasna klinicka slika [26].

1.5.5. Sulfitreducirajuce klostridije
Sulfitreducirajuce klostridije ¢ini grupa Gram pozitivnih Stapica koji vrSe redukciju
sulfita do sulfida, pri ¢emu, zbog reakcije sa soli nekog teskog metala u hranjivoj podlozi,
stvaraju crni talog koji se taloi na porasle bakterijske kolonije. Siroko su rasprostranjene u
okoliSu zbog vlastitih spora koje imaju sposobnost prezivljavanja u nepovoljnim uvjetima i
koriste se kao indikatori fekalne kontaminacije. Obligatni su anaerobi, zbog Cega se moraju

kultivirati na podlogama bez otopljenog kisika [27].

Dakle, anaerobne bakterije ne rastu na povrsini krutih podloga u prisutnosti kisika te ih
vec¢ina pri izlaganju kisiku ugiba. To je posljedica nedostatka enzima katalaze i superoksid
dismutaze jer kisikovi radikali u aerobnoj atmosferi inaktiviraju ostale enzime anaerobne

bakterije 1 pritom uzrokuju njenu smrt. Samo pojedine bakterije mogu prezivjeti pri niskim
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koncentracijama kisika, §to ih €ini aerotolerantnim, a ne striktnim anaerobima. lako su dio
normalne flore sluznica i koze Covjeka, uzrocnici su vecine infekcija te se tako dijele na
endogene uzrocnike, koji mogu biti sporogeni i asporogeni anaerobi, i na egzogene uzrocnike,

koji su sporogeni anaerobi [26].

Klostridiji, tj. bakterije roda Clostridium, ¢ine Gram pozitivni Stapi¢i koji su dio
prirode i uobicajene flore gastrointestinalnog sustava covjeka i zivotinja. Ve¢inom su pokretni
1 imaju moguénost stvaranja spora u nepovoljnim uvjetima, a tijekom sporulacije tvore oblik
vretena [27]. Proizvode vise proteinskih toksina od bilo kojeg drugog bakterijskog roda, koji
zajedno s enzimima tvore ¢imbenike virulencije i1 sudjeluju u patogenezi infekcija. Ukoliko su

uvjeti anaerobni, vrlo se brzo kultiviraju na standardnim hranjivim podlogama [26].

Clostridium perfringens, predstavnik sulfitreduciraju¢ih klostridija, odnosno roda
Clostridium, je aerotolerantni Stapi¢ ¢ije su spore ovalne 1 smjeStene subterminalno, kako je
prikazano na slici 7. Nema flagelu, pa stoga nije pokretan [27]. Brzo raste u tekucoj i na
krutoj hranjivoj podlozi, pritom stvaraju¢i zone hemolize. Tijekom rasta i razvoja stvara
najmanje 12 toksina koji sudjeluju u razvoju infekcija, a najznacajniji sojevi ove vrste

podijeljeni su u pet skupina, od A do E [26].

Slika 7. Prikaz bakterije Clostridium perfringens i njenih subterminalno smjestenih spora.

[30]
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Siroko je rasprostranjen u prirodi, genitalnom sustavu Zena i ljudskom
gastrointestinalnom sustavu. Najces¢i je klostridij koji uzrokuje infekcije u ¢ovjeka, a do njih
najcesce dolazi ingestijom namirnica koje su kontaminirane velikom koli¢inom spora C.
perfringens tipa A koji stvara enterotoksine. Simptomi takvog gastroenteritisa su jaki gréevi i
dijareja, bez temperature i povracanja, a javljaju se brzo zbog kratke inkubacije. Prolaze kroz

24 do 48 sati, bez lijeCenja [26].
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
Cilj ovog istrazivanja bio je u sklopu redovitog monitoringa ugostiteljskih objekata na
podruc¢ju Primorsko — goranske zupanije uzorkovati led iz ugostiteljskih objekata uz
dobrovoljno anketiranje te ga sukladno parametrima Vodica za mikrobioloske kriterije za
hranu Ministarstva poljoprivrede, ribarstva i ruralnog razvoja iz 2011. godine analizirati.
Takoder, cilj je bio na temelju dobivenih laboratorijskih rezultata i rezultata ankete istraziti
potencijalne uzroke eventualne kontaminacije uzorkovanog leda i nacine kojima bi se to u

buduénosti sprijecilo.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali
Tijekom provodenja istrazivanja, odnosno tijekom uzorkovanja, koriStene su sterilne
staklenke za pohranu uzoraka leda i temperirani spremnici (hladnjaci) za njihov transport.

Takoder je koriSten i anketni upitnik koji je prikazan u prilogu I.

Prilikom provedbe laboratorijske analize uzoraka koriSteni su Sartorius uredaj za
membransku filtraciju, filter papiri promjera pora 0,45 um, Petrijeve plocCe, jednokratne
sterilne pipete, epruvete, Vodi¢ za mikrobioloske kriterije za hranu Ministarstva
poljoprivrede, ribarstva i ruralnog razvoja iz 2011. godine prema kojem su ispitani parametri
prikazani u tablici 2., gdje n predstavlja broj elementarnih jedinica uzorka koji ¢ine uzorak, c
broj jedinica uzorka, u kojima se dobivene vrijednosti ispitivanja mogu nalaziti izmedu ,,m* i
,»M®, pri ¢emu se uzorak smatra prihvatljivim, ukoliko je dobivena vrijednost ispitivanja u
ostalim jedinicama uzorka jednaka ,,m* ili manja od ,,m*, m grani¢nu vrijednost ispod koje se
svi rezultati smatraju zadovoljavaju¢im, M granicnu dopuStenu vrijednost iznad koje se
rezultati smatraju nezadovoljavaju¢im 1 n.n. nije nadeno. KoriStene su 1 slijedece Cvrste

hranjive podloge:

e Tryptic glucose yeast agar za dokazivanje aerobnih mezofilnih bakterija

e TBX agar za dokazivanje bakterije E.coli

e Pseudomonas Base/CN agar i Nutrijent agar za dokazivanje bakterije
Pseudomonas aeruginosa

e Slanetz i Bartley medij 1 Zu¢ni-eskulin-azid agar za dokazivanje enterokoka

e Iron sulfit agar i krvni agar za dokazivanje sulfit reducirajuc¢ih klostridija.

Za pojedine dokazne testove koriSteni su jo§ acetamid broth, Nessler reagens 1 King's
B medij.
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Tablica 2. Preporuceni parametri za led Vodi¢a za mikrobioloske kriterije za hranu

Ministarstva poljoprivrede, ribarstva i ruralnog razvoja iz 2011. godine. [24]

Mikroorganizmimjihovi | Plan uzorkovanja N
Hrana toksini 1 metaboliti n c Kriteriji
Preporuceni
Aerobne mezofilne -
5 L Lk
bakterije 5 0 M=10*cfu/ml
10.8. Led Escherichia coli 3 0 nn. u 100ml
Pseudomonas aeruginosa 5 0 nn. u 100ml
Enterococcus spp. 3 0 nn.u 100ml
Sulﬁtredl}mjrla]uce 5 0 nn u 50ml
Klostridije
3.2. Metode

Proces uzorkovanja leda izveden je ruc¢no, a budué¢i da se testiraju mikrobioloski
pokazatelji, pritom se pazilo na ocCuvanje asepticnih uvjeta, postignutih prethodnom
sterilizacijom staklenki koriStenih u svrhu spremnika i kontroliranim rukovanjem istih kako
ne bi doSlo do nehoticne kontaminacije. Spremnici za led nisu punjeni do kraja, a led je
uzorkovan u duploj koli¢ini. Spremnik je po uzorkovanju Cvrsto zatvoren te prenesen u
transportni hladnjak i1 naposljetku transportiran u kontroliranim temperaturnim uvjetima do

laboratorija u Sto kracem roku.

S obzirom da se led smatra kombinacijom hrane i pi¢a, tj. vode, a ne postoje
standardne, pripremljene metode za njegovu analizu, koriste se hranjive podloge propisane

normama za namirnice te tehnika membranske filtracije propisana normama za vodu.

Kako je led ipak u ovom kontekstu hrana, prema Vodi¢u za mikrobioloske kriterije za

hranu, kada postoji norma za hranu, ona se primjenjuje. Takve se norme primjenjuju za
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aerobne mezofilne bakterije, E.coli i sulfitreducirajuce klostridije, dok za P. aeruginosu i

enterokoke nema normi za hranu pa se primjenjuju norme vode.

Zaprimljeni uzorci obraduju se odmah, a ukoliko je uzorak zamrznut, ostavlja se u

hladnjaku (4°C do 8°C) do odmrzavanja.

Aerobne mezofilne bakterije odreduju se metodom HRN EN ISO 4833-1:2013, HRN
RN ISO 4833-2:2013. Tehnika ulijevanja se izvodi tako da se 1 ml uzorka ili njegovog
razrjedenja prenese u Petrijevu zdjelicu, prelije sa 15 — 20 ml otopljenog i na 45°C
temperiranog Tryptic glucose yeast agara, hranjivom podlogom s visokom razinom hranjivih
tvari (kazein, kvascev ekstrakt, glukoza i agar) koja se koristi za analizu vode, hrane, zraka,
mlijeka 1 mlije¢nih proizvoda, a sluzi za uzgoj aerobnih 1 fakultativnho anaerobnih
heterotrofnih organizama. Petrijeva zdjelica se pazljivo homogenizira kruznim pokretima te je
veoma bitno da je cijelo vrijeme na ¢vrstoj 1 ravnoj povrsini. Vrijeme koje protekne izmedu
prijenosa uzorka u Petrijevu zdjelicu 1 ulijevanja kvas¢evog agara ne bi smjelo biti dulje od 15
minuta. Nakon hladenja agara, Petrijeva zdjelica se preokrene i inkubira. Petrijeva ploca
inkubira se na 30°C+1 kroz 72 h+3 h, nakon ¢ega se broje porasle kolonije, a krajnji rezultat

izrazava kao CFU po ml. (Slika 8.)

Slika 8. Porast aerobnih mezofilnih bakterija na Tryptic glucose yeast agaru.
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Ostali mikrobioloski parametri odreduju se tehnikom membranske filtracije, koja je
ujedno i kvalitativna i1 kvantitativna. Metoda membranske filtracije zasniva se na filtraciji
poznatog volumena vode Sartorius uredajem, prikazanim na slici 9., kroz sterilne
membranske filtere ¢iji je promjer pora takav da osigurava zadrzavanje svih bakterija na
filteru (primjenjuju se filteri promjera pora 0,45 um). Svi dijelovi sustava za filtraciju koji
dolaze u kontakt s uzorkom moraju biti sterilni. Uzorak se dobro homogenizira i spali grlo
boce. Filtrira se 100 ml uzorka (odnosno potrebni alikvot uzorka). O ocekivanoj gustoci
bakterija u uzorku ovisi volumen uzorka uzet za filtraciju. Preporucuje se da broj kolonija
bude u rasponu 20 i 80. Nakon filtracije, filter se sterilnom pincetom prenosi na cvrstu
hranjivu podlogu (strana filtera s iscrtanim poljima okrene se prema gore, jer iscrtana polja
olaksavaju brojanje kolonija), na nacin da se izbjegne zadrzavanje mjehuri¢a zraka ispod
filtera. Sastav hranjive podloge definiran je primijenjenom metodom. Tijekom inkubacije
Petrijeve ploce se preokrenu naopako, zbog sprje€avanja zagadenja podloge uslijed nastanka
kondenzata. Plo¢e se inkubiraju odredeno vrijeme na definiranoj temperaturi (uvjeti su
definirani u metodi koja se primjenjuje). Nakon inkubacije broje se tipi¢ne kolonije izrasle na
filteru, a dobiveni se broj izrazava u odredenom volumenu vode. Tipi¢ne kolonije raspoznaju
se po boji 1 morfoloskim osobinama (boja, oblik, veli¢ina, rubovi kolonija). Po potrebi,

provode se dodatni potvrdni biokemijski testovi, a rezultate se izracunava na slijede¢i nacin:

Broj kolonija u 100 ml = broj izbrojanih kolonija / ml filtriranog uzorka x 100.
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Slika 9. Sartorius uredaj za membransku filtraciju.

Escherichia coli odredena je metodom HRN ISO 16649-2:2001, a provedena je na
nacin da je uzorak inokuliran na selektivhu podlogu TBX i inkubiran pri 44°C + 1 na 18 do
24h. TBX agar je selektivna podloga za odredivanje B-glukuronidaza pozitivne E. coli
prisutne u hrani 1 hrani za Zivotinje. Podloga sadrzi Zu¢ne soli koje u potpunosti inhibiraju
Gram pozitivne bakterije 1 X-GLUC za detekciju enzima B-glukuronidaze. Od svih
enterobakterija, jedino E. coli 1 pojedini sojevi roda Salmonella 1 Shigella posjeduju navedeni
enzim zbog ¢ega na TBX agaru tvore plave kolonije (Slika 10.). Bakterije koje ne posjeduju
navedeni enzim tvore bezbojne kolonije. Nakon inkubacije, ploce su ispitane na prisutnost

tipi¢nih kolonija Escherichia coli, plave boje, te su porasle kolonije izbrojane.

Slika 10. Porast kolonija bakterije £ .coli na TBX agaru.
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Za odredivanje Pseudomonas aeruginosa primjenjivala se metoda HRN EN ISO
16266:2008. Nakon filtracije membranski filteri kultiviraju se na Pseudomonas Agar
Base/CN-agar na (36+2)°C kroz (44+4) h. Broje se karakteristicne kolonije koje produciraju
plavo/zelenu boju (piocijanin) kao dokaz P. aeruginosa (Slika 11.). Membranski filter je
potrebno ispitati pod UV lampom pri ¢emu treba izbjegavati produzeno izlaganje kolonija UV
svjetlu (zbog Stetnog djelovanja na bakterije). Sve suspektne ili najveéi mogucéi broj
suspektnih kolonija (koje fluoresciraju, a ne produciraju piocijanin i crvenkasto-smede
kolonije) s CN-agara presaduju se na Nutrijent agar te inkubiraju tijekom (22+2) h na
(36+2)°C. Kolonije koje fluoresciraju, a ne produciraju piocijanin (nisu plave/zelene) broje se
kao sumnjive na P. aeruginosa te identificiraju potvrdnim testom produkcije amonijaka
upotrebom acetamid brotha. Porasle kolonije s Nutrijent agara se presaduju u epruvete s
acetamid brothom te inkubiraju na (36+2)°C kroz (224+2) h. Dodaju se 1-2 kapi Nesslerovog
reagensa te se prati pojava amonijaka u epruvetama (Zuta do ciglasto-crvena boja), Sto je
potvrda prisustva P. aeruginosa. Crvenkasto-smede kolonije koje ne fluoresciraju broje se kao
sumnjive na P. aeruginosa. Njihov identitet potvrduje se slijede¢im testovima: oksidaza
testom, produkcijom amonijaka upotrebom acetamid brotha i pojavom fluorescencije na

King's B mediju.

Slika 11. Kolonije bakterije Pseudomonas aeruginosa na CN agaru.
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Crijevni enterokoki ispitani su metodom HRN EN ISO 7899-2:2000 kojom se
detektiraju slijedece vrste roda Enterococcus: E. feacalis, E. feacium, E. durans 1 E. hirae.
Membranski filter se prenese na Slanetz i Bartley medij. Medij sadrzi natrij azid (NaN3) koji
inhibira rast Gram negativnih bakterija i1 indikator 2,3,5-trifeniltetrazolium klorid (TTC
otopina), koji crijevni enterokoki reduciraju u crveni formazan. Inkubacija se vrsi na 36+2°C
tijekom 4444 h. Tipi¢ne kolonije su uzdignute, crvene, smede ili ljubicaste boje u centru

kolonija ili oko njih, kako je vidljivo na slici 12.

Slika 12. Kolonije crijevnih enterokoka na Slanetz i Bartley mediju.

Ukoliko tipiéne kolonije porastu, provodi se dokazni test. Filter se prenese na Zucni-
eskulin-azid agar (engl. Bile Aesculin Agar) koji se inkubira 2 sata na 44°C. Crijevni
enterokoki hidroliziraju eskulin do krajnjeg produkta 6,7-dihidroksikumarina koji s Fe’" daje

tamno do crno obojenu tvar koja difundira u medij te stvara crni halo. (Slika 13.)

Slika 13. Pozitivni potvrdni test crijevnih enterokoka na Zuénom-eskulin-azid agaru.
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Sulfitreducirajuce klostridije dokazuju se metodom HRN ISO 15213:2004, filtracijom
50 ml uzorka, prenosenjem filtera u bocicu od 100 ml i dodavanjem 50 ml otopljenog Iron
sulfite agara, ohladenog na 44°C do 47°C. Vrijeme proteklo izmedu prijenosa filtera i
rastopljenog medija u bocicu ne smije biti duze od 15 min, a kada agar o¢vrsne, dolijeva se
jos 2 — 3 ml agara. Uzorak se inkubira pri 37=1°C tijekom 24 h — 48 h te se nakon inkubacije
broje porasle kolonije koje su crne boje s moguénoséu formiranja crne zone, kako je
prikazano na slici 14. Broje se kolonije u epruvetama u kojima je poraslo manje od 150
tipicnih 1 manje od 300 ukupnih kolonija, a krajnji rezultat se ocitava kao broj CFU u 50 ml.
Odabire se pet tipi¢nih kolonija i provode se potvrdni testovi. Respiratorni test se provodi
prijenosom odabrane kolonije na krvni agar i inkubacijom u aerobnim uvjetima pri 37°C kroz
24 sata. Ukoliko su bakterije anaerobne, porast ne bi trebao biti vidljiv. Drugi potvrdni test je
spore formirajuéi test koji ukljucuje mikroskopiranje kolonija kako bi se provjerilo formiranje

spora.

aeasq

Slika 14. Porast kolonija bakterije C. perfringens u Iron sulfite agaru.
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4. REZULTATI

Tijekom proljetnih i ljetnih mjeseci 2018. godine, na podru¢ju Primorsko — goranske
Zupanije provedeno je uzorkovanje leda u sklopu monitoringa ugostiteljskih objekata.
Provedbom istrazivanja uzorkovan je 91 uzorak leda u 91 ugostiteljskom objektu koji su

pritom i anketirani.

Od ukupno 91 objekta u kojima je provedeno uzorkovanje, 51 objekt je registriran kao
caffe bar, 37 kao restoran i 3 su registrirana kao objekti brze prehrane. Kako je prikazano na
slici 15., caffe barovi ¢ine 56%, restorani 41%, a objekti brze prehrane 3% od ukupnog broja

posjecenih ugostiteljskih objekata.

Udio pojedinih vrsta ugostiteljskih objekata
(n=91)

m Caffe bar  Restoran ™ Objekt brze prehrane

3%

Slika 15. Graficki prikaz udjela pojedinih vrsta ugostiteljskih objekata u provedenom

istrazivanju.

MikrobioloSkom analizom 91 uzorka leda, ¢ak 43% uzoraka, odnosno njih 39,

pokazalo se nesukladnim preporucenim parametrima Vodi¢a za mikrobioloske kriterije za

hranu iz 2011. godine. (Slika 16.)
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Udio sukladnih i nesukladnih rezultata mikrobioloske
analize (n=91)

m Sukladno mNesukladno

Slika 16. Graficki prikaz udjela sukladnih i1 nesukladnih rezultata mikrobioloSke analize.

Od toga su u 91 uzorku dokazane aerobne mezofilne bakterije, u njih 8 bakterije
Enterococcus spp., a u samo jednom uzorku Pseudomonas aeruginosa. U nijednom uzorku

leda nisu dokazane E. coli i sulfitreducirajuce klostridije. (Slika 17.)
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Prisutnost pojedinih vrsta bakterija u analiziranim uzorcima
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bakterije klostridije

Slika 17. Graficki prikaz uzoraka u kojima su pronadene pojedine vrste bakterija.

Na slici 18. prikazana je brojnost sukladnosti, tj. nesukladnosti uzoraka leda
parametrima Vodica za mikrobioloske kriterije za hranu ovisno o kategoriji objekta u kojemu
je led uzorkovan. Tako je 26 uzoraka, odnosno 51% njih uzetih iz caffe barova sukladno
parametrima, a njih 25 ili 49% nesukladno. Od uzoraka leda koristenih u restoranima, 25 se
pokazalo sukladnima, dok je preostalih 12 nesukladno. U objektima brze prehrane uzorkovana

su tri uzorka, od ¢ega su po mikrobioloskoj analizi 2 nesukladna, a 1 sukladan.
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Slika 18. Graficki prikaz sukladnosti uzoraka leda parametrima Vodic¢a za mikrobioloSke

kriterije za hranu ovisno o vrsti objekta u kojem je led uzorkovan.

Neovisno o vrsti kojoj objekt pripada, u svim uzorcima su dokazane aerobne

mezofilne bakterije, dok u nijednom nisu dokazane E. coli i sulfitreducirajuce klostrdije.

U sedam uzoraka uzorkovanih u caffe barovima, u dva uzorka uzorkovana u restoranu

1 u jednom uzorkovanom u objektu brze prehrane su dokazane bakterije Enterococcus spp..

U dva uzorka uzorkovana u restoranima dokazan je Pseudomonas aeruginosa.

Od 91 uzorka leda, njih 51 je pripremljeno u ugostiteljskom objektu koji ima
implementiran HACCP sustav, a 40 u objektu u kojem on nije implementiran. Tako je na slici
19. vidljivo da samo 56% od ispitanih ugostiteljskih objekata ima implementiran HACCP

sustav, dok preostalih 44% nema.
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Slika 19. Graficki prikaz udjela ugostiteljskih objekata ovisno o implementiranosti

HACKCEP sustava.

U anketi je takoder ispitano koji je izvor vode koja je koriStena za pripremu leda, na
koji nacin je led pripremljen i na koji je nacin skladiSten. Svi ugostiteljski objekti, to¢nije njih
91, koriste vodovodnu vodu za pripremu leda te ledomat i spremnik za led za njegovu

proizvodnju i skladiStenje.

S obzirom na brojna variranja u rezultatima mjerenja, uzeta je srednja vrijednost
izmjerena u ledomatima u °C u vrijednosti od -3,23°C. Taj podatak zajedno s rezultatima
ankete kazuje da u vecini ugostiteljskih objekata nije pronadena tekuca faza u spremnicima

ledomata.
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5. RASPRAVA

U sklopu provodenja monitoringa ugostiteljskih objekata u proljetnim i ljetnim
mjesecima 2018. godine, uzorkovan je 91 uzorak leda u 91 ugostiteljskom objektu na
podrucju Primorsko — goranske Zupanije, kako bi se mikrobioloskom analizom utvrdila
njihova sukladnost preporuc¢enim parametrima Vodica za mikrobioloske kriterije za hranu iz
2011. godine. Osim uzorkovanja leda, provedeno je i anketiranje putem upitnika koji je
sadrzavao pitanja o vrsti objekta i vode koriStene za pripravu leda, nadinu priprave i
skladiStenja leda, prisutnosti tekuée faze u spremniku 1 temperaturi ledomata te
implementaciji HACCP sustava u objektu, a sve kako bi se dobio detaljniji uvid u

potencijalne rizike kontaminacije leda koriStenog za rashladivanje pica i hrane.

Primorsko — goranska zupanija, naroc¢ito njena obala i otoci, popularno su turisti¢ko
odrediSte, a zbog umjerene i tople klime predstavljaju odredeni rizik od pojave bolesti
uzrokovanih konzumacijom leda, zbog Cega je potreba za ovakvom vrstom istraZivanja

iznimna, §to pokazuje i njihovo provodenje diljem Europe, SAD-a i Kanade.

Uzorkovanje leda kao dio ovog istrazivanja je provedeno u 51 caffe baru, u 37
restorana i u 3 objekta brze prehrane, a ¢ak se 39 rezultata mikrobioloSke analize pokazalo
nesukladnima, §to moze izazvati odredenu zabrinutost stru¢njaka, s obzirom da konzumacija
takvog leda nerijetko izaziva epidemije probavnih bolesti. U svim su uzorcima dokazane
aerobne mezofilne bakterije $to je vjerojatno posljedica njihove brojnosti i sveprisutnosti u
vodi, zraku i ljudskom organizmu. Iako su u istrazivanjima provedenim u Ujedinjenom
Kraljevstvu 2007. i u Grckoj 2011. godine dokazane kolonije bakterije E. coli, primarnog
indikatora fekalnog zagadenja ili loSe higijenske prakse, i to u 2%, odnosno 15% uzoraka [20,
21], u ovom istrazivanju E. coli nije dokazana niti u jednom uzorku. Nije dokazana ni

prisutnost sulfitreduciraju¢ih klostridija, dok je takoder u istrazivanju provedenom u Gr¢koj
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dokazana u 35% uzoraka [20]. Zabrinjavajuci su i rezultati vezani za nalaz bakterija roda
Entercoccus jer su dokazane u cak 11% uzoraka, dok su, na primjer, u istrazivanju
provedenom u Ujedinjenom kraljevstvu dokazane u 4,5% uzoraka [21]. Veéina uzoraka s
pozitivnim nalazom bakterija navedenog roda, toc¢nije njih 7 od 10, uzorkovana je u caffe
barovima, Sto takoder moze upucéivati na losiju higijensku praksu osoblja te vrste objekta nego
§to je to u, na primjer, restoranima. Na to upucuje i podatak da je oko 14% uzoraka
uzorkovanih u caffe barovima imalo pozitivni nalaz bakterija Enterococcus spp., dok je za

restorane ta vrijednost oko 5%.

Sli¢no istrazivanje provedeno je i na podru¢ju Osjecko — baranjske Zzupanije 2012.
godine gdje su rezultati analize pokazali da je viSe od polovice uzoraka, to¢nije njih 15 od 28,

bilo nesukladno preporucenim vrijednostima parametara Vodica [13].

Osim bakterija, u ledu mogu biti prisutni 1 virusi, $to potvrduje pojava epidemije
gastroenteritisa uzrokovanog konzumacijom leda u kojem je bio prisutan Norovirus na
podrucju regije Apulija u Italiji i na Tajvanu [18, 19]. Potencijalni rizik kod konzumacije
mogu predstavljati 1 gljive prisutne u ledu, jer iako njihova ingestija nije rizi¢ni faktor kod
infekcija uzrokovanih plijesnima 1 kvascima, one sudjeluju u stvaranju biofilma koji
omogucava mikrobioloskim zajednicama lakSe preZivljavanje nepovoljnih uvjeta i otpornost

na ¢iS¢enje [15].

Primarna kontaminacija leda podrazumijeva oneciS¢enje leda izvorom vode potrebnim
za njegovo pripravljanje, a kako svi ispitani ugostiteljski objekti za te potrebe koriste vodu iz
lokalnih vodovoda, zbog njene redovite analize sukladno naputcima Pravilnika o parametrima
sukladnosti, metodama analize, monitoringu i1 planovima sigurnosti vode za ljudsku potro$nju
te nacinu vodenja registra pravnih osoba koje obavljaju djelatnosti javne vodoopskrbe,

mogucnost primarne kontaminacije moze se s gotovo stopostotnom sigurnosc¢u iskljuciti.
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Dakle, problem velikog broja nesukladnih rezultata vjerojatno je posljedica sekundarne
kontaminacije, odnosno nehigijenskog rukovanja ili skladiStenja leda te neredovitog i
neadekvatnog CiS¢enja i odrzavanja ledomata. Upravo iz tog razloga, potrebno je u daljnjim
istrazivanjima kao dio upitnika navesti i pitanja o higijenskim navikama djelatnika tijekom
rukovanja ledom, higijenskom stanju pribora za uzimanje leda te o redovitosti ¢iS¢enja i
odrzavanja ledomata. Potrebno je u buduénosti i dodatno ispitati povezanost temperature
ledomata, tj. njegova spremnika za led, prisutnosti tekué¢e faze u njemu te sukladnosti,
odnosno nesukladnosti rezultata analize s preporu¢enim parametrima Vodica, jer iako je s
obzirom na srednju izmjerenu vrijednost temperature od -3,23°C tekuca faza bila rijetko
prisutna, dobiveni rezultati nisu dostatni za sigurnu potvrdu nepovezanosti navedenih

parametara.

Najvise nesukladnih uzoraka dobiveno je iz caffe barova, Sto je slucaj i u nekim
inozemno provedenim istraZivanjima [23]. Mogu¢i razlog tome je neobavezna implementacija
HACCP sustava u caffe barovima zbog manjeg rizika od kontaminacije odredenih namirnica.
Naime, u provedenom istraZzivanju ¢ak 44% objekata nema implementiran HACCP sustav,
koji s dobrom proizvodackom 1 higijenskom praksom znatno povecava sigurnost i kvalitetu
pica 1 hrane konzumirane od strane potroSaca te time smanjuje mogucnost ugrozavanja javnog
zdravlja. Upravo iz tog razloga, HACCP sustav bi trebao biti implementiran u svim objektima
te osim kontrole Stetnika, ¢iS¢enja, odrzavanja i dezinfekcije radnih ploha i skladista, trebao bi

sadrzavati i plan za redovito 1 dostatno ¢iS¢enje te odrzavanje ledomata 1 njegovih odvoda.

Nazalost, zbog nepostojanja zakonske regulative te zbog razliCitih parametara i
metoda analize, gotovo je nemogucée valjano usporediti rezultate ranije spomenutih
istrazivanja. Uvodenje takve zakonske regulative, uvelike bi olakSalo samo uzorkovanje leda
te pripremu metoda za njegovu analizu, ali i daljnje planiranje javnozdravstvenih akcija. U

tome veliku ulogu imaju struc¢njaci sanitarne struke koji svojim znanjem mogu pridonijeti
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kreiranju zasad neprisutnih propisa i provodenju istih, s ciljem poboljSanja mikrobioloSke
kvalitete leda ugostiteljskih objekata u buduénosti i smanjenju pojave bolesti izazvanih

konzumacijom leda nedovoljne kvalitete.
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6. ZAKLJUCCI

Provedbom uzorkovanja 1 mikrobioloske analize uzoraka leda tijekom proljetnih 1
ljetnih mjeseci 2018. godine na podrucju Primorsko — goranske Zupanije, dobiveni su rezultati

iz kojih proizlaze sljedeci zakljucci:

1. Od ukupno 91 uzorka leda uzorkovanog iz 91 ugostiteljskog objekta na
podruc¢ju Primorsko — goranske Zupanije, njih 52 pokazalo se sukladnima, a
c¢ak 39 nesukladnima vrijednostima predlozenih parametara Vodi¢a za
mikrobioloske kriterije za hranu iz 2011. godine.

2. Mikrobioloskom analizom dokazane su aerobne mezofilne bakterije u svim
uzorcima, u njih 10 Enterococcus spp., a u 2 Pseudomonas aeruginosa, dok E.
coli 1 sulfitreducirajuce klostridije nisu pronadene niti u jednom uzorku.

3. Ispunjavanjem upitnika dobiven je uvid u postotak implementiranosti HACCP
sustava u ugostiteljskim objektima te njegovu potencijalnu povezanost s
mikrobiolo§kom kvalitetom leda koriStenog za pripremu 1 rashladivanje pica i
hrane, no za sigurno potvrdivanje povezanosti ta dva parametra potrebno je
provoditi daljnja istrazivanja.

4. Prikupljanje ovakvih podataka daje moguénost kvalitetnijeg uvida u
potencijalne rizike kontaminacije leda, od same proizvodnje do njegova
posluZzivanja krajnjem potrosacu.

5. Pretpostavlja se da ¢e provedba sli¢nih istrazivanja u buducnosti potaknuti
stvaranje nacionalne 1ili europske zakonske regulative koja bi uvelike
stru¢njacima  olakSala provedbu uzorkovanja 1 analize uzoraka leda
ugostiteljskih objekata te naposljetku 1 smanjila rizik od pojave bolesti

uzrokovanih konzumacijom leda nedostatne kvalitete.
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PRILOG I (ANKETNI UPITNIK)

Oznaka dokumenta:

ZAPISNIK O UZORKOVANJU Izdanje: 3

— LEDA

JAVNO ZDRAVSTVO Strana/stranica: 39/
Lokacija uzorkovanja:
Datum uzorkovanja:
1. Objekt ima implementiran HACCP sustav: DA NE
2. Vrsta objekta: [ caffe bar [

[ restoran

3. Vrsta vode : 1  vodovodna voda

[  voda iz lokalnog vodovoda

L] bunarska voda

4. Nacin priprave leda: L] 1z ledomata
[1  izledenice
5. Nacin skladiStenja leda: [ u spremniku za led

1 kalup ledenice
6. Prisutnost tekuce faze u spremniku za led: DA NE

7. Temperatura u ledenici: °Cc

Uzorkovao:
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