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SAŽETAK 

Escherichia coli je gram negativni ,oksidaza negativni ,katalaza pozitivni fakultativno 

anaerobni bacil. Poznato je da neki sojevi E. coli čine dominantni dio crijevne mikroflore 

čovjeka te doprinose  normalnoj fiziologiji probavnog sustava. S druge strane neki sojevi E. 

coli uzrokuju infekcije probavnog te mokraćnog sustava. Najčešći sojevi E. coli koji uzrokuju 

infekcije probavnog sustava su Enterotoksična E. coli  ,Enteropatogena E. coli , 

Enteroinvazivna E. coli te Enterohemoragična  E. coli , dok je Uropatogena E. coli najčešći 

uzročnik infekcija mokraćnog sustava. E. coli se smatra mezofilnom bakterijom  te joj za rast i 

razmnožavanje pogoduju temperature 20-40 °C. Prethodna istraživanja su dokazala da se E. 

coli uspješno razmnožava na temperaturama manjim od 30  °C te da u prirodi može dulje 

preživjeti na nižim nego na višim temperaturama u odnosu na optimalnu temperaturu rasta. 

Također su prethodna istraživanja dokazala da nekim sojevima E. coli za razmnožavanje više 

odgovaraju fluktuirajuće od stalnih temperatura. Cilj ovog završnog rada bio je ispitati utjecaj 

temperature na kinetiku rasta  E. coli u uzorcima mlijeka i tekućeg jogurta. Kinetika rasta E. 

coli ispitivana je pri tri različite temperature ( 4 °C , 25 °C , 37 °C ) tijekom  razdoblja od deset 

dana. Broj bakterija u uzorcima mlijeka i tekućeg jogurta praćen je u vremenskim razdobljima 

od 0, 3, 5, 7 i 10 dana od inokulacije. TBX agar je podloga koja je korištena za određivanje 

broja bakterija. Bakterijske suspenzije su neposredno prije nasađivanja na TBX agar 

deseterostruko razrijeđene te potom su agari inkubirani na 37 °C tijekom 24 sata te je nakon 

navedenog razdoblja očitan broj bakterija. Rezultati ovog istraživanja pokazuju da se E. coli u 

mlijeku razmnožava pri 4 °C , 25 °C te 37 °C, dok se u jogurtu E. coli razmnožava pri 

temperaturi od 25  °C i 37 °C, a  pri temperaturi od 4 °C E. coli nema sposobnost 

razmnožavanja. Također dokazano je da se E. coli bolje razmnožava u mlijeku te da se pri 

temperaturi od 25 °C bakterije najbolje razmnožavaju. 

Ključne riječi: E. coli , mlijeko, tekući jogurt ,kinetika rasta, temperatura 



 
 

SUMMARY 

Escherichia coli is gram negative, oxidase negative, catalase positive optional anaerobic 

bacillus. It is known that some strains of E. coli form a dominant part of the human intestinal 

microflora and contribute to the normal physiology of the digestive system. On the other hand, 

some strains of E. coli cause infections of the digestive and urinary systems. The most common 

strains of. E. coli that cause gastrointestinal infections are Enterotoxic E. coli ,Enteropathogenic 

E. coli , Enteroinvasive E. coli, and Enterohemorrhagic E. coli , while Uropathogenic E. coli is 

the most common cause of urinary tract infections. E. coli  is considered a mesophilic bacterium 

and temperatures of 20-40 °C are favorable for its growth and reproduction. Previous research 

has shown that E. coli reproduces successfully at temperatures below 30 °C and that it can 

survive longer in nature at lower than at higher temperatures in relation to the optimal growth 

temperature. Also, previous research has shown that some strains of E. coli are more suitable 

for reproduction fluctuating than constant temperatures. The purpose of this final work is to 

examine the influence of temperature on the growth kinetics of E. coli in samples of milk and l 

yogurt. The growth kinetics of E. coli were examined at three different temperatures (4 °C, 25 

°C, 37 °C) during a period of ten days. The number of bacteria in milk and  yogurt samples was 

monitored at 0, 3, 5, 7, and 10 days after inoculation. TBX agar is used to determine the number 

of bacteria. Bacterial suspensions were diluted tenfold immediately prior to inoculation on TBX 

agar, and then the agars were incubated at 37 °C for 24 hours, after which time the number of 

bacteria was read. The results of this study show that E. coli grows in milk  at 4 °C, 25 °C and 

37 °C,  while E. coli grows in yogurt at a temperature of  25 °C and 37 °C, and  E. coli does not 

have the ability to reproduce at a temperature of 4 °C. It has also been shown that E. coli  

reproduces better in milk and that bacteria grows the best at 25 °C. 

Key words: E. coli , milk, yogurt, the growth kinetics, temperature 
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1.UVOD I PREGLED PODRUČJA ISTRAŽIVANJA 

 

1.1.ESCHERICHIA COLI 

     Escherichia coli je najznačajnija i najčešća vrsta  koja se ubraja u rod bakterija Escherichia. 

Unutar porodice Enterobacteriaceae, E. coli uzrokuje najveći broj infekcija. Dimenzije ove 

bakterije u pravilu su od 1 do 1,5 μm širine te od 2 do 6 μm duljine (1). Bakterija je gram 

negativni, pokretni, oksidaza negativni te katalaza pozitivni štapić (1). E. coli je svestrani 

mikroorganizam koji ima važnu ulogu kao dio normalne crijevne mikroflore ljudi te nekih 

sisavaca. Ova bakterija često se koristi u istraživanjima, kao npr. prilikom kloniranja u 

rekombinantnoj DNA tehnologiji (2). U većini slučajeva, E. coli je bezopasni mikroorganizam 

koji kod ljudi ne uzrokuje bolest, međutim neki sojevi ove bakterije dovode do bolesti 

gastrointestinalnog, mokraćnog ili središnjeg živčanog sustava (3).  

       Oko 90 % sojeva E. coli posjeduje sposobnost fermentacije laktoze. Međutim, pojedini 

dijarealni sojevi, kao npr. Enteroinvazivna E. coli, ne razgrađuju laktozu. S obzirom da je 99 % 

sojeva pozitivno na Indol, odnosno razgrađuju triptofan do indola, taj test se smatra 

najpouzdanijim u diferencijaciji E. coli od ostalih bakterija iz porodice (4). Izolacija ove 

bakterije iz uzorka stolice provodi se na selektivnim i diferencijalnim podlogama Mac Conkey 

agaru ili eozin metilen – plavom agaru, inkubacijom pri 37 °C (5). Za izolaciju 

Enterohemoragične E. coli  koristi se selektivna podloga s dodatkom sorbitola, s obzirom da 

jedino taj soj ne posjeduje sposobnost razgradnje sorbitola te se s obzirom na to svojstvo 

razlikuje od ostalih sojeva E. coli (1). 

      Sojevi E. coli koji su dio normalne crijevne mikroflore čovjeka su fakultativni anaerobi te 

ne uzrokuju infekcije kod ljudi osim u posebnim slučajevima kada te bakterije migriraju iz 

crijeva do drugih organa ili tkiva te tada prilikom razvoja infekcije koriste opće čimbenike 
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virulencije. E. coli je najzastupljeniji pripadnik crijevne mikroflore čovjeka te je zajedno s 

ostalim bakterijama zaslužna za stimulaciju imunog sustava domaćina. Bakterije crijevne 

mikroflore, uključujući E coli, inhibiraju kolonizaciju crijeva patogenim mikroorganizmima te 

sudjeluju u procesu stvaranja vitamina K (1., 12).  

            Nadalje, pojedini sojevi E. coli uzrokuju intestinalne ili ekstraintestinalne infekcije 

zahvaljujući specifičnim čimbenicima virulencije. Intestinalni  tipovi E. coli koji su odgovorni 

za crijevne infekcije kod ljudi mogu se podijeliti u šest kategorija: Enterotoksična E. coli 

(ETEC),  Enteropatogena E. coli (EPEC), Enteroinvazivna E. coli (EIEC), Enterohemoragična 

E. coli (EHEC), Enteroagregativna E. coli (EAEC) te  Difuzno adhezivna E. coli (DAEC)  (4). 

Ovisno o čimbenicima virulencije koje posjeduju bakterije E. coli, sojevi bakterija mogu biti 

uzročnici ne upalne dijareje karakterizirane vodenastim proljevima ili upale koja je praćena 

krvavo sluzavim proljevom. Virulentni sojevi E. coli se razlikuju od nevirulentnih po tome što 

imaju gene koji kodiraju različite čimbenike virulencije (6). 

         Ekstraintestinalna E. coli (EXPEC) je uzročnik infekcija mokraćnog sustava, meningitisa 

kod novorođenčadi, abdominalne sepse te septikemije, odnosno infekcija koje nisu vezane za 

gastrointestinalni trakt (7). Uropatogena E. coli smatra se glavnim uzročnikom infekcija 

mokraćnog sustava (1).  

 

1.2. Sojevi E. coli 

            Intestinalni sojevi E. coli uzrokuju infekcije probavnog sustava, dok su 

ekstraintestinalni sojevi E. coli uzročnici infekcija izvan probavnog sustava. 
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1.2.1. Intestinalni sojevi E. coli 

         U intestinalne tj. dijarealne sojeve ubrajaju se Enterotoksična E. coli (ETEC), 

Enteropatogena E. coli (EPEC) , Enteroinvazivna E. coli (EIEC) , Enterohemoragična E. coli 

(EHEC) , Enteroagregativna E. coli (EAEC) te Difuzno adhezivna E. coli (DAEC). Najčešći 

intestinalni sojevi su : ETEC, EPEC, EIEC te EHEC. (1) 

1.2.1.1. Enterotoksična E. coli (ETEC) 

       Enterotoksična E. coli smatra se glavnim uzročnikom putničke dijareje te dijareje kod djece 

mlađe od pet godina (8). Najvažniji čimbenici virulencije ove bakterije su termolabilni i 

termostabilni egzotoksini te faktori kolonizacije koji napadaju stanice crijeva (9). Infekcija 

uzrokovana ETEC započinje kolonizacijom crijeva. Faktori kolonizacije ETEC se razlikuju po 

strukturi, sastavu te funkciji. Pili se smatraju najvažnijim faktorom kolonizacije. Veliku ulogu 

pri kolonizaciji crijeva imaju i adhezini, odnosno jednostavni proteini vanjske membrane. 

Nakon kolonizacije, enterotoksična E. coli izlučuje toksine koji djeluju na povećano izlučivanje 

iona klora te vode iz epitelnih stanica crijeva (9). Kod pacijenata koji su zaraženi ETEC 

pojavljuje se karakteristični vodenasti proljev kojeg prati normalna ili blago povišena 

temperatura (6).  

   ETEC se najčešće prenosi kontaminiranom hranom i vodom. Infektivna doza koja je potrebna 

za razvoj infekcije  je 1×108  bakterija. Većina starijih osoba koje žive u zemljama gdje su 

infekcije ETEC prisutne, razvile su imunost u djetinjstvu prema ovom patotipu E. coli (1). 

 

1.2.1.2. Enteropatogena E. coli (EPEC) 

      Enteropatogena E. coli je prvi soj ove bakterije za  koji je dokazano da uzrokuje proljeve 

kod čovjeka (1). EPEC najčešće uzrokuje infekcije kod djece koja su mlađa od dvije godine. 
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Infekcije uzrokovane ovim sojem E. coli su relativno rijetke u razvijenim zemljama, dok su 

česte u slabije razvijenim područjima s obzirom na lošije higijenske uvjete (10). EPEC ne 

izlučuje toksine, a vrlo značajnim čimbenikom virulencije smatraju se specifični pili koji su 

kodirani genima smještenim na plazmidu (1). EPEC kod čovjeka uzrokuje umjerenu do tešku 

kliničku sliku dijareje. Infekcija započinje prianjanjem bakterija na enterocite pomoću 

specifičnih fimbrija, a adhezin intimin zaslužan je za dodatno vezanje za enterocite (11, 12). 

Oštećenje stanica praćeno je gubitkom mikrovila te izravnavanjem citoskeleta epitelnih stanica 

domaćina. Zbog gubitka mikrovila  javlja se malapsorpcija i dijareja. Čimbenik virulencije koji 

je zaslužan za izravnavanje površine citoskeleta je LEE (engl. Locus of Enterocyte Effacement) 

koji utječe na stvaranje A/E lezija (1,11,12). Proljev uzrokovan ovim patotipom je najčešće 

praćen groznicom (6). 

1.2.1.3. Enteroinvazivna E. coli (EIEC) 

       Enteroinvazivna E. coli uzrokuje crijevne infekcije diljem svijeta, međutim infekcije 

uzrokovane ovim patotipom rijetke su u zemljama s dobrim higijenskim standardom, a češće 

se pojavljuju u zemljama u razvoju. Infekcije uzrokovane s EIEC su slične infekcijama koje su 

uzrokovane patogenom bakterijom Shigella spp (13). Invazivni antigen kodiran plazmidom  

smatra se glavnim čimbenikom virulencije EIEC (1). Bakterija EIEC uzrokuje upalu te 

stvaranje ulkusa na sluznici crijeva. U početnom stadiju infekcije prisutan je vodenasti proljev, 

dok se nedugo zatim javlja krvavo sluzavi proljev (1). EIEC se razlikuje od ostalih sojeva E. 

coli time što posjeduje ipaH-gen koji je prisutan isključivo kod EIEC i kod Shigella spp. (14). 

1.2.1.4. Enterohemoragična E. coli (EHEC) 

         Među sojevima bakterija E. coli, enterohemoragična E. coli, odnosno Shiga toksin 

producirajuća E. coli je najčešći uzročnik proljeva u razvijenim zemljama. EHEC može 

uzrokovati infekcije kod ljudi svih dobnih skupina, a rizične skupine smatraju se starije osobe 
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te djeca (1). EHEC izlučuje velike količine Shiga toksina koji je posredovan bakteriofagom te  

ujedino Shiga toksin predstavlja glavni čimbenik virulencije ovog patotipa (6). Serotip EHEC 

koji najčešće dovodi do bolesti u ljudi  je O157: H7 (1). Podjedinica A Stx hidrolizira specifični 

adeninski ostatak ribosomske podjedinice 60 stanica sisavaca, dok se podjedinica B veže na 

globotriaosilceramid membranskog receptora Gb3 (15). Bolest uzrokovana sa EHEC započinje 

nakon inkubacije koja prosječno iznosi tri dana.  Klinička slika karakterizirana je vodenastim 

proljevom koji je praćen grčevima u trbuhu. Nakon početne faze bolesti, vodenasti proljev 

prelazi u krvavi proljev. Slično kao i kod infekcija uzrokovanih s EPEC dolazi do gubitka 

mikrovila (1). Istraživanja su pokazala da se tjedan dana nakon pojave bolesti kod otprilike 15 

% pacijenata  javlja hemolitičko uremički sindrom (HUS) (15). Nakon crijevne infekcije Shiga 

toksini mogu prijeći crijevnu barijeru te oštetiti endotelne te tubularne stanice domaćina što 

može rezultirati zatajenjem bubrega (16). HUS je najteža komplikacija infekcije bakterijom 

EHEC te kod 3-5 % pacijenata dolazi do smrtnog ishoda (1). 

Infektivna doza koja je potrebna za razvoj infekcije je izrazito niska te iznosi 10-100 bakterija. 

Osim čovjeka, EHEC kolonizira probavni sustav goveda te se stoga smatra kako je termički 

neobrađeno goveđe meso najčešći izvor infekcije (1). 

 

1.2.2. Ekstraintestinalni sojevi E. coli 

        Najčešći ekstraintestinalni soj E. coli je Uropatogena E. coli (UPEC) , navedena bakterija 

uzročnik je infekcija mokraćnog sustava. Ostali ekstraintestinalni sojevi E. coli smatraju se 

uzročnicima bakterijemije, neonatalne sepse te meningitisa kod dojenčadi. 

1.2.2.1. Uropatogena E. coli 

         Istraživanja pokazuju da je uropatogena E. coli odgovorna za razvoj oko 80 % infekcija  

mokraćnog sustava te 50 % intrahospitalnih infekcija (17). UPEC je najčešći uzročnik 
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kompliciranih infekcija mokraćnog sustava (18). Uropatogene bakterije E. coli mogu migrirati 

iz crijeva do mokraćnog sustava te kolonizirati periuteralno i vaginalno područje. Nakon 

početne kolonizacije bakterije se šire do mjehura te se pričvrste na površinski epitel pomoću 

fibrilarnih i nefibrilarnih adhezina (19). Istraživanja su pokazala da je UPEC razvila određene 

prilagodbe koje su potrebne za preživljavanje unutar mokraćnog sustava (19). Žene su znatno 

češće izložene infekcijama uzrokovanim UPEC s obzirom da je uretra ženske osobe anatomski 

kraća od muške. Glavni  faktori virulencije smatraju se P-fibrije te se pomoću njih E. coli veže 

za molekulu D-galaktoze na P-antigenu. Ljudi koji posjeduju P-antigen krvnih grupa bit će 

osjetljiviji na infekcije mokraćnog sustava uzrokovane E. coli.  Nadalje, K-antigen zaslužan je 

za razvoj biofilma koji se pojavljuje kod kroničnih infekcija uzrokovanih s E. coli. Čimbenici 

virulencije ove bakterije koji su zaslužni za liziranje epitelnih stanica su toksini hemolizini (1). 

 

 

1.3. Ostale infekcije E. coli 

          Istraživanja navode da je 2001. godine sepsa uzrokovana s E. coli  bila razlog smrti kod 

40000 osoba, što je 500 puta više slučaja smrti od onih uzrokovanih E. coli 0157:H7 (7.). Sepsa 

nastaje kao sekundarna infekcija nakon što bakterije E. coli  iz mokraćnog te probavnog sustava 

dospiju u krv. Kod novorođenčadi neonatalna sepsa smatra se jednom od pet najčešćih 

neonatalnih infekcija u svijetu, a infekcija može biti stečena za vrijeme te nakon poroda (7.). 

Novorođenčad se smatra rizičnom skupinom za pojavu sepse zbog  nedostatka IgM protutijela 

(12).  

         E. coli je uz streptokoke skupine B glavni uzročnik meningitisa kod dojenčadi (12). E. 

coli koja uzrokuje meningitis posjeduje kapsulu koja je antigenog tipa K1. Dakle čimbenik 
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virulencije K1 srodan je celebralnim glikopeptidima te se smatra da organizam novorođenčadi 

ne prepoznaje taj gen iako mehanizam patogenosti nije u potpunosti istražen (1,12). 

 

 

1.4. Prisutnost E. coli u okolišu 

         S obzirom da je E. coli normalno prisutna kao dio crijevne mikroflore, bakterija može 

fekalijama lako dospjeti u okoliš. Samim time, prisutnost E. coli u okolišu predstavlja fekalno 

zagađenje te se bakterija koristi kao indikator fekalne kontaminacije voda (2). 

Nekada se smatralo da E. coli ne preživljava dugo izvan domaćina, no danas je poznato da 

bakterija može dugo preživjeti izvan probavnog sustava te da se uspješno razmnožava u tlu, 

pijesku i sedimentu ukoliko su uspostavljeni osnovni uvjeti za rast. Istraživanja su pokazala 

kako je u okolišu prisutna velika razina gena eaeA koji kodira intimin koji je potreban bakteriji 

EPEC za virulenciju. Na postojanost enteropatogene E. coli u okolišu utječe sposobnost 

bakterije da kolonizira biljku, zatim genotip biljke te interakcije E. coli s fitobakterijama. 

Istraživanja su pokazala kako je mehanizam EPEC potreban za kolonizaciju povrća sličan 

mehanizmu koji bakterije koriste prilikom kolonizacije životinjske stanice (2).  Također su kod 

pojedinih sojeva E. coli u okolišu otkriveni geni koji su zaslužni za rezistenciju na antibiotike 

(2). 

 

1.5. Otpornost na antibiotike i okolišne uvjete 

1.5.1. Antimikrobna rezistencija 

         E. coli ima sposobnost razvoja rezistencije prema različitim antibioticima. Zbog povećane 

rezistencije na antibiotike, antibiotici koji se primjenjuju prilikom liječenja infekcija 
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uzrokovanih E. coli  trebaju biti pažljivo izabrani (20.). Istraživanja pokazuju da zadnjih godina 

E. coli razvija sve veću rezistenciju na antibiotike te da osim mutacija u genima, na razvoj 

otpornosti utječu višestruke crpke kao što su AcrAB- To/ C i Mex crpke koje imaju sinergistički 

učinak s drugim mehanizmima (21.). Nadalje, u istraživanju provedenom na 187 uzoraka 

sirovog mlijeka izolirano je 222 izolata E. coli te je kod njih 66 (29,7%) dokazana rezistencija 

na jedan ili više antimikrobnih lijekova. Rezistencija E. coli odnosi se na tetraciklin (27,5%), 

amplicilin (18,9%), streptomicin (18,5% ), sulfametoksazol – trimetoprim ( 11,3% ), cefotaksim 

(4,5 %),  kanamicin (4,1% ),  ceftazidim ( 3,6 %),  kloramfenikol ( 2,3% ),  nalidiksinska 

kiselina (1,8% ) te ciprofloksacin (1,4% ). Rezistencija E. coli na fosfomicin i imipenem nije 

uočena (22.). 

 

1.5.2 Utjecaj temperature na rast i razmnožavanje E. coli 

          Bakterije se s obzirom na optimalnu temperaturu rasta mogu podijeliti na psihrofile, 

mezofile te termofile. E. coli pripada mezofilima jer joj za rast i razmnožavanje odgovaraju 

temperature od 20°C do 40°C. Temperatura od 37°C je optimalna za rast ove bakterije, a s 

obzirom da je tjelesna temperatura čovjeka oko 37°C, na toj temperaturi je uspostavljen jedan 

od uvjeta nužnih za razmnožavanje E. coli unutar ljudskog organizma (23.). 

           E. coli u prirodi dulje preživljava pri nižim nego višim temperaturama te tako najčešće 

raste u okolišu pri temperaturama nižim od 30°C (2). Također, bakterije E. coli imaju 

mogućnost prilagodbe na  temperaturne amplitude. Nekim sojevima E. coli više odgovaraju 

fluktuirajuće temperature  pa mogu dulje preživjeti u tlu nego što bi preživjeli u okruženju 

konstantno viših temperatura. Međutim, neka istraživanja pokazala su kako enterohemoragična 

E. coli serotipa O157:H7 najbolje raste pri konstantnim temperaturnim uvjetima (2). 



9 
 

        Nadalje, istraživanje kojim je ispitan utjecaj temperature na preživljavanje pojedinih 

sojeva E. coli u obranom mlijeku te mesnom bujonu dokazuje da su bakterije unutar bujona 

inaktivirane pri temperaturi od 55°C  nakon 60 – 120 minuta izlaganja, dok je za inaktivaciju 

E. coli u mlijeku bila potrebna temperatura od 55°C u trajanju od 180 minuta. Bakterijske 

suspenzije izložene su i temperaturi od 60° C, pri čemu je u mesnom bujonu došlo do 

inaktivacije bakterija nakon 15-30 minuta, dok su u mlijeku nakon 30 minuta  uništene bakterije 

samo jednog soja E. coli, a ostali sojevi uključujući i EHEC bili prisutni u koncentraciji od 40 

CFU/ ml ( 24.). 

          Također prilikom kombinacije ultrazvučnog tretmana i povišene temperature dolazi do 

brže inaktivacije E. coli. Za inaktivaciju bakterije E. coli u mlijeku potreban je ultrazvuk 

frekvencije od 20 kHz. Dokazano je da je bakterija E. coli osjetljivija na ultrazvučni tretman u 

usporedbi sa  gram pozitivnim bakterijama (25.). 

 

1.6. Mikrobiologija mlijeka 

            Kravlje mlijeko te mliječni proizvodi smatraju se jednima od najčešće konzumiranih 

namirnica širom svijeta. Mlijeko se kao napitak konzumira u manjim količinama, dok se veće 

količine mlijeka izlažu postupku fermentacije kako bi se proizveli mliječni proizvodi kao što 

su jogurt, sir, vrhnje i slično (26). Tijekom prošloga stoljeća brojna su istraživanja ispitivala 

kombinaciju temperature i vremena potrebnih za provođenje pasterizacije. Kao referentna 

bakterija prilikom istraživanja korištena je Mycobacterium tuberculosis za koju se smatralo 

kako je  otporna na toplinu. Godine 1924. definirana je kombinacija vremena od 30 minuta i 

temperature 61,1°C potrebnih za učinkovitu pasterizaciju ( 27). Iako se pasterizacijom mlijeka 

i mliječnih proizvoda smanjuje rizik od kvarenja te se osigurava značajna sigurnost namirnica, 

trenutno se provode brojna istraživanja čiji rezultati omogućavaju daljnji napredak 
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mikrobiologije mlijeka. Sekvencioniranjem genoma mikroorganizama omogućen je pregledniji 

uvid u mikroorganizme u mlijeku i mliječnim proizvodima koji mogu utjecati na poboljšanu 

kvalitetu nekog mliječnog proizvoda (28). 

1.6.1. Raznolikost mikroorganizama u mlijeku 

            Istraživanja pokazuju kako sirovo mlijeko sadrži mnogo različitih bakterijskih vrsta. S 

obzirom na veliki postotak vode te hranjivih tvari, mikroorganizmi u mlijeku svojim 

razmnožavanjem i metaboličkim procesima mogu utjecati na okus te teksturu sirovog mlijeka 

(29)U čimbenike odgovorne za raznolikost mikrobnog sastava u mlijeku ubrajaju se: različiti 

postupci mužnje, prisutnost bakterija na koži i zubima životinje, održavanje higijenskih uvjeta 

na farmama, vrsta hrane te smještaj životinja u otvorenom ili zatvorenom prostoru (30) 

           Bakterije u mlijeku mogu sudjelovati u procesima fermentacije te imati blagotvoran 

učinak (Lactobacillus spp. , Lactococcus spp., Bifidobacterium spp), dok se s druge strane u 

mlijeku mogu nalaziti bakterije koje kod ljudi izazivaju infekcije (neki patotipovi E. coli, 

Salmonella spp., Listeria spp., Brucella spp.) te bakterije koje uzrokuju kvarenje mlijeka 

(Pseudomonas spp., Bacillus spp., Clostridium spp.) (31). 

          U sirovom kravljem mlijeku najzastupljenije su vrste Lactococcus spp. (8,2×10-1,4×104 

CFU/ml), Lactobacillus spp. (1×102 -104  CFU / ml), Leuconostoc spp. (9,8×10-2,5×103 

CFU/ml) i Enterococcus spp. ( 2,57×10-1,58×103 CFU/ ml). Ostale bakterije kao što su 

Acinetobacter spp., Aeromonas spp. i Pseudomonas spp. prisutne su u različitim omjerima (29). 

1.6.1.1. Tehnološki važne bakterije mliječne kiseline ( BMK) 

         Neki mikroorganizmi koji se prirodno nalaze u sirovom mlijeku smatraju se tehnološki 

važnim mikroorganizmima jer su zaslužni za provođenje procesa fermentacije. U procesu 

fermentacije mlijeka uključeni su Lactococcus spp., Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., 
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Enterococcus spp., Corynebactrium spp., Bifidobactrium spp., Pediococcus spp., Streptococcus 

spp., Aerococcus spp. Navedene bakterije nazivaju se bakterijama mliječne kiseline (32).  

         BMK su gram pozitivne, nesporogene te aerotolerantne bakterije koje kao krajnji produkt 

katabolizma proizvode mliječnu kiselinu. BMK se uzgajaju na hranjivim podlogama u koje se 

dodaju aminokiseline te peptidi. Pojedine vrste i sojevi BMK koriste se za proizvodnju 

određenih spojeva te fermentiranih proizvoda. Metaboliti katabolizma BMK doprinose 

promijenjenom okusu i mirisu mliječnog proizvoda (32). Glavna osobitost mliječnih proizvoda 

bogatih BMK koji su prošli proces fermentacije je da imaju pogodan utjecaj na zdravlje ljudi 

jer su BMK zaslužne za održavanje crijevne mikroflore. Nadalje, fermentirani mliječni 

proizvodi djeluju antimikrobno i antimutageno te su zaslužni za apsorpciju kalcija i vitamina u 

probavnom sustavu. BMK prirodnim putem opskrbljuju probavni sustav aktivnim tvarima kao 

što su razni enzimi (laktaze, reduktaze) te tvarima koje mogu spriječiti rast nepoželjnih bakterija 

u crijevima ljudi. Patogene bakterije uzrokuju crijevne infekcije, a jedan od načina pomoću 

kojeg infekcije mogu biti inhibirane je povoljno djelovanje bifidobakterija koje fermentacijom 

proizvode mliječnu i octenu kiselinu, a niži pH u gastrointestinalnom sustavu zaustavlja rast 

patogenih bakterija. Također istraživanja su potvrdila da su bifidobakterije zaslužne za 

poboljšanu peristaltiku crijeva. Bakterije L. casei , L. acidophilus te bifidobakterije  zaslužni su 

za poboljšanje crijevne mikroflore te navedenim bakterijama odgovaraju veće koncentracije 

žučnih kiselina pa nisu osjetljive na niži pH  želuca (33). 

 

1.6.1.2. Uzročnici alimentarnih infekcija 

          Glavni uzročnici alimentarnih infekcija uzrokovanih konzumacijom mlijeka i mliječnih 

proizvoda su E. coli, Salmonella spp., Campylobacter spp., Listeria spp., Shigella spp. te 

Brucella spp.  (34). 
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         Listeria monocytogenes se smatra jednim od najvažnijih patogena prisutnih u mlijeku, a 

odgovorna je za razvoj alimentarne infekcije. Bakterija L. monocytogenes posjeduje sposobnost 

razmnožavanja pri temperaturi hladnjaka tj. na 4 °C. Rizična hrana zaslužna za razvoj listerioze 

smatraju se nepasterizirani meki sirevi te je zato nužno osigurati ispravne postupke čuvanja 

hrane (35). 

 

 

1.7. E. coli kao indikator higijene mlijeka 

          Osim što se bakterija E. coli u mlijeku smatra uzročnikom alimentarne infekcije, E. coli 

se može koristiti i kao mikrobiološki indikator higijene mlijeka. Istraživanja su pokazala kako 

postotak sirovog mlijeka u kojem je dokazana E. coli iznosi 6,81 % kod mlijeka dobivenog 

ručnom mužnjom, dok je 88,6% uzoraka bilo pozitivno nakon strojne mužnje. Nadalje, 

istraživanja su pokazala da je u kantama za čuvanje mlijeka dokazano manje E. coli u odnosu 

na bazene  za čuvanje mlijeka. U uzorcima mlijeka čuvanim u kantama, E. coli je dokazana kod 

19,81% uzoraka, dok je prosječni postotak uzorka mlijeka pozitivnih na E. coli  iznosio 43,36 

%  za mlijeko čuvano u bazenima (36). 

 

 

 

 

 

 



13 
 

 

2. CILJ ISTRAŽIVANJA 

          Cilj ovog završnog rada bio je ispitati utjecaj temperature na kinetiku rasta bakterija 

Escherichia coli u mlijeku i tekućem jogurtu. Kinetika rasta E. coli  ispitana je u uzorcima 

mlijeka i jogurta prilikom inkubacije pri različitim temperaturama ( 4 °C , 25 °C , 37°C ), 

tijekom razdoblja od 10 dana.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 
 

 

3 .MATERIJALI I METODE  

3.1. Bakterijski soj 

 Prilikom izvedbe eksperimentalnog dijela završnog rada korištena je bakterija 

Escherichia coli, soj American Type Culture Collection (ATCC). Bakterija E. coli uzgajana je 

na Tripton -žučnom glukuronidu (eng. Trypton Bile X-glucuronide)  , TBX agaru te 

inkubirana pri  temperaturi od 37 ° C , tijekom 24 sata. 

 

3.2. TBX agar 

 TBX agar je selektivna i diferencijalna podloga koja je korištena  prilikom nasađivanja 

bakterija u svrhu pripreme bakterijske suspenzije i određivanja broja E. coli u uzorcima mlijeka 

i tekućeg jogurta. Agar ima selektivna svojstva zahvaljujući prisustvu kromogenog supstrata 5- 

brom- 4 -krom- 3- indol  beta - D - glukuronida ( X- β – D – glukuronid ). Bakterija E. coli 

posjeduje enzim β- glukuronidazu koji razgrađuje veze između kromogenog supstrata 5- brom- 

4 - krom  - 3- indol  te β – D – glukuronida što rezultira pojavom plavo – zelenih  kolonija E. 

coli na TBX agaru 

Sastav  TBX agara - Tripton ( 20,0 g / L ) 

                               -Žučne soli (1,5 g / L) 

                               - X-Glukuronid ( 0,075 g / L) 

                               -Agar ( 15,0 g / L) 

                              *  PH agara 7,2 ± 0,2 pri 25 ° C 
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3.3. Priprema bakterijske suspenzije 

 Bakterijska suspenzija određene koncentracije pripremljena je spektrofotometrijski. 

Spektrofotometar je uređaj koji služi za određivanje optičke gustoće (engl. Optical Density) te 

gustoća vrijednosti 1 predstavlja koncentraciju od 1 × 109 bakterija u mililitru suspenzije (CFU/ 

mL) Prilikom određivanja optičke gustoće korištena je sterilna voda kao slijepa proba. Nakon 

porasta E. coli ma TBX agaru, bakterije su brisnim štapićem pokupljene sa agara i umućene u 

3 ml sterilne vode.  Kako bi izmjerili optičku gustoću, 500 μL tako pripremljene suspenzije 

odpipetitano je u kivetu. Bakterijska suspenzija je neposredno prije spektrofotometrije bila 

homogenizirana pomoću tresilice. Optička gustoća pripremljene suspenzije iznosila je 1,015 

što znači da je broj bakterija u suspenziji iznosio 1 ×109   CFU / mL.  

 

3.4. Inokulacija bakterija u mlijeko i tekući jogurt 

 U cilju praćenja kinetike rasta E. coli u mliječnim proizvodima, korišteno je trajno 

mlijeko s 2,8 % mliječne masti i tekući jogurt također s 2,8 % mliječne masti. Proizvodi su bili 

ispravnog roka valjanosti.  Po 30 ml mlijeka i jogurta prebačeno je u epruvete od 50 ml.  U cilju 

postizanja koncentracije od 1×106 bakterija/ml uzoraka mlijeka i jogurta, u 30 ml uzorka 

dodano je  po 30 μL suspenzije bakterija. Kako bi pratili kinetiku rasta E. coli u uzorcima 

mlijeka i jogurta pri različitim temperaturama, pripremljeni uzorci inkubirani su pri 

temperaturama od 4  °C  , 25 °C  , 37 °C   tijekom 10 dana.  
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3.5. Kinetika rasta bakterija u uzorcima mlijeka i tekućeg jogurta 

 Broj bakterija u uzorcima mlijeka i jogurta praćen je u vremenskim razdobljima od 0, 

3, 5, 7 i 10 dana nakon inokulacije. U svakom navedenom razdoblju pripremljena su 

deseterostruka razrjeđenja suspenzije kako bi se lakše i točnije odredio broj bakterija u 

uzorcima. Deseterostruka razrjeđenja suspenzije mlijeka i jogurta pripremljena su u prethodno 

obilježenim mikrotitar pločicama koje sadrže 96 jažica. Uzorci su prije razrjeđivanja 

homogenizirani na tresilici. Zatim je u prvi red jažica otpipetirano po 200 μL svakog pojedinog 

uzorka mlijeka odnosno jogurta. U ostale redove jažica otpipetirano je po 180 μL sterilne vode. 

Deseterostruka razrjeđenja uzoraka rađena su na način da je 20 μL suspenzije mlijeka tj. jogurta 

preneseno iz prvoga reda u drugi red, te potom u svaki sljedeći red. Nakon toga, po 10 μL 

svakog razrjeđenja nasađeno je na TBX agar. Nasađene podloge inkubirane su  pri temperaturi 

od 37 °C  tijekom 24 sata. Isti postupak deseterostrukog razrjeđenja te nasađivanja na  TBX 

agar ponovljen je do 3, 5, 7 i 10 dana nakon inokulacije bakterija u uzorke mlijeka i jogurta. 

Porast kolonija  E. coli na TBX agaru očitan je nakon inkubacije od 24 sata pri 37 °C   te je 

prepoznat po karakteristično plavo- zelenoj boji. 
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4. REZULTATI 

         Tijekom eksperimentalnog dijela ovog rada ispitan je utjecaj temperature na kinetiku rasta 

bakterija  E. coli koje su inokulirane u uzorke trajnog mlijeka s 2,8 % mliječne masti te tekućeg 

jogurta također s 2,8% mliječne masti. Utjecaj temperature na razmnožavanje E. coli u 

uzorcima mlijeka i jogurta praćen je u vremenskom razdoblju od 10 dana. 

 

4.1. Kinetika rasta E. coli u mlijeku 

           Neposredno nakon inokulacije E. coli, suspenzije mlijeka su deseterostruko razrijeđene 

i nasađene na TBX agar kako bi se odredila početna koncentracija bakterija u uzorcima. TBX 

agar je potom inkubiran tijekom 24 sata pri temperaturi od 37 °C, a broj bakterija očitan je 

nakon navedenog razdoblja te je iznosio 1×105  CFU/ ml za sva tri uzorka mlijeka. Suspenzije  

mlijeka su neposredno nakon inokulacije inkubirane na tri različite  temperature (4° C , 25 °C, 

37° C). Isti postupak deseterostrukog razrjeđenja suspenzije te nasađivanja na TBX agar 

ponovljen je u vremenskim razdobljima od tri, pet, sedam te deset dana nakon inokulacije 

bakterija, a broj bakterija očitan je nakon inkubacije od 24 sata. 

Treći dan od inficiranja uzorka mlijeka inkubiranog na 4 °C, broj bakterija je iznosio 5×104 

CFU/ml. Petog dana broj bakterija je iznosio 4,5×104 CFU/ml. Sedmog dana očitan je porast 

bakterija te je broj iznosio 4×104 CFU/ml, dok je desetog dana od inokulacije broj bakterija 

iznosio 3×104 CFU/ml. 

Na TBX agaru, na kojeg je prethodno  nasađena suspenzija  mlijeka koja je bila inkubirana pri 

sobnoj temperaturi od 25 ° C, broj bakterija je trećeg dana iznosio 2×107 CFU/ml. Petog dana 

od inokulacije broj bakterija je iznosio 4,8×108 CFU/ml, dok je sedmog dana broj bakterija bio 
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2×109 CFU/ml. To je ujedno i najveći broj bakterija koji je zabilježen tijekom ovog 

eksperimenta. Desetog dana od inokulacije broj bakterija iznosio je 1×106  CFU/ml . 

Suspenzija mlijeka koja je bila inkubirana pri 37° C također je deseterostruko razrjeđivana te 

nakapavana na TBX agar. Broj bakterija trećeg dana od inokulacije je iznosio 1×107 CFU/ml, 

dok je petog dana broj bio 2,5 ×107 CFU/ml. Sedmog dana očitan je broj bakterija od 4×107 

CFU/ml  dok je desetog dana od inokulacije broj bakterija iznosio 5×105  CFU/ml. 

 

 

 

Slika 1.  Kinetika rasta bakterije E. coli u mlijeku nakon inkubacije pri temperaturama od 4 °C, 

25 °C  i  37 °C.  Broj bakterija praćen je svakog drugog dana tijekom vremenskog razdoblja od 

10 dana.   
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4.2.  Kinetika rasta E. coli u tekućem jogurtu 

          Prilikom praćenja kinetike rasta bakterije E. coli u tekućem jogurtu, također su provedeni 

postupci deseterostrukog razrjeđenja suspenzije te nasađivanja na TBX agar. Suspenzije jogurta 

bile su inkubirane pri tri različite temperature (4° C , 25 °C , 37 °C) kao i suspenzije mlijeka. 

Praćenje kinetike rasta E. coli  u jogurtu provedeno je tijekom razdoblja od deset dana na način 

da su suspenzije nasađene na TBX agar odmah nakon inokulacije bakterija te nakon tri, pet, 

sedam i deset  dana. Uzorci su zatim inkubirani na 37 °C  tijekom 24 sata te je nakon toga 

razdoblja očitan broj bakterija E. coli. Prvog dana broj bakterija u jogurtu iznosio je 1×105  

CFU/ ml u sve tri suspenzije. 

Praćenje kinetike rasta E. coli u uzorku jogurta inkubiranog pri 4 °C provedeno je tijekom deset 

dana, no već trećeg dana od inficiranja uzorka na TBX agaru nije došlo do porasta kolonija.  

Možemo zaključiti kako E. coli ne preživljava u jogurtu pri temperaturi od 4 ° C. 

Na TBX agaru na kojeg je nasađena suspenzija jogurta prethodno inkubirana na  25 °C te 

deseterostruko razrijeđena, trećeg dana od inokulacije očitan je broj bakterija od 4×105 CFU/ml. 

Broj bakterija  je petog dana iznosio 4,5×105  CF/ml, dok je sedmog dana porastao do 5×105  

CFU/ml. Slično kao i kod suspenzije mlijeka, i u jogurtu je najveći broj bakterija očitan u 

periodu od sedam dana pri 25 °C.  Nakon deset dana, broj bakterija u jogurtu je iznosio 7×104 

CFU/ml. 

Kinetika rasta E. coli praćena je i u suspenziji jogurta koja je bila inkubirana pri temperaturi od 

37 °C. Trećeg dana od inokulacije bakterija u jogurt, izbrojano je 2×105   CFU/ml E. coli.  Petog 

dana broj bakterija bio je 4×105  CFU/ml, dok se nakon sedam dana broj bakterija spustio do 

1,4×105  CFU ml, a desetog dana do 7×104 CFU/ml. 
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 Slika 2.  Kinetika rasta bakterije E. coli u jogurtu nakon inkubacije pri temperaturama od 4 °C, 

25 °C  i  37 °C.  Broj bakterija praćen je svakog drugog dana tijekom vremenskog razdoblja od 

10 dana.   
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5. RASPRAVA 

            Escherichia coli je gram negativni fakultativno anaerobni bacil. Neki sojevi E. coli čine 

dominantni dio crijevne mikroflore čovjeka ljudi te doprinose normalnoj fiziologiji probavnog 

sustava, dok s druge strane neki sojevi E. coli uzrokuju infekcije gastrointestinalnog i 

mokraćnog sustava. Najčešći sojevi E. coli koji su uzročnici infekcija probavnog sustava jesu 

intestinalni sojevi: Enterotoksična E. coli , Enteropatogena E. coli, Enteroinvazivna E. coli te 

Enterohemoragična E. coli. Ekstraintestinalni sojevi bakterija uzrokuju infekcije izvan 

probavnog sustava. Najčešći ekstraintestinalni soj E. coli je Uropatogena E. coli koja uzrokuje 

infekcije mokraćnog sustava. Bakterija E. coli se i izvan organizma čovjeka brzo i lako 

razmnožava ukoliko su zadovoljeni optimalni uvjeti za rast. Također, bakterija E. coli se 

upotrebljava kao indikator fekalne kontaminacije voda te kao indikator higijene mlijeka. 

            E. coli je mezofilna bakterija te joj za rast i razmnožavanje odgovaraju temperature 20-

40 °C. Iako se 37 °C smatra optimalnom temperaturom za razmnožavanje, prethodna 

istraživanja su dokazala da se E. coli uspješno razmnožava na temperaturama manjim od 30 °C 

te da u prirodi može dulje preživjeti na nižim nego na višim temperaturama u odnosu na 

optimalnu temperaturu rasta. Također prethodna istraživanja su dokazala da nekim sojevima E. 

coli za rast i razmnožavanje više odgovaraju fluktuirajuće temperature nego stalne temperature. 

U ovom istraživanju koje je provedeno u svrhu završnog rada praćen je utjecaj temperature na 

kinetiku rasta bakterija E. coli u mlijeku i tekućem jogurtu. Neposredno nakon inokulacije 

bakterija u uzorke mlijeka i jogurta, suspenzije su deseterostruko razrijeđene te nasađene na 

TBX agar, a broj bakterija bio je očitan nakon 24 sata. Isti postupak deseterostrukog 

razrjeđivanja te nanošenja na agar ponovljen je u periodima od tri, pet, sedam i deset dana od 

inokulacije. U svim navedenim periodima broj bakterija je očitan nakon 24 sata, a istraživanje 

je trajalo deset dana i ponovljeno je 2 puta. 
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            Bakterija E. coli pokazala je sposobnost razmnožavanja u uzorcima mlijeka inkubiranim 

na tri različite temperature (4 °C, 25 °C, 37 °C), dok su se bakterije E. coli inokulirane u 

tekućem jogurtu razmnožavale samo pri temperaturama od 25 °C te 37 °C. Prilikom inkubacije 

jogurta na 4 °C, E. coli nije pokazala sposobnost razmnožavanja. Već trećeg dana od inokulacije 

nije došlo do porasta bakterija koje su bile inkubirane pri 4 °C u tekućem jogurtu te porast 

kolonija u tom uzorku nije očitan niti narednih dana. Očitani broj bakterija trećeg dana od 

inokulacije bio je veći nego prvog dana za sve uzorke osim za suspenziju mlijeka koja je bila 

inkubirana na 4°C. Nadalje,  u odnosu na treći dan pokusa, petog dana od inokulacije u svim 

uzorcima je očitan je veći broj bakterija, a izuzetak je suspenzija jogurta inkubirana na 4 °C. 

Također broj bakterija u mlijeku je konstantno bio viši u odnosu na broj bakterija u tekućem 

jogurtu. Primjerice broj bakterija u mlijeku inkubiranih na 25 °C  petog dana od inokulacije 

iznosio je 4,8×108 CFU/ml, dok je istog dana broj bakterija u tekućem jogurtu inkubiranih na 

istoj temperaturi iznosio 4,5×105 CFU/ ml. Sedmog dana od inokulacije očitan je najveći broj 

bakterija koje su bile inkubirane u mlijeku pri 25 °C i 37 °C te bakterija inkubiranih u tekućem 

jogurtu pri 25 °C. Očitani broj bakterija je sedmog dana od inokulacije bio manji u odnosu na 

peti dan jedino u uzorku mlijeka inkubiranog pri temperaturi od 4°C te tekućeg jogurta pri 

temperaturi  od 37 °C. Devetog dana od inokulacije očitani broj bakterija na TBX agaru bio je 

manji nego sedmog dana za sve suspenzije mlijeka i tekućeg jogurta inkubirane na tri različite 

temperature. Stoga je za pretpostaviti da su do tada bakterije potrošile većinu prisutnih hranjivih 

tvari te su uvjeti nužni za razmnožavanje nakon sedmog dana od inokulacije postali manje 

pogodni. 

           Rezultati ovog istraživanja su pokazali da se E. coli u mlijeku razmnožava značajno bolje 

nego u  tekućem jogurtu te je zaključeno da  više odgovaraju uvjeti u mlijeku nego u tekućem 

jogurtu. Pretpostavljamo da je razmnožavanje E. coli u jogurtu inhibirano s obzirom na znatno 

niži pH te prisutnost drugih bakterija koje također troše hranjive sastojke. 
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           Nadalje, istraživanje je također dokazalo da se bakterija E. coli najbolje razmnožava pri 

temperaturi od 25 °C. Primjerice očitani broj bakterija E. coli inkubiranih u mlijeku pri 

temperaturi od 25 °C sedmog dana od inokulacije je iznosio 2×109  CFU/ ml, dok je istog dana 

od inokulacije broj bakterija inkubiranih pri 4°C iznosio 4×104 CFU/ml, a 4×107 CFU/ml 

predstavlja broj bakterija inkubiranih na 37 °C. Sedmog dana od inokulacije očitani broj 

bakterija inkubiranih u tekućem jogurtu pri temperaturi od 25 °C je iznosio 5×105  CFU/ ml, 

dok je broj bakterija inkubiranih na 37 °C iznosio 1,4×105 CFU/ ml. 

           S obzirom na dobivene rezultate, možemo zaključiti da bakteriji E. coli za 

razmnožavanje u mlijeku i jogurtu najviše odgovara temperatura od 25 °C u odnosu na 

temperature od 4 °C te 37 °C. Međutim temperatura je samo jedan od čimbenika nužnih uvjeta 

za razmnožavanje bakterija. Osim temperature bakterijama su za rast potrebne i optimalne pH 

vrijednosti, aktivitet vode, koncentracija kisika te ugljikovog dioksida. 
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6. ZAKLJUČAK 

 

Zaključci koji su doneseni tijekom izrade završnog rada: 

1. . Bakterija E. coli raste i razmnožava se u mlijeku pri temperaturama od 4° C,  25° C  i 

37° C. 

2.  Bakterija E. coli raste i razmnožava se jogurtu pri temperaturama od 25° C i 37° C, dok 

nema sposobnost razmnožavanja u jogurtu pri temperaturi od 4° C. 

3. Bakterija E. coli pokazuje bolji porast u mlijeku u odnosu na jogurt. 

4. U uzorcima mlijeka i jogurta bakterija E. coli najbolje se razmnožava pri temperaturi 

od 25° C. 
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