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SAZETAK:

Zdravstvena ispravnost hrane jedna je od osnovnih pretpostavki ljudskog zdravlja. U
ovom radu ispitana je prisutnost sulfitreducirajucih klostridija u nekoliko vrsta hrane uzete u
restoranima i drugim javnim objektima na podruc¢ju Primorsko-goranske zupanije u razdoblju
izmedu 2015. i 2020. godine. Ukupno je analizirano 7710 uzoraka u kojima je ispitan
pokazatelj sulfitreducirajuce klostridije i jo§ nekoliko mikrobioloskih pokazatelja temeljem

kojih se ocjenjuje zdravstvena ispravnost hrane.

Prema dobivenim rezultatima, od 7710 ispitanih uzoraka, 1,4% (N=176) je bilo
pozitivno na pokazatelj sulfitreducirajuce klostridije. Od toga, koncentracija bakterija je kod
61% (N=108) uzoraka bila iznad maksimalno dopustenih koncentracija za odredenu
kategoriju hrane, prema Vodi¢u za mikrobioloSke kriterije za hranu (2011.). U promatranom
razdoblju najve¢i broj ispitivanja na parametar sulfitreducirajuce klostridije zabiljeZen je
2019. (N=1475) i 2018. (N=1418) godine. Najvisi postotak pozitivnih rezultata (2,3%) uocen
je 2017. godine. Prema sezonama, najizraZenija raSirenost sulfitreducirajucih klostridija
utvrdena je tijekom ljetnih mjeseci, u srpnju i rujnu. Prema vrsti hrane, 50% pozitivnih
uzoraka utvrden je u kategoriji gotove hrane (N=54), slijedi led, zacini, tvrdi sirevi, med i
razli¢iti mesni proizvodi. Obzirom na vrstu objekta u kojem je uzorkovanje provedeno,
utvrdeno je da je najvec¢i udio pozitivnih uzoraka (27,8%) gotove hrane na sulfitreducirajuce
klostridije uzorkovan u restoranima. Pokazatelj sulfitreducirajuce klostridije statisticki je
znacajno povezan s ostalim mikrobioloskim pokazateljima kontaminacije hrane, ukupnim
aerobnim mezofilnim bakterijama (UBB), Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa i enterobakterijama.

Rezultati nam govore da prilikom pripreme i skladiStenja hrane treba uloZiti dodatne
napore za pracenje i dokumentiranje kriticnih Kontrolnih tocaka, kao i educirati osoblje i

korisnike o dobroj higijenskoj praksi.

Kljuéne rije€i: sulfitreduciraju¢e klostridije, Primorsko-goranska Zupanija, gotova hrana,

restorani



ABSTRACT:

Food safety management is one of the keypoints to ensure human health. This thesis
was based on examing the presence of sulphite-reducing Clostridia in several types of food
taken in restaurants and other public facilities in the area of Primorje-Gorski Kotar County
between 2015. and 2020. A total of 7,710 samples were analysed for the presence of sulphite-
reducing Clostridia and several other microbiological indicators and results were used to

determine food safety.

According to the obtained results, out of the 7710 samples examined, 1,4% (N=176)
tested positive for the sulphite-reducing Clostridia. Out of positive results, the concentration
of bacteria in 61% (N=108) of samples were above the maximum permissible concentrations
for a particular food category, according to the Guide to Microbiological Criteria for Food
(2011). In the observed period, the largest number of analysis for the sulphite-reducing
Clostridia was recorded in year of 2019. (N=1475) and 2018. (N=1418). The highest
percentage of positive results (2.3%) was observed in 2017. Based on the seasons, the most
evident prevalence of sulphite-reducing Clostridia was established during the summer months,
in July and September. Based on the type of food, 50% of the positive samples were found in
the category of prepared meals (N=54), followed by ice, spices, hard cheeses, honey and
various meat products. Given the type of facility in which the sampling was carried out, it was
concluded that the highest quantity of positive samples (27.8%) of prepared food on sulphite-
reducing Clostridia were sampled in restaurants. The indicator sulphite-reducing Clostridia is
statistically significantly associated with other microbiological indicators of food
contamination, aerobic mesophilic bacteria (UBB), Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa and Enterobacteriaceae.

The results tell us that, when preparing and storing food, additional efforts should be
made to monitor and document critical checkpoints, as well as to educate staff about good

hygiene practices.

Keywords: sulphite-reducing Clostridia, Primorje-Gorski Kotar county, prepared food,

restaurant
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1 UVvOD

1.1 Hrana kao zivot

Hrana je, uz vodu i zrak, osnovna potreba svakog zivog bi¢a. U bioloskom smislu,
hranom podrazumijevamo svaku tvar koja posjeduje nutritivnu vrijednost i namijenjena je

konzumaciji u svrhu odrzavanja zivota ljudi, zivotinja, biljaka (1).

Svaka hrana, osim nekoliko sterilnih namirnica, predstavlja vrlo povoljan medij za
razvoj barem jedne vrste mikroorganizama. Bakterije, virusi, kvasci, plijesni, alge i protozoe
su ziva bi¢a mikroskopske veli¢ine i mogu se razmnozavati gotovo svugdje, u ili na ljudskom
i zivotinjskom tijelu, biljkama ili drugim Zivim bi¢ima, kao u vodi i u hrani. Dok odredeni
mikroorganizmi imaju pozeljne uloge u proizvodnji hrane (npr. fermentirana hrana), drugi

mogu uzrokovati kvarenje ili bolesti prilikom konzumacije (2).

Pristup dovoljnim koli¢inama zdravstveno sigurne, kemijski i mikrobioloski
prihvatljive hrane, kljuéno je za odrzavanje Zivota i promicanje zdravlja. Svaka hrana koja
sadrzi Stetne bakterije, viruse, parazite ili kemijske tvari moze uzrokovati vise od 200
razli¢itih bolesti, od proljeva pa ¢ak i do raka. Prema podacima Svjetske zdravstvene
organizacije (eng. World Health Organization, WHO) procjenjuje se da se nakon konzumacije
kontaminirane hrane simptomi bolesti godisnje pojave kod 600 milijuna ljudi. Od navedenih

600 milijuna oboljelih ljudi, 420 000 slucajeva je sa smrtnim ishodom (3).



1.2 Faktori koji utjecu na mikrobioloski rast u hrani
1.2.1 Temperatura

Kada se govori u ¢imbenicima koji utjeCu na mikrobno ponasanje u hrani, temperatura je
zasigurno najvaznija. Prema temperaturnim rasponima rasta, mikroorganizmi se mogu

razvrstati u tri skupine:

= psihrotrofi — koji dobro rastu na 7°C ili nize (optimalan rast je u temperaturnom
rasponu od 20-30°C)

=  mezofili — koji dobro rastu izmedu 20 i 45°C (optimalan rast je u temperaturnom
rasponu od 30-40°C)

= termofili — koji dobro rastu na 45°C ili vise (optimalan rast je u temperaturnom
rasponu od 55-65°C)

Vecina patogena koji se prenose hranom su mezofilni mikroorganizmi, osim nekoliko
baakterija u ¢iju grupu spada i Clostridium botulinum tipa E, koji pokazuje izrazito

psihrofilno ponasanje.

Jedan od najvaznijih nacina usporavanja mikrobne metabolicke aktivnosti u hrani je
skladistenje na niskim temperaturama (4). Inkubacijom na niskim temperaturama moguce je
izmijeniti lipidni sastav mikrobnih stanica. Kako se temperatura snizava, bakterije i kvasci
sadrze sve veci udio nezasi¢enih masnih kiselina. Stoga lipidne komponente membrane, koje
su uobicajeno tekuce, snizavanjem temperature prelaze u stanje poput gela i onemogucuju
pravilno funkcioniranje proteina pa membrana puca. Medutim, preinakama u sastavu
fosfolipida i glikolipida dolazi do optimizacije fluidnosti membrane, sprjeCavanja nastanka
gela i tako lakSeg prolaska hranjivih tvari potrebnih organizmu za rast. Drugi odgovor na
naglo snizenje temperature ukljucuje ekspresiju gena, nazvan odgovor hladnog Soka. Odgovor
hladnog Soka uklju€uje indukciju proteina hladnog Soka (nukleaze, helikaze itd.) i proteina
protiv smrzavanja, te potiskivanje proteina toplinskog Soka. No, hladni stres ponekad nije
ucinkovit (5). Ucinak hladnog stresa ovisi 0 brojnim ¢imbenicima, kao $to su temperatura,
brzina hladenja/smrzavanja, medij kulture te vrijeme skladiStenja. Niske temperature zaustavit
¢e razvoj mezofila i termofila, ali ne i psihrotrofa ¢iji je rast moguce zaustaviti podeSavanjem

drugih unutarnjih i vanjskih ¢imbenika (4).



1.2.2 pH

Vec¢ina mikroorganizama najbolje raste pri neutralnim pH vrijednostima, oko 7,0.
Bakterije su, za razliku od kvasaca i gljivica, u pravilu osjetljivije na pH uvjete, iako neke
mogu rasti i pri vrijednostima <4,0. Neki patogeni mikroorganizmi, poput C. botulinum, nece
rasti na pH vrijednostima ispod 4,6. Zbog razli¢itog patogenog potencijala, upravo se
vrijednost od pH=4,6 Kkoristi kao granica za razvrstavanje hrane na dvije kategorije: hranu
niske kiselosti (pH>4,6) i hrane visoke Kiselosti (pH<4,6). Vrijednosti pH osobito su vazne i

kod predvidanja intenziteta termicke obrade hrane niske i visoke kiselosti (4).

1.2.3 Aktivitet vode

Aktivitet vode (eng. water activity, aw) predstavlja koli¢inu vode dostupne za metabolicke
reakcije unutar stanice. U svjezoj hrani aktivitet vode prelazi 0,99. Opcenito, Gram-
negativnim bakterijama je potrebna visa vrijednost aktiviteta vode za rast u odnosu na Gram-
pozitivne. Najniza vrijednost aktiviteta vode koja je potrebna bakterijama za rast 0,75
(halofilne bakterije), dok kserofilne plijesni i osmofilni kvasci mogu rasti na 0,65. Redukcija
vrijednosti aktiviteta vode, u odnosu na optimalnu vrijednost za rast mikroorganizama, dovodi

do odgadanja diobe stanica, ograni¢avanja brzine rasta, te smanjenja broja mikrobnih stanica

(6).

1.2.4 Ostali ¢imbenici rasta

Uz temperaturu, pH i aktivitet vode i drugi znacajno utjeCu na rast bakterija, primjerice
redoks potencijal (Eh), sustav pakiranja, struktura hrane, relativna vlaga i atmosferski sastav
zraka (4).



1.3 Sulfitreducirajuée Kklostridije

Clostridium spp. su anaerobne bakterije koje se najées¢e povezuju s hranom. Siroko su
rasprostranjene u tlu, mulju i prasini, ali i u probavnom sustavu ljudi i zivotinja. Pokazuju
veliku raznolikost u metabolickoj aktivnosti i nutritivnim zahtjevima. Kako su Klostridije
prili¢no heterogena skupina bakterija, nije dostupan medij koji bi poticao rast svih klostridija
te istovremeno zaustavljao rast cjelokupne kompetitivne flore. Veliki broj klostridija u
anaerobnim uvjetima reduciraju sulfit u sulfid uz pojavu crnih tockica Zeljeznog sulfida (7). U
skupinu sulfitreducirajucih klostridija spadaju bakterije C. perfringens i C. botulinum, koje su
jedan od najcescih uzrocnika bolesti prilikom konzumacije kontaminiranih namirnica. Ove
bakterije rastu u uvjetima bez prisutnosti Kkisika, a u nepovoljnim uvjetima stvaraju spore.

Sulfitreducirajuée klostridije ¢esto su povezane s fekalnom kontaminacijom hrane (8).

1.3.1 Clostridium perfringens

1.3.1.1 Opcenito o C. perfringens

Clostridium perfringens (Clostridium welchii) jos je od 1892. godine poznat uzro¢nik
plinske gangrene, ozbiljne infekcije rana, kada je prvi put opisan od strane americkog
bakteriologa Welch. lako su znanstvenici ve¢ 1895. i 1899. godine povezali C. perfringens s
epidemijom gastroenteritisa u bolnici St. Bartholomew u Londonu, tek je sredinom 1840-ih
godina utvrdeno da je C. perfringens uzroc¢nik trovanja hranom. Tada je povezan s
epidemijom koja se Sirila putem $kolskih obroka u Engleskoj 1943. godine, te kuhanih obroka
od piletine u SAD-u 1945. godine (9). Prema podacima EFSA-e (eng. European Food Safety
Authority), u Republici Hrvatskoj je posljednja epidemija trovanja hranom uzrokovana C.
perfringens zabiljeZzena 2018. godine, kada je oboljelo 40 osoba nakon konzumiranja pecenog
graha iz kantine na poslu (10). Prema podacima CDC (eng. Centers for Disease Control and
Prevention), epidemije se najcesce javljaju na mjestima na kojima se hrana posluzuje velikim
grupama ljudi, a obzirom na sezonalnost, uglavnhom se pojavljuje u studenom i prosincu za

vrijeme blagdana (11).



Clostridium perfringens je Gram-pozitivna, anaerobna bakterija koja tvori ovalne
subterminalne spore te se pod mikroskopom vidi u obliku stapica. C. perfringens se od vecine
drugih klostridija, razlikuje po tome $to su stapici relativno veliki (1x3-9 um), kapsulirani i
nepomicni. Unato¢ tome $to je katalaza—negativan anaerob, C. perfringens jo$ uvijek moze
rasti u prisustvu do 6% kisika, na temperaturama u rasponu od 12°C do 50°C (temperaturni
optimum je 43°C do 47°C). Vegetativne stanice ne pokazuju izraZzenu toleranciju na kiselinu
(optimalnim pH 6.0-7.5), minimalni aktivitet vode (aw) potreban za rast je 0.95-0.97 a
koncentracije soli ne smiju prelaziti vise od 6% (8). Vegetativne oblike ove bakterije ubija

temperatura od 59°C tijekom 8 min., a spore temperatura od 99°C tijekom 32 minute.

A
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Slika 1. Prikaz C. perfringens s ovalnim, subterminalnim sporama

(izvor: https://www.brainkart.com/article/General-Properties-of-Clostridia_18077/)

Virulencija C. perfringens uvelike ovisi o proizvodnji toksina, kojih prema podacima
iz literature ima 17 vrsta. Obzirom da pojedinacni izolati ove bakterije ne proizvode sve
toksine, C. perfringens se svrstava u jednu od pet vrsta (A-E). Tako C. perfringens Tip A
gotovo uvijek izlucuje toksin tipa A (12). lako su svi sojevi C. perfringens patogeni, samo

sojevi Tipa A i C su $tetni za ljude dok su Tip B, C, D i E zivotinjski patogeni (13).


https://www.brainkart.com/article/General-Properties-of-Clostridia_18077/

1.3.1.1.1 Stani¢ni ciklus C. perfringens

1.3.1.1.1.1 Vegetativan rast stanice

Najbolji medij za rast C. perfringens je hrana bogata aminokiselinama i vitaminima,
poput mesa i ribe. Usporedujuéi s ostalim mikroorganizmima, C. perfringens ima najbrzu
stopu rasta, uz generacijsko vrijeme od 6,3 minute u bujonu i 6,6 minuta u mesu, na
temperaturama izmedu 43-47°C. Prilikom pripreme gotove hrane mikroorganizmi se
podvrgavaju brojnim temperaturnim promjenama. U cilju inhibicije rasta mikroorganizama
hrana se uobic¢ajeno ¢uva u hladnim uvjetima ispod 7°C ili na temperaturama iznad 60°C.
Medutim, spore C. perfringens prezivljavaju temperature kuhanja. Kod ¢uvanja hrane na
nedovoljno visokim temperaturama riskira se da temperatura padne ispod 50°C, pri Cemu se
dogada klijanje (germinizacija) ove bakterije. Takoder, neadekvatno zagrijavanje i
skladiStenje na visokim temperaturama c¢e rezultirati povecanjem termo-rezistencije
vegetativnih stanica induciranjem sinteze proteina toplotnog Soka (14). Iako je drzanje hrane
na visokim temperaturama kriti¢na tocka, hladenje je isto tako vazno. Naknadno hladenje ili
zamrzavanje hrane reducira broj C. perfringens. Takoder, pH hrane ispod 5,0 i vrijednosti
aktiviteta ispod 0,94-0,96 inhibira rast ovog patogena.

1.3.1.1.2 Spore C. perfringens

Proces sporulacije podrazumijeva prijelaz iz metaboli¢ki aktivne vegetativne stanice u
metaboli¢ki inaktivnu, dehidratiziranu, vrlo otpornu sporu. Bakterijske spore omogucuju
prezivljavanje bakterija Cak i stotinama godina (15). Spore C. perfringens sastoje se od
nekoliko razli¢itih strukturnih slojeva, koji doprinose svojstvima rezistencije na ekstremne
uvijete. Za razliku od nekih drugih sporogenih mikroorganizama, C. perfringens ne posjeduje
egzospore pa se vanjski sloj sastoji od omotaca spore. Funkcija omotaa spore joS nije u
cijelosti proucena, ali se smatra da se sastoji od visSe od 50 razli¢itih proteina koji pruzaju
zaStitu od reaktivnih kemikalija 1 litickih enzima. Ispod omotaca spore, nalazi se vanjska
membrana koja ne sluzi kao zastita sporama ve¢ sudjeluje u formaciji spore. Korteks spore se
sastoji od peptidoglikana koji ¢ini vanjsku membranu i tako sudjeluje u dehidrataciji stanice
time povecavajudi rezistenciju na odredene kemikalije i okolis$ni stres. Unutarnja membrana je
vrlo kompaktna 1 sadrZi vrlo nepokretne lipide Sto rezultira niskom permeabilno§éu malih
molekula, kao $to su voda i kemikalije koje oStecuju DNA. Najdublji sloj jezgre spore sadrzi
DNA i RNA spore, te enzime (9).



1.0 pm

Slika 2. Ultrastruktura spore C. perfringens
(izvor: https://europepmec.org/article/MED/27337447)

Radi prezivljavanja nepovoljnih uvjeta, C. perfringens se podvrgava asimetri¢noj podjeli
citoplazmatske membrane. Sporulacija je genski kontrolirana i dolazi do odvajanja dva
odjeljka, (mali odjeljak—forespora i veliki odjeljak-mati¢na stanica) svaki s kompletnim
genomom. Nakon niza biokemijskih i morfoloskih promjena, forespora postaje zrela spora C.
perfringens i oslobada se u okoli$ nakon lize mati¢ne stanice. Sporulacija izravno doprinosi
patogenezi C. perfringens jer dovodi do sinteze C. perfringens enterotoksina (eng.

Clostridium perfringens enterotoxin, CPE) i ostecenja crijeva epitelnih stanica (16).


https://europepmc.org/article/MED/27337447

1.3.1.2 lzvori C. perfringens

C. perfringens ubikvitaran je mikroorganizam koji se moze naci u razli¢itim okruZenjima.
Dio je normalne flore gastrointestinalnog sustava i koze ljudi i zivotinja (17). Obzirom da C.
perfringens tvori spore koje Stite stanicu, moZe se naci i u tlu, prasini i zagadenoj vodi gdje
inace vladaju nepovoljni uvjeti za rast bakterija (18). U ljudski (ili zivotinjski) organizam
mogu se unijeti direktno putem zagadene hrane ili vode, ali mogu¢ je i prijenos putem
predmeta koji se koriste prilikom pripremanja hrane, a izvor zaraze moze biti i zaraZena
osoba. Endogena flora zdravih osoba sadrzi manje od 103-10° CFU/g C. perfringens bakterija

u fecesu, dok kod trovanja hranom njihov broj raste 10°-10° CFU/g (19).

C. perfringens se najcesce izolira iz mesnih proizvoda i to iz sirovog mesa (66% svjeze
svinjsko meso, 26% svjeze govede meso, 81% obradeno svinjsko meso, itd.) (13). Takoder,
veliki izvor C. perfringens predstavljaju razli¢iti zacini, od kojih je ¢ak 59% uzoraka

kontaminirano (20).



1.3.1.3 Patogeneza C. perfringens

1.3.1.3.1 Histotoksi¢ne infekcije

Klostridijalna mionekroza ili plinska gangrena je vrlo smrtonosna, nekrotizirajuc¢a infekcija
skeletnih miSi¢a i potkoznog tkiva, naj¢eS¢e uzrokovana C. perfringens tipom A (21).
Patogenezu plinske gangrene prvenstveno opisuje invazija rane zadobivene nakon traume ili
deoksigeniranog tkiva od strane C. perfringens (22). Plin koji C. perfringens stvara u
deoksigeniranoj rani (posebno uglji¢ni dioksid) lokalno se $iri duz fascijalnih pojasa pri cemu
ne dolazi do bakterijemije i zahvacanja zdravih tkiva pa time ne dolazi do ranog
prepoznavanja bolesti i eventualnog odstranjenja oStecenog tkiva. Bolest se razvija vrlo brzo,
nakon 5-48 sati te se u zaraZenoj rani stvaraju karakteristi¢cni mjehurié¢i plina. Stvoreni
eterotoksini (uglavnom fosfolipaze C i citolizini) mogu dovesti do poremecaja zgrusavanja
krvi te izazvati sistemsku toksemiju i Sok. Ucestalost plinske gangrene kod ljudi je niska, ali
smrtnost je i dalje relativno visoka. Uz pomo¢ brze dijagnoze i odgovarajuceg lijecenja
(kirurSka njega, lije¢enje antibioticima i hiperbari¢na terapija kisikom) smrtonosnost varira
izmedu 5% i 30%. Ukoliko se ne lijeci, bolest doseze 100%-tnu smrtonosnost. Ponekada je
potrebna i1 amputacija zahvacenog tkiva. Ucestalost plinske gangrene u Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama je oko 1.000 slucajeva godis$nje. No, taj broj je zasigurno veéi tijekom

prirodnih katastrofa kao $to su potresi (23).



1.3.1.3.2 Bolesti koje se prenose hranom

C. perfringens je uzro¢nik mnogih manjih epidemija koje se prenose hranom.
Trovanje C. perfringens tipom A uobi¢ajeno zapo€inje konzumiranjem hrane kontaminirane
velikim brojem vegetativnih stanica kromosomskog soja tipa A koji producira enterotoksin
(CPE). Infektivna doza je visa od 108-107cfu/g vegetativnih stanica C. perfringens. Veliki broj
vegetativnih stanica biva uniSten od strane Zeluc¢ane kiseline, no ako je stupanj kontaminacije
velik, stanice prezivljavaju i putuju u tanko crijevo. Nakon pocetnog rasta, te stanice C.
perfringens zatim prolaze in vivo sporulaciju. Tijekom in-vivo mnozenja u tankom crijevu,
CPE-pozitivan soj C. perfringens pocinje proizvoditi enterotoksin (CPE). CPE se ne izlucCuje
iz organizma ve¢ se akumulira u mati¢noj stanici. Nakon lize mati¢ne stanice radi oslobadanja
zrele endospore, CPE se pocinje luciti u crijevni lumen, brzo se veze za receptore na epitelnim

stanicama u crijevnoj sluznici i ostecuje ih (24).
Nacin djelovanja CPE:

1. CPE se veze za receptore enterotoksina klaudin, na apikalnoj povrSini epitelnih
stanica, tvorec¢i mali kompleks

2. mali se kompleks oligomerizira na povrsini stanice kako bi se stvorila prepora CH-1

3. formirana prepora se ugraduje u membranu i tvori aktivnu poru koja uzrokuje
promjene u permeabilnosti stanica za male molekule

4. kao rezultat, kalcij ulazi u stanicu i uzrokuje apoptozu (niske doze CPE) ili onkozu
(visoke doze CPE) (12).

Trovanje hranom s C. perfringens tip A je relativno blago a manifestira se kao proljev i
gréevi u trbuhu. Simptomi se obi¢no pojavljuju unutar 8-22 h od konzumacije kontaminirane
hrane i obi¢no spontano prolaze unutar 24 sata. ZabiljeZeni su i slucajevi kod kojih su
pacijenti imali slabe simptome koji su trajali do dva tjedna. Smrtni slucajevi nisu Cesti i
obi¢no se pojavljuju kod starijih i fizicki oslabljenih osoba zbog komplikacija dehidracije.
Bolesti C. perfringens tipa A ne mogu se §iriti s osobe na osobu zbog vrlo velike infektivne

doze. Lijecenje je simptomatsko, bez primjene antibiotika.
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C. perfringens takoder moze uzrokovati klostridijski nekrotizirajuci kolitis (Pigbel). To je
teSka, segmentalna upala jejunuma i ileuma s razli¢itim stupnjem nekroze, krvarenja pa cak 1
perforacije stjenke crijeva. Bolest uzrokuje klostridijski B—toksin, koji je vrlo osjetljiv na
proteolitiCke enzime, a inaktivira ga i obi¢no kuhanje. Uglavnom zahvaca osobe s rizi¢nim
¢imbenicima, kao $to je prehrana u kojoj postoji nedostatak bjelancevina (nedovoljna sinteza
enzima proteaza), dijeta koja sadrzi inhibitore tripsina (slatki krumpir), losa higijena prehrane,
itd. Ova vrsta kolitisa je vrlo rijetka i slucajevi su zabiljezeni uglavnom na nekim podru¢jima
Nove Gvineje, Afrike, srediSnje i juzne Amerike te Azije. TezZina bolesti varira od blagog
proljeva do jakih bolova u trbuhu, povracanja, krvavim stolicama, te ponekada i smrti. Lijeci

se antibioticima (penicilin G ili metronidazol) (24).

1.3.1.4 Prevencijai lijeCenje

Prevencija trovanja hranom uzrokovanim C. perfringens, ukljucuje brzo hladenje hrane ili
temeljitog zagrijavanja ostataka hrane (kako bi temperatura unutar hrane bila oko 75°C) prije
posluzivanja. Da bi se olakSalo brzo hladenje, hranu treba distribuirati u malim porcijama, te u
plitkim spremnicima. U velikim kuhinjama vazno je maksimalno smanjivati period izmedu
pripreme i posluzivanja hrane (25). Takoder je bitno da hladnjaci postizu temperaturu ispod
6°C (12). Vrlo je vazno voditi racuna o dezinfekciji i higijeni ruku, povrsina na kojima se

priprema hrana te pribora koji se koriste prilikom pripreme hrane.
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1.3.2 Clostridium botulinum

1.3.2.1 Opcenito o C. botulinum

Clostridium botulinum je Gram-pozitivna bakterija koja se pod mikroskopom vidi u
obliku $tapica, a veli¢ine je 2-10 um. Pokretna je s peritrihijalnom flagelom. C. botulinum je
obligatni anaerob i formira centralne ili subterminalne spore (9). Takoder stvara botulinum
30-100 ng (26). Zbog svoje iznimno niske letalne doze, lakog transporta i rukovanja,

botulinum toksin potencijalno bi mogao sluziti i kao oruzje za bioterorizam.

Prema razlikama u biokemijskoj aktivnosti, C. botulinum moze se podijeliti u cetiri

podskupine:

1. Skupina I-proteoliticka, raste na temperaturama izmedu 10-45°C i proizvodi toksine
tipaA,BiF

2. Skupina ll-neproteoliticka, psihotrofna skupina, (raste na temperaturama izmedu 3-
45°C) i proizvodi toksine tipa B, E i F

3. Skupina Ill-neproteoliticka, proizvode toksine tipa C i D

4. Skupina IV-slabi proteolitici i proizvode samo toksin tipa G (27).
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Botulizam je prvi put opisan ve¢ 1793. godine u Njemackoj (Wildbadu, Wurttemburg)
kada je trinaest ljudi oboljelo nakon konzumacije kobasica proizvedenih pakiranjem krvi i
ostalih sastojaka u svinjski zeludac. Kobasice su bile kuhane i dimljene, nakon cega se
smatralo da su pogodne za konzumaciju. Od zarazenih osoba, kod njih Sest je infekcija
zavrsila smrtnim ishodom. Zbog ozbiljnosti simptoma kao Sto je paraliza i visoke stope
smrtnosti (oko 60%), bolest je izazvala veliku zabrinutost. To je potaknulo njemackog
lije¢nika Justiniusa Kernera na istrazivanje bolesti koje je tada nazvano botulizam (latinski
botulus—kobasica). Kerner je otkrio da je preduvjet nastanka toksi¢nih uc¢inaka postupak
zagrijavanja, te da su male kobasice i one koje sadrze odredenu koncentraciju Kisika manje
rizine za konzumaciju. Tek 1897. godine uspijeva se s izolacijom ovog mikroorganizma.
Profesor bakteriologije Emile Pierre van Ermengema opisuje C botulinum nakon izbijanja
epidemije botulizma kod 34 ¢lanova glazbenog kluba u Belgiji. Nakon konzumiranja sirove,
nedimljene Sunke, 23 ¢lanova grupe se razboljelo, a tri osobe su preminule (9). Bakteriolog
Van Ermengem tada prepoznaje da uzrok bolesti nisu same bakterije, ve¢ botulinum toksin
(28). Prema podacima EFSA-e u Republici Hrvatskoj su 2015. godine zabiljeZzene dvije
epidemije trovanja hranom uzrokovane C. botulinum. Pet osoba je obolilo nakon
konzumiranja mesa i mesnih proizvoda prilikom kuhanja u vlastitim kuhinja. Od toga je jedna
osoba bila hospitalizirana (29). C. botulinum je saprofit u tlu, povréu, morskom blatu i
zivotinjskom gnojivu. Neinvazivna je bakterija pa se patogeneza veze za produkciju snaznog
neurotoksina, botulinum toksina (BoNT). Postoji 8 seroloskih tipova botulinum toksina (A, B,
C1,C2,D,E, FiG),asamo A, B i E uzrokuju botulizam kod ljudi (30). Ovi neurotoksini su
gradeni od polipeptidnih lanaca s molekularnom masom od oko 150 kDa i relativno su
neaktivni. Lanac polipeptida ¢ini teski (H) lanac i laki (L) lanac, a medusobno su povezani
disulfidnom vezom. Svi navedeni serotipovi blokiraju oslobadanje acetilkolina, glavnog

neurotransmitera, 1 tako ometaju prijenos impulsa duz motorickih neurona.
Botulinum toksini djeluju na Cetiri razli¢ita mjesta u tijelu, na:

= neuromuskularnom spoju,
= autonomnim ganglijima,
= postganglijskim parasimpatickim ziv€anim zavrSetcima,

= postganglijskim simpati¢kim zivéanim zavr$etcima.
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Poznato je pet vrsta botulizma:

1.

Botulizam dojencadi dogada se nakon kolonizacije C. botulinum u crijevima. Spore
rastu i proizvode botulinum toksin koji uzrokuje progresivnu paralizu. Spore se
najc¢esce nalaze u medu stoga se ne preporuca roditeljima davanje meda djeci mladoj
od 12 mjeseci (botulizam dojencadi).

Botulizam rana dogada se nakon ulaska spora bakterija u ranu i lucenja toksina.
Najcesce se dogada nakon odredenih traumatskih ozljeda kao Sto su motociklisticke
nesrece ili nakon operacije. Postoje slucajevi zaraze i nakon uzimanja ilegalnih droga,
poput heroina, injektiranjem ispod koze ili u misi¢.

Botulizam koji se prenosi hranom pojavljuje se nakon konzumiranja hrane koja je
kontaminirana botulinum toksinom. Namirnice koje su nepravilno konzervirane ili
fermentirane predstavljaju uobicajeni izvor botulizma.

Jatrogeni botulizam pojavljuje se nakon ubrizgavanja prevelikih koli¢ina botulinum
toksina tokom kozmetickog postupka uklanjanja bora (botoks) ili u lijeCenju nekih
neuromuskularnih poremecaja.

Crijevna toksemija kod odraslih je vrlo rijetka vrsta botulizma koja se dogada nakon
ulaska spora bakterija u crijeva odrasle osobe gdje luc¢e botulinum toksin (sli¢no i kao
botulizam dojencadi). JoS nije sasvim poznato S$to uzrokuje ovu bolest ali smatra se da

obolijevaju osobe s ozbiljnim zdravstvenim problemima crijeva (31).
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1.3.2.2 lzvori C. botulinum

Hrana koja je najceS¢e povezana kao izvor infekcije je med, domaca konzervirana hrana
(Sparoge, mahune, kukuruz), fermentirana riba, sirova i gotova jela koji se Cuvaju u
anaerobnim uvjetima (modificirana atmosfera, vakuum) i slicno. Kod djecjeg botulizma
najéeséi izvori su tlo, voda iz cisterni, prasina i med. Sve vrste hrane koje su pogodne za
razmnozavanje C. botulinum i produkciju botulinum toksina, a koje se termicki neadekvatno
obrade na nacin koji ne uniStava spore i ne inaktivira neurotoksin, mogu izazvati botulizam.
Genaralno, sve vrste hrane s pH>4.6, u kojoj vladaju anaerobni uvjeti, mogu biti medij za

razvoj C. botulinum.

Botulinim toksin dokazan je u razli¢itim vrstama namirnica: konzerviranim usoljenim
paprikama, mahunama, juhama, cikli, Sparogama, zrelim maslinama, Spinatu, tuni, pileCem
mesu, pile¢oj jetri, jetrenoj pasteti, mesu, Sunki, kobasicama, punjenim patlidzanima,

jastozima, dimljenoj i usoljenoj ribi (25).
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1.3.2.3 Patogeneza C. botulinum

Nakon unosa (ingestije hranom, inhalacije ili preko rana), botulinum toksin se krvlju
prenosi do perifernih kolinergi¢nih ziv€anih zavrSetaka. Teski (H) lanac toksina veze se
selektivno i ireverzibilno na receptore visokog afiniteta na presinaptickoj povrSini
kolinergickih neurona. Takav kompleks toksina i receptora ulazi u stanicu procesom
endocitoze. Cijepanjem disulfidne veze izmedu dva lanca, toksin odlazi u citoplazmu. Dolazi
do interakcije lakog (L) lanca s razli¢itim proteinima na ziv€anim zavrSecima kako bi se
onemogucilo spajanje vezikula acetilkolina sa stani¢cnom membranom. To rezultira paralizom
poprecno-prugastog misi¢ja zbog inhibicije prijenosa Ziv€anih impulsa. Ucinak je
najintenzivniji Cetiri do sedam dana nakon infekcije, a traje gotovo 8-12 tjedana. Simptomi se
najcesce opazaju 12-36 sati nakon konzumacije 1 ukljucuju poremecaje vida, opustanje
kapaka, poteskoce gutanja, slabost miSi¢a i1 nerazgovijetan govor. U teSkim slucajevima
blokiraju se ziv¢ani impulsi u glatkom misi¢ju disnog sustava i u srcu $to dovodi do smrti
(32).

A) Normalno oslobadanije B) Utjecaj botulinum toksina na
neurotransmitora oslobadanije neurotransmitora
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Slika 3. Mehanizam djelovanja botulinum toksina na oslobadanje acetilkolina

(izvor: https://repozitorij.pharma.unizg.hr/islandora/object/pharma:938)
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1.3.2.4 Prevencijai lijecenje

Za lijeenje botulizma uobicajeno se koristi lijek zvan antitoksin. Antitoksinom se ne
lije¢i nastala Steta koju je toksin botulizma napravio, ve¢ sprjeava daljnji uzrok Stete. Ovisno
o stupnju jadine simptoma, osobe s blazim simptomima moraju u bolnici provesti nekoliko
tjedana pa ¢ak i mjeseci. U slucaju tezih sSimptoma, pacijenti s problemom disanja prikljucuju
se na aparat za disanje sve do ponovne moguénosti samostalnog disanja. Osobe s botulizmom

rana ponekad trebaju operaciju radi odstranjenja izvora bakterija te terapiju antibioticima (33).
Prevencija botulizma podrazumijeva nekoliko koraka:

» prilikom konzumiranja domace konzervirane hrane niske kiselosti hranu treba
zagrijavati na toplini od najmanje 80°C/30 min ili 90°C/10 min

= postizanje pH ispod 5,0, aktiviteta vode ispod 0,97 i niska razinu soli u hrani od 3,5%

= uporaba konzervansa — nitritne soli (koncentracija >2%) (30)

= limenke s vidljivim oSte¢enjima poklopca (ispupcenje, propustanje) ili neobi¢nim
mirisom ne smiju se konzumirati

= inspekcija konzerviranih prehrambenih proizvoda (proizvedenih komercijalno ili kod
kuce)

» tijekom skladistenja odrzavanje primjerene temperature — vru¢a hrana na temperaturi
iznad 57°C, hladna na temperaturi ispod 5°C, u cilju sprje¢avanja klijanja spora i
proizvodnje toksina

= pravilna higijena ruku, kuhinjskih povrsina, pribora koje dolaze u doticaj s hranom
(34).
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1.4 Zakonska regulativa Republike Hrvatske

Temeljni zakon Republike Hrvatske koji se odnosi na hranu je Zakon o hrani (NN 81/13,
14/14, 30/15, 115/18). Ovim Zakonom propisuju se odredbe na nacionalnoj razini kojima se
ureduju nadleznosti za uspostavu i provedbu politike sigurnosti hrane, nadleznosti u podrucju
analize rizika, opéa pravila sustava brzog uzbunjivanja, opéa pravila upravljanja krizom u
podrucju sigurnosti hrane 1 hrane za Zzivotinje, uspostava i koordinacija mreze institucija,
davanje znanstvenog i stru¢nog miSljenja i nacionalne mjere potrebne za provedbu politike

sigurnosti hrane.

U ozujku 2011. godine, Ministarstvo poljoprivrede, ribarstva i ruralnog razvoja je,
temeljem Zakona o hrani, donijelo Vodi¢ za mikrobioloske kriterije za hranu. Ovim Vodi¢em
se utvrduju mikrobioloski Kriteriji za odredene mikroorganizme te pravila kojih se subjekt u
poslovanju s hranom (SPH) mora pridrzavati pri provodenju op¢ih i posebnih zahtjeva koji se

odnose na higijenu u skladu s propisima navedenih u Glavi II. Vodica.

Zakonom o hrani u potpunosti je osigurana provedba Uredbe (EZ-a) 2073/2005 od 15.
studenoga 2005. o mikrobioloskim kriterijima za hranu. Ovom se Uredbom utvrduju
mikrobioloski kriteriji za odredene mikroorganizme i pravila kojih se subjekti u poslovanju s
hranom moraju pridrzavati pri provodenju opc¢ih 1 posebnih higijenskih mjera u

zakonodavstvu Zajednice.

Zakon o hrani navodi kako SPH mora osigurati da hrana udovoljava zahtjevima o
hrani u svim fazama proizvodnje, prerade i distribucije. Temeljem Zakona, SPH je duzan
uspostaviti, provoditi i odrzavati trajni postupak samokontrole temeljen na sustavu analize
opasnosti i kriti¢nih kontrolnih to¢aka HACCP-a (eng. Hazard Analysis and Critical Control
Points). HACCP omogucava prepoznavanje i kontrolu mikrobioloskih, kemijskih i fizikalnih

¢imbenika, koji mogu biti Stetni za zdravlje ljudi.

Vodi¢ daje pregled mikrobioloskih zahtjeva kao i preporuke u odnosu na ispitivanje
alternativnih mikroorganizama u procesu proizvodnje hrane. Reference iz Glave 2. Priloga 1.
Vodi¢a za mikrobioloske kriterije za hranu pomazu SPH u odvajanju zdravstveno ispravnih
od zdravstveno neispravnih uzorka, te u obavljanju provjere ucinkovitosti sustava

samokontrole kao temelja za osiguranje zdravstvene ispravnosti hrane.
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U Glavi 3. Vodic¢a obavezni i preporuc¢eni mikroorganizmi, koji SPH mora uvesti u
poslovanje s hranom, upisani su u tablice. Tablice sadrze informacije o vrsti hrane, kriterije
koje hrana mora udovoljavati, te poveznice sa Uredbom (EZ-a) 2073/2005 u slucaju ako za
odredenu vrstu hrane postoje propisani i obavezni kriteriji kojima mora zadovoljiti. Kriteriji
sigurnosti hrane i njihove grani¢ne vrijednosti navedeni u Prilogu 1. Uredbe (EZ-a) 2073/2005

odnose se na hranu od faze otpreme iz objekta sve do isteka roka trajanja (35).

U tablici 1. prikazani su kriteriji za ocjenjivanje zdravstvene ispravnosti odredenih
vrsta hrane na sulfidreducirajuce klostridije. Zdravstveno ispravna hrana je prihvatljiva za
konzumaciju i ne sadrzi Stetne mikroorganizme (njihove metabolite i toksine) u koli¢inama
koja bi akutno ili kroni¢no ugrozile zdravlje ljudi. Zdravstveno neispravna hrana, to jest hrana
koja ne odgovara kriterijima u tablici, ne smije se stavljati na trziSte. U slucaju da je analizom

dokazana zdravstvena neispravnost uzorka, hrana se mora opozvati ili povu¢i s trzista.

Tablica 1. Kriteriji za ocjenjivanje zdravstvene ispravnosti odredenih vrsta hrane vezano uz
sulfitreducirajuce klostridije

KATEGORIJA HRANE . Kriteriji M
Gotova jela 10 100
Led / O0u50mL
Zacini 100 1000
Tvrdi sirevi 1 10
Med / 10
Trajne kobasice 10 100
Porcionirano meso i meso u malim komadima 100 1000
Dimljena i suSena riba 10 100
Suseno i kandirano voce, sjemenke 10 100
Polutvrdi sir 10 100
Svjeze rezano povrée 10 100
Svjeza i smrznuta riba 100 1000
Soljena riba 10 100
Polutrajne kobasice 10 100
Meso peradi 10 100
Aditivi, bjelan¢evinasti proizvodi 100 1000

m= granic¢na vrijednost ispod koje se svi rezultati smatraju zadovoljavaju¢im

M= grani¢na dopustena vrijednost iznad koje se rezultati smatraju ne zadovoljavaju¢im. Ukoliko
samo jedan rezultat nadilazi tu vrijednost (prilikom ispitivanja veceg broja jedinica uzorka), uzorak
je nezadovoljavajuci.
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2 CILJISTRAZIVANIJA

Cilj ovog istrazivanja bio je analiza rezultata mikrobioloskog ispitivanja gotove hrane
prikupljene u restoranima te drugim ugostiteljskim 1 javnim objektima na podrucju
Primorsko-goranske Zzupanije u razdoblju od 2015. do 2020. godine. Utvrden je udio uzoraka
pozitivnih na sulfitreducirajuce klostridije u gotovoj hrani te u ostalim vrstama hrane. Ispitana
je godis$nja i mjesecna distribucija broja ispitanih uzoraka te udjela SRK pozitivnih uzoraka u
istrazivanom razdoblju. IzvrSena je korelacijska analiza rezultata ispitivanja na SRK i ostalih

ispitanih mikrobioloskih pokazatelja.

Dodatni cilj je bio istraziti potencijalne uzroke kontaminacije gotove hrane

sulfitreduciraju¢im klostridijama te predloziti moguce preventivne mjere.
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3 MATERIUALI | METODE

3.1 Svrhai podrudje primjene

Analizirani su rezultati mikrobioloskog ispitivanja 7710 uzoraka hrane u kojima je
ispitan pokazatelj sulfitreducirajuce klostridije, prikupljenim na podru¢ju Primorsko-goranske
zupanije. Uzorci su skupljeni i obradeni u razdoblju od 2015. do 2020. godine. Uzorkovanje i
ispitivanje uzoraka je provedeno od strane djelatnika Nastavnog zavoda za javno zdravstvo
Primorskogoranske zupanije, Zdravstveno-ekoloski odjel (Odsjek za mikrobiologiju okolisa) |

Epidemioloski odjel.

Osim odredivanja broja sulfit-reduciraju¢ih klostridija (SRK) u uzorcima gotove
hrane, ispitani su i slijede¢i mikrobioloski parametri: Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, enterobakterije te ukupan broj aerobnih mezofilnih
bakterija (UBB).

3.2 Uzimanje uzoraka

Uzorci hrane uzimali su se u sterilne staklene boce s priborom za uzorkovanje, uz
pazljivo rukovanje kako bi se sprijecilo svako naknadno oneciS€enje, kvarenje 1 oStecenje
hrane. Takoder, prilikom uzimanja uzoraka koristila se odgovarajuca zastitna odje¢a (Sto su
pokrivala za glavu i zaStitna obuca). Pri uzorkovanju moraju se uvazavati nacela dobre
higijenske prakse $to ukljucuje pranje i dezinfekciju ruku, te moguée dodatne odredbe koje
vrijede za objekt iz kojeg se uzima uzorak. Uzet uzorak za analizu mora biti reprezentativan,
odnosno najvec¢oj mogucoj mjeri odrazavati sastav cijelog lota ili serije proizvoda iz kojeg je
uzet. Broj elementarnih jedinica uzoraka koji uzorkova¢ mora uzeti propisan je Pravilnikom o
mikrobioloskim kriterijima za hranu (NN 74/2008) i Pravilnikom o ucestalosti uzorkovanja
trupova, mljevenog mesa i mesnih pripravaka te uvjetima i nacinu smanjenja broja
elementarnih jedinica uzorka u objektima manjeg kapaciteta proizvodnje (NN 30/2010).
Takoder, potrebno je voditi rauna 1 o koli€ini uzetog uzorka. Preporucena minimalna
koli¢ina uzorka (jedna elementarna jedinica uzorka) za mikrobiolosko ispitivanje je 500 g ili
mL ili jedini¢no pakiranje. U slucaju da nije moguée uzorkovati tu koli¢inu, uzorkovac se
savjetuje s laboratorijem o koli¢ini uzorka koji ¢e biti dostatan za odredeno mikrobiolosko

ispitivanje (35).
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3.3 Transport uzoraka

Rezultati ispitivanja uvelike ovise 0 nacinu transporta i pohrane. U postupku
uzorkovanja obavezno je zabiljeziti vrijeme uzimanja uzorka, vrijeme dostave uzorka u
laboratorij te vrijeme pocetka ispitivanja. Dozvoljeno vrijeme od trenutka uzimanja uzoraka
do pocetka ispitivanja, za razli¢itu je hranu navedeno u normi HRN ISO 7218/Amd 1:2004.
Uzorak se mora transportirati u temperaturnim uvjetima koji ne dovode do mikrobioloskih
promjena uzorka. Hladene uzorke je tijekom transporta potrebno pohranjivati na to¢no
odredenoj temperaturi, navedenoj na originalnoj ambalazi hrane, a smrznute uzorke pri
temperaturi 1 u uvjetima koji sprecavaju otapanje. Analiza se, u pravilu, mora obaviti unutar
24 sata (35).

3.4 Horizontalna metoda za brojenje sulfitreducirajucih bakterija u
anaerobnim uvjetima HRN ISO 15213:2004

Svrha:

Navedeni postupak definira na¢in provodenja metode za brojenje sulfitreducirajucih bakterija

u anaerobnim uvjetima prema normi HRN 1SO 15213:2004.

Podrudje primjene:

Metodom se odreduje broj uzgojenih sulfitreducirajucih bakterija u uzorcima hrane.
Postupak:
Reagensi:

= ¢vrsti agar — Iron sulfite agar
= neselektivni bujon — Saline peptone diluent

= radna uputa za pripremu podloge (RU 89-200)
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Slika 4. Cvrsti agar (Iron sulfite agar)
(izvor: https://www.food-safety.com/articles/3464-iron-sulphite-agar-facilitates-detecting-
anaerobes-in-canned-foods)

Prema uputama proizvodaca, reagensi se cuvaju u hladnjaku na temperaturi od +2°C do +8°C.

Potrebno je provodenje kontrole temperature uz pomo¢ kontrolnih temperaturnih listi.

Aparatura i pribor:

= elektronicka vaga

= sterilne vrecice za homogenizaciju
= sterilne graduirane pipete (1,5 mL)
* epruvete

= biokabinet

= homogenizator

= termostat (37°C+1)

= vodena kupelj za odrzavanje temperature od 44°C do 47°C
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Slika 5. Elektronic¢ka vaga
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Slika 6. Sterilne vrec¢ice za homogenizaciju
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Slika 7. Homogenizator

Slika 8. Vodena kupelj
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Referentni etaloni:

utezi za vagu, 100 i 200 g

termometri

Provedba postupka:

Zaprimljeni uzorak obraduje se odmah.

1.
2.
3.

10.
11.

12.

13.

vaganje 25 g uzorka i dodavanje 255 mL bujona

homogenizacija - da bi se postigla ravnomjerna raspodjela mikroorganizama

prijenos uzorka pipetom u epruvetu - ispitivani volumen uzorka ili razrjedenja od 1
mL

grijanje na 80°C kroz 5 minuta - eliminacija vegetativnih oblika bakterija

dodavanje po 1 mL uzorka (ukoliko je teku¢i) ili po 1 mL prvog razrjedenja (drugi
uzorci) u druge dvije epruvete

dodavanje 1 mL slijede¢eg razrjedenja u druge dvije epruvete - ako je uzorak tekuci
dodaje se 10! razrjedenja, ukoliko nije onda 1072

dodavanje 15 mL otopljenog Iron sulfite agara u epruvetu — mora biti ohladen na 44°C
- 47°C. Vrijeme proteklo izmedu dodavanja uzorka 1 rastopljenog agara ne smije biti
vece od 15 minuta

dolijevanje jos 2-3 mL agara u epruvete — nakon ucvrséenja agara

inkubacija uzorka — na 37+1°C tijekom 24-48 sati

brojanje poraslih kolonija crne boje s moguéno$¢u formiranja crne zone

brojanje kolonija u epruvetama u kojima je poraslo manje od 150 tipi¢nih 1 manje od
300 ukupnih kolonija

odabiranje pet tipi¢nih kolonija i slanje na potvrdne testove — respiratorni test i spore-
formirajudi test

izrazavanje rezultata — broj cfu u 1g/L ili ml/L

Respiratorni test — prenese se kolonija na krvni agar i inkubira aerobno pri 37°C kroz 24 sata.

Ne biljezi se porast ako su bakterije anaerobne.

Spore formirajuci test: mikroskopiranje kolonija da bi se vidjelo ako je formirana spora.
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Interpretacija rezultata ispitivanja

Rezultat se izrazava brojcano u 1g ili mL uzorka (cfu/g ili cfu/mL)
Formula za izracun:

yC
N_Vxl,lxd

= 3'C — broj izbrojenih kolonija na plo¢ama
= V —volumen inokuluma na svakoj plo¢i, u mL

» d - faktor razrjedenja koji odgovara prvom odabranom razrjedenju
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Dijagram tijeka:

25 g uzorka + 225 mL bujona

homogenizacija

priprema razrjedenja

:

prijenos 1 mL odgovarajuceg razrjedenja u epruvetu i
grijanje pri 80°C kroz 5 minuta

v

dolijevanje 15 — 20 mL Iron sulfite agara
Kada ucvrsne, dodavanje jos 2 — 3 mL agara

v

inkubacija pri temperaturi od 37+1°C, 24 — 48 sati

v

brojanje svih poraslih, crnih kolonija
respiratorni i spore formirajuci test

v

upis rezultata u laboratorijski dnevnik
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Kontrola kvalitete rezultata ispitivanja:

Unutarnja kontrola

Unutarnja kontrola kvalitete obavlja se radi kontinuirane procjene tocnosti dobivenih
rezultata prema normi HRN EN ISO 7218:2008/A1:2013. Izra¢unava se interval unutar kojeg
bi se rezultati morali nalaziti. Unutarnja kontrola se provodi jedanput mjese¢no za svaki

mikrobioloski parametar te se rezultati upisuju u prikladni obrazac.

Vanjska kontrola

Vanjska kontrola kvalitete rezultata ispitivanja provodi se medulaboratorijskim
ispitivanjima, prema procjeni rizika zapisanoj u radnoj uputi. Dobiveni rezultati dostavljaju se
organizatorima medulaboratorijskih ispitivanja koji publiciraju IzvjeStaje s analizom rezultata

(36).
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4 REZULTATI

4.1 Deskriptivna statistika

U razdoblju od 2015. do 2020. godine sveukupno je analizirano 7710 uzoraka hrane
uzetih na podru¢ju Primorsko-goranske Zupanije U kojima je ispitan pokazatel]
sulfitreducirajuée klostridije. Na slici 10. prikazan je udio zdravstveno ispravnih i zdravstveno
neispravnih uzoraka hrane. Od ukupnog broja ispitanih uzoraka, zabiljezeno je 7602 (oko

99%) zdravstveno ispravnih te 108 (oko 1%) zdravstveno neispravnih uzorka.

SRK ispod
kriterija
N=68

39 %

SRK NEGATIVNI
N = 7602
98,6 %

SRK
« POZITIVNI
N=176
1.4% SRK iznad
kriterija
N =108
61%

Slika 9. Prikaz udjela pozitivnih uzoraka koji su bili ispod i iznad maksimalno dozvoljenih
koncentracija (MDK), u razdoblju istrazivanja 2015.-2020.

Slika 9. prikazuje udio SRK pozitivnih i negativnih uzoraka hrane. U petogodi$njem
vremenskom intervalu u 176 (1,4%) uzoraka utvrdeno je prisustvo sulfitreducirajucih
klostridija. Od ukupnog broja pozitivnih uzoraka (N=176), kod 68 uzoraka (39%) dobivene
vrijednosti SRK bili je ispod vrijednosti maksimalno dopustenih koncentracija (MDK) za
odredenu kategoriju hrane, a 108 uzoraka (61%) iznad MDK. Prema tome, udio zdravstveno
neispravnih uzoraka hrane zbog nesukladnosti s kriterijem za sulfitreducirajuce klostridije
iznosio je 1,4% (108/7602) sto se prikazuje na Slici 10.
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m zdravstveno ispravni
m zdravstveno neispravni

Slika 10. Prikaz udjela zdravstveno neispravnih i zdravstveno ispravnih uzoraka, u razdoblju
istrazivanja 2015.-2020.

Promatraju¢i distribuciju broja ispitanih uzoraka po godinama u istraZzivanom
razdoblju (2015.-2020.) na slici 11. se moze uociti da je u 2018. godini (N=1418) i 2019.

godini (N=1475) analiziran najveci broj uzoraka hrane, a u 2015. najmanji (1007).

1600
1400y =89543x +9716 g

.....

1000
o
800

Broj uzoraka

H
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O O O O o

2015 2016 2017 2018 2019 2020
Godine

Slika 11. Prikaz broja analiziranih uzoraka po godinama
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Udio pozitivnih i negativnih uzorka po godinama prikazan je na slici 12. lako je 2019.
godine ispitan najveci broj uzoraka hrane (Slika 11.), najvisi udio pozitivnih uzoraka (2,3%)
utvrden je 2017. godine. U 2016. godini udio pozitivnih uzoraka bio je najnizi (0,4%).

® Negativni ® Pozitivni

100,0
99,0
98,0
97,0

96,0
2015 2016 2017 2018 2019 2020
Godine

Udio (%) pozitivnih/negativnih
uzoraka

Slika 12. Graficki prikaz udjela pozitivnih/negativnih uzoraka po godinama
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Mjese¢na distribucija broja ispitanih i udjela pozitivnih uzorka hrane na
sulfitreducirajuée klostridije prikazana je na slici 13. Tijekom petogodi$njeg razdoblja, u
srpnju je analiziran najveéi broj uzoraka (N=893). Najvisi udio pozitivnih uzoraka po
mjesecima, 2,8% zabiljeZen je u rujnu (N=24/845). Mjesec u kojem je analizirano najmaniji
broj uzoraka (N=175) i dobiven najnizi udio pozitivnih uzoraka (0,6%) je sijecan;.

3,0
2,5
2,0
15
1,0
0,5
0,0

2,8

0,5

Udio (%) pozitivnih uzoraka

&£ ‘v&@@@@(\) &
> & PO & NS %@b &

Mjesec

Slika 13. Prikaz udjela pozitivnih uzoraka na sulfitreducirajuce klostridije (SRK) po

mjesecima, u razdoblju istrazivanja 2015.-2020.
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Od 108 uzoraka hrane kod kojih je broj SRK bio iznad grani¢ne vrijednosti za
pripadajuéu kategoriju hrane, 50% uzoraka (N=54) se je odnosilo na gotova jela (Slika 14.).

Medutim, i ostale vrste namirnica, poput leda, zac¢ina, tvrdih sireva i trajnih suhomesnatih

proizvoda su, takoder, pokazivale visi postotak pozitivnih uzoraka.

Gotovo jelo

Led

Zacini

Tvrdi sirevi

Me

Trajni suhomesnati proizvod
Porcionirano meso i meso u malim komadima
Dimljena i susena riba

Suseno i kandirano voce, sjemenke
Polutvrdi sir

Svjeze rezano povrée

Svjeza i smrznuta riba

Soljena riba

Polutrajne kobasice

Meso peradi

Aditivi, bjelancevinasti proizvodi

o

" 4
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Broj pozitivnih uzoraka (%)

Slika 14. Broj pozitivnih uzoraka na sulfitreducirajuce klostridije (SRK) prema vrsti hrane, u

razdoblju istrazivanja 2015.-2020.
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Obzirom na vrstu objekta u kojem je uzorkovanje provedeno, utvrdeno je da je
najve¢i udio (27,8%) pozitivnih uzoraka gotove hrane na sulfitreducirajuce klostridije
uzorkovan u restoranima (N=15/54). Povec¢an udio pozitivnih uzoraka, takoder, uocen je u

uzorcima gotove hrane uzete u hotelima, dje¢jim vrti¢ima i $kolama.

Restoran e 15
Hotel e
Djecji vrti¢ [N 7
Skola [N 5
Market N 4
Proizvodnja N 3
Fast food N 3
Djecji dom/odmaraliste [N 2
Studentski dom B 1
Slasticarna [ 1
Ribarnica 1 1
Pucka kuhinja [ 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Broj pozitivnih uzoraka po tipu objekta (%)

Slika 15. Broj pozitivnih uzoraka na sulfitreducirajuce klostridije (SRK) prema vrsti objekta

iz kojih je uzorak uzet, u razdoblju istrazivanja 2015.-2020.
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4.2 Korelacijska analiza

Mjera povezanosti izmedu broja SRK i drugih analiziranih mikrobioloskih pokazatelja

prikazana je pomoc¢u Spearmanov-0g korelacijskog koeficijenta u Tablici 2. Korelacijska

analiza provedena je na 7710 uzoraka hrane u kojima je ispitan pokazatelj sulfitreducirajuce

klostridije, u petogodisnjem vremenskom intervalu. Statisti¢ki znac¢ajna korelacija (p<0.05)

oznacena je podebljanim slovima.

Rezultati prikazani u tablici 2. ukazuju na znacajnu korelaciju (p<0,05) izmedu SRK i

svih ostalih ispitanih mikrobioloskih parametara. Najjata pozitivna korelacija uocena je

izmedu SRK i enterobakterija (rs=0,24) a najslabija pozitivna korelacija izmedu SRK i

Eschericha coli (rs=0,11).

Tablica 2. Spearmanov korelacijski koeficijent izmedu ispitanih pokazatelja

Broj uzoraka | Spearman R | p-vrijednost*
SRK & UBB 7113 0,172589 0,000
SRK & EC 1337 0,110692 0,000
SRK & PA 1043 0,160573 0,000
SRK & SA 6178 0,151031 0,000
SRK & ENTER 6349 0,239381 0,000

SRK — Sulfitreducirajuée klostridije
EC — Escherichia coli

PA — Pseudomonas aeruginosa

SA - Staphylococcus aureus
ENTER — enterobakterije

*StatistiCki znacajna korelacija (p<0.05) oznacena je podebljanim slovima
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5 RASPRAVA

U razdoblju istrazivanja od 2015.-2020. godine sveukupno je ispitano 7710 uzoraka
hrane s podruc¢ja Primorsko-goranske Zzupanije, U kojima je ispitan pokazatel]
sulfitreducirajuce klostridije. Udio uzoraka sulfitreduciraju¢ih klostridija, ¢ije su vrijednosti
bile iznad maksimalno dopustenih granica (MDK) propisanih Pravilnikom o mikrobioloskim
kriterijima za hranu (NN 74/08, 156/08, 89/10), iznosio je oko 1,4% (108/7710).

Iako su sulfitreducirajuce klostridije vrlo otporne bakterije na ekstremne uvjete kao Sto
su visoke temperature, pH, aktivitet vode i koncentracije soli, izolirane su u vrlo malom
udjelu uzoraka u petogodi$njem vremenskom razdoblju. U istrazivanju o prisutnosti patogenih
mikroorganizama u namirnicama u Dubrovacko-neretvanskoj Zupaniji u razdoblju od 2002.
do 2006. godine kojeg je provela Musladin Ljevakovi¢, takoder je utvrdena slaba pojavnost
(0,1%) pozitivnih uzoraka sulfitreduciraju¢ih klostridija u razli¢itim namirnicama (37).
Sulfitreducirajuce klostridije su bakterije koje najbolje rastu i razmnozavaju se na povisenim
temperaturama. Optimalna temperatura za rast je izmedu 43°C 1 47°C, ali mogu rasti i
razmnozavati se u rasponu od 12°C do 50°C. Rezultati analiza potvrdili su kako je godisnji
udio pojavnosti pozitivnih uzoraka najvisi u toplom dijelu godine, ljetnim mjesecima (od
2,1% do 2,8% u srpnju i rujnu), a najmanji u zimskim mjesecima (od 0,6% u sije¢nju i
prosincu). U istrazivanju o ¢imbenicima Kkoji doprinose pojavi epidemija bolesti koje se
prenose hranom provedenog od strane Brian 1978. godine, dokazano je da su se epidemije
pojavile prilikom neadekvatnog hladenja (ostavljanja hrane na sobnim temperaturama,
skladistenjem u velikim loncima, opterec¢ivanjem hladnjaka ili pohranjivanjem hrane u
hladnjacima koji odrZavaju temperature iznad preporucenih) (38). Stoga se moze zakljuditi da
visoke temperature tijekom ljetnih mjeseci znacajno utjeCu na rast i razmnozavanje bakterija
te produkciju opasnih toksina u hranu zbog nepravilnog i neadekvatnog hladenja ili

podgrijavanja gotove hrane.
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Prema informacijama Drzavnog meteoroloskog zavoda (DMZ) o srednjim godi$njim
temperaturama zraka za opservatorij Zagreb-Gri¢ utvrdeno je da je 2019. godina bila
najtoplija godina od pocetka meteoroloskih mjerenja (od 1862. godine). Srednja godis$nja
temperatura zraka 2017. svrstava se na tree mjesto u skupini najtoplijih godina od pocetka
mjerenja, ali zapazena je ista temperatura kao i 2007. godine, koja je zauzela drugo mjesto.
Takve ekstremne temperature pogodovale su razmnozavanju sulfitreducirajuc¢ih klostridija i
ostalih mikroorganizama u hrani. Taj okolisni ¢imbenik pridonio je da je udio SRK pozitivnih

uzoraka (u 2017. godini 2,3%, u 2019. godini 2,2%) u navedenim godinama, bio najveci.

Gotova jela se definiraju kao ve¢ pripremljen obrok koji zahtijeva minimalnu
pripremu te ga je prije konzumacije dovoljno samo zagrijati (39). Prema udjelu SRK
pozitivnih uzoraka u odnosu na vrstu hrane, rezultati su pokazali da gotova jela ¢ine vecinu
kontaminirane hrane (50%, 54 uzorka). Prati ih led s 19 uzoraka (18%), zacini i tvrdi sirevi s
6 uzoraka (6%), med s 4 uzorka (4%) i razne vrste mesnih proizvoda. U istrazivanju
prisutnosti C. perfringens u hrani u SAD-u incidencija pozitivnih uzoraka bila je oko 6,1%
(31 uzorak od sveukupno 510 analiziranih) i to dominantno kod sirovog mesa govedine,
janjetine, svinjetine, peradi i riba. Najmanju incidenciju pojavnosti kontaminacije pokazali su
obroci spremljeni u domacinstvima, $to je dovelo do zakljucka da se prilikom procesa kuhanja
uzro¢nik unistio (40). Istrazivanje koje su proveli EI-Prince i sur. u Egiptu od 2011. do 2012.
godine na razli¢itim vrstama sireva dovelo je do zakljucka da meki ili topljeni sirevi imaju
vecu incidenciju kontaminacije sulfitreduciraju¢im klostridijama u odnosu na tvrde sireve.
Zakljuceno je da su ti rezultati posljedica djelovanja lizozima, antimikrobnog enzima, koji se

kao zastitno sredstvo dodaje u proizvodnji tvrdih sireva (41).
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Restorani su ustanove u kojima postoji velika ponuda hrane i pica, te gdje su obroci
servirani kupcima (42). Rezultati ovog istrazivanja istaknuli su restorane, hotele, djecje vrtice
i Sskole kao primarne ustanove u kojima se dogada kontaminacija hrane sulfitreduciraju¢im
klostridijama. Navedeni objekti uobic¢ajeno posluzuju velik broj ljudi u isto vrijeme te je za
pretpostaviti da gotova hrana ne prolazi kroz sve propisane procese podgrijavanja i hladenja.
Cesto, radi nezadovoljstva kupaca zbog dugog Gekanja hrane, zaposlenici u restoranima
pokusavaju smanjiti vrijeme trajanja procesa zagrijavanja kako bi se hrana brze servirala.
Takoder, mikrobioloSka Cisto¢a objekata u kojima se rukuje s hranom je jedan od preduvjeta
osiguranja  zdravstvene ispravnosti namirnica. Istrazivanje higijenske ispravnosti
otisaka/briseva provedeno u Dubrovacko-neretvanskoj zupaniji u razdoblju od 2002.-2006.
godine zakljuceno je da se povecanje udjela nezadovoljavajucih rezultata otisaka i briseva
Cesto javlja sezonski (obi¢no ljeti), zbog velikog prometa namirnica i turizma. Rezultati
istrazivanja potvrdili su da dje¢ji vrti¢i, dacki domovi, bolnice i domovi umirovljenika imaju
najbolju mikrobiolosku ¢istocu ispitanih povrSina. Najlosija mikrobioloska Cistoca
povrSinautvrdena je U restoranima, caffe barovima i trgovinama uslijed neucinkovitosti

dezinfekcije i velikog broja gostiju (37).

Korelacijska analiza rezultata pokazuje statisti¢ki znac¢ajnu korelaciju (p<0,05) izmedu
sulfitreducirajucih klostridija 1 ostalih ispitanih parametara mikrobioloske ispravnosti hrane.
Najjaca pozitivna korelacija uocava se izmedu SRK i enterobakterija (rs=0,293) te izmedu
SRK i ukupanog broja aerobnih mezofilnih bakterija, UBB (rs=0,173). Statisticki znacajna
pozitivna korelacija govori da porast broja SRK prati porast broja enterobakterija te takoder i
UBB, i obrnuto. U istrazivanju provedenom u Saudijskoj Arabiji na razli¢itim vrstama sireva
dokazano je da su se enterobakterije u najve¢em broju pojavljivale u mekom siru zbog
visokog postotka vlage, sto je doprinosilo lak§em prodoru razli¢itih vrsta bakterija u proizvod.
U naSem istrazivanju udio SRK pozitivnih uzoraka kod tvrdih sireva bio je ve¢i u odnosu na
ostale vrste sireva, a obzirom da su SRK i enterobakterije pozitivno korelirane, rezultati nisu u
skladu s rezultatima istrazivanja koje El-Ziney proveo u Saudijskoj Arabiji na 119 uzoraka
sira (43).
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U komparativnoj analizi C. perfringens, E. coli i E. faecalis kao indikatora fekalnog
oneci$¢enja u mljevenom govedem mesu U Kanzasu, Obaidat. i sur. su zakljuc¢ili da postoji
specifi¢na pozitivna korelacija izmedu sva tri mikroorganizma, $to je u skaldu s rezultatima
ovog istrazivanja. Takoder, autori su misljenja da bi se C. perfringens mogao koristiti i kao
alternativa indikatora fekalnog oneciS¢enja namirnica, U zamjenu za E. coli. Usporedujuci
rezultate istrazivanja na uzorcima mljevenog mesa goveda, autori su dosli do zakljucka da su
spore C. perfringens otpornije te mogu, na dulje vrijeme, tolerirati Siri spektar nepovoljnih
okolo$nih ¢imbenika za razliku od E.coli. Kako se C. perfringens, za razliku od ostalih
analiziranih mikrobioloskih parametara, rjede pojavljuje u prirodi, autori zakljucuju da bi bas
ovaj patogen najbolje sluzio kao indikator fekalne kontaminacije. 70% analiziranih uzoraka
mljevenog govedeg mesa koji su pokazali prisutnost E. coli, sadrzali su visoki broj, a preko
60% C. perfringens pozitivnih uzoraka, niski broj bakterijskih stanica. Takvi rezultati se
mogu pripisati ¢injenici da E. coli moze porasti na temperaturama hladnjaka stoga dobiveni
pozitivni rezultati ne moraju nuzno znaciti da je zaista doslo do fekalne kontaminacije mesa.
Autori smatraju da je C. perfringens vrlo dobar indikator fekalne kontaminacije posebice kada

drugi indikatori nisu vise detektabilni (44).
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6 ZAKLJUCAK

Iako su sulfitreducirajuce klostridije vrlo otporne bakterije na temperaturu, niski i visoki
pH, te aktivitet vode, ovim istrazivanjem je ustanovljeno da se bakterije pojavljuju u vrlo
malom udjelu ispitanih uzoraka, svega 1,4%. Kako je temperaturni optimum za rast
sulfitreducirajucih klostridija od 43°C do 47°C, pokazalo se je kako su rekordne temperature
u Republici Hrvatskoj 2017. i 2019. godine doprinijele povisenom broju SRK pozitivnih

uzoraka u hrani, pogotovo u ljetnim mjesecima (srpanj i rujan).

Gotova hrana prikupljena u restoranima na podruc¢ju Primorsko-goranske Zupanije bila je
medij s najve¢im udjelom SRK pozitivnih uzoraka. Kako je gotova hrana namijenjena brzom
serviranju, pri ¢emu je potrebno obrok podgrijati prije serviranja na stol, moze se zakljuciti da
je temperatura na kojem je hrana toplinski obradivana ili se ¢uvala, bila preniska da bi se
uni$tili svi oblici sulfitreduciraju¢ih klostridija. Stoga je vrlo vazno da se prate |
dokumentiraju kriticne kontrolne tocke prilikom pripreme i skladiStenja te da se educira
osoblje o dobroj higijenskoj praksi kako i u buduce ne bi doslo do epidemija uzrokovane ovim

uzro¢nikom.
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8 ZIVOTOPIS

Osobni podaci:

Ime i prezime: Dora Cimbora

Datum i mjesto rodenja: 18. svibnja 1996. godine; U Rijeci
Adresa: Rubesi 133/4; 51215 Kastav

Drzavljanstvo: Hrvatsko

Mobitel: 091/334-9003

E-mail: doracimboral@gmail.com

Obrazovanje:

= 2003.-2011. Osnovna skola Srdo¢i, Rijeka

= 2011.-2015. Medicinska Skola u Rijeci, smjer Zdravstveno-laboratorijski tehnicar

= 2015. — 2019. Sveuciliste u Rijeci, Medicinski fakultet; Preddiplomski sveucili$ni
studij Sanitarnog inZenjerstva

= 2019. — 2022.; Sveuciliste u Rijeci, Medicinski fakultet; Diplomski sveucilis$ni studij

Sanitarnog inZenjerstva
Osobne vjestine:
Materinji jezik: hrvatski
Ostali jezici: engleski (napredno)
Rad na rac¢unalu: poznavanje i aktivno koriStenje MS Office paketa
Vozacka dozvola: B kategorija
Ostalo:

= gport - strelicarstvo
= sudjelovanje u natjecanju Zdravstveno-laboratorijskih tehnicara 20. listopada 2014.

godine — osvojeno drugo mjesto
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