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1. UvOD

Meso je kao nezamjenjiv izvor proteina, masti, vitamina, mineralnih tvari i drugih
nutritivno vrijednih sastojaka. Pod mesom na trzistu ili u preradi podrazumijeva se misiéje (ili
misi¢no tkivo) s kozom ili bez nje, ovisno o vrsti stoke, peradi ili divljaci, s pripadnim masnim
1 vezivnim tkivom, kostima i hrskavicama, krvnim i limfnim zilama, limfnim ¢vorovima i
zivcima u prirodnoj vezi (Narodne novine, 2007). Zbog svog kemijskog sastava, meso je vrlo
pogodan supstrat za rast razli¢itih mikroorganizama. Stoga, meso je namirnica koja se vrlo lako
kvari ukoliko nije pravilno pohranjena, obradena i pakirana, a vrlo brzo moze postati i opasna
za konzumaciju. Mikroorganizmi mesa, kao i ostalih namirnica, mogu se podijeliti u tri osnovne
skupine: korisni, Stetni i patogeni. Korisni mikroorganizmi svojim metabolizmom sudjeluju u
procesima prerade i sazrijevanja proizvoda (npr. bakterije mlije¢ne kiseline). Stetni
mikroorganizmi dovode do kvarenja mesa te rastom i enzimskim reakcijama uzrokuju
degradaciju arome, teksture i boje mesa. Patogeni mikroorganizmi uzrokuju razli¢ite bolesti
koje mogu biti manje ili viSe opasne po zivot (Kegel i sur., 2012; Ray i Bhunia, 2014).

Cilj ovoga rada bio je istraziti mikrobioloSku ispravnost narezaka 6 razliCitih vrsta
salama pakiranih u modificiranoj atmosferi i to nakon pakiranja i 85 dana ¢uvanja pri 4°C (istek
roka trajnosti). Mikroorganizmi indikatori odabrani su prema Uredbi Komisije (EZ) br.

2073/2005 o mikrobioloskim kriterijima za hranu i Vodic¢u za mikrobioloske kriterije za hranu
(2011).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Mikrobioloski problemi mesa i proizvoda od mesa

Kvarenje se moze opisati kao izostanak pouzdane, svrhovite i djelotvorne kakvoce.
Kada je namirnica pokvarena, njezine osobine su promijenjene tako da tijekom duzeg
vremenskog razdoblja nije upotrebljiva (Durakovi¢ i sur., 2002). Te promjene mogu biti
uzrokovane oStecenjima, isuSivanjem, promjenom boje, staroS¢u ili uzegloSéu mesa, ali
najcesce se pojavljuju kao rezultat djelovanja mikroorganizama. Kvarenje mesa kao rezultat
rasta bakterija odvija se u dva stadija. Prvi stadij u naseljavanju i rastu ukljucuje slabo
pri¢vr§éivanje mikrobnih stanica na povrSinu, odnosno, reverzibilna adsorpcija koja je
uzrokovana van der Wallsovim silama ili nekim drugim fizicko-kemijskim faktorom. Drugi
stadij je ireverzibilno pricvr§¢ivanje Sto ukljucuje tvorbu glikokaliksa, izvanstani¢nog
polisahardinog sloja koji ima bitnu funkciju kod bakterijskih stanica (Rogina, 2021).

Mikroorganizme mozemo podijeliti na korisne, Stetne i patogene (Kegalj i sur., 2012).
Brojnost i vrsta mikroorganizama prisutnih na povr$ini mesa mogu znacajno utjecati na
sigurnost, kvalitetu i rok trajanja proizvoda. Opéenita karakteristika mikrobnog rasta je da ne
mozemo toc¢no golim okom odrediti kada je taj proces zapoceo. Neki od faktora koji nam
ukazuju na kvarenje mesa jesu promjena boje, promjena sastava, neobican miris, sluzavost, itd.
Faktori koji utjeCu na pri¢vrS¢ivanje bakterija su tip povrSine, faza rasta, temperatura,
pokretljivost, prisustvo ostalih vrsta bakterija. Smatra se da najvise bakterija na mesu potjece s
koze. U pocetku, povrSina tkiva ispod koze ne sadrzi nikakve bakterije, ali nakon izlaganja
okolini vrlo lako mozZe do¢i do kontaminacije bakterijama iz okolisa. Nakon uklanjanja koze u
procesu obrade mesa, bakterije se prenose iz aerosola i prasine te prilikom dodira s rukama
radnika. Takoder, mikroorganizmi dospijevaju na povrsinu trupa prilikom vadenja utrobe, a
kontaminacija se u tom slu¢aju pojavljuje ukoliko je probijen probavni sustav ili ako je fekalni
materijal iz rektuma doSao u dodir s trupom. Osim bakterija s koZe i iz utrobe, moguca su
oneci§¢enja bakterijama koje se nalaze u okolini gdje se provodi prerada — s podova, zidova,
dodirnih povr$ina, nozeva i ruku radnika. U slucaju da se ne zadovolje mikrobioloski standardi
u mesnoj industriji prilikom prerade mesa do¢i ¢e do gubitka kvalitete, kraceg roka trajanja,
ekonomskih gubitaka, a takoder moze se uzrokovati trovanje hranom kod ljudi §to u najgorem
slu¢aju moze izazvati smrt (Rogina, 2021).

Primarna mikroflora mesa rezultat je nacina klanja i obrade trupa, mikroorganizmi se s

vanjskih povrSina Zivotinje i njezinog probavnog sustava prenose na trup zbog neadekvatne
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higijene radnika, opreme i proizvodnog pogona. U cilju sprje¢avanja treba se primijeniti dobra
higijenska praksa i uspostaviti HACCP sustav u proizvodnom pogonu.

Kvarenje mesa i proizvoda od mesa dogada se uslijed biokemijske aktivnosti
mikroorganizama koji rastu u mesnim proizvodima. Zbog senzorskih promjena (teksture,
mirisa, vanjskog izgleda i okusa) potrosa¢ moze lako posumnjati da je doslo do rasta nezeljenih
mikroorganizama. Upravo ove promjene Stite milijune ljudi od bolesti koje uzrokuju patogene
bakterije. Unato¢ tome, senzorske promjene koje se dogadaju uslijed mikrobioloskog kvarenja
mesa i proizvoda od mesa uocljive su tek kad njihov broj dosegne otprilike 10’ CFU/g. Ove
promjene dogadaju se kao posljedica razgradnje razli¢itih sastojaka od strane mikroorganizama
— razgraduju se Seceri, kompleksni ugljikohidrati, proteini i masti. TVC (Total viable count)
broj je koji predstavlja koncentraciju mikroorganizama na nekom uzorku i ovisno o vrijednosti
tog broja pojavljuju se odredene vizualne promjene (Hui, 2012).

Mikroorganizmi koji se najées¢e pojavljuju na sirovom mesu i proizvodima od mesa
uzrokuju infekcije i intoksikacije su Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7, Yersinia
enterocolitica, Campylobacter jejuni, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,

Clostridium perfringes, C. botulinum, Bacillus cereus i mnoge druge (Hui, 2007; Hui, 2012).
2.2. Patogeni mikroorganizmi u mesu

Zoonoze su zarazne bolesti koje se prenose sa zivotinja na ljude 1 pritom predstavljaju
veliku prijetnju za zdravlje (Chlebicz i Slizewska, 2018). Najéesce patogene bakterije koje se
povezuju s ovim bolestima su Campylobacter, Salmonella, Yersinia enterocolitica i Listeria
monocytogenes, a 2010. je prema podacima WHO (2020) bilo zabiljezeno 350 000 slucajeva

zaraze Koji se povezuju upravo s patogenima.
2.2.1 Bakterije iz roda Salmonella

Bakterije iz roda Salmonella pripadaju enterobakterijama, gram negativne su i
nesporogene. Od otprilike 2300 opisanih serotipova salmonela, vecina njih ima moguénost
kretanja. Salomonella spp. raste u temperaturnom rasponu od 5 do 45°C, a optimalnom
temperaturom za njezin rast smatra se oko 37°C. pH vrijednosti kod kojih moze rasti krece se
od 4 do 9 pH jedinica, dok minimalna pH vrijednost za rast ovisi 0 soju mikroorganizma. Osim
toga, Sto smo bliZze optimalnoj temperaturi za rast, organizam ¢e se lakSe prilagoditi na Siri
raspon pH vrijednosti. Zatim, vazan nam je i aktivitet vode (aw), Salmonella se brzo

razmnozava u okolini ¢ija se aw vrijednost krece od 0,945 do 0,999.



Salmonella sp. obitava u probavnom sustavu ljudi i zivotinja, a inficirani organizmi
fecesom i urinom kontaminiraju okoli§ ovom grupom bakterija. U okoli$nim uvjetima moze
obitavati i do nekoliko mjeseci ako nije izlozena ekstremno visokoj temperaturi ili suncu.
Budu¢i da je manje od 1% serotipova salmonela vezano uz specificnu vrstu organizma gdje
mogu prezivjeti, to za posljedicu ima Siroku rasprostranjenost ovih bakterija. Serotipovi koji se
iskljuéivo pojavljuju kod jedne vrste zivog organizma su npr. S. typhi kod ljudi, S. dublin kod
goveda, S. pollorum u piletini.
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Slika 1. Mikroskopski prikaz bakterije iz roda Salmonella (Ozkalp, 2012).

Vrlo ju Cesto povezujemo s mesom i mesnim proizvodima te je ona prirodno prisutna
mikroflora svjezeg mesa, a njezina brojnost ovisi o viSe faktora — vrsti zivotinje, uvjetima
drzanja prije klanja i uvjetima u proizvodnom procesu. Studije su pokazale da je 30% pileceg
mesa, 15% svinjskog mesa i oko 3% govedine, koje se plasira na trziSte, kontaminirano
Salmonellom §to ne mora nuzno znaciti da ¢e to uzrokovati infekciju jer je najéesce rije¢ tek o
nekoliko stotina stanica (Doyle i Cliver,1990).

Bolesti uzrokovane salmonelom nazivamo salmoneloze, a 4 su glavna ¢imbenika koja
pogoduju njihovom Sirenju — neprikladna temperatura skladiStenja, neadekvatna termicka
obrada, koriStenje kontaminiranog sirovog mesa i1 unakrsna kontaminacija kao posljedica lose
higijenske prakse za vrijeme proizvodnje i pripreme hrane. Prema broju zabiljezenih slucajeva
koji su prijavljeni, salmonelozu smatramo jednom od najce$¢ih bolesti koja se prenosi
kontaminiranom hranom. Inkubacija traje od 8 do 72 sata, ali prvi simptomi najcesce se pojave
u razdoblju od 12 do 48 sati. Najces¢i simptomi su bolu Zelucu, povracanje, proljev, glavobolja,
opca slabost, a moguca je i temperatura oko 38-39°C. Trajanje infekcije naj¢esée je od 2 do 5
dana, a ovisi i o imunoloskom sustavu domacina kojeg napada ovaj mikroorganizam. Smrtnost

je zanemarivo niska, 0,1 do 0,2%, a terapija antibioticima naj¢e$¢e se ne primjenjuje zbog



visoke rezistencije salmonela na iste. Studije su pokazale da se Salmonella sp., nakon nestanka
simptoma, kod 50% osoba u probavnom sustavu zadrzava jo$ 2 do 4 tjedna, a kod 10-20%
zarazenih u fecesu ostaje 1 do 8 tjedana. Kod malog broja slu¢ajeva Salmonella ostaje prisutna
u fecesu do 3, a u nekim slucajevima i do 6 mjeseci poslije nestanka simptoma (Doyle i Cliver,
1990).

Kako bi sprijec¢ili Sirenje Salmonella sp. najvaznija stvar je da izbjegnemo
kontaminaciju vezanu uz sirovo meso koje nije proslo termicku obradu. Vazno je da radnici
vode racuna o higijeni i pravilnom rukovanju sa sirovim mesom, $to mozemo poboljSati
njihovom edukacijom i nadzorom njihova rada. Osim toga, bitno je da su uredaji i oprema
pravilno ociS¢eni te je potrebno pratiti je li propisan nacin ¢is¢enja ucinkovit. Unakrsnu
kontaminaciju sprje¢avamo tako da paZzljivo koristimo opremu, odnosno ne koristimo isti pribor
za sirovo i za termicki obradeno meso. Brzim hladenjem do temperature ispod 7°C te nakon
toga skladiStenje kod temperatura nizim od 4°C moze se sprije€iti rast salmonela prilikom

skladiStenja hrane. Isti u¢inak imaju temperature iznad 60°C koje inhibiraju njen rast.
2.2.2. Escherichia coli

Escherichia coli dio je normalne crijevne mikroflore kod ¢ovjeka i veéine toplokrvnih
Zivotinja, a naj¢esce je prisutna u fecesu. Do zaraze dolazi konzumacijom kontaminirane hrane
ili vode, direktnim kontaktom sa zaraZzenom zivotinjom ili kontaktom sa zarazenom osobom.
IstraZivanja su pokazala da je od 1 do 3% svjeZe govedine, svinjetine, piletine 1 janjetine, koje

se prodaju u trgovackim centrima, kontaminirano s bakterijom E. coli O157:H7.

Slika 2. Mikroskopski prikaz stanica E. coli (Islam i sur., 2016).

Postoje 4 vrste E. coli koji se smatraju odgovornima za bolesti koje se povezuju s

hranom — enteropatogena E. coli, enteroinvazivna E. coli, enterotoksi¢na E. coli i
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enterohemoragic¢na E. coli. Prve 3 vrste — enteropatogen, enteroinvazivan i enterotoksican tip
E. coli najcesce uzrokuju ozbiljnija oboljenja u zemljama u razvoju, gdje su higijenski standardi
niski. Cetvrti tip je E. coli O157:H7 o kojoj najées¢e govorimo kada pri¢amo o bolestima
uzrokovanim hranom. Kod ovog tipa E. coli tri su glavna simptoma — hemoragican kolitis,
hemoliti¢no uremican sindrom i trombociti¢ka trombocitopeni¢na purpura (TTP). Hemoragican
kolitis vrsta je gastroeneritisa kod kojeg se pojavljuje krv u stolici. Kod drugog simptoma,
hemoliticno uremi¢nog sindroma dolazi do zatajenja bubrega iz razloga §to krvni ugrusci
zacepe tubule u bubregu, a to dovodi do nakupljanja otpadnih tvari u krvi. To mozZe rezultirati
smréu kod djece, a isto tako i kod starijih osoba. Trombociti€¢ka trombocitopeni¢na purpura
uzrokuje oStecenje mozga, smrtnost je visoka, ali ovaj simptom se rijetko razvija kod zaraze sa
E. coli O157:H7. E. coli O157:H7 prvi puta je izolirana u SAD-u 1975. godine, a kasnije je
vecina trovanja hranom povezana upravo sa serotipom O157:H7. Unatoc tome, serotipovi 026,
0111, O103 i O121 takoder su povezivani s krvavom stolicom, hemoragi¢nim kolitisom i

hemoliti¢kim uremic¢kim sindromom.
2.2.3. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes jedna je od sedam vrsta iz roda Listeria, a jedina se povezuje s
bolestima koje uzrokuje kod covjeka i kod Zivotinja. Ona je gram pozitivna, nesporogena,
fakultativno anaerobna ili aerobna bakterija. Katalaza je pozitivna, VVoges- Proskauer pozitivna
1 moze proizvesti B-hemolizu na krvnom agaru. Raste u Sirokom temperaturom rasponu,
optimalna temperatura za rast L. monocytogenes je od 30 do 37°C, a buduci da spada u skupinu
psihrotrofnih bakterija dobro raste i kod niskih temperatura. Listeria moze rasti u
temperaturnom rasponu od 1 do 45°C, $to znaci da je njezin rast mogu¢ i prilikom skladiStenja
mesa u hladnjaku. pH vrijednosti kod kojih obi¢no raste krece se od 5,2 do 9,6 pH jedinica
(Johnson i sur., 1990).

L. monocytogenes Siroko je rasprostranjena u okoliSu, a ljudi u doticaj s njom dolaze na
razli¢ite naCine. Izolirana je iz zemlje, praSine, sto¢ne hrane, vode te ljudskog i Zivotinjskog
fecesa. IstraZivanja su pokazala da je zavidan postotak Zivotinja koje Zive u stadima bio zarazen
bez da su pokazivali simptome. Prisutnost L. monocytogenes u mesu i mesnim proizvodima
ovisi 0 brojnim faktorima — geografski ¢imbenici, na¢in uzgoja, uvjetima tijekom proizvodnog
procesa, nacinu i temperaturi skladiStenja. Vrlo je vazna dobra higijenska praksa, nadzor
proizvodnog procesa i prikladna termicka obrada kako bi sprijeéili Sirenje ovog patogena.

Listerioza je bolest uzrokovana bakterijom L. monocytogenes, a vecina zarazenih ne



pokazuje znakove bolesti. Simptomi se manifestiraju kod imunokompromitiranih osoba,
trudnica i njihovih fetusa te starijih osoba, a najces¢e su to malaksalost, proljev i blaga
temperatura. Prisutnost listerije na svjezem mesu najcesce predstavlja opasnost u slu¢ajevima
kada meso koje konzumiramo nije dovoljno kuhano ili ako je doslo do unakrsne kontaminacije.
Prema podacima, 90% slucajeva koji se povezuju s ovom bakterijom bilo je uzrokovano

konzumacijom ,,ready to eat” mesnih proizvoda (Fernandes, 2009).

Slika 3. Mikroskopski prikaz stanica L. monocytogenes (Nwachukwu i sur., 2012).
2.2.4 Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni je gram negativna bakterija iz roda Campylobacter koja se
pokrece se pomocu flagela, mikroaerofilna je, nesporotvorna te katalaza i1 oksidaza pozitivna.
Buduci da je mikroaerofilna, za rast zahtjeva da koncentracija Oz bude oko 5%, a koncentracija
CO2 oko 10%. Moze rasti u temperaturnom rasponu od 30 do 46°C, dok je optimalna
temperatura za njezin rast od 40 do 42°C sto ju svrstava u skupinu termofilnih mikroorganizama.
pH vrijednosti pri kojima raste krece se od 4,9 do 9,5, iako najbolje raste u rasponu od 6 do 8
pH jedinica.

Campylobacter jejuni nadena je u ustima, crijevima i u reproduktivnim organima kod
ljudi 1 Zivotinja, a Cesto ju nalazimo na proizvodima Zivotinjskog porijekla jer dolazi do
kontaminacije u tijeku proizvodnog procesa. Ova bakterija nema velike izglede za
prezivljavanjem izvan domacina jer kada dospije u okoli§ viSe se ne umnoZava buduc¢i da joj za
rast pogoduju temperature od 30°C i viSe. U nepovoljnim uvjetima ima sposobnost stvaranja
biofilma kojim osigurava hranjive tvari i zastitu te omogucava prezivljavanje.

Vrlo male koli¢ine bakterije Campylobacter jejuni izazivaju gastrointestinalne smetnje,

infektivna doza koja je potrebna je tek 500 mikroorganizama po gramu mesa, a upravo je ona



naj¢esci uzrok bakterijskog gastroenteritisa kod ljudi.

Istrazivanja u osam bolnica diljem SAD-a pokazala su da se upravo Campylobacter
jejuni izolira iz fecesa ¢eSce nego Salmonella i Shigella zajedno, a isto tako utvrdeno je da
Campylobacter spp. uzrokuje vise od 500 miliona infekcija diljem svijeta godi$nje (Kashoma i
sur., 2016). Period inkubacije traje od 1 do 7 dana, a simptomi su vrlo sli¢ni ostalim
gastroenteritisima uzrokovanim patogenima, uklju¢uju proljev, bol u trbuhu, temperaturu,
mucninu i povraéanje. Vecina bolesnika oporavi se u roku od tjedan dana, a tek u 1% bolesnika

kampilobakterioza uzrokuje ozbiljnije posljedice.

Slika 4. Prikaz bakterije C. jejuni na pretraznom elekronskom mikroskopu (Altekruse i sur.,
1999).

Najcesci prijenosnik C. jejuni je perad buduci da su istrazivanja potvrdila da je ova
bakterija prisutna u 30 do 100% uzetih uzoraka njihova fecesa (McClure, 2000). Najvise ju
povezujemo sa sirovom hranom zivotinjskog porijekla, 5% sirovog crvenog mesa i 30% piletine

u trgovackim lancima kontaminirano je ovom bakterijom (Levak, 2015).
2.2.5. Bakterije iz roda Yersinia

Opisano je ukupno 17 vrsta iz roda Yersinia koji pripada obitelji Enterobacteriaceae.
Od toga su samo 3 vrste patogene — Y.pestis, Y. pseudotuberculosis i Y. entercolitica. Yersinia
enterocolitica jedina uzrokuje gastrointestinalne probleme kod ljudi, to je gram negativna
bakterija, fakultativni anaerob, oksidaza je pozitivna i katalaza negativna. Pokretljivost joj ovisi
0 temperaturi, kod 37°C nepokretna je, dok se pri temperaturama nizim od 30°C pokrece
pomocu flagela. Temperature kod kojih raste Y. entercolitica krecu se u rasponu od 1 do 44°C,
dok je optimalna temperatura za rast od 25 do 32°C. pH vrijednosti u kojima moze rasti kre¢u

se od 4,4 do 9 pH jedinica, a optimalan pH je u rasponu od 7 do 8.



Razli¢iti serotipovi karakteristicni su za razli¢ite dijelove svijeta, u Europi su
najrasprostranjeniji serotipovi O3 i O9 koji se najvise povezuju sa svinjama. Kod svinja je
najcesce nalazimo u usnoj Supljini i crijevima. Osim kod svinja, Yersinia entercolitica nadena
je kod goveda, peradi, koza, ovaca i divljih zivotinja. Budu¢i da je ova bakterija psihrotrofna
moze prezivjeti na niskim temperaturama i meso koje skladistimo u hladnjaku takoder moze
prouzrokovati infekciju. U Australiji je zabiljezen rast Y. enterocolitice izolirane iz svjezeg

mesa, a brojke su pokazale da je uCestalija ¢ak od Salmonelle (Fernandes, 2009).

D4.4 x3.0k

30 um

Slika 5. Izgled stanica bakterije Y. enterocolitica u biofilmu S-oblika (Lenchenko i sur., 2019).

Bolest uzrokovana bakterijom Y. enterocolitica naziva se jersenioza. Period inkubacije
najcesce traje od 3 do 7 dana, simptomi koji se javljaju ovise o opéem stanju pacijenta, a oni
najces¢i su bol u trbusnoj Supljini, proljev, povracanje, temperatura, glavobolja te ju je
nemoguce razlikovati od drugih infekcija uzrokovanih patogenim mikroorganizmima bez
odgovarajuc¢ih seroloskih testova (Fernandes, 2009). Da bi doslo do bolesti potreban je veci
broj mikroorganizama nego je inace slu¢aj kod infekcija uzrokovanih patogenima, 108 — 10%/g
mesa. Infekcije uzrokovane Y. enterocoliticom pracene su u razvijenim zemljama, ali u
nerazvijenim africkim zemljama i Bliskom istoku najéeS¢e produ nezapaZeno tako da to¢an broj

slucajeva infekcije ovom bakterijom nije poznat.
2.2.6. Sulfitreducirajuce klostridije

Bakterije roda Clostridium obitavaju u tlu, prasini, mulju i probavnom sustavu ljudi i
zivotinja. RazmnoZavaju se u anaerobnim uvjetima, stoga su zdrava tkiva otporna na njihovo

djelovanje, a bolest tkiva zarazenog bakterijom ovog roda javit ¢e se tek nakon §to je tkivo bilo
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osteceno nekom drugom infekcijom. Sulfitreduciraju¢e klostridije je naziv koji u praksi
oznacava sve sulfitreduciraju¢e, gram-pozitivne, anareobne bakterije (Prukner-Radovcié,
1994). Clostridium vrste podrazumijevaju Clostridium perfrigens i Clostridium botulinum,
dvije vrste koje najc¢esée obitavaju u namirnicama. Kako je ranije receno, radi se 0 anaerobnim
bakterijama koje su izrazito otporne na nepovoljne uvjete, visoka i niska temperatura ili
kemijska obrada te susenje, buduci da stvaraju spore. Clostridium perfrigens predstavlja rizik
u namirnicama kao §to su mljeveno meso, piletina, mlijeko i mlije¢ni proizvodi, u kojima stvara
toksine koji uzrokuju trovanje hranom. Clostridium botulinum stvara toksine koji dovode do
izuzetnog bioloSkog otrovanja, a sama konzumacija namirnicama kontaminiranih ovom
bakterijom moze dovesti do smrtnog ishoda, a riziéne namirnice su konzerve i suseno meso

(Ray i Bhunia, 2014).
2.3. Nadini suzbijanja kvarenja mesa i proizvoda od mesa

Rast mikroorganizama koji uzrokuju kvarenje mesa i1 proizvoda od mesa moZe se
sprijeciti promjenom vanjskih ¢imbenika kao npr. temperatura prostorija u kojima je proizvod
pohranjen. Trajnost preradenog mesa moze se produljiti primjenom postupaka prerade i
dodataka koji sprjecavaju rast mikroorganizama kvarenja. Prisutnost velikog broja bakterija na
povrsini proizvoda prije skladiStenja rezultira smanjenom trajnos¢u proizvoda. Ako je pocetni
broj mikroorganizama kvarenja na proizvod velik, brze ¢e do¢i do kvarenja. Velike populacije
mikroorganizama na povr§inama trupova U formi biofilma takoder mogu omoguditi
pricvrs¢ivanje velikih brojeva bakterija. PricvrSéene se bakterije teze odstranjuju pranjem ili
drugim postupcima dekontaminacije i mogu biti otpornije na temperaturne postupke tijekom
prerade. Ako su mikrobne populacije prekomjerno visoke, mikroorganizmi kvarenja, a takoder
1 patogeni, mogu preZivjeti postupke prerade, a u neadekvatnim uvjetima skladistenja brzo se i
obilato razmnoziti i proizvesti pogreske u proizvodu. Pranje vodom, uranjanje i sustavi za
prskanje bili su koristeni radi uklanjanja fizicke kontaminacije s trupova. I dok se upotreba tople
i hladne vode pokazala primjerenom za uklanjanje fizickih necisto¢a, za smanjenje mikrobne
populacije znacajna je bila povisena temperature vode (Rogina, 2021). Prskanje s vodom pod
visokim pritiskom takoder pospjesuje uklanjanje bakterija. Pranje prskanjem upotrebljava se u
preradi peradi nakon klanja i uklanjanja utrobe radi uklanjanja organskog materijala i smanjuje
mikrobnu populacije prije nego se trupovi uranjaju u hladnu vodu. Osim pranja, upotrebljavaju
se i antimikrobni kemijski spojevi poput klora i organskih kiselina. Primjena strogih postupaka
sanitacije, Sto ukljucuje organske kiseline u vodi za ispiranje i1 kontrolu tijekom rukovanja,

pakiranja u vakuumu i temperature skladiStenja, dokazano produljuje trajnost trupova vise
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konvencionalni postupci prerade.

2.3.1. Hladenje

Temperatura je najvazniji okoliSni ¢imbenik Koji utjeCe na rast mikroorganizama
proizvodima od mesa. Ukoliko se temperatura snizi ispod optimalne za rast mikroorganizama,
produljuje se generacijsko vrijeme i vrijeme trajanja lag-faze (faza prilagodbe stanica na nove
uvjete), stoga je i rast sporiji.

Ukoliko je temperatura smanjena na minimalnu temperaturu rasta, produljuje se lag-
faza sve do prestanka razmnozavanja. Temperatura pri kojoj se proizvodi od mesa pohranjuju
konacno utjeCe na vrstu mikroorganizama koji ¢e porasti i kona¢no uzrokovati kvarenje, kao i

na iznose pri kojima ¢e rast biti vidljiv.
2.3.2. Pakiranje u vakuumu i modificiranoj atmosferi

Trajnost mesa i proizvoda od mesa moze se produljiti pakiranjem u vakuumu ili
modificiranoj atmosferi. Pakiranje u modificiranoj atmosferi ukljuuje pohranjivanje u
atmosferi visoke koncentracije Kisika ili sastava atmosfere razli¢itog od sastava zraka. U
proizvodima pakiranima u vakuumu, zbog uklanjanja zraka iz pakiranja i polagane difuzije
atmosferskog Kisika, kroz barijeru filma s visokom koncentracijom kisika nalazi se samo
zaostali kisik. U svjezim mesnim proizvodima se rasporacijom u tkivima iskoristi preostali kisik

u ambalazi i stvara se ugljicni dioksid (Plazoni¢ i sur., 2010).
2.3.3. Termicka obrada u ovitcima i pasterizacija

Proizvodi od mesa mogu se termicki obraditi u savitljivom plasticnom materijalu za
pakiranje 1 tako pakirani raspacavati. Takvim pakiranjem izbjegava se unoSenje
mikroorganizama kvarenja nakon termicke obrade, a kao rezultat toga je duza trajnost
proizvoda. Ukoliko se termicki obradeno meso izvadi iz pakiranja, potom preradi i raspodjeljuje
radi raspacavanja, trajnost mu se smanjuje. U nekim se slu¢ajevima moZe primijeniti povrSinska
pasterizacija proizvoda od mesa nakon ponovnog pakiranja da bi se inaktivirali naknadno
uneseni mikroorganizmi kvarenja. Takav proces tipi¢no ukljucuje izlaganje povrSine proizvoda

temperaturama od 82 do 96°C u vremenu od 30 s do 6 min.
2.3.4. lonizirajuce zracenje
Ioniziraju¢e zraenje mesa povecava mikrobioloSku sigurnost i kakvocu jer zna€ajno
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reducira populaciju patogenih mikroorganizama i mikroorganizama kvarenja. Ucinkovitost
samog procesa ovisi o dozi zraCenja; vece doze ionizirajuéeg zracenja znacajnije ¢e smanjiti
broj mikrobne populacije (Herceg, 2009).

Doza ionizirajueg zra¢enja mora inaktivirati 90% vegetativnih bakterijskih stanica i
ukloniti sve patogene mikroorganizme. Ona moze varirati ovisno o uvjetima prerade
(temperatura, prisutnost ili izostanak zraka). U nekim istrazivanjima je objavljeno produljenje
trajnosti zratenog mesa od 14 do 21 dan, $to je bilo ustanovljeno pracenjem mikroorganizama
I promjenom senzorskih svojstava. Malim dozama ioniziraju¢eg zracenja uspjesno se reducira
broj patogenih mikroorganizama te se one mogu koristit kao postupci pasterizacije za svjeze

meso (Lovri¢, 2003).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali
3.1.1. Izolacija i odredivanje Salmonella sp.

e Puferirana peptonska voda (Biohar)

e RVS bujon (Rappaport Vassiliadus Soy Borth, Biolife, Italija)

e MKTT bujon (Muller-Kauffmann tetrathionate broth; Biolife, Italija)
e XLD agar (Xylose Lysine Deoxycholate agar; Biolife, Italija)

e Api testovi

3.1.2.1zolacija i odredivanje Escherchia coli

e TBX agar (Tryptone Bile X-glucuronide Agar, Biolife, Italija)
3.1.3. Izolacija i odredivanje Listeria monocytogenes

e Listeria Fraser bujon (Listeria Fraser Broth Base; Biolife, Italija)

e (NH.)s[Fe(CsH407)2] (suplement za Listeria Fraser bujon; Biolife, Italija)

e ALOA agar (Agar Listeria acc. to Ottaviani & Agosti agar; Biolife, Italija)
e ALOA suplement za obogacivanje (Biolife, Italija)

e Oxford agar (BioMerieux, Francuska)

e Columbia agar (Columbia Agar +5% Sheep Blood, BioMerieux, Francuska)

e API testovi za Listeria monocytogenes (BioMerieux, Francuska)
3.1.4. Izolacija i odredivanje sulfitreduciraju¢ih klostridija

e TSC agar (TSC Agar Base, Biolife, Italija)

3.1.5. Izolacija i odredivanje Staphylococcus aureus

e MDR (Mximum Recovery Diluent; Biolife, Italija)

e Telurit jajcana emulzija (Egg Yolk Tellurite Emulsion 50%; Biolife, Italija)
e AniS. aureus Test (Ani Biotech Oy, Finska)

e Mozak- srce bujon (Brain Hearth Broth; Merck, Njemacka)

e Zecja plazma test (Rabbit Plasma Test wuth EDETA; Merck, Njemacka)
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3.2. Metode rada

3.2.1. Odabir i izuzimanje uzoraka

Za istrazivanje odabrano je 6 razlicitih vrsta salama koje su bile narezane i pakirane u

modificiranoj atmosferi. Od svake vrste uzeto je po 5 uzoraka iz svake Sarze odmah nakon

pakiranja i ponovno po 5 uzoraka na kraju ¢uvanja (85 dana / 8°C). Plan uzorkovanja i analize

prikazan je u tablici 1.

Tablica 1. Plan uzorkovanja narezane salame pakirane u modificiranoj atmosferi 0 dan i nakon

85 dana ¢uvanja pri 8°C.

Vrsta proizvoda

Oznaka Sarze

Broj uzoraka

Nakon pakiranja

Nakon 85 dana ¢uvanja

Dalmatinska salama

5

5

Osjecka salama

Cajna salama

Zimska salama

Kulen
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3.2.2. Odabir mikrobioloskih analiza

Mikrobioloske analize i odabir mikroorganizama proveden je prema Kriterijima
navedenim u Uredbi Komisije (EZ) br. 2073/2005 o mikrobioloSkim kriterijima za hranu i
Vodi¢u za mikrobioloske kriterije za hranu (2011).

3.2.3. Postupak izolacije i odredivanje Salmonella sp.

Prisutnost Salmonella sp. utvrdena je postupkom prema HRN 1SO 6579 — 1 (2017).
Odvagalo se 25 g uzorka i homogenizira u puferiranoj peptonskoj vodi. Tako homogeniziran
uzorak inkubiran je pri 37°C / 18 sati (predobogacivanje). Nakon inkubacije otpipetriralo se 0,1
mL suspenzije i prenese u RVS bujon, te se ponovno otpipetirao 1 mL suspenzije i prenio u
MKTT bujon (selektivno obogacivanje). Inkubacija je provedena pri 45°C / 24 sata.
Odpipetirao se obogaceni uzorak RVS bujona i MKTT bujona i prenesen je na XLD agar te
inkubiran pri 37 °C / 24 sata (inokulacija na ¢vrste podloge i indentifikacija). Ukoliko su na
XLD agaru porasle kolonije, odabire se ciljana kolonija i testira biokemijskim nizom, a
preostale kolonije se prenose sojin bujon, inkubiraju pri 37°C / 24 sata te se ponovo provodi

indentifikacija biokemijskim nizom (potvrdivanje).
3.2.4.Postupak izolacije i odredivanje Escherchia coli

Prisutnost Escherichia coli utvrdena je postupkom prema HRN 1SO6579 — 1 (2001).
Odvagalo se 20 g uzorka i preliveno je s 180 mL puferirane peptonske vode (osnovno
razredenje). 1z dobivene suspenzije prenesen je 1 mL na Petrijevu zdjelicu i zaliven s TBX
agarom te inkubiran pri 44°C / 18 — 24 sata. Nakon inkubacije izdvajaju se Petrijeve zdjelice s

tipicno plavim poraslim kolonijama i to one na kojima je poraslo od 150 do 300 kolonija.
3.2.5. Postupak izolacije i odredivanje Listeria monocytogenes

Prisutnost Listeria monocytogenes utvrdena je postupkom prema HRN EN ISO 11290
— 1 (2017). Odvagalo se 25 g uzorka i preneseno je u 225 mL Fraser bujona te inkubrano na
30°C / 24 sata. Nakon inkubacije 1 mL suspenzije prenese se ha ALOE agar i ponovno inkubira
pri 37°C / 24 sata. Porasle kolonije potvrduju se presadivanjem na kosom agaru, dokazivanjem

katalazne aktivnosti, - hemolize na krvnom agaru i biokemijskim nizom.
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3.2.6. Postupak izolacije i odredivanje sulfitreduciraju¢ih klostridija

Prisutnost sulfitoreduciraju¢ih klostridija utvrdena je postupkom prema HRN ISO
152013 (2004). 1z uzorka napravljeno je osnovno razrjedenje koje se zagrijava na 80°C / 10
minuta. Nakon toga se naglo ohladi i 1 mL se inokulira na Petrijevu zdjelicu te zalije s TSC
agarom. Inkubacija se provodi pri 37 °C / 24 — 48 sati. Kao potvrdni test koristi se biokemijski

nizom.
3.2.7. Postupak izolacije i odredivanje Staphylococcus aureus

Prisutnost Staphylococcus aureus utvrdena je postupkom prema HRN 1SO 6888 — 1
(2004). Odvagalo se 20 g uzorka i razrijedi s 180 mL MRD otopine. Sterilnom pipetom prenese
se 0,1 mL dobivene suspenzije na Braid - Parker agar. Inokulum se pazljivo razvucée po povrsini
agara Stapi¢e po Dirigalskom pazeéi pritom da se ne dotaknemo stjenke Petrijeve zdjelice.
Inkubacija se provodi pri 35 —37°C / 24 sata. Odabiru se tipi¢ne kolonije (crne, sive, konveksne,
okruzene ¢istom zonom) i testiraju se na koagulaza testom. Kolonije koje pokazuju pozitivnu
reakciju koagulaza testa inokuliraju se u mozak — srce bujon i inkubiraju pri 35 — 37°C / 24
sata. Nakon inkubacije prenese se 0,1 mL suspenzije bujona u u Eppendorf epruvetu i doda 0,3
mL krvne plazme te inkubira na 35° - 37°C / 4 — 6 sati. Test koagulaza smatra se pozitivnim

ukoliko je vise od pola poc¢etnog volumena plazme u epruveti koagulirano.
3.2.8. Obrada podataka

Deskriptivna statisticka analiza je provedena u Microsoft Office Excel-u 2018. Rezultati

su prikazani u tablicama kao srednja vrijednost.
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4. REZULTATI

Tablica 2. Mikrobioloska ispravnost narezane Dalmatinske salame (100 g) pakirane u

modificiranoj atmosferi 0 dan i nakon 85 dana ¢uvanja pri 8°C.

Dani ¢uvanja
Pokazatelj kakvoce Oznaka Sarze
0 dan 85 dan
1 0 0
2 0 0
Salmonella sp. 3 0 0
4 0 0
5 0 0
1 <10 <10
2 <10 <10
Escherichia coli 3 <10 <10
4 <10 <10
5 <10 <10
1 0 0
2 0 0
Listeria monocytogenes 3 0 0
4 0 0
5 0 0
1 <10 <10
2 <10 <10
Sulfitoreducirajuce klostridije 3 <10 <10
4 <10 <10
5 <10 <10
1 <10 <10
2 <10 <10
Staphylococcus aureus 3 <10 <10
4 <10 <10
5 <10 <10
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Tablica 3. Mikrobioloska ispravnost narezane Osjecke salame (100 g) pakirane u modificiranoj

atmosferi 0 dan i nakon 85 dana ¢uvanja pri 8°C.

Pokazatelj kakvoce

Oznaka Sarze

Dani ¢uvanja

0 dan 85 dan
1 0 0
2 0 0
Salmonella sp. 3 0 0
4 0 0
5 0 0
1 <10 <10
2 <10 <10
Escherichia coli 3 <10 <10
4 <10 <10
5 <10 <10
1 0 0
2 0 0
Listeria monocytogenes 3 0 0
4 0 0
5 0 0
1 <10 <10
2 <10 <10
Sulfitoreducirajuce klostridije 3 <10 <10
4 <10 <10
5 <10 <10
1 <10 <10
2 <10 <10
Staphylococcus aureu 3 <10 <10
4 <10 <10
5 <10 <10

18



Tablica 4. Mikrobioloska ispravnost narezane Cajne salame (100 g) pakirane u modificiranoj

atmosferi 0 dan i nakon 85 dana ¢uvanja pri 8°C.

Pokazatelj kakvoce

Oznaka Sarze

Dani ¢uvanja

0 dan 85 dan
1 0 0
2 0 0
Salmonella sp. 3 0 0
4 0 0
5 0 0
1 <10 <10
2 <10 <10
Escherichia coli 3 <10 <10
4 <10 <10
5 <10 <10
1 0 0
2 0 0
Listeria monocytogenes 3 0 0
4 0 0
5 0 0
1 <10 <10
2 <10 <10
Sulfitoreducirajuce klostridije 3 <10 <10
4 <10 <10
5 <10 <10
1 <10 <10
2 <10 <10
Staphylococcus aureus 3 <10 <10
4 <10 <10
5 <10 <10
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Tablica 5. Mikrobioloska ispravnost narezane Zimske salame (100 g) pakirane u modificiranoj

atmosferi 0 dan i nakon 85 dana ¢uvanja pri 8°C.

Pokazatelj kakvoce

Oznaka Sarze

Dani ¢uvanja

0 dan 85 dan
1 0 0
2 0 0
Salmonella sp. 3 0 0
4 0 0
5 0 0
1 <10 <10
2 <10 <10
Escherichia coli 3 <10 <10
4 <10 <10
5 <10 <10
1 0 0
2 0 0
Listeria monocytogenes 3 0 0
4 0 0
5 0 0
1 <10 <10
2 <10 <10
Sulfitoreducirajuce klostridije 3 <10 <10
4 <10 <10
5 <10 <10
1 <10 <10
2 <10 <10
Staphylococcus aureus 3 <10 <10
4 <10 <10
5 <10 <10
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Tablica 6. Mikrobioloska ispravnost narezanog Kulena (100 g) pakiranog u modificiranoj

atmosferi 0 dan i nakon 85 dana ¢uvanja pri 8°C.

Pokazatelj kakvoce

Oznaka Sarze

Dani ¢uvanja

0 dan 85 dan
1 0 0
2 0 0
Salmonella sp. 3 0 0
4 0 0
5 0 0
1 <10 <10
2 <10 <10
Escherichia coli 3 <10 <10
4 <10 <10
5 <10 <10
1 0 0
2 0 0
Listeria monocytogenes 3 0 0
4 0 0
5 0 0
1 <10 <10
2 <10 <10
Sulfitoreducirajuce klostridije 3 <10 <10
4 <10 <10
5 <10 <10
1 <10 <10
2 <10 <10
Staphylococcus aureus 3 <10 <10
4 <10 <10
5 <10 <10
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5. RASPRAVA

Za istrazivanje odabrano je 6 razliCitih vrsta salama koje su bile narezane i pakirane u
modificiranoj atmosferi. Od svake vrste uzeto je po 5 uzoraka iz svake Sarze odmah nakon
pakiranja i ponovno po 5 uzoraka na kraju ¢uvanja (85 dana / 8°C). U svim uzorcima utvrdena
je prisutnost bakterija Salmonella sp., Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
sulfitoreduciraju¢e klostridija i Staphylococcus aureus. Svi istrazivani uzorci udovoljili su
mikrobioloskim kriterijima (tablica, 2, 3, 4, 51 6.). Salmonella sp. i Listeria monocytogenes
nisu pronadene niti u jednoj salami nakon pakiranja, niti nakon 85 dana cuvanja n 8°C. Isto
tako nisu pronadene niti sporogene sulfitoreducirajuce klostridije. Bakterije E. coli i S. aureus
nisu izolirane u istrazivanim uzorcima, makar Vodi¢ odobrava njihovu prisutnost i to < 10 CFU
/g.

Valja naglasiti da su u ovom istrazivanju analizirani industrijski proizvodi koji su ve¢
dugo prisutni na trzistu, proizvedeni kvalitetnom (i skupom) tehnologijom. Takoder, osoblje
koje radi u proizvodnji ima adekvatno iskustvo i znanje. Medutim, ukoliko bi se analizirali
proizvodi malih privatnih proizvodaca obrtnickog ili poluindustrijskog tipa, a koji ¢esto ne
raspolazu prikladnom tehnologijom, a osoblje im tek stjeCe iskustvo u ovoj dosta zahtjevnoj i
osjetljivoj proizvodnji, vjerojatno bi dobili neSto drugacije rezultate.

MikrobioloSku ispravnost mesa 1 mesnih proizvoda treba pripisati primarno dobroj
higijenskoj kakvoéi svjeZzeg sirovog mesa. Ne smijemo zanemariti utjecaj uporabe
odgovarajuce proizvodne opreme i /ili nepravilnosti u njenoj primjeni, naro¢ito u tehnoloskom
procesu, potom na pravilnu i temeljitost u provedbi mjera ¢iS¢enja, pranja i dezinfekcije opreme

i prostora u pogonu kao i brigu za osobnu higijenu osoblja koje sudjeluje u proizvodniji.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju analize podataka mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Mikroorganizmi kvare meso i proizvode od mesa, a prisutnost patogenih mikroorganizama
moze ih €initi opasnim po Zivot.

2. Istrazivani uzorci salama bili su mikrobioloski ispravni nakon pakiranja i nakon 85 dana
cuvanja na 8°C.

3. Samo odgovaraju¢a proizvodna oprema, pravilne i temeljne mjere CiSCenja, pranja i
dezinfekcije opreme i prostora u pogonu te briga za osobnu higijenu osoblja vazni su za

mikrobiolosku ispravnost proizvoda.
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