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SAZETAK

Jaja su glavni sastojak ljudske prehrane, a na globalnom nivou konzumiraju se u velikim
koli¢inama. Predstavljaju "cjelovitu hranu" 1 potrosaci ih prepoznaju kao bogati izvor
uravnotezenih esencijalnih hranjivih sastojaka. Tijekom prve polovice 20. stoljec¢a doslo je do
naglog porasta u industriji proizvodnje jaja pri ¢emu su se pojavile i razli¢ite metode uzgoja kokosi
nesilica. Danas je sve popularniji slobodni uzgoj, u kojem Zzivotinje barem dio dana ili cijeli dan

imaju pristup otvorenom prostoru.

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati mikrobiolosku ¢istocu 1 prisutnost bakterija Salmonella
spp. 1 Campylobacter spp. pri razliitim temperaturama ¢uvanja jaja, kao i ispitati prezivljavanje
bakterije S. Enteritidis na povrsini jaja te sposobnost njene penetracije u unutrasnji sadrzaj jaja pri

temperaturi 4 °C i 21°C.

Ispitivanje je provedeno na domadim jajima iz slobodnog uzgoja standardnim
mikrobioloskim metodama selektivnog obogacivanja i nacjepljivanja na selektivne hranjive
podloge. Analizom povrSine ljuske jaja nisu izolirane bakterije Salmonella spp. 1 Campylobacter
spp. tijekom 14 dana dok je kod jaja inokuliranih suspenzijom S. Enteritidis zabiljeZen znacajniji

rast pri temperaturi od 21°C kao i penetracija u unutrasnji sadrzaj jaja 15., 18.121. dan.

Kljucne rijeci: koko§ja jaja, slobodan uzgoj, S. Enteritidis



ABSTRACT

Globally, eggs are the main ingredients of the human diet and are consumed in large quantities.
They represent ,,wholesome foods* and are recognized by consumers as a rich source of balanced
essential nutrients. During the first half od the 20" century, there was a sharp increase in the egg
production industry, with various methods of laying hens rearing.

The aim of this study was to examine the microbiological purity and presence of Salmonella
spp. and Campylobacter spp. at different egg storage temperatures, as well as to examine the
survival of S. Enteritidis on the egg's surface and its ability to penetrate the internal egg content at
different egg storage temperatures.

The experiments were performed on home-grown free-range eggs using standard
microbiological methods of selective enrichment and selective nutrient media inoculation. During
the period of 14 days, Salmonella spp. and Campylobacter spp. were not isolated from the egg's
shell. In experiment where the eggs were treated with suspension of S. Enteritidis, a significant
bacterial growth occurred at 21 °C as well as the penetration of the said bacteria into the egg's

internal content during the 15", 18™ and the 21° day.

Key words: chicken eggs, free range, S. Enteritidis
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1. Uvod

Kokos i ¢ovjek koegzistiraju nekoliko tisuélje¢a. Covjek kokosi drzi prvenstveno kao izvor
hrane, konzumirajuci njihovo meso i jaja. Domaca kokos (lat. Gallus gallus domesticus) ima dugu
povijest i pokazuje varijacije tijekom svojega postojanja. Njezina upotreba za hranu bila je ocita
tijekom Rimskoga carstva, koje je zasluzno za razvoj pasmina, a posebice za proizvodnju jaja (1).
Danas su kokosja jaja jedna od najzastupljenijih namirnica u svijetu, bez obzira na vjeru i etnicku
pripadnost, a tijekom posljednjeg desetljeca zabiljezen je znaCajan porast upotrebe jaja u razli¢itim
vrstama prehrambenih proizvoda (kolaci, sladoled, tjestenina...) (2). KokoSja jaja glavna su
komponenta ljudske prehrane koja sluzi kao prehrambeni izvor proteina, masti i drugih hranjivih
sastojaka, a sastoje se od vanjske ljuske, bjelanjka (2/3) i zumanjka (1/3) (3). Bjelanjak je izvrstan
prirodni izvor visokokvalitetnih proteina koji obiluju esencijalnim aminokiselinama. Zumanjak je
izvor antioksidansa, aromati¢nih aminokiselina, karotenoida, vitamina, fosfolipida i proteina koji,
ne samo da daju hranjivu vrijednost, ve¢ zbog svojega sastava imaju blagotvorno djelovanje na
covjekovo zdravlje (4). Godisnje se uzgaja vise od 50 milijardi peradi kao izvor hrane u obliku
mesa ili jaja. KokoS$i uzgojene za proizvodnju jaja obi¢no se nazivaju kokama nesilicama, dok se
pili¢i uzgajani zbog mesa Cesto nazivaju tovljeni pili¢i (brojleri). Kokos nesilica u prosjeku
proizvede jedno jaje dnevno, a jaja polazu kada napune 21. tjedan. Stoga je potrebno planiranje da
proizvodnja jaja bude stalna kako bi se udovoljilo potraznji na trzistu. U podrucjima s toplom i
vlaznom klimom komercijalne hibridne kokoS$i nesilice daju u prosjeku izmedu 180 i 200 jaja
godisnje, dok u umjerenoj klimi kokosi nesilice u prosjeku proizvode izmedu 250 i 300 jaja
godis$nje (5). Hrana Zivotinjskoga podrijetla, posebno perad 1 proizvodi od peradi te sirova jaja,
dugi su niz godina poznati kao potencijalni uzro¢nici pojave salmoneloza kod ljudi. Siroko je
poznato da su kokoS$i znacajan rezervoar infekcije salmonelom u covjeka zbog sposobnosti
salmonele da se razmnoZava u gastrointestinalnom traktu, a potom prezivljava na komercijalno
preradenom mesu 1 jajima (6). Tijekom posljednjih 20 godina Sa/monella Enteritidis glavni je
uzrocnik epidemija salmoneloze koja se prenosi hranom kod ¢ovjeka, a kontaminirana kokosja jaja
su bila najvazniji nosioci zaraze. Jaja su najceS¢e kontaminirana salmonelom na vanjskoj ili
unutras$njoj povrsini ljuske. Unutarnja kontaminacija moze biti rezultat prodiranja kroz ljusku jajeta
ili izravnim oneciS¢enjem sadrZzaja neposredno prije polaganja, koje potjece od infekcije
reproduktivnih organa. Kada salmonela ude u jaje, ona se mora nositi s antimikrobnim uc¢inkom

vitelinske ovojnice 1 proteina bjelanjka prije nego migrira u zumanjak (7). U 2019. godini na
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podru¢ju EU zabiljezeno je 87.923 potvrdenih slucajeva salmoneloze s prevalencijom od 20,0
slucajeva na 100.000 stanovnika. Vecina (72,4%) epidemija salmoneloze izazvanih hranom
uzrokovana je bakterijom S. Enteritidis. Najosjetljivija vrsta hrane, u kojima je dokazano izbijanje
salmoneloze, bila su jaja i proizvodi od jaja, zatim pekarski proizvodi, svinjsko meso 1 mijeSana
hrana (8). Uz salmonelu, bakterije iz roda Campylobacter spp. vodeci su uzrok bakterijskih bolesti
koje se prenose hranom u vecini razvijenih zemalja. Campylobacter jejuni poznat je kao najcesci
uzro¢nik kampilobakterioza. Vecina slucajeva ljudske kampilobakterioze javljaju se sporadicno, a
prvenstveno je rezultat konzumiranja nedovoljno termicki obradenog mesa peradi i jaja (9). Kokosi
nesilice i brojleri obi¢no se smatraju prirodnim domaéinom jer sadrze veliko opterecenje C. jejuni
u svojem gastrointestinalnom traktu, posebno u slijepim vodovima debelog crijeva. Procjenjuje se
da je kampilobakterioza kod ljudi u 80% slu¢ajeva uzrokovana mesom i proizvodima peradi, gdje
je C. jejuni razvio nekoliko mehanizama prezivljavanja i kolonizacije koji su odgovorni za njegovu

visoku sposobnost prilagodbe (10).

1.1. Domaca kokos (lat. Gallus gallus domesticus)

Kokos (lat.Gallus) je rod ptica iz porodice Phasianidae. PotjeCe iz Azije gdje zive 4 vrste divlje
kokosi: divlja kokos (lat. Gallus gallus), zelena kokoS (lat. Gallus variu), pjegava kokos (lat.
Gallus sonneratii) i cejlonska kokos (lat. Gallus lafayetii). Divlja koko§ malenoga je rasta, a
godiSnje snese do 20 jaja. Smatra se da je domaca kokos (lat. Gallus domesticus) pripitomljena iz
divljeg izvornog oblika Gallus u Indiji oko 3000. p.n.e, a oko 600. p.n.e prosirila se do Grcke,
odakle je prenesena u prve grcke kolonije na jugu Hrvatske. Na podru¢je danasnje Hrvatske
prosirila se u doba rimske vlasti. Uzgojen je veliki broj sojeva koji se medusobno razlikuju gradom
tijela, uzrastom, bojom perja i brojem poloZenih jaja. Nakon 1950., napretkom molekularne
biologije stvoreni su specijalizirani laki hibridi za proizvodnju jaja 1 teski hibridi za proizvodnju

brojlera (11).

1.1.1. Op¢e karakteristike

Domaca koko§ visine je manje od 70 cm i u prosjeku tezi oko 2,6 kg. Muzjaci (zvani
pijetlovi) i Zenke (kokoSi) poznati su po svojim “mesnatim* krijestama koje mogu biti razlicita
oblika 1 visokim repovima u obliku srpa. U nekih pijetlova rep se moze protezati dulje od 30 cm.
Kokos$i se uglavnom uzgajaju u proljetnim i ljetnim mjesecima. Polaganje jaja potaknuto je

djelovanjem dugog dnevnog svjetla koje se javlja tijekom toplijih mjeseci. Medutim, umjetna



svjetla postavljena u kokosinjcima mogu poticati njihovo polaganje tijekom cijele godine. Vrijeme
izmedu ovulacije i polaganja jaja iznosi priblizno 23-26 sati, dok se naknadne ovulacije mogu
dogoditi unutar sat vremena nakon polaganja jaja, $to nekim kokosima omogucuje proizvodnju do
300 jaja godisSnje. Oplodeni embriji se brzo razvijaju, a pili¢i se izlegu otprilike nakon 21 dan.
Izlegnuti pili¢i brzo sazrijevaju, a nakon cCetiri do pet tjedana postaju potpuno prekriveni perjem.
Kokosi u najboljim uvjetima mogu zivjeti Sest do osam godina, dok vecina kokosi, koje se koriste
u peradarskoj industriji za proizvodnju jaja, prozive dvije do tri godine, nakon ¢ega ih se uglavnom

koristi za proizvodnju hrane za Zivotinje (12).

Slika 1. Domaca koko$

(izvor: vlastita slika)

1.1.2. Kokos hrvatica

Kokosi hrvatice pripadaju skupini kokoSi mjeSovitih svojstava, $to znaci da su podjednako
dobre za proizvodnju jaja, ali 1 za proizvodnju mesa. Odrasli pijetlovi prosjecno teze oko 2,5 kg,
dok su kokoS$i nesto lakSe (13). Kokosi hrvatice po fenotipu pripadaju skupini mediteranskih
pasmina. Vanjske odlike pasmine su neoperjano lice crvene boje, malena glava bez kukmice 1
jednostruka krijesta s uzdignutom zastavicom. Tijelo im je trokutasta oblika, a leda su im prili¢no
Siroka. Pijetlov rep uzdignut je pod pravim kutom, dok u kokos$i ima oblik trokuta. Ovisno o boji
perja, koko$ hrvatica se moze podijeliti na 4 soja, a to su: crni, crveni, jarebicasto-zlatni i crno-

zlatni soj, od kojih je, prema izvjestaju Hrvatske poljoprivredne agencije iz 2018. najc¢esc¢i crveni



soj (14). Za sve 4 vrste bijeli poduSnjaci su karakteristika po kojoj su kokos$i hrvatice
prepoznatljive, a kod crvenoga i jarebicasto-zlatnog soja bijele noge, dok su kod crnog i zlatnoga

soja noge sivkaste boje (13).

1.2. Kokosja jaja

Jaja mnogih vrsta ptica nesumnjivo su bila konzumirana od samog pocetka covjeCanstva (15).
Glavni su sastojak ljudske prehrane, a na globalnoj razini konzumiraju se u velikim koli¢inama.
Oni predstavljaju "cjelovitu hranu" i1 potrosaci ih prepoznaju kao bogati izvor uravnotezenih
esencijalnih hranjivih sastojaka. Uz to, jaja su preventivne prirode, a imaju terapijski potencijal.
Jeftin su 1 niskokalori¢an izvor visokokvalitetnih proteina 1 drugih hranjivih sastojaka koji su
korisni za ¢ovjekovo zdravlje. Kvaliteta jaja definira one karakteristike jaja koje utjeCu na
prihvatljivost i preferencije potrosaca. Nakon $to su jaja polozena njihova se kvaliteta ne moze
poboljsati, stoga je njihovo ¢uvanje uglavnom preventivni postupak koji je presudan za odrzavanje
pocetne kvalitete. Kvaliteta jaja pod utjecajem je nekoliko ¢imbenika, ukljucujuéi uzgoj,
temperaturu, vlaznost, rukovanje, skladiStenje i dob jajeta. Unutrasnja kvaliteta najvaznija je za
potrosace, a pocinje opadati neposredno nakon polaganja jaja. Odreduju je nekoliko komponenata:
kvaliteta Zumanjka 1 bjelanjka, kvaliteta ljuske i ukupna kvaliteta. Brzo skupljanje i hladenje jaja

te skladiStenje u hladnjaku na odgovarajucoj temperaturi i vlaznosti smanjuje njihovu degradaciju
(16).

Peradarska industrija jedna je od svjetskih najbrze rastu¢ih stocarskih industrija. Proizvodnja i
potros$nja jaja udvostrucile su rast posljednjih nekoliko desetlje¢a gdje je njihova proizvodnja
dosegla 68,26 milijuna tona u 2013. godini, uz porast od 94,6% u odnosu na 35,07 milijuna tona

1990. godine (17).

1.2.1. Stvaranje 1 struktura jaja

Ptice su oviparne Zivotinje 1 proizvode kleidonicko jaje koje je gotovo potpuno izolirano od
vanjske sredine. Jaja sadrZe sve bitne hranjive sastojke za razvoj embrija u vanjskom okruzenju.
Posjeduje fizi€ku zastitu (ljusku), ali i sloZeni sustav kemijske obrane koji osigurava opstanak
embrija u nepovoljnim vanjskim uvjetima. Jaje je najveca stanica u zivotinjskom carstvu koja
proizlazi iz jedne stani¢ne diobe. Raznolikost komponenata jaja 1 njihova idealna ravnoteza

zasluZni su za hranjiva svojstva kokosjih jaja (18).



Stvaranje jaja je proces koji se dogada za otprilike 25-26 h od ovulacije do nastanka zrelog
jajeta. Zapocinje s dozrjelom jajnom stanicom (koja je obiCan zumanjak i zametni disk) u
reproduktivnom traktu, Sto rezultira nastankom jajeta s tvrdom ljuskom sa zastitnim membranama
1 potrebnim hranjivim tvarima za razvoj embrija. Glavne faze u stvaranju jaja ukljucuju stadij
ovulacije, stadij oplodnje, formiranje i nastanak zrelog jajeta. Sve ove faze odvijaju se u jajniku i

jajovodu. Sami se proces moze jasnije razumjeti na slici 2.

U jajniku se jajna stanica (oocita) oslobada iz folikula postupkom poznatim kao ovulacija.
Ona se odvija otprilike 5 do 10 minuta nakon polaganja prethodnoga jajeta. Ovoj je fazi prethodila
proizvodnja zumanjka koja omogucuje embriju odgovarajuce hranjive sastojke klju¢ne za razvoj.
Prehrana bogata kalcijem u ovoj je fazi prijeko potrebna jer ¢e kasnije imati primjenu tijekom
stvaranja ljuske. Hranjive tvari apsorbirane iz probavnog trakta kokosi u krvotoku se pretvaraju u
zumanjak putem kokosje jetre, a zatim se zumanjak transportira iz jetre u jajnik krvotokom.
Folikularne stanice oko jajne stanice uzimaju zumanjak te druge hranjive sastojke i prenose ih u
jajnu stanicu. Nezrele jajne stanice i njihove susjedne folikularne stanice ugraduju se u jajnik. Jajna
stanica se vremenom povecava nakupljanjem Zumanjka do svojega maksimalnog volumena, pri
¢emu zapocinje postupno kontinuirano potiskivanje ugnijezdene jajne stanice i folikula prema

vanjskome rubu jajnika.

Kada se u jajnoj stanici nakupi dovoljna koli¢ina zumanjka za razvoj embrija, jajna stanica
pukne iz folikula postupkom ovulacije. Slobodna jajna stanica (ovum) pada u ,,dZzep* jajnika 1 za
nekoliko minuta zahvacéa infundibulum i uvodi se u lijevi jajovod kokoSi. Prije nego Sto jajnu
stanicu zahvati infundibulum, jezgra jajne stanice prolazi kroz proces primarnih dioba stanica
(mejoza), na kraju dajuci zrelu jajnu stanicu koja ulazi u infundibulum. Do oplodnje dolazi unutar
infundibuluma ako je spermij dostupan, a rezultiraju¢a zigota time zapocinje sekundarnu diobu
stanica mitozom. U ovoj fazi dolazi 1 do nakupljanja prvih slojeva bjelan¢evina, a preostali proces
stvaranja jajaSaca dovrSava se tijekom putovanja niz jajovod. Jajovod je podijeljen u Sest razlicitih
dijelova: infundibulum, magnum, prevlaka, zlijezda za proizvodnju ljuske (maternica), rodnica 1

kloaka (necisnica) (19).

Infundibulum je miSi¢ava ljevkasta struktura koja oznacava pocetak jajovoda. U
neposrednoj je blizini rastu¢ih folikula i okruzuje ih, tako da je ovulirani folikul zarobljen i

usmjeren prema silaznim dijelovima jajovoda. Infundibulum nema sekretorne funkcije 1 jaje ostaje



ovdje tijekom 15 do 17 minuta. Medutim, ako infundibulum ne radi pravilno, folikul moze

ovulirati izvan jajovoda u unutarnju peritonealnu Supljinu (20).

Magnum je najduzi dio jajovoda koji doprinosi stvaranju proteina i formiranju bjelanjka
tijekom 3 sata prolaska kroz ovaj segment. Sinteza albumina uglavnom se kontinuirano dogada u
stanicama cjevastih zlijezda magnuma. Medutim, brzina taloZenja se povecava kada je jaje prisutno
u ovom dijelu jajovoda. Proteini koji su najcesc¢e prisutni u bjelanjku su ovoalbumin, ovomucin i
konalbumin. Albumin pruza antimikrobnu funkciju prije inkubacije jajeta, a njegovi su proteini

glavni izvor prehrane rastuc¢eg embrija tijekom inkubacije.

Istmus je prevlaka koja premos¢uje magnum 1 zlijezdu za proizvodnju ljuske (maternicu)
u jajovodu kokosi. Kada nerazvijeno jaje prolazi kroz istmus, izlu¢uje se membrana ljuske koja se
ovija oko bjelanjka. Membrana ljuske jajeta gradena je od vlaknastih proteina (poput kolagena) te

pruza strukturnu osnovu za kalcifikaciju ljuske jajeta. (21).

Maternica (lat. uterus) kokosi poznata je pod nazivom zlijezda ljuske, a sekreti zlijezda
djeluju na vanjski kalcificirani zastitni sloj. Jaje tijekom svog formiranja najduze ostaje u maternici.
Formiranje traje 20 sati, tijekom kojih se dogada kalcifikacija ljuske jajeta u tri faze: inicijacija,
rast 1 zavrSetak. Tijekom faze inicijacije brzina kalcifikacije je spora, naglasena je tijekom 15 sati,
a u posljednja dva sata prije polaganja je najsporija. Pigmenti (protoporfirin 1 biliverdin) se
sintetiziraju u maternici i taloze ih cilijarne stanice tijekom posljednja tri sata prije polaganja jajeta
(22). Osim §to pruza fizi€ku zasStitu embriju, ljuska jajeta 1 proteini bjelanjka djelotvorno djeluju 1

pruzaju fizi¢ku i kemijsku zastitu od bakterijskoga djelovanja (23).

Vagina je kaudalni dio jajovoda piletine 1 ne igra ulogu u stvaranju jajasaca. Medutim, tu
nastaje vanjska kozica i1 dolazi do pigmentacije jajeta. MiSi¢i rodnice pomazu uzduzno okretanje

jajaSaca do tupoga kraja i potiskivanje jajasaca iz jajovoda (19).
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Slika 2. Prikaz nastanka kokos$jega jajeta

(izvor: https://www.researchgate.net/publication/326330407_Regulation_of egg_ formation_in_the oviduct of laying hen)

1.2.2. Grada 1 sastav jaja

Jaja su sastavljena od tri glavna dijela: ljuska jajeta s membranom, bjelanjak i Zumanjak
(24). Od ukupne mase jajeta, 60% otpada na bjelancevine, 30% na zumanjak 1 10% na ljusku.
Komponente unutar jajeta organizirane su membranama. Dvije usko prijanjaju¢e unutarnje i
vanjske membrane ljuske sastoje se od mreze proteinskih polisaharidnih vlakana. Membrane
djeluju kao barijera od bakterijskog djelovanja, razdvajaju bjelancevine i ljusku, pruzaju temelj za
stvaranje ljuske u jajovodu i Cine ,,dzep* zraka (zracna komora). Zra¢na komora nastaje na tupom
kraju jajeta prilikom njegovog hladenja i skupljanja. U pocetku je promjera 5 mm, ali se povecava

prilikom skladistenja i koristan je pokazatelj za procjenu starosti jaja. Zumanjak se u sredi$tu jajeta
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drzi neprozirnim uvijenim bjelancevinastim ,.konopcima* (helaza) koji se, na tupom kraju jajeta,

uvijaju u smjeru kazaljke na satu (25).

1.2.2.1. Zumanjak

U srediStu zumanjka nalazi se latebra - masa bjelanjka u obliku cjevcice koja se proteze
sredinom cijelog Zumanjka. Sadrzaj zumanjka talozi se u koncentricnim prstenovima koji se,
ovisno o rasporedu hranjenja i pigmentima topivim u mastima prisutnih u hrani kokosi, razlikuju
po boji. Prstenovi se uobic¢ajeno razlikuju u svijetlim 1 tamno narancasto-zutim slojevima. Tijekom
taloZzenja sadrzaja zumanjka, latebra zadrzava zametni disk (blastodisk) na povrSini zumanjka.
Zametni disk u pocetku sadrzi zenske kromosome i odgovara mjestu razmnoZavanja embrionalnih
stanica kada je jajna stanica oplodena u infundibulumu. Zumanjak je zatvoren polupropusnom
membranom (vitelinska ovojnica) debljine oko 0,025 mm, a funkcija joj je ograniciti razmjenu
materijala izmedu bjelanjka i Zzumanjka, a ujedno sluzi i kao krajnja barijera prodiranja bakterija

(18, 26).

Primarna uloga zumanjka je pruziti hranjive sastojke za rast i razvoj embrija tijekom
inkubacije, buduci da 90% hranjivih sastojaka za razvoj embrija dolazi od proteina zumanjka (27).
Proteini Zumanjka dominantan su izvor esencijalnih aminokiselina za embrij i pruZaju mnoge
hranjive tvari, ukljuéujuéi fosfolipide, kolesterol i fosfate (28). Zumanjak je sloZeni sustav koji
sadrzi brojne netopive suspendirane Cestice, veli¢ine priblizno 0,3—2 mm u bistro-Zutoj viskoznoj
tekucini (29). Sadrzaj bjelancevina u zumanjku iznosi oko 16%, a sadrZaj lipida varira od 32-35%,
ovisno o soju kokosi. Frakcija lipida Zumanjka sastoji se od 66% triglicerida, 28% fosfolipida, 5%
kolesterola i male koli¢ine drugih lipida. Glavna komponenta fosfolipida je fosfatidilkolin (73%),
a ostali spojevi prisutni su u sljede¢im koli¢inama: fosfatidiletanolamin, 15%, lizofosfatidilkolin
6%, sfingomijelin 2,5%, lizofosfatidiletanolamin 2% 1 plazmalogen 1%. Lipoproteini su
klasificirani kao lipoproteini visoke gusto¢e (HDL), lipoproteini niske gusto¢e (LDL) i lipoproteini
vrlo niske gusto¢e (VLDL). Gustoc¢a se odreduje postotkom lipidnoga materijala u molekuli. HDL
frakcija Zumanjka sastoji se od fosvitinai a-, B- te y-livetina koji sadrze manje od 10% lipida. LDL
spojevi su o- 1 B-lipovitelin 1 sadrze oko 20% lipida, dok VLDL lipovitelenin sadrzi oko 40% lipida.
Jedno prosjecno jaje sadrzi 200-220 mg kolesterola koji se nalazi samo u Zumanjku, a njegov
sadrzaj po gramu zumanjka relativno je konstantne vrijednosti za jaja svih vrsta kokosi. 1z toga

razloga, povecanjem veli¢ine zumanjka povecava se 1 koli¢ina kolesterola (26).



Karotenoidi su prirodni pigmenti Zumanjaka kokos§jih jaja. Oni mu daju Zutu boju koja
moze prijeci od blijedo zute do tamno narancaste. Karotenoida u jajima nema mnogo, ali posjeduju
ekonomski vaznost jer predstavljaju kriterij kvalitete. Uglavnom su to karoten 1 ksantofili (lutein,
kriptoksantin i zeaksantin), pri ¢emu je ukupna koncentracija luteina i zeaksantina deset puta veca
od koncentracije kriptoksantina i karotena zajedno. Karoten je najznacajniji karotenoid koji se
pronalazi primarno u vrstama kokosi kod kojih je u prehrani najzastupljeniji kukuruz i lucerna.
Nakon ulaska u probavni sustav kokosi karoten se u velikoj mjeri oksidira kako bi nastali ksantofili

(30).

1.2.2.2. Bjelanjak

Bjelanjak se sastoji od vanjskoga sloja (tzv. rijetkog bjelanjka) (21%), gustoga sloja
bjelanjka (55%) i unutarnjega sloja bjelanjka (oko 21%). Neposredno oko zumanjka nalazi se tanki
sloj vrlo gustoga sloja bjelanjka koji sadrzi helaze (uvijene trake bjelanjka koje idu prema Siljastom
1 tupom kraju jaja) koje povezuju Zumanjak s gustim bjelanjkom i1 drze ga u sredini jajeta (31).
Udjeli rijetkoga 1 gustoga bjelanjaka ovise o mnogim ¢imbenicima kao S§to su teZina 1 brzina
polaganja jaja, soj, starost i zdravstveno stanje kokosi, a posebno trajanje i nacin cuvanja jaja.
Bjelanjak ¢ini priblizno 67% ukupne mase jajeta, a uglavnom se sastoji od vode (87,8%) i proteina
(9,7-10,6%), dok ostatak ¢ine ugljikohidrati, pepeo 1 lipidi u tragovima (1%). Proteini bjelanjaka
sastoje se od ovalbumina (koji predstavlja visSe od 50% ukupnih proteina), ovotransferina,
ovomukoida, ovomucina 1 lizozima. Vise od 50% ugljikohidrata nalazi se u obliku slobodne
glukoze, dok su ostali Seceri ugradeni u polisaharidne dijelove glikoproteina bjelanjka . Glavni
minerali bjelanjka su kloridi, natrij, sumpor i kalij. Kloridi, natrij 1 kalij se uglavnom nalaze
slobodni u suspenziji bjelanjka, dok je sumpor u pravilu sastavni element bjelancevina bjelanjaka.
Kalcij 1 magnezij prisutni su u jednakim koli¢inama, djelomicno su vezani za proteine i heterogeno
su rasporedeni izmedu gustoga i tankog bjelanjka. Zeljezo je prisutno u malim koli¢inama, ali
uzimajuci u obzir koncentraciju ovotransferina u bjelanjku (oko 1,7 mmol/l) te njegov njegovu
sposobnost keliranja dva atoma zeljeza po molekuli, moze se smatrati da se svo Zeljezo prisutno u
bjelanjku veZe za ovotransferin. Zbog svoje vodene prirode, bjelanjak je uglavnom siromasan

vitamina topivih u mastima (vitamini A, D, E 1K), medutim, sadrZi sve vitamine B skupine (32,33).

Bjelanjak je dopuna fizi¢koj zastiti koju osigurava ljuska jaja. To je viskozna bioloSka

tekuc¢ina koja se uglavnom sastoji od brojnih bjelan¢evina koje imaju antibakterijski potencijal, pri



¢emu osiguravaju zastitu jaja od negativnoga bakterijskoga utjecaja. Temperatura je presudna u
kontroli rasta bakterija u jajima, ali pH i viskoznost bjelanjka takoder imaju znacajnu ulogu u
regulaciji difuzije, rasta i prezivljavanja bakterija (bilo izravnim djelovanjem na mikroorganizme
ili moduliranjem aktivnosti antimikrobnih bjelancevina). Te se fizicke karakteristike mijenjaju
tijekom skladistenja jaja. Prilikom polaganja jajeta, pH vrijednost bjelanjka bliska je neutralnosti
1 postaje luznat nakon nekoliko dana skladiStenja na sobnoj temperaturi, dosezuéi pH vrijednost od
9,5. Alkalnost moZze izravno inhibirati rast bakterija i sintezu flagela. Viskoznost gustog dijela

bjelanjka inhibira pokretljivost stanica i ogranicava migraciju bakterija prema zumanjku (34).

Ovalbumin je glavna proteinska komponenta bjelanjka koja predstavlja polovinu ukupnih
bjelancevina. Starenjem jaja i njihovom termickom obradom (poput pasterizacije bjelanjka) nativni
ovalbumin pretvara se u deaminirani, stabilniji oblik - S-ovalbumin (35). Ovoalbumin je poznat po
raznim bioloskim aktivnostima (poput antikancerogenih, antihipertenzivnih, antimikrobnih te
antioksidativnih aktivnosti), a utvrdena je i visoka antimutagena aktivnost kada je denaturiran
toplinom. Antimikrobno djelovanje pokazali su peptidi ovalbumina koji su nastali probavom i bili
su aktivni protiv razli¢itih sojeva bakterija, kao i1 gljiva. Svojstva hidrofobnosti i pozitivnoga naboja

ovih peptida vazni su za njihovo baktericidno djelovanje (36).

Ovotransferin ¢ini oko 12—13% ukupnih bjelancevina bjelanjka, a tijekom nastanka jajeta
sintetizira se u jajovodu. Graden je od monomernoga glikoproteina koji se sastoji od 686
aminokiselinskih ostataka. Kao ¢lan obitelji transferina, ovotransferin se savija u dva globularna
reznja, od kojih svaki sadrzi mjesto vezanja zeljeza. Osim Sto pruZa antimikrobnu aktivnost,
takoder djeluje 1 na transport Zeljeza do embrija tijekom razvoja. Smatra se da je antimikrobno
svojstvo ovotransferina uvjetovano njegovom sposobnosti da snazno veZe Zeljezo Cine¢i ga
nedostupnim mikroorganizmima za njihov rast. Do sada je zabiljeZen Siroki spektar antifungalnih
te antivirusnih, aktivnosti za ovotransferin 1 njegove izvedene peptide. Antimikrobna svojstva
ovotransferina omogucuju njegovu Siroku primjenu, ponajvise u prehrambenoj industriji u obliku

dodanog aditiva (37).

Lizozim je jednolancani polipeptid koji sadrzi 129 aminokiselinskih ostataka i ¢ini oko
3,5% ukupnih bjelanc¢evina jajeta. Trodimenzionalna struktura je stabilizirana pomocu Cetiri
disulfidna mosta koji doprinose njegovoj izuzetnoj termostabilnosti. Lizozim posjeduje

antifungalna, antivirusna i antibakterijska svojstva (posebice protiv gram-pozitivnih bakterija)
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(38). Antibakterijska svojstva odlikuje njegovu sposobnost da hidrolizira B-1,4-glikozidnu vezu
izmedu N-acetilmuraminske kiseline i N-acetilglukozamin peptidoglikana, koje su strukturne
komponente stanicnih stijenki bakterija. U¢inkovit je uglavnom protiv gram-pozitivnih bakterija,
ali njegov se spektar moze prosiriti prema gram-negativnim bakterijama denaturacijom, kemijskim
modifikacijama ili kombiniranjem s drugim konzervansima (39). Lizozim ¢ini oko 3,5%
bjelancevina jaja, a danas se Siroko koristi u farmaceutskoj industriji kao sastojak lijekova i u
prehrambenoj industriji za ocuvanje hrane te kao konzervans. Koncentracija i enzimska aktivnost
lizozima ovise o mnogim Cimbenicima, kao §to su prehrana i sustav drzanja kokoSi te starosti i

uvjeti cuvanja jajeta (38).

1.2.2.3. Ljuska jaja

Membrana ljuske jedna je od primarnih prepreka bakterijskoj invaziji sadrzaja jaja. Ona se
sastoji od dva sloja: unutarnje i vanjske membrane. Debljina dva sloja membrane varira medu
razli¢itim pasminama kokosi, ali je u pravilu manja od 0,02 mm. Sastavljene su od proteinskih
vlakana koja su rasporedena tako da tvore polupropusnu opnu koja omogucéuje izmjenu vlage i

plinova.

Ljuska jajeta bitna je za uzgoj i razvoj embrija te ima tri glavne funkcije: zaStita jajeta od
vanjskih utjecaja, kontroliranje protoka plinova i vodene pare te osiguravanje dovoljne koli¢ine
kalcija za razvoj embrija nakon potroSenih zaliha iz Zumanjka. Ljuska jajeta porozna je
polupropusna struktura koja se sastoji od mreze proteina s ugradenim mineralnim tvarima (Ca 1
Mg karbonati i fosfati). Vanjska je povrSina presvucena vrlo tankim slojem organske tvari mucina
— tj. kutikulom. Ispod kutikule nalazi se spuzvasti sloj koji je vrlo kompaktan 1 ¢ini najveci dio
ljuske. Unutarnji dio ljuske (mamilarni sloj) sastoji se od brojnih grubih nakupina u obliku konusa
(mammillae), ¢vrsto zbijenih 1 vrthovima okrenutih prema unutrasnjosti jajeta. Ljuska je prekrivena
vrlo malim okruglim otvorima (porama), od kojih su najve¢i vidljivi golim okom. Na njih se
nastavljaju pore kanali¢a koje idu okomito na povrSinu i prolaze kroz cijelu debljinu ljuske. Najveci
broj pora po jedinici povrsine ljuske nalazi se na tupome kraju jajaSca, a najmanji na Siljastome

kraju.

Sastav ljuske relativno je konstantan, ali debljina ljuske mozZe se promijeniti smanjenjem
sadrzaja kalcija ili nedostatkom vitamina D u prehrani kokosi. Sastav ljuske u pravilu se ne mijenja,

ali postotak ljuske u odnosu na cijelo jaje moze varirati od 8% do preko 12%. Ljuske jaja variraju
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u boji, uglavnom zbog potrebe za kamuflazom u okolisu (ovisno o stanistu kokosi). Ljuska jaja
domacih kokosi uglavnom su bijele do smede boje, dok neki genotipovi polazu jaja plave i zelene

boje(15, 25).

VITELINSKA
ZAMETNI DISK MEMBRANA

LJUSKA JAJA
ZUMANJAK

KUTIKULA
HELAZA
ZRACNA
KOMORA
GUSTI BJELANJAK RIJETKI BJELANJAK

Slika 3. Anatomska grada kokosjeg jajeta

(izvor: https://www.chickens.allotment-garden.org/eggs/structure-egg/)

1.2. Proizvodnja konzumnih jaja

Tijekom prve polovice 20. stoljeca, sa sve ve¢om potraznjom za jeftinijom hranom doslo je i
do opcenitoga napretka u stocarstvu, $to je bilo popraceno masovnim Sirenjem proizvodnih
operacija i procesa. U sustavima za proizvodnju kokosjih jaja napravljena su velika dostignu¢a u
uzgoju, Sto je rezultiralo ogromnim povecanjem produktivnosti. Medutim, tradicionalni nacini
drzanja kokosi u slobodnom i stajskom uzgoju nisu se mogli povecati iz dva razloga: zbog velike
potrebe za radnom snagom te higijene 1 prijenosa bolesti u takvim sustavima proizvodnje. Tijekom
prve polovice 20. stoljeca odredeni unutarnji paraziti (poput kokcidija 1 bakterijskih infekcija poput
tuberkuloze) bili su poSasti peradarske industrije. Tijekom Cetrdesetih godina pojavio se uzgojni

sustav koji je rijeSio navedene probleme. Kokosi su bile smjestene u kaveze gdje se vrsilo

12


https://www.chickens.allotment-garden.org/eggs/structure-egg/

kontrolirano hranjenje i sakupljanje jaja te uklanjanje stajskoga gnoja. U konacnici se takvim
sustavima lako upravljalo i sustav se u potpunosti mogao automatizirati. Buduci da su kokosi bile
zasti¢ene od svoga izmeta, ciklus ponovne infekcije mogao se prekinuti za mnoge bolesti. Naravno,

prelazak na kavezni uzgoj u svojim pocecima zahtijevao je velika kapitalna ulaganja.

1.3.1. Kavezni (baterijski) uzgoj

Uzgoj jaja u kavezima zapoceo je prije otprilike 50 godina kao odgovor na brzorastucu
potraznju za jajima i potrebu za smanjenjem neprihvatljivo visokih stopa bolesti i smrtnosti kokosi
u slobodnome uzgoju. Glavne prednosti kaveznog uzgoja kokosi nesilica u odnosu na alternativne
uzgojne sustave su: povecana higijena koja rezultira mnogo nizom ucestalo$¢u pojavnosti bolesti
koja se Siri koko§jim izmetom, mala brojnost kokosi u kavezu Sto rezultira smanjenom ucestalo$¢u
parenja, lakoca upravljanja, bolji uvjeti rada zaposlenih i mnogo nizi troskovi proizvodnje. Danas
je kavezi uzgoj kokosi Cesto tema drustava za zastitu zivotinja koje kritiziraju takav uzgoj, ali 1
druge sustave intenzivne proizvodnje Zivotinja. Glavna mana kaveznog uzgoja je nedostatak
fizickog prostora za kokosi koji im onemogucuje zauzimanje odredenog polozaja ili izvodenje

odredenog ponasanja.

1.3.2. Podni (stajski) uzgoj

Podni sustav proizvodnje predstavlja jedan od alternativnih nacina proizvodnje jaja, a
trenutno je najmanje zastupljeni sustav uzgoja u svijetu. Ovakva vrsta proizvodnje odvija se u
kontroliranim uvjetima objekta koji najviSe sli¢i kaveznome uzgoju kokoSi. Trenutno je u
Republici Hrvatskoj proizvodnja jaja u stajskome sustavu u porastu, a ukupno se u ovakvom nac¢inu
drzanja nalazi 88.816 Zivotinja. Prednosti ovakvog sustava je moguénost smjestaja veceg broja
zivotinja po m? u kontroliranim uvjetima proizvodnje za razliku od slobodnog uzgoja. Istodobno,
ovakav sustav proizvodnje kod potroSaca ne stvara percepciju ugrozenosti kokosi nesilica kao kod

kaveznog uzgoja (41).

1.3.3. Slobodni uzgoj

Izraz slobodni uzgoj podrazumijeva da kokosi nesilice, koje se koriste za proizvodnju jaja,
imaju pristup otvorenom prostoru, tj. bivanju na otvorenome prostoru tijekom svojega zivotnoga
razdoblja. KokoS$i su uglavnom smjeStene na otvorenom prostoru na kojem se nalaze pokretne

kucice ili fiksirane nastambe unutar kojih se nalaze hranilice, pojilice te poviSene postavljene
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konstrukcije koje kokosi koriste za spavanje i1 prilikom nevremena. Noc¢u se nastambe zatvaraju
zbog zastite od grabezljivaca, a rano ujutro se kokos$i pustaju iz nastambi na otvoreni prostor. S
obzirom na to da su domace kokosi pripitomljene zivotinje u pravilu se zadrzavaju u blizini svojih
nastambi, a nerijetko su naucene na polaganje jaja unutar njih. KoriStenje pasnjaka i izlaganje
suncevoj svjetlosti dva su klju¢na razloga zbog kojih jaja iz slobodnog uzgoja mogu imati
poboljsana hranjiva svojstva. Istrazivanja su pokazala da jaja iz slobodnog uzgoja imaju nize razine
triglicerida i povecani sadrzaj karotenoida i alfa tokoferola (vitamin E) u zumanjku za razliku od
ostalih sustava proizvodnje konzumnih jaja. S obzirom na sve prednosti, pojedine studije su
izvijestile kako jaja iz slobodnoga uzgoja imaju vecu bakterijsku kontaminaciju, a dokazana je 1

prisutnost teskih metala poput olova (42).

1.3. Salmonella spp.

Salmoneloza je zarazna bolest uzrokovana bakterijom iz grupe Salmonella spp., a smatra se
jednim od najznacajnijih uzroc¢nika bakterijskih zoonoza u covjeka, zivotinja i peradi.
Salmonela je gram-negativna Stapicasta bakterija koja pripada porodici Enterobacteriaceae, a ¢ini
rod od vise od 2300 serotipova koji su visoko prilagodeni za rast kod ljudi i zivotinja te uzrokuju
Siroki spektar bolesti. Rod se sastoji od dvije velike vrste: S. enterica (koja je podijeljena u Sest
podvrsta) i S. bongori (43). Podvrsta S. enterica uglavnom je izolirana iz toplokrvnih Zivotinja 1
¢ini viSe od 99% klini¢kih slu€ajeva, dok su preostale podvrste 1 S. bongori uglavnom izolirane od

hladnokrvnih Zivotinja i ¢ine manje od 1% slucajeva (44).

Rast S. Typhi i S. Paratyphi ograni€en je samo na covjeka uzrokujuéi trbusni tifus, odnosno
paratifusnu groznicu, dok je salmoneloza sveobuhvatan pojam koji ukljucuje invazivnu infekciju
svim serotipovima. Netifusnu salmonelozu uzrokuje nekoliko drugih serotipova salmonele, poput
S. Enteritidis i S. Typhimurium, koji se mogu prenijeti na ¢ovjeka. Zivotinjski proizvodi poput
mesa peradi, jaja i mlijeka smatraju se najvaznijim rezervoarima za izbijanje humane salmoneloze
(45). Gastroenteritis je najceS¢a manifestacija infekcije salmonelom u svijetu, pracena
bakterijemijom i enterickom groznicom. Infekcija salmonelom i dalje predstavlja javnozdravstveni
problem u cijelome svijetu, doprinose¢i ekonomskom opterecenju razvijenih i nerazvijenih zemalja

kroz troskove povezane s nadzorom, prevencijom i lijeCenjem bolesti (46).
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1.3.2. Salmonella Enteritidis

Salmonella enterica jedan je od glavnih uzro¢nika bakterijskih infekcija u cijelome svijetu
koja se prenosi hranom. U mnogim je zemljama pojava humane salmoneloze uglavnom posljedica
konzumacije jaja, a slijedi meso peradi, svinjetina, govedina i mlije¢ni proizvodi. Salmonella
Enteritidis prvi puta je opisana kao uzro¢nik kod peradi sredinom 1970-ih, ali je kasnije postala
znacajni ljudski patogen. S. Enteritidis glavni je uzro¢nik bolesti koje se prenose hranom i najcesce
je otkriveni serotip u epidemijama humane salmoneloze. Povecana potrosnja brze hrane
zivotinjskoga podrijetla i rasta medunarodne trgovine hranom takoder su imali vaznu ulogu u
njezinome Sirenju. S. Enteritidis moze se Siriti okoliSem putem fekalne kontaminacije ljudi i
zivotinja. Infektivna doza izrazito je mala, stoga je neophodno da se hrana zivotinjskoga podrijetla
prije stavljanja u promet testira na prisutnost salmonele u svrhu sprjeavanja nastanka epidemija
humane salmoneloze. Simptomi kod ljudi uklju¢uju mucninu, bolove u trbuhu, blagu groznicu te
proljev popracen teSkom dehidracijom organizma. Prvo izvjes¢e o trovanju hranom povezanim sa
salmonelom dogodilo se u Njemackoj 1888. godine u kojem je 50 osoba, koje su konzumirale

sirovo mljeveno meso, oboljelo, a jedno ¢ak i umrlo (47).

Salmonella enterica fakultativna je gram-negativna Stapicasta bakterija veli¢ine 2-5 pm
koja pripada porodici Enterobacteriaceae. Pripadnici ovoga roda imaju sposobnost metaboliziranja
hranjivih tvari oksidacijskim i fermentacijskim putovima te se nazivaju kemoorganotrofi. S.
Enteritidis proizvodi sumporovodik, fermentira glukozu, ali ne fermentira laktozu. Ovo vazno
jedinstveno svojstvo koristeno je za razvoj razli¢itih selektivnih i diferencijalnih medija za kulturu,
izolaciju 1 identifikaciju salmonele. Mediji koji se koriste za dokazivanje salmonele su:
SalmonellaShigella agar (SS), briljantno-zeleni agar (BGA), ksiloza-lizin-deoksikolatni (XLD)
agar, MacConkey agar, lizin Zeljezo (LIA) 1 trostruki Secer Zeljezo (TSI) agar. [zolacija salmonele
1z briseva, hrane 1 drugih uzoraka okoliSa koristi tradicionalne ili konvencionalne metode uzgoja,
ukljucujué¢i viSe koraka prethodnog obogacivanja i rasta na selektivnim 1 diferencijalnim
podlogama u svrhu povecanja osjetljivosti otkrivanja. Dokazivanje ukljucuje pocetno neselektivno
obogacivanje definiranoga volumena uzorka, nakon ¢ega slijedi korak selektivnog obogacivanja,
nanoSenje na selektivne agare, a zatim biokemijska 1 seroloSka potvrda sumnjivih kolonija.
Kolonije salmonele na XLD agaru pojavljuju se kao bezbojne kolonije s crnim srediStima, a na

BGA agaru u obliku ruZi¢asto-bijelih ili crvenih kolonije okruzenih crvenom halo zonom.
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Salmonela ima sposobnost rasta i razmnozavanja izvan zivih organizama u razli¢itim
uvjetima okoliSa. Vecina serotipova uspijeva i raste na temperaturnom podrucju 5-47 °C uz
optimum 32-35 °C. Medutim, nekoliko serotipova moze rasti na mnogo Sirim temperaturama 2-4
°C ili ¢ak 54 °C. Salmonela je osjetljiva na toplinu i Cesto je ubijena na temperaturama iznad 70

°C. pH potreban za rast salmonele krece se 4-9, s optimalnim rasponom izmedu 6,5 1 7,5 (48).

1.3.2.1. Epidemiologija

Gastroenteritis uzrokovan bakterijom S. enterica pretezno je bolest industrijaliziranih
zemalja koja nastaje prilikom nepravilnoga rukovanja hranom, $to omogucuje prijenos zaraze sa
Zivotinja na covjeka. Bolest se razvija ingestijom 1000 ili viSe bacila salmonele, §to otezava izravan
prijenos s covjeka na Covjeka, no za aklorhidri¢ne pojedince ili one koji uzimaju antacide
infektivna doza znatno je manja. Salmonele su vodeci uzrocnici crijevnih infekcija u svijetu koje
se prenose hranom. Proizvodi od peradi, ukljucujuéi jaja, najéesce su nacini prijenosa infekcije
gastroenteritisa (49). Od 1980-ih, javnozdravstvene sluzbe Sirom svijeta izvjeStavaju o visokim
incidencijama ljudskih infekcija S. Enteritidis. 2008. 1 2009. godine u Sjedinjenim Americkim
Drzavama S. Enteritidis bio je najces¢i serotip salmoneloze u ljudi s vise od 7000 slucajeva
prijavljenih svake godine (50). Broj slucajeva varira sezonski - s najve¢om incidencijom ljeti i u
jesen. Najvece stope zaraze prisutne su kod djece mladih od 5 godina, osobe u dobi izmedu 20-30
godina 1 one starije od 70 godina. Ako je jedan ¢lan kuéanstva zaraZen, vjerojatnost da ¢e se ostali
ukucani zaraziti iznosi priblizno 60%. Gotovo tre¢ina svih epidemija salmonele javlja se u
starackim domovima, bolnicama 1 ustanovama za mentalno zdravlje. Ljudi takoder mogu biti izvor
bolesti, kao 1 kuéni ljubimei. U 5% pacijenata oporavljenih od gastroenteritisa nakon 20 tjedana

dokazana je prisutnost bacila S. Enteritidis 1 nakon 20 dana (49).

1.4.1.2. Povezanost jaja i salmoneloze

Mikrobna kontaminacija ljuske jajeta moZe nastati izlaganjem izmetu i drugim izvorima
okoliSa prilikom polaganja jaja i neadekvatno saniranim objektima za preradu jaja. Patogeni, koji
kasnije prezive proces obrade, mogu se unijeti u jestivi tekuci sadrzaj jajeta kada se ljuska lomi za
upotrebu ili konzumaciju. Stovise, ljuske jajeta su porozne i neudinkovito sprje¢avaju prodor
bakterija u unutras$njost s podrucja vlazne fekalne kontaminacije. Dvije temeljne membrane ljuske
¢ine ucinkovitiju prepreku, osim u slucajevima kada se odvajaju prilikom formiranja zracne

komore na tupome kraju jajasca.
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Kokosi se obicno zaraze S. Enteritidis oralnim putem, $to dovodi do kolonizacije nekoliko
regija gastrointestinalnoga trakta (posebno jajovoda). Invazija kroz epitelne stanice sluznice
omogucuje sustavno Sirenje na razli¢ite unutarnje organe, ukljucujuéi reproduktivna tkiva. S.
Enteritidis pristupa unutraSnjem sadrzaju jajeta koloniziranjem jajnika (mjesto sazrijevanja i
oslobadanja zumanjka) i jajovoda (mjesto stvaranja bjelanjka). Kokosi nesilice obi¢no proizvode
interno inokulirana jaja samo nekoliko tjedana nakon oralne inokulacije. Prirodno inokulirana jaja
sadrze vrlo mali broj S. Enteritidis neposredno nakon polaganja, a kod vec¢ine kontaminiranih jaja
pronadeno je manje od 10 bacila S. Enteritidis. Inficirane kokosi salmonelu mogu odloziti u
zumanjku ili bjelanjku (ponekad u oba), a sve ovisi o regiji koloniziranoga reproduktivnoga trakta.
Analiza jaja, koja su polozile i prirodno i eksperimentalno zaraZzene kokosi, pokazala je da se S.
Enteritidis ¢eSc¢e talozZi u bjelancevinama ili na membrani vitelina (Zumanjka) nego u unutraSnjem
sadrzaju Zumanjka. Prema tome, inokulirana jaja sadrze mali broj salmonele jer bjelanc¢evine nisu
dobar medij za rast bakterija. Ta se ¢injenica moze pripisati antibakterijskim bjelan¢evinama poput
ovotransferina (koji veze zeljezo kako bi ograni¢io njegovu dostupnost mikroorganizmima) i
povecanju pH prilikom starenja jajeta. Ipak, S. Enteritidis moZe prezivjeti, a ponekad ¢ak i polako
rasti u bjelanjku. Zumanjak je bogat hranjivim sastojcima s odsustvom antimikrobnih bjelanéevina
te se salmonela moze namnoziti na sobnoj temperaturi do visokih koncentracija unutar 24 h. S.
Enteritidis brzo raste na sobnoj temperaturi i umjereno na 10 °C, ali rast prestaje na 4 °C ili niZe.

Prodiranje salmonele u zumanjke povecava se s vremenom skladistenja i temperaturom (50).

1.4. Campylobacter spp.

Bakterije iz roda Campylobacter, uglavnom C. jejuni i C. coli, u svijetu su poznati kao najcesci
uzroc¢nici bakterijskih infekcija probavnoga sustava. NajceSce su izolirani crijevni patogeni te
predstavljaju zna€ajan javnozdravstveni problem. Kampilobakterioza je najéeS¢a zoonoza koja se
prenosi kontaminiranom vodom 1 hranom (51). Kampilobakteri su sitne zavinute, gram- negativne
Stapicaste bakterije velic¢ine 0,2 - 0,5 pm. Krecu se poput ,,svrdla® zahvaljuju¢i polarnoj flageli na
jednom ili oba kraja (52). Mikroaerofili su te im je za rast potrebna atmosfera 3-15% kisika te 5-
0% CO2 , a s obzirom na to da su termofilni najbolje rastu pri temperaturi inkubacije od 42 °C
(53). Ne fermentiraju niti oksidiraju ugljikohidrate, ve¢ energiju dobivaju iz aminokiselina 1

meduprodukata ciklusa limunske kiseline (51).
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1.5.1. Opce karakteristike

Kampilobakteri koji su uzroc¢nici gastroenteritisa koloniziraju tanko i debelo crijevo te
dovode do upalnoga proljeva pracenog povisenom temperaturom. Infektivna doza C. jejuni iznosi
800-1000 bakterija (51). Mehanizmi pomocu kojih C. jejuni uzrokuje bolest ukljucuju bakterijsku
virulenciju 1 kolonizacijske ¢imbenike (koji sudjeluju u prezivljavanju prolaska kroz zeludac i
tanko crijevo) te naknadnu kolonizaciju i rast u distalnom ileumu i debelome crijevu (54). Razli¢iti
mehanizmi virulencije koje pokazuju vrste kampilobaktera uklju¢uju adheziju, invazivna svojstva,

obranu od oksidativnoga stresa i proizvodnju toksina.

Pokretljivost je vazna za prezivljavanje kampilobaktera pod razli¢itim uvjetima u
gastrointestinalnom traktu (55). Funkcionalni bi¢evi, brza pokretljivost 1 spiralni oblik vazni su
¢imbenici virulencije koji omoguéuju brz i ucinkovit prodor u sluznicu crijeva. Flagela
kampilobaktera se sastoje od dva homoloska flagelina, FlaB i FlaA - koji je odgovoran za
prianjanje, kolonizaciju gastrointestinalnoga trakta i invaziju stanica domacina (53). Mehanizam
pokretljivosti flagelama ukljucuje kemosenzorni sustav koji upravlja kretanjem biceva ovisno o
uvjetima okoline u kojima se bakterija nalazi. Kemotaksini su vazni ¢imbenici virulencije koji
pomazu dovesti kampilobakter do mjesta kolonizacije, a pomazu i u invaziji stanice domacina.
Kemotaksija je metoda ili sustav pomocu kojega pokretne bakterije osjete i krecu se u smjeru
povoljnijih uvjeta (55). U probavnome sustavu covjeka kao kemoatraktant djeluje niz tvari: mucin,
L-serin, L-fukoza 1 druge, a kao kemorepelenti neke Zu¢ne kiseline (51). Funkcionalne flagele nisu
bitni samo za pokretljivost kampilobaktera, ve¢ i1 za adheziju 1 invaziju stanica domacina. Jednom
na povrSini stanice gastrointestinalnoga trakta, nekoliko potencijalnih proteina identificirani su kao
adhezivni proteini koji se vezu za odredene komponente stanice domacina. lako mehanizam
adherencije nije u potpunosti jasan, neke studije ukazuju kako proteini CadF i FIpA djeluju zajedno
kako bi vezali epitelni glikoprotein fibronektin stanica domacina, $to pokrece aktivaciju signalnih
putova GTP-aze, Racl i Cdc42, koji mogu dovesti do procesa koji posreduju ulaskom i/ili
invazijom stanica domacina (56). Iako je dokazana proizvodnja egzotoksina CDT (eng. cytolethal-
distending toxin), njegova uloga u izazivanju proljeva joS nije sasvim objasnjena (51). CDT
egzotoksin Siroko je distribuiran u gram-negativnim bakterijama. To je najbolje opisan toksin
kampilobaktera 1 smatra se vaznim Cciniteljem njegove virulencije. Ovaj toksin uzrokuje

zaustavljanje G2/M faze stani¢nog ciklusa unutar eukariotskih stanica, $to direktno dovodi do
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apoptoze stanica. Svi izolati C. jejuni posjeduju gene koji kodiraju CDT, medutim, ne proizvode

ga sve bakterije iz roda Campylobacter.

Bakterije iz roda Campylobacter su polako rastu¢e bakterije koje za rast u laboratorijskim
uvjetima zahtijevaju optimalnu temperaturu (37 °C) i mikroaerofilne atmosferske uvjete s priblizno
5% 02 1 10% CO2. Izdvajanje kampilobaktera u laboratorijskim uvjetima izrazito je slozeno i
zahtijeva primjenu visokoselektivnih tekucih i krutih hranjivih podloga. Do danas je razvijen
razli¢iti broj metoda izdvajanja, odredivanje broja 1 razlikovanje vrsta bakterija roda
Campylobacter, a koji su primjenjivi u svakodnevnoj dijagnostici. Najées¢e upotrebljavane
hranjive podloga su: Bolton, Skirrow, Karmali, mCCDA (eng. modified charcoal cefoperazone
deoxycholate agar) te CAT (Engl. cefoperazone amphotericin teicoplanin). Navedene hranjive
podloge kombinacija su razliitih antimikrobnih tvari koje onemogucavaju rast nepozeljne
mikroflore, poput: polimiksina, vankomicina, trimetoprima, rifampicina, cefoperazona itd.
Hranjive podloge sadrze pepton, a vecini se dodaje krv te razliite tvari za vezanje slobodnoga

kisika, poput H2O> (57).

1.4.1. Epidemiologija

C. jejuni vode¢i je uzrocnik bakterijskoga gastroenteritisa u zemljama u razvoju i razvijenim
zemljama. Izolira se ¢eS¢e od ostalih crijevnih patogena poput bakterija Salmonella 1 Shigella, a
predstavlja znacajan javnozdravstveni problem (51). Vecina infekcija kampilobakterom su
sporadi¢ne, a ljudi se naj¢esce zaraze konzumacijom kontaminirane hrane (posebno peradi) ili vode
(56,58). Kampilobakterioza je najceS¢a bakterijska zoonoza uocena u veini regija svijeta.
Toplokrvne zivotinje (sisavci 1 ptice) glavni su rezervoar kampilobaktera, a najéeS¢e ga se moze
izolirati na farmama za uzgoj zivotinja, ukljucujuéi perad, svinje, goveda 1 ovce, kao 1 kuéne
Zivotinje poput pasa i macaka. Prisutnost kampilobaktera u ovih Zivotinja obi¢no je asimptomatska,
a prijenos na covjeka olakSava se rukovanjem 1 konzumacijom prehrambenih proizvoda
zivotinjskoga podrijetla. Dokazano je kako se 50-70% sojeva kampilobaktera, povezanih s
ljudskim infekcijama, moze pripisati rezervoarima iz peradi (59). Smatra se da se broj slucajeva
kampilobakterioze povecava na globalnoj razini, a postoje dokazi da se incidencija
kampilobakterioze povecava u Europi s procjenom 30-50 slucajeva i u Sjevernoj Americi 14-15
slucajeva na 100000 stanovnika. U zemljama u razvoju djeca se zaraze u mladoj dobi, dok su

infekcije u odraslih rjede (56). U razvijenim zemljama bolest se javlja u svim dobnim skupinama,

19



ali prevladava u novorodencadi i male djece. Incidencija C. jejuni udvostrucena je tijekom ljeta,
Sto bi se moglo objasniti konzumiranjem neprikladno skladiStenog i nedovoljno termicki
obradenog mesa i proizvoda peradi. U SAD-u se procjenjuje da kampilobakter godiSnje izazove
oko 845 000 infekcija, 8500 hospitalizacija i 76 smrtnih slucajeva. Prijenos s osobe na osobu je
rijedak, ali postoje slucajevi prijenosa unutar djecjih vrti¢a i obitelji, kao i1 perinatalni prijenos s
majke na dijete (54). Prijenos kampilobakterioze moze se znatno smanjiti edukacijom o osobnoj i
ku¢noj higijeni, izbjegavanjem kontakta s izmetom peradi i kanalizacijskom vodom te redovitim
pranjem ruku (60). U Republici Hrvatskoj podaci o kampilobakteriozama izdvojeno se prate od
2009. godine, od kada se i obavezno prijavljuju u okviru uskladivanja s nacinom pracenja unutar
Europske unije. Tijekom 2015. godine u RH je prijavljeno 1393 oboljelih od kampilobakterioze,
dok je 2016. godine taj broj iznosio 1547. Stopa prijavljivanja kampilobakterioze u RH u 2015.
godini iznosila je 32,97 na 100 000 stanovnika (61).

1.5.4. Kampilobakteri u peradi

Kokosi se kampilobakterom zaraze fekalno-oralnim putem, nakon ¢ega se kolonizira u
probavnome sustavu s velikim bakterijskim opterecenjem. Utvrdeno je da, nakon S§to se kokos
zarazi kampilobakterom, prijenos se odvija brzo izmedu kokosi, $to rezultira potpunom infekcijom
cijeloga jata u roku od nekoliko dana. Glavno mjesto kolonizacije je slijepo (lat. caeca) 1 tanko
crijevo te u manjoj mjeri jetra 1 slezena. Kampilobakter je moguce izolirati 1 iz krvotoka, $to
ukazuje na njegov potencijal za brzu distribuciju u druga tkiva i1 organe. UspjeSnost brze
kolonizacije probavnog sustava omoguceni su mu razli¢itim mehanizmima patogenosti i
virulencije koji su prethodno opisani, a oni obuhvacaju brzu replikaciju u crijevnoj sluzi i invaziju
crijevnoga epitela kako bi se izbjegao klirens sluznice (62). IstraZivanja pokazuju da infekcija
kampilobakterom inducira viSak stvaranja sluzi u crijevima, §to posljedi¢no stvara vecu viskoznost
crijevnog sadrzaja zarazene peradi (63). Na kolonizaciju crijeva mogu utjecati mnogi ¢imbenici
kao Sto su starost ptica, bakterijski soj 1 genotip ptica. S obzirom na to da je C. jejuni osjetljiv na
isusivanje, njegovo prezivljavanje na povrsini jaja izrazito je teSko. Medutim, pretpostavlja se kako
C. jejuni ima moguénost prodiranja kroz ljusku i membranu jajeta prilikom njegovoga hladenja,
pri ¢emu se jaje skuplja. Skupljanje jajeta rezultira negativnim tlakom koji moze uvuci bakteriju

kroz ljusku 1 njene membrane (64).
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2. Cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja je ispitati mikrobiolosku Cistocu 1 prisutnost bakterija Salmonella spp. i
Campylobacter spp. na domacéim kokosjim jajima iz slobodnoga uzgoja te prezivljavanje bakterije
Salmonella Enteritidis pri razli¢itim temperaturama cuvanja jaja. Jaja su prikupljena iz malog

proizvodnog objekta OPG Radojkovi¢.
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3. Materijali 1 metode

3.1. Materijali
e Salmonella enterica subsp. enterica serotip Enteritidis, ATCC, Virginia, SAD
e Brain heart infusion broth, Biolife, Milano, Italija
¢ GN broth (Hajna), Biolife, Milano, Italija
e XLD agar, Biolife, Milano, Italija
e Kvascev ekstrakt, Biolife, Milano, Italija
e (Campylobacter agar base (Karmali), CM0935, OXOID LTD, Hampshire, Engleska
e Puferirana Peptonska voda (PPV)
e Jaja domacih kokosi, OPG Radojkovi¢, TomaSanci, Hrvatska
e Biokemijski niz
3.1.1. Laboratorijski pribor 1 oprema
e Kabinet BIO-II-A model TE, Barcelona, Spanjolska
e Vorteks, Technokartell TK3S, Australija
e Spektrofotometar/BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg, Njemacka
e Inkubator BD 240, Binder, Gleisdor, Austrija
e Termostat Bacto BTE-S 2, Termo-medicinski aparati, Dugo Selo, Hrvatska
e (O - inkubator, Memmert, Njemacka
e Sterilni brisni Stapici, Coppan, Italija
e Automatske pipete, Eppendorf, Hamburg, Njemacka
e Automatske pipeta, Gilson, Middleton, SAD
e Mikroaerofilne vre¢ice GENbox microaer, bioMérieux, Marcy-l'Etoile, Francuska
e Stakleno laboratorijsko posude (epruvete, ¢ase od 200 mL, stakleni Stapici)
e Plasti¢ni laboratorijski materijal (epruvete od 50 1 15 mL, posudice za urin od 100 mL,
petrijeve zdjelice, jednokratne sterilne mikrobioloske uSice)

e Ostali laboratorijski pribor (metalne Zlice i1 pincete, tarionik s tuckom, gas-pak)
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3.1.3. Uzorcti jaja

U ovome istrazivanju obradeni su uzorci jaja s podrucja Osjecko — baranjske Zupanije.
Prikupljena su iz OPG - a Radojkovi¢, a proizvedena su slobodnim uzgojem od domacih kokosi.
Jaja su uzorkovana neposredno nakon polaganja, a ¢uvana su u hladnom i tamnom prostoru, kako

bi bila zasti¢ena od vanjskih utjecaja prije analize.

3.1.4. Uzorci bakterija

U ovome radu koriStena je bakterija Salmonella enterica subsp. enterica serotip Enteritidis
ATCC, SAD. Bakterije se komercijalno nabavljaju liofilizirane u boc¢icama s ¢epovima od butilne
gume te se Cuvaju na temperaturi 4-8 °C. Kultivacija bakterija provodi se prema uputama
proizvodaca. 1z bujona (5-6 mL) koji je propisan od strane proizvodaca, uzme se alikvot od 1 mL
te se prenese u bocicu s liofiliziranim bakterijama. Potrebno je rehidrirati cijeli sadrzaj bocice te
isti aseptic¢ki vratiti natrag u bujon i dobro promijeSati. Uzima se nekoliko kapi suspenzije i

nasaduje na krutu podlogu. Podloga se inkubira na 37 °C kroz 24 sata.

3.2.Metode

3.2.1. Priprema hranjivih podloga

3.2.1.1. Agar s kvascevim ekstraktom

Za pripremu hranjive podloge koristi se Kvascev ekstrakt (eng. Yeast Extract) proizvodaca
Biolife, Italija. Na tehnickoj vagi potrebno je odvagati praSkastu dehidriranu podlogu te dodati
destiliranu vodu ovisno o tome koja se koli¢ina podloge Zeli dobiti. Smjesu je potrebno
suspendirati, a zatim kuhati 10 minuta. Tijekom kuhanja potrebno je povremeno mijesati sadrzaj,

a nakon kuhanja otopljenu podlogu potrebno je ohladiti 1 izliti u petrijeve zdjelice.

3.2.1.2. XLD agar

Xylose Lysine Desoxycholate (XLD) agar priprema se pomocu suhe suspenzije XLD agara
proizvodaca Biolife, Italija. Potrebno je suspendirati 54,9 g suhoga praha u 1000 mL hladne
destilirane vode 1 zagrijavati do vrenja uz povremeno mijesanje. Pripremljeni agar nije potrebno
autoklavirati, a hladi se do temperature 50 °C pri pH 7,4 £ 0,2, nakon cCega se prelije u sterilne
petrijeve zdjelice. Uzorci nasadeni na agar inkubiraju se 18-24 h na temperaturi od 37 °C.

Salmonella spp na XLD agaru raste u obliku crvenih kolonija sa ili bez crnih sredista.
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3.2.1.2. Karmali agar

Karmali agar selektivni je medij za izolaciju bakterija Campylobacter jejuni i
Campylobacter coli kada se inkubiraju na temperaturi od 42 °C. Karmali agar priprema se pomocu
suhe baze agara prema uputama proizvodaca Oxoid, Engleska. U 21 mL destilirane vode dodaje se
21,5 g baze agara Campylobacter (Karmali) te se pusti da zavrije i otopi u potpunosti. Pripremljena
se otopina sterilizira autoklavom pri temperaturi od 121 °C tijekom 15 minuta, a zatim se asepti¢no
doda selektivni dodatak za kampilobakter (eng. Campylobacter Selective Supplement) i
rekonstruira prema uputama. Tako pripremljeni agar ohladi se na 50 °C te se sterilno ulije u
petrijeve zdjelice. Uzorci nasadeni na agar inkubiraju se u mikroaerofilnoj atmosferi na 42 °C kroz

48 sati.

3.2.1.3. BHI bujon

Brain Heart Infusion (BHI) bujon obogaceni je neselektivni teku¢i medij koji se koristi za
uzgoj Sirokog spektra bakterija. BHI bujon priprema se pomocu suhe suspenzije prema uputama
proizvodaca Biolife, Italija. Potrebno je suspendirati 37 g suhoga praha u 1000 mL hladne
destilirane vode te ga zagrijavati do potpunog otapanja. Pripremljena otopina se zatim autoklavira
na 121 °C tijekom 15 minuta. Ispitivani uzorak inokulira se sterilnom mikrobioloSkom uSicom ili
pipetom u bujon te se cuva u odgovaraju¢em vremenu, temperaturi i atmosferi ovisno o uzorku i/ili

zahtjevima mikroorganizma koji se Zeli dokazati.

3.2.1.4. GN bujon (Hajna)

GN bujon (Hajna) teku¢i je medij spreman za obogacivanje gram negativnih
mikroorganizma, posebno bakterija Salmonella spp. 1 Shigella spp. GN bujon priprema se pomocu
suhe suspenzije prema uputama proizvodaca Biolife, Italija. Suspendira se 39 g suhog praha u 1000
mL hladne destilirane vode te se zagrijava dok se suspenzija u potpunosti ne otopi. 10 mL
suspenzije prenese se u sterilne epruvete te se autoklavira na 121 °C tijekom 15 minuta. U bujon
se inokulira 1 g ili 1 mL ispitivanog uzorka, dok se uzorci briseva mogu dodati izravno. Uzorak je
potrebno temeljito homogenizirati te inkubirati u aerobnim uvjetima 6 — 8 sati na temperaturi 35-
27 °C. Nakon inkubacije, sadrzaj bujona se nacjepljuje mikrobioloskom uSicom (u sterilnim

uvjetima) na selektivne podloge koje se inkubiraju na 35-37 °C kroz 24 sata.
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3.2.1. Analiza mikrobioloske Cistoce jaja

Mikrobioloska Cistoca jaja odredivala se na svjeze polozenim domacim jajima iz slobodnog
uzgoja. Jaja su se prikupljala neposredno nakon polaganja i skladistila u tamnom i hladnome
prostoru kroz 3 dana prije same analize. Za analizu je bilo potrebno 42 (14 x 3) jaja koja su bila
podijeljena i Cuvana pri temperaturama od 4 °C, 21 °C i 37 °C. Brisnim S$tapi¢em prebrisana je %2
jaja0.,3.,5.,8.,10., 12. 1 14. dan. Za nulti dan prebrisan je uzorak jaja neposredno prije inkubacije
pri odredenoj temperaturi. Tijekom razdoblja od 14 dana pracen je porast ukupnih bakterija te

prisutnost bakterije Salmonella spp. 1 Campylobacter spp.

3.2.1.1. Metoda odredivanja broja ukupnih aerobnih mezofilnih bakterija

- Zabrojanje ukupnih mikroorganizama koristi se agar s kvas¢evim ekstraktom.

Priprema uzorka: Odredivanje ukupnih aerobnih mezofilnih bakterija provodi u sterilnim

uvjetima. PrebriSe se povrSina ' jaja koja su inkubirana na 4 °C, 21 °C 1 37 °C sterilnim brisnim
Stapi¢em koji se prenese u 1 mL fizioloske otopine te se dobro vorteksira. Tako se dobiva osnovno

razrjedenje. Dalje se po potrebi rade deseterostruka razrjedenja.

Nasadivanje na agar: Postupak se odvija u sterilnim uvjetima. 0,5 mL uzorka prenese se

sterilnom pipetom u petrijevu zdjelicu i zalije s 10-12 mL agara ohladenog na temperaturi od 45
°C. Uzorak se pomijesa s agarom te se ostavi da oCvrsne. Na agar se nasaduju sva pripremljena
razrjedenja, a za odredivanje broja bakterija koristi se ono razrjedenje u kojemu broj poraslih

kolonija na plo¢i iznosi 15 — 300.

Inkubacija i brojanje: Petrijeve zdjelice se inkubiraju u termostatu na temperaturi 37 +

1°C kroz 72 sata. Nakon inkubacije ploce se pregledavaju i izbroje se porasle kolonije.

3.2.1.2. Dokazivanje bakterije Salmonella spp. i Campylobacter spp.

Priprema uzorka: U sterilnim uvjetima prebriSe se %2 povrSine jaja koja su inkubirana na

temperaturama 4 °C, 21 °C 137 °C sterilnim brisnim Stapi¢em koji se prenese u 1 mL PPV-ate

se dobro homogenizira na vorteksu.

Selektivno obogadivanje: 0,5 mL uzorka osnovnog razrjedenja prenese se sterilnom

pipetom u 10 mL Hajna bujona, a preostala 0,5 mL prenese se u BHI bujon. Inkubacija Hajna 1

BHI bujona provodi se na temperaturi od 37 °C na 24 h.

25



Selektivna izolacija: Iz selektivnog bujona sterilnom jednokratnom mikrobioloskom

usicom (u sterilnim uvjetima) precjepljuje se na XLD agar i Karmali agar u tri poteza. XLD agar

inkubira se na 37 °C/ 24h, a Karmali agar pri 42 °C na 24-48 h u mikroaerofilnoj atmosferi (gas-

pak).

Potvrda: Na svakoj plo¢i pregledavaju se porasle kolonije. Salmonella spp. na XLD agaru

raste u obliku crvenih prozra¢nih kolonija sa ili bez crnoga centra. Za karakteristi¢ne ili sumnjive

kolonije vrsi se biokemijska i seroloska potvrda. Campylobacter spp. na Karmali agaru raste u

obliku tipi¢nih ravnih, sjajnih kolonija prozirno — sive boje. Karakteristicne kolonije mogu se

potvrditi bojanjem po gramu te testovima oksidaze i katalaze.

Prebrisana povrsina ljuske jaja + PPV

i

0,5 mL kulture + 10 mL Hajna
bujona; 37 °Cna24 h

|

XLD agar; 37 °C na 24h

|

Crvene prozraéne
kolonije sa ili bez crnog
centra

l

Biokemijski 1 seroloski
testovi

SELEKTIVNO
OBOGACIVANJE

SELEKTIVNA
[ZOLACIJA

POTVRDA

N\

0,5 mL kulture + 10 mL. BHI bujona;
37°Cna24 h

|

Karmali agar; 42 °C na 48 h,
gas-pak

|

Tipi¢ne ravne 1 sjajne
kolonije prozirno — sive
boje

l

Bojanje po gramu, test
oksidaze 1 katalaze

Slika 4. Shematski prikaz odredivanja bakterije Salmonella spp. 1 Campylobacter spp.

(izvor: vlastita slika)
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3.2.2. Prezivljavanje S. Enteritidis na povrS$ini ljuske jaja

U drugome dijelu ovoga istrazivanja pratila se kinetika rasta i prezivljavanje S. Enteritidis
na povrsini jaja, a zatim i njezina uspjesnost penetracije kroz ljusku u unutrasnji sadrzaj jaja pri
temperaturi od 4 °C i 21 °C tijekom 21 dan. Jaja su razbijena 10., 12., 15., 18. i 21. dan te je
analizirana uspjesnost penetracije S. Enteritidis u unutras$nji sadrzaj jaja (unutras$njost ljuske,

bjelanjak 1 Zzumanjak).

Priprema uzorka: Jaja su prikupljena neposredno nakon polaganja te ¢uvana u tamnom i

hladnome prostoru. Jaja su ocis¢ena od nepozeljnoga sadrzaja (izmet, slama) vlaznim papirnatim
ubrusom, a zatim su sterilizirana UV lampom. Sterilizacija UV lampom provodila se 20 minuta

unutar kabineta Bio-II-A model TE, Spanjolska.

Priprema bakterijske suspenzije: U ovom istrazivanju koriSten je soj bakterije

Salmonella enterica subsp. enterica serotip Enteritidis proizvoda¢a ATTC, SAD. Kultura bakterija

pripremljena je prema ranije spomenutom protokolu prema uputama proizvodaca.

S hranjive podloge sterilnom mikrobioloSkom uSicom uzme se nekoliko kolonija S.
Enteritidis te se prenesu u 150 mL fizioloske otopine. Nakon toga se broj bakterija odredio pomocu
spektrofotometra, a opticka gustofa (optical density) podeSena je na ODI, Sto odgovara

koncentraciji bakterija od 1x10° CFU/mL. Zatim je napravljeno razrjedenje od 1x10” CFU/mL.

Potom, svjeZa sterilizirana jaja uronjena su u suspenziju bakterijske kulture S. Enteritidis (u
sterilnim uvjetima) na 2 minute, nakon ¢ega su, pomocu steriliziranih metalnih laboratorijskih

zlica, prenesene u sterilne CaSice za urin te pohranjene na temperaturama od 4 °C i 21 °C.

Tijekom 21 dan pracen je porast bakterije S. Enteritidis na povrSini jaja. Prebrisana je 2
jaja sterilnim brisnim Stapi¢em koji je prenesen u 1 mL fizioloSke otopine, pri ¢emu se dobije
osnovno razrjedenje, a po potrebi su radena deseterostruka razrjedenja kako bi porast na hranjivoj
podlozi bio izmedu 15-300 kolonija. Tako pripremljeni uzorci nanosili su se na selektivnu podlogu
XLD agar i inkubirali na temperaturi 37 °C kroz 24 sata. Nakon inkubacije broje se porasle

karakteristi¢ne kolonije crvene boje sa ili bez crnog centra.

10., 12., 15., 18., 1 21. dan jaja su razbijena i dokazivana je uspjeSnost penetracije S.
Enteritidis u unutrasnji sadrzaj jaja. Prisutnost S. Enteritidis na unutra$njosti ljuske analizirana je

prema prema ve¢ spomenutom protokolu, dijagram 1. Prisutnost salmonele u Zumanjku 1 bjelanjku
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provodila se na nacin da se uzme 1 mL sadrZaja bjelanjka i Zumanjka sterilnom pipetom te se
prenese u 1 mL Hajna bujona, sadrzaj se dobro vorteksira i bujon se inkubira na 37 °C kroz 24 sata.
Sadrzaj bujona se zatim sterilnom mikrobioloskom uSicom u tri poteza nanosi na XLD agar koji se
inkubira na temperaturi od 37 °C kroz 18-24 sata. Nakon inkubacije broje se porasle karakteristicne

kolonije crvene boje sa ili bez crnog centra.

3.2.3. Statisticka obrada podataka

Za statistiCku obradu koristen je program Statistica® v.12. Normalnost distribucije svih parametara
je utvrdena. Uzorci su analizirani neparamterijskim Mann-Whitney U-testom. Razina od p<0.05

smatrana je statisticki znacajnom.
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4. REZULTATI

4.1. Analiza mikrobioloske Cisto¢e domacih jaja iz slobodnog uzgoja

U prvome dijelu ovoga eksperimentalnog rada ispitan je porast ukupnih aerobnih
mezofilnih bakterija na povrSini ljuske jaja pri temperaturama inkubacije od 4 °C, 21 °C 1 37 °C.
Utjecaj temperature na razmnozavanje ukupnih aerobnih mezofilnih bakterija praden je u

vremenskome razdoblju od 14 dana.

Domaca jaja iz slobodnog uzgoja prikupljena su neposredno nakon polaganja te cuvana na
hladnom i tamnome mjestu prije same analize. Porast ukupnih aerobnih mezofilnih bakterija pracen
je unekoliko vremenskih to¢aka (0., 3., 5., 8., 10., 12. 1 14. dan). Prebrisana je /> jaja te nasadana
na agar s kvaS¢evim ekstraktom, nakon ¢ega su se brojale porasle kolonije. Porast bakterija na
povrsini ljuske jaja prebrisanih 0. dana predstavljao je pocetnu koncentraciju koja je iznosila log
2.3 CFU/ljuski jaja. Jaja su zatim inkubirana pri temperaturama 4 °C, 21 °C i 37 °C te se u
navedenim vremenskim toCkama pratio porast kolonija ukupnih aerobnih mezofilnih bakterija.
Unutar 5 dana zabiljeZen je porast ukupnih aerobnih mezofilnih bakterija pri svim temperaturama,
a broj izbrojanih kolonija na kva§¢evom agaru bio je najveci 5. dana analize, gdje je broj poraslih
kolonija iznosio log 4.08 CFU/ljuski jaja pri temperaturi od 4 °C, log 4.48 CFU/ljuski jaja pri 21
°C i log 3.87 CFU/ljuski jaja pri temperaturi od 37 °C (slika 5 i 6). Nakon 5. dana zabiljezen je
znacajan pad broja ukupnih aerobnih mezofilnih bakterija, a zadnji dan analize (14. dan) porast
kolonija iznosio je log 2.72 CFU/ljuski jaja pri temperaturi od 4 °C, log 3.36 CFU/ljuski jaja pri 21
°C ilog 2.63 CFU/ljuski jaja pri temperaturi od 37 °C (slika 6).

Slika 5. Prikaz kolonija ukupnih aerobnih mezofilnih bakterija poraslih nakon 5 dana inkubacije

pri temperaturi od 4 °C (a), 21°C (b) i1 37 °C (¢).
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Slika 6. Kinetika rasta ukupnih aerobnih mezofilnih bakterija na povrsini ljuske jaja pri razli¢itim

temperaturama inkubacije (4 °C, 21 °C i1 37 °C) tijekom promatranog perioda od 14 dana.

Kako bi se ispitala razlika u porastu ukupnih aerobnih mezofilnih bakterija pri razli¢itim
temperaturama ¢uvanja jaja, provedena je statistiCka analiza neparamterijskim Mann -Whitney U
testom na razini znacajnost (p<0.05) izmedu temperatura ¢uvanja od 4 °C 1 21 °C. Statistickom
analizom utvrdeno je da se podaci, kroz razdoblje od 14 dana, u svim tockama analize porasta
ukupnih aerobnih mezofilnih bakterija statisticki zna€ajno razlikuju, Sto je vidljivo na slici 6.
Medutim, izmedu temperatura cuvanja od 4 °C 1 37 °C tijekom promatranog razdoblja od 14 dana

nije bilo statisticki znacajne razlike u broju bakterija (p>0.05), osim 3. dana (p<0.05).

U analiziranim uzorcima povrsine ljuske jaja, koja su bila inkubirana pri temperaturama 4
°C, 21 °C 1 37 °C, nisu izolirane Salmonella spp. 1 Campylobacter spp. PovrSine od 2 jaja
prebrisane su 0., 3., 5., 8., 10., 12. 1 14. dan, a uzroci su se selektivno obogacivali 1 nacijepljiviali

na selektivne hranjive podloge (slika 7).
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Slika 7. Negativan porast bakterije Salmonella spp. na XLD agaru (a) i Campylobacter spp. na
Karmali agaru (b) nakon inkubacije pri temperaturama 4 °C (ai, b1), 21°C (a2, b2) 1 37 °C (a3, b3).

Ispitani su uzorci svjezeg izmeta kokoSi 1 gnijezda za polaganje jaja unutar 24 h nakon
uzorkovanja. Uzorci su selektivno obogaceni i nacijepljeni na selektivne hranjive podloge.

Analizom nije dokazano prisustvo bakterije Salmonella spp. 1 Campylobacter spp. (slika 8).

Slika 8. Negativan porast bakterije Salmonella spp. na XLD agaru (a) i Campylobacter spp. na
Karmali agaru (b) u izmetu (ai, b1), gnijezdu 1 (a2, b2) 1 gnijezdu 2 (a3, b3).
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4.2. Prezivljavanje S. Enteritidis na povrsini ljuske jaja

U drugome dijelu ovog eksperimentalnog rada ispitano je prezivljavanje S. Enteritidis na
povrsini ljuske jaja. Neposredno nakon inokulacije S. Enteritidis prebrisana je %2 povrsine ljuske
jaja, a pripremljeni uzorak nasaden je na XLD agar kako bi se odredila pocetna koncentracija
bakterija na povrsini ljuske. XLD agar je potom inkubiran na temperaturi 37 °C kroz 24 sata, a broj

bakterija o¢itan je nakon navedenog razdoblja te je iznosio 10* CFU/ljuski jaja.

Jaja su nakon inokulacije sa S. Enteritidis inkubirana pri temperaturama od 4 °C 1 21°C, a broj

bakterija na povrsini pracen je tijekom 21 dan.

Na XLD agaru, na kojega je nasaden uzorak prebrisane povrsine jaja pri temperaturi od 4 °C
unutar 21 dana ispitivanja, zabiljeZen je kontinuiran pad broja bakterije S. Enteritidis. Trec¢i dan
nakon inokulacije ocitan je broj bakterija od log 3.12 CFU/ljuski jaja, 8. dan broj bakterija iznosio
je log 2.33 CFU/ljuski jaja dok je 21. dan, koji je bio 1 zadnji dan analize, porasli broj bakterija
iznosio je log 1.15 CFU/ ljuski jaja (slika 9).
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Slika 9. Kinetika rasta S. Enteritidis na povrsini ljuske jaja pri razli€itim temperaturama

inkubacije (4 °C 1 21 °C) tijekom promatranog perioda od 14 dana.
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Na slici 9 moze se primijetiti znacajan porast S. Enteritidis na povrsini ljuske jaja prvih 10
dana nakon inkubacije pri temperaturi od 21 °C. Tre¢i dan ocitan je broj bakterija od log 4.35 CFU/
ljuski jaja, dok je osmi dan broj bakterija iznosio log 4.5 CFU/ljuski jaja. Najveci porast broja S.
Enteritidis zabiljezen 10. dan 1 iznosio je log 4.74 CFU/ljuski jaja, dok je nakon 10. 1 12. dana
zabiljezen nagli pad rasta S. Enteritidis. Petnaesti dan analize ocitan je porast od log 3.75
CFU/ljuski jaja, a zadnji dan (21. dan) broj je iznosio 3.41 CFU/ljuski jaja. Statistickom analizom
utvrdena je statisticki znacajna razlika u broju bakterija na povrSini ljuske jaja pri temperaturi
inkubaciji od 21 °C u odnosu na 4 °C tijekom cijeloga promatranoga razdoblja (p<0.05) (slika 9 1
10).

Slika 10. Prikaz poraslih kolonija S. Enteritidis 5. dan inkubacije pri temperaturama od 4 °C (a) i
21°C (b).
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Jaja inokulirana sa S. Enteritidis i1 inkubirana pri temperaturama od 4 °C i 21°C razbijena
sul0.,12.,15., 18.,121. dan s ciljem utvrdivanja sposobnosti prodiranja S. Enteritidis u unutrasnji
sadrzaj jaja (unutraSnja strana ljuske, zumanjak 1 bjelanjak). Kod jaja inkubiranih pri temperaturi
od 21 °C zabiljeZeno je prodiranje 15., 18. 1 21. dan, a prisutnost bakterije dokazana je samo na
unutrasnjosti ljuske jaja, dok u Zumanjku i bjelanjku nije izolirana tijekom 21 dan analize. S druge
strane, pri temperaturi od 4 °C salmonela u unutrasnjem sadrzaju jaja nije dokazana niti u jednome

vremenskome razdoblju (slika 11).

Slika 11. Prikaz porasta S. Enteritidis u unutrasnjem sadrzaju jaja 15. dan nakon inkubacije pri
temperaturama 4 °C (a) i 21°C (b). Unutrasnjost ljuske (ai, b1), bjelanjak (a2, b2) i zumanjak (a3,
b3).
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5. RASPRAVA

U danasnje vrijeme kokoSja jaja su nesumnjivo jedan od najzastupljenijih prehrambenih
proizvoda u ljudskoj prehrani, a tijekom posljednjega desetljeca zabiljezen je znaCajan porast
njihove upotrebe u razli¢itim vrstama prehrambenih proizvoda. Globalno gledano, kokosja jaja su
jedna od glavnih komponenata ljudske prehrane koja sluzi kao izvor proteina, masti i drugih
hranjivih sastojaka koji su neophodni za ocuvanje ljudskoga zdravlja. Hrana Zivotinjskoga
podrijetla, posebice meso i jaja kokoSi, smatraju se potencijalnim uzrocnikom salmoneloze i
kampilobakterioze u ljudi. Siroko je poznato da su kokosi zna¢ajan rezervoar infekcija salmonele
1 kampilobaktera u covjeka zbog njihove sposobnosti da se razmnoZzava u gastrointestinalnome

traktu, a potom prezivljava na komercijalno preradenome mesu i jajima.

Do danas su provedene brojne studije o mikrobioloskoj Cisto¢i i prisutnosti patogena
Salmonella spp. i Campylobacter spp. u danas sve ¢eS¢e prihvatljivijem na¢inu slobodnog uzgoja
jaja kokosi nesilica. Studije su takoder potvrdile mehanizme kontaminacije i preZivljavanja

bakterije Salmonella spp. na kokos$jim jajima te glavne puteve njegovog prijenosa medu ljudima.

U prvom dijelu ovoga rada pracen je porast ukupnih aerobnih mezofilnih bakterija na povrSini
ljuske kokog§jih jaja iz slobodnog uzgoja tijekom 14 dana na temperaturama 4 °C, 21 °C 1 37 °C.
Neposredno prije inkubacije ukupan broj ukupnih aerobnih mezofilnih bakterija iznosio je log 1.92
CFU/ljuski jaja, a najveci porast zabiljeZen je 5. dan inkubacije, gdje je pri 21 °C iznosio log 4.48
CFU/ljuski jaja, log 4.08 CFU/ljuski jajeta pri temperaturi od 4 °C, a pri 37 °C log 3.87 CFU/ljuski
jaja. Ocekivano, najznacajniji porast (p<0.05) zabiljeZen je pri temperaturi cuvanja od 21 °C (Slika
6). U istrazivanju Moyle 1 suradnika analiziran je broj ukupnih aerobnih mezofilnih bakterije na
povrsini ljuske jaja dostavljenih s dvije farme slobodnoga uzgoja kokoSi. Prosjecna koli¢ina
bakterija, izoliranih s povrSine ljuske jaja s farme 1 tijekom studije, bila je 3.84 log CFU/ljuski jaja
1 3.69 log CFU/ljuski jaja za farmu 2 (65). Broj ukupnih bakterija znacajno je visi u odnosu na
rezultate dobivene u ovome radu log (2.3 CFU/ljuski jaja), a moguc¢i razlog tome je taj Sto su jaja
u ovome istrazivanju prikupljena neposredno nakon polaganja, pri cemu je smanjeno vrijeme za
kontaminaciju ljuske jaja bakterijama. Park i sur. ispitali su porast ukupnih aerobnih mezofilnih
bakterija na povrSini koko§jih jaja uzrokovan razliCitim temperaturama, vlagom i prisutnosti
kokosjeg izmeta. Ispitivali su jaja koja su se distribuirala na lokalnoj trznici na sobnoj temperaturi

(20 = 5 °C) te oprana jaja pohranjena na temperaturi hladnjaka (4 °C) koja su distribuirana u
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modernome supermarketu. Izvijestili su kako je upravo znacajno veca (p<0.05) prisutnost bakterija
na povrsini ljuske jaja koja su distribuirana na lokalnim trznicama u odnosu na jaja distribuirana u
modernim supermarketima. Sunhyung i sur. navode da se smanjenje broja ukupnih mezofilnih
bakterija na povrsini ljuske jaja distribuiranih u supermarketima pripisuje uklanjaju organskog
materijala koji sadrzi mikroorganizme, $to je rezultat pranja kokosjih jaja vodom prije distribucije
1 sprjeCavanja rasta tijekom skladiStenja u hladnjacima (66). Rezultate su potvrdili Pesavento i sur..
koji su ispitivali kontaminaciju jaja iz slobodnoga i organskog uzgoja aerobnim mezofilnim
bakterijama te razli¢itim covjekovim patogenima. Izvijestili su kako su analizirana jaja iz
slobodnoga i organskog uzgoja imali najvece bakterijsko opterecenje aerobnim mezofilnim
bakterijama, navode¢i kako je to i oCekivano, s obzirom na ovakve sustave proizvodnje jer kokosi
nesilice provode vrijeme na otvorenom prostoru, jeduci insekte i crve te imaju pristup svjezem

zraku i dnevnom svjetlu (67).

U ovom istrazivanju, broj ukupnih aerobnih mezofilnih bakterija bio je najnizi prilikom
inkubacije jaja pri 37 °C tijekom razdoblja od 14 dana. Aerobne mezofilne bakterije rastu na
umjerenim temperaturama izmedu 20 °C i 45 °C, a optimalna temperatura rasta im je pri sobnoj
temperaturi (21 °C) (68). Medutim, bakterije su vrlo prilagodljive i stoga se mogu naéi u Sirokom
rasponu stani$ta. Njihov porast, osim temperature, ovisit ¢e 1 o prisutnosti hranjivih tvari, sunceve
svjetlosti 1 relativne vlaZnosti okoliSa (69). Zanimljivo je da je porast bakterija bio visi pri
temperaturi inkubacije od 4 °C u odnosu na 37 °C, koja je bliza njthovom optimumu rasta. Usprkos
manjoj vrijednosti ukupnih aerobnih mezofilnih bakterija pri 37 °C, skladiStenje jaja u takvim
uvjetima zacijelo nije prihvatljivo jer je poviSena temperatura aktivator razvoja pileCeg embrija

(70).

Rezultati ovoga rada pokazali su da u uzorcima domacih jaja kokosi iz slobodnog uzgoja
nisu izolirane patogene bakterije Salmonella spp. tijekom 14 dana njihove inkubacije pri 4 °C , 21
°C 1 37 °C. Pojedine studije su izvijestile kako jaja iz slobodnog uzgoja Cesto imaju vecu
bakterijsku kontaminaciju ljuske u odnosu na kavezni uzgoj, ali sli¢nu ili nizu bakterijsku
kontaminaciju od jaja proizvedenih u podnom (stajskom) uzgoju (42). Ferrante 1 sur. (2009) otkrili
su znacajno vecu kontaminaciju organskim tvarima kod jaja u slobodnom uzgoju u odnosu na
stajski uzgoj, Sto se pripisuje tomu da kokosi iz slobodnog uzgoja nesu jaja na otvorenome prostoru

bez propisanih gnijezda za polaganje jaja (71).
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Prema izvjeséu EFSA iz 2007. godine zabiljezena je manja prisutnost oneciS¢enja jaja
bakterijom roda Salmonella spp. kod jaja u slobodnom uzgoju u odnosu na podni i stajski uzgoj
(72). Medutim, u istrazivanju Jones 1 sur. analizirana je prevalencija bakterije Salmonella spp.
povezanih s jajima iz konvencionalnoga kaveznoga i slobodnog uzgoja. Uzorci jaja prikupljeni su
iz konvencionalnoga kaveznoga uzgoja, slobodnog uzgoja sa i bez gnijezda za polaganje jaja.
Uzorci su prikupljani svakih 6 tjedana od kokosi u starosti 20 — 79 tjedana. Prisutnost salmonele
analizirala se na povrsini ljuske jaja, unutrasnjem sadrzaju jaja i u okoliSu analiziranih sustava
proizvodnje. Salmonela je otkrivena u svim uzorcima, a nije postojala znacajna razlika (p>0.05) u
ucestalosti detekcije na povrSini ljuske i unutrasnjem sadrzaju jaja, kao ni u uzorcima okolisa.
Salmonela nije otkrivena na povrsini ljuske jaja iz slobodnog uzgoja koja su sadrzavala gnijezda
za polaganje. Za razliku od toga, na povrsini jaja u kaveznom uzgoju salmonela je izolirana samo
tijekom zimskoga razdoblja (25%; p<0.05), a u jajima iz slobodnog uzgoja bez gnijezda za
polaganje izolirana je tijekom jesenskoga razdoblja (9%) (73). Studija je pokazala da nije bilo
znacajnih razlika u prevalenciji salmonele izmedu razli¢itih sustava drzanja kokos$i u analiziranim
uzorcima. lako su kokosi iz slobodnog uzgoja imale pristup otvorenom prostoru i duzi kontakt s
jajima, prevalencija salmonele nije bila veca, $to je sli¢no rezultatima studije De Vylder i sur., koji

nisu pronasli naznake da je slobodan uzgoj uzrok poveéane kontaminacije jaja salmonelom (73,74).

S povrsine ljuske jaja iz slobodnog uzgoja nije izoliran niti Campylobacter spp. tijekom 14
dana inkubacije jaja pri temperaturi od 4 °C, 21 °C i 37 °C (slika 7). Sli¢ni rezultati dobiveni su
istrazivanjem Sahin i sur., gdje su analizirana jaja iz komercijalne proizvodnje koja su dobavljena
od strane razliCitih proizvodaca pri razli¢itim uvjetima uzgoja. Nije bilo poznato jesu li kokosi
nesilice u vrijeme sakupljanja jaja bile zaraZene kampilobakterom. Analizirano je ukupno 1000
jaja u mjesecnim intervalima (po 100 jaja) i testirano na kampilobakter. Jaja su bila stara <10 dana
1 podvrgnuta standardnim postupcima ¢iS¢enja (pranje i dezinfekcija deterdzentom) koji se redovito
koriste u komercijalnim sustavima proizvodnje. Kako bi se utvrdila kontaminacija jaja
kampilobakterom, asepti¢no su odvojeni sadrZaj jaja i membrane ljuske, dok se kod 10 uzoraka
jaja nije odvajao sadrzaj i membrana ljuske, ve¢ su objedinjeni kao jedan uzorak. Prisutnost
Campylobacter spp. analizirana je metodom selektivnog obogacivanja i PCR metodom detekcije.
Ni u jednome dostavljenom uzorku nije otkrivena prisutnost Campylobacter spp. (75). Sposobnost
kampilobaktera da prodire kroz ljusku jajeta te vanjsku i unutarnju membranu ljuske jajeta

istraZena je primjenom procesa diferencijalne temperature koja djeluje na pretpostavci da se toplo
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jaje skuplja tijekom hladenja, rezultiraju¢i negativni tlak pomoc¢u kojega moze uvuci bakterije kroz
ljusku jaja. Sahin i sur. navode kako ovi rezultati ukazuju na to da je prijenos kampilobaktera putem
jaja malo vjerojatan zbog njegove ogranicene sposobnosti za invazije ljuske jaja i slaboga
prezivljavanja na povrsini jaja, zracnoj vrecici 1 bjelancevinama te da bi se kontrola kampilobaktera

trebala usredotoditi na izvore infekcije koji nisu povezani s jajima (76).

Analizirani su uzorci izmeta kokosi te gnijezda za polaganje jaja. Uzeti su uzorci svjezeg
izmeta kokosi i1 prebrisane su povrSine dvaju gnijezda za polaganje jaja - gnijezdo 1 1 gnijezdo 2.
Uzorci su analizirani unutar 24 sata nakon uzorkovanja, a Salmonella spp. i Campylobacter spp.
nisu izolirani iz navedenih uzorka (slika 8). Moguéi razlog tomu izvijestila je studija Shane i sur.,
gdje je eksperimentalno utvrdeno kako C. jejuni u fekalnoj suspenziji ima sposobnost
prezivljavanja najviSe 16 sati, dok je za C. jejuni procijenjeno kako ne bi prezivio u 50% uzoraka
jaja 10 sati nakon oneciS¢éenja. Relativno kratko trajanje vijabilnosti pripisuje se osjetljivosti C.
Jjejuni na isuSivanje povezano sa susenjem fekalne suspenzije. Unato¢ kampilobakteru odavno je
poznato kako Salmonella spp. ima sposobnost dugoga prezivljavanja pri niskom aktivitetu vode, a
1 same kulture salmonele mogu se ocuvati liofilizirane. Upravo ove karakteristike omogucuju laku
izolaciju iz razli¢itih analiziranih uzoraka i povrsina (75). Brojne su studije do sada izvijestile kako
slobodan uzgoj ima manju ucestalost oneciS¢enja u usporedbi s konvencionalnim kaveznim
uzgojem (76). Jedna belgijska studija otkrila je da je u 30% uzoraka fekalija prikupljenih iz
kaveznog uzgoja izolirana Salmonella spp., dok su samo dva od 148 uzoraka fekalija prikupljenih
1z podnog 1 slobodnog uzgoja bili pozitivni na salmonelu (77). Te je rezultate podrzala britanska
studija Wales 1 sur., koji su utvrdili da je ucestalost salmonele u uzorcima iz nastambi veca u
kaveznom uzgoju (19%) u usporedbi sa slobodnim uzgojem (10%) (78). Takoder, studija Recio i
sur., koja su ispitivala prisutnost S. Enteritidis u izmetu i uzorcima prasine s 5310 gospodarstava
za proizvodnju jaja diljem Europske unije, otkrila je da sustavi drzanja slobodnog uzgoja imaju

znatno niZzu kontaminaciju salmonelom u odnosu na kavezni uzgoj (72).

U drugome dijelu ovoga istrazivanja praceno je prezivljavanje S. Enteritidis na povrSini
ljuske jaja iz slobodnog uzgoja. Jaja su inokulirana dozom od 107 CFU/ljuski jaja, a rast S.
Enteritidis pracen je u nekoliko vremenskih toc¢aka tijekom 3 tjedna. Uvjeti skladiStenja bili su pri

temperaturi hladnjaka (4 °C) na kojoj se jaja kao namirnica najceS¢e skladiSte 1 pri sobnoj
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temperaturi od 21 °C. Tijekom razdoblja od 21 dan zabiljezen je znacajan rast (p<0.05) S.
Enteritidis u svim analiziranim to¢kama pri temperaturi od 21 °C u odnosu na 4 °C. Pri temperaturi
od 4 °C bakterija S. Enteritidis pokazala je kontinuiran pad rasta tijekom razdoblja od 3 tjedna.
Najveci porast S. Enteritidis na povrsini ljuske zabiljezen je unutar prvih 10 dana nakon inokulacije
jaja sa S. Enteritidis, s najve¢im porastom 10. dana u koli¢ini od log 4.7 CFU/ljuski jajeta (slika 9).
Analizom unutra$njeg sadrzaja jaja zabiljezena je penetracija S. Enteritidis 15. 18. i 21. dan
(inkubiranih pri 21 °C) na unutrasnjosti ljuske jaja, dok prisutnost u sadrzaju bjelanjka i Zumanjka
nije zabiljeZena. S druge strane, pri temperaturi od 4 °C tijekom 21 dana nije izolirana S. Enteritidis
na unutrasnjosti ljuske, kao ni u Zumanjku i bjelanjku. Stovise, iako je niz autora izvijestio o
sposobnosti prodiranja salmonele u unutrasnjost jaja (79), do sada postoji relativno malo
istraZivanja u vezi s prezivljavanjem salmonela na povrsini ljuske jaja (80). S obzirom da je S.
Enteritidis dokazana samo na unutraSnjosti ljuske neposredno ispod membrane ljuske, ovakav
rezultat nije iznenaduju¢. Naime, membrana je jedna od primarnih prepreka bakterijskoj invaziji
sadrzaja jaja, a bjelanjak, osim $to smanjuje pokretljivost bakterija, zbog svoje viskoznosti sadrzi
visoke koli¢ine proteina (poput ovoalbumina i ovotransferina) koji imaju antimikrobni ucinak.
Povecanje pH sadrzaja jaja tijekom starenja takoder predstavlja jedan od ograniavajuéih
¢imbenika bakterijskoj kontaminaciji unutrasnjosti jaja (15,34,36). U istrazivanju Lublin i sur.
ispitivan je utjecaj temperature na prezivljavanje S. Enteritidis kod stolnih jaja. PovrSina jaja bila
je inokulirana salmonelom u dozi od 10° CFU/ljuski jaja, a prezivljavanje S. Enteritidis
procijenjeno u je nekoliko vremenskih tocaka. Uvjeti skladiStenja bili su pri temperaturi od 6 °C i
25 °C. Nakon skladiStenja tijekom 2 tjedna na 25 °C, S. Enteritidis dokazana je samo na povrSini
jednog od tri analizirana jaja, a broj salmonele iznosio je 3,6 x 10° CFU/jaja, dok tijekom razdoblja
od 4-8 tjedana nije zabiljeZen porast S. Enteritidis. Na povrSini ljuske jaja pri 6 °C niti u jednome
vremenskome razdoblju nije zabiljeZen porast S. Enteritidis, kao niti nakon postupka obogacivanja
(80). Medutim, studija Messens 1 sur. izvijestila je da salmonela ceS¢e preZivljava na niZim
temperaturama (nizim 15 - 25 °C) 1 pri nizoj relativnoj vlaznosti zraka (79). Ove navode je potvrdio
je 1 Radkowski, koji je izvijestio o znacajnijem prezivljavanju S. Enteritidis pri temperaturi od 2
°C u odnosu na 20 °C i 30 °C, navodec¢i kako je razlog duzeg prezivljavanja pri niZzoj temperaturi
posljedica smanjenja brzine metabolizma koji je uzrokovan nepovoljnim uvjetima na povrsini jaja

(suhoca 1 kvaliteta ljuske) (80). Medutim, to nije bio slu¢aj u ovom istrazivanju.
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Tocan mehanizam kontaminacije ljuske jajeta salmonelom jo$ nije potpuno jasan, ali je
opce prihvaceno da se dogada tijekom stvaranja jaja transovarijalnim putem. Schoeini i sur. ispitali
su mogucnost prodora salmonele prisutne u izmetu. Jaja su bila inokulirana suspenzijom izmeta
kokosi u koje je unesena kultura S. Enteritidis, a suspenzija je sadrzavala 10* CFU/g izmeta. Na
temperaturi od 25 °C zabiljeZen je rast salmonele u izmetu koji je pruzao potrebne hranjive
sastojke, a S. Enteritidis penetrirala je 3. dan u ljusku jajeta te se mogla izolirati u unutrasnjem
sadrzaju jaja. Zabiljezeno je smanjeno penetriranje pri temperaturi od 4 °C, pri kojoj S. Enteritidis

nije dokazana u unutrasnjem sadrzaju jaja (81).

Rezultati ovoga istrazivanja pokazuju jasnu korelaciju izmedu razli¢itih temperatura
cuvanja 1 rasta bakterijskog oneciS¢enja jaja iz slobodnog uzgoja. Premda bakterije Salmonella spp.
1 Campylobacter spp. nisu izolirane s povrsine jaja, ukupni rizik od salmonele 1 kampilobaktera,

uzimajuci u obzir vjerojatni mali broj onec¢is¢enja u prirodi, moze se procijeniti kao vrlo nizak.

Rizik od kontaminacije unutrasnjeg sadrzaja jaja salmonelom uvelike ¢e ovisiti o broju
bakterija, ali 1 o razli¢itim uvjetima ¢uvanja jaja. lako je mala vjerojatnost da ¢e inokulirana jaja
sadrzavati koli¢ine bakterije Salmonella spp., koje su koriStene u ovome istrazivanju, zakljucak je
da je kontaminirano jaje potencijalna opasnost u svakoj fazi rukovanja nakon njegova oneciscenja.
Premda je niska vjerojatnost da ¢e neko jaje biti kontaminirano, nikako se ne moze znati je li
salmonela prisutna ili ne te se stoga mjere predostroZznosti moraju dosljedno primjenjivati. Pri
rukovanju s kokoS$jim jajima treba uzeti u obzir rizik izlaganja salmoneli prisutnoj na ljuski jaja,

kao 1 ¢injenicu da je preZivljavanje salmonela potaknuto skladiStenjem pri visokim temperaturama.
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6. ZAKLJUCAK

Na kraju ovoga rada moze se iznijeti nekoliko zakljucaka:

- Cuvanje jaja pri razli¢itim temperaturama znacajno utjete na rast ukupnih aerobnih
mezofilnih bakterija.

- Ukupni broj aerobnih mezofilnih bakterija znacajno je visi na povrsini ljuske kokosjih jaja
prilikom inkubacije na sobnoj temperaturi (21 °C) u odnosu na temperaturu hladnjaka (4
°Q).

- Campylobacter spp. 1 Salmonella spp. Cesti su patogeni koji asimptomatski koloniziraju
probavni sustav kokosi, a analizom povrSine ljuske jaja, izmeta 1 gnijezda za polaganje jaja
kokosi iz slobodnog uzgoja nisu izolirani.

- Sposobnost razmnozavanja S. Enteritidis na povrsini ljuske jaja znacajno je visa na sobnoj
temperaturi (21 °C) u odnosu na temperaturu hladnjaka (4 °C).

- Salmonella spp. ima sposobnost kontaminacije ne samo ljuske, ve¢ i unutrasnjeg sadrzaja
jaja.

- Sposobnost penetracije S. Enteritidis u unutras$nji sadrzaj jaja znacajno je visa prilikom

inkubacije jaja na sobnoj temperaturi (21 °C) u odnosu na temperaturu hladnjaka (4 °C).
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