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1.UvVOD



1. Uvod

S obzirom na sve vecéu potraznju za svjeZim i prakticnim obrocima, trziste za gotove svjeze
proizvode naglo se povedalo u zadnja dva desetljeéa. S druge strane, takoder je zabiljezen i
porast broja sluéajeva trovanja hranom kao posljedica kontaminacije mikroorganizmima i

parazitima (Buck i sur., 2003).

Jedan od bitnih faktora koji bi mogli utjecati na porast parazitoza su klimatske promjene koje
obuhvacaju gotovo sve vrste Zivih bi¢a na Zemlji. Nadalje, uzrok porasta parazitoza takoder
proizlazi iz masovnih migracija stanovnistva, bilo iz ekonomskih, politickih ili osobnih razloga.
Uz to, razmjena dobara u zadnjih je nekoliko desetlje¢a snazno napredovala te se mnoge
namirnice svakodnevno transportiraju kroz Siroku industrijsku mrezu. 1z dana u dan potraznja
je sve veca za Sirokim spektrom namirnica, a zbog ubrzanog Zivotnog stila to se posebno
odnosi na gotove proizvode ocuvane svjeZine, poput nasjeckanog vodéa i povrca, koji
omogucavaju brz obrok. Medutim, raznovrstan broj novih proizvoda i trgovanja namirnicama,
uz izmijenjene prehrambene navike stanovnistva, dovode i do neadekvatnog zbrinjavanja
otpada Sto povecava mogucénost razvoja i razmnozavanja parazita (Wu i sur., 2016; Caradonna

i sur., 2017).

Cesta je zabluda da se parazitoze javljaju isklju¢ivo u siromasnijim zemljama ili tropskim
dijelovima svijeta te se, ponekad, zanemaruje cinjenica kako su one prisutne globalno,

ukljucujudi i najbogatije zemlje svijeta (Utaaker i Robertson, 2014).

Iz navedenih razloga, istrazivanja koja se bave proucavanjem faktora koji utje¢u na porast
broja parazitoza, mogla bi biti od velike koristi u prilagodavanju na potencijalne promjene koje

nas ocekuju.

Cilj eksperimentalnog dijela ovoga rada je utvrditi mikrobiolosku i parazitsku ispravnost
uzoraka gotovih salata (,fresh-cut” salata) iz trgovackih lanaca na podrucju grada Osijeka
tijekom svibnja i srpnja 2020. godine. Nadalje, u uzorcima ¢e se utvrditi sastav mikrobne

populacije te prisutnost patogenih organizama.



2. TEORIJSKI DIO



2. Teorijski dio

2.1. Gotove (,fresh-cut”) salate

Gotovi svjezi proizvodi od voca i povréa danas se mogu pronaci na policama vecine trgovackih
lanaca, posebice u razvijenim zemljama. Osim izuzetnih nutritivnih karakteristika (Slavin i
Lloyd, 2012), gotove su salate vrlo prakticne za konzumaciju u svakodnevici. Sve veci broj
razli¢itih kombinacija takvih proizvoda kupcima omogucava mnostvo izbora te ispunjenje svih
zahtjeva i potreba, a uz to je u skladu s trendom koji se odnose na zdravu hranu te ustedu
vremena. Osim toga, namirnice se mogu pronaci u bilo koje doba godine, kao pojedinacno
zapakirani ili mijesani proizvod, usitnjen i pripremljen na vise razli¢itih nacina, a u pakiranju se
Cesto nalazi i pribor za konzumaciju proizvoda (Massaglia i sur., 2019).

o

Prema definiciji IFPA-e (The International Fresh-Cut Produce Association), gotovi ,fresh-cut
proizvodi su svi proizvodi od vocéa, povrca ili kombinacija navedenoga koja je fizicki
promijenjena od pocetnog oblika ali ostaje u svjezem stanju (IFPA i PMA, 1999). Toc¢nije
re¢eno, gotovi proizvodi od voca i povrca su oni proizvodi koji prosli proces rezanja, pranja,
sjeckanja, guljenja i ribanja. Primjeri ukljucuju rezani ananas, ocis¢enu i naribanu mrkvu,
opranu salatu, oguljen i narezan krumpir i sl. Tijekom obrade dolazi do razaranja tkiva i mnogih
mikrobioloskih i biokemijskih reakcija te proizvodi od svjezeg vocéa i povréa nakon obrade
imaju kraci rok trajanja nego Sto ima netaknuto (Dauthy 1995, Yousuf i sur., 2020). Osim
spomenutih procesa usitnjavanja, procedura pripreme ,fresh-cut” proizvoda ukljucuje
dezinfekciju, pakiranje i suSenje. Opdéeniti prikaz proizvodnog procesa prikazan je u
Shematskom prikazu 1. Tijekom obrade, najvedi gubici kvalitete posljedica su gubitka vode,
rasta mikroorganizama, oksidativnih procesa, gubitka aromatskih komponenata i poveéanje

stani¢nog disanja te sazrijevanja (Martin-Belloso i sur., 2006).
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Odabiranje svjeZeg voéa i povrca

Cis¢enje/pranje

y

Minimalna obrada

y

Pranje (ako je potrebno)

\ 4

Razni pristupi za oCuvanje svjeZine i roka trajanja

A 4

Pakiranje

A 4

Skladistenje (hladenje)

Shematski prikaz 1 Opceniti prikaz proizvodnog lanca (prilagodeno iz Yousuf i sur., 2020)



2. Teorijski dio

Kontaminacija ,fresh-cut” proizvoda mogudéa je tijekom proizvodnog procesa, ali ipak glavni
razlog zbog kojeg se takvi proizvodi dovode u vezu s parazitskom i mikrobioloskom ispravnoscu
je minimalno procesiranje, tj. nedostatak obrade u kojima bi se u potpunosti eliminirali
potencijalno Stetni (mikro)organizmi. Ako je namirnica kontaminirana tijekom branja,
patogene bakterije ostaju prisutne i tijekom proizvodnog procesa. Dakle, klju¢ za smanjivanje
rizika kod takvih proizvoda je identificirati glavni izvor kontaminacije i prijenosa patogenih

bakterija (Olmez, 2016).

Unato¢ svim mjerama redukcije rizika od kontaminacije, bolesti uzrokovane hranom su, ipak,
relativno Cesta pojava. Primjerice, americka Agencija za hranu i lijekove (Food and Drug
Administration, FDA) je objavila povlacenje s trzista nekoliko proizvoda tvrtke Fresh Express
koji su sadrzavali svjezu, minimalno procesiranu zelenu salatu iceberg, crveni kupus i mrkvu.
Proizvodi su povezani s parazitozama izazvanim parazitskom vrstom Cyclospora cayetanensis,
a prodavani su u velikom broju saveznih drzava SAD-a. Tijekom dva mjeseca, broj zabiljeZenih

parazitoza bio je 701, od kojih je 38 osoba zahtijevalo bolnicko lije¢enje (FDA, 2020).

Nadalje, konzumacija voéa i sirovog povrcéa povecava rizik od ciklosporijaze u Europi, dok isto

vrijedi i za toksoplazmozu (Caradonna i sur., 2017).

2.2. MikrobioloSke opasnosti

Sve vedéa konzumacija sirove hrane, u posljednje vrijeme, postala je dio trenda zdravog
Zivotnog stila. Medutim, kontaminacija povezana s konzumacijom sirove hrane mogla bi
predstavljati rizik za potrosace. Sirova hrana, poput povréa, moze se kontaminirati patogenim
ili nepatogenim bakterijama u nekoliko tocaka prije i poslije berbe i proizvodnje — putem
sustava navodnjavanja, fecesa, prasine, tla, ljudskog dodira, sustava distribucije i skladistenja

te kontaminirane opreme (Beuchat, 1996).

Infekcije uzrokovane hranom neprestani su problem u zdravstvenom sustavu te predstavljaju
znacajan socijalni i ekonomski teret. Izmedu ostalih, obi¢no su bakterije prikazane kao istaknut
izvor crijevnih infekcija. Ipak, virusni patogeni, gljive i paraziti takoder su vrlo vazni u uzroc€nici

bolesti povezanih s hranom (Lee i sur., 2014).
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2.2.1. Enterobakterije

Naziv enterobakterije ili crijevne bakterije, odnosi se na skupinu gram-negativnih Stapi¢a koji
ne stvaraju spore, mogu biti kapsulirane ili nekapsulirane, pokretne ili nepokretne, fakultativni
su anaerobi i dobro preZivljavaju u nepovoljnim uvjetima. DuZina im se kre¢e od 2 do 3 um a
Sirina od 0,5 do 0,7 um. Dosad je otkriveno otprilike 30 rodova i 110 vrsta, a svega 30-ak moze
prouzrociti bolest kod ljudi. Ipak, uz stafilokoke i streptokoke, pripadaju u bakterije koje
najcesce uzrokuju bolesti. Prirodno im je staniSte probavni sustav ¢ovjeka i Zivotinja te kod
covjeka cCine ukupno 1-2% ukupne crijevne mikroflore (Kaleni¢ i sur., 2013). Takoder ih je

moguce pronadi u okolisu, npr. vodi, tlu i biljkama (D'Agostino i Cook, 2016).

Neki od najpoznatijih predstavnika enterobakterija su Salmonella, Escherichia, Shigella,
Klebsiella, Proteus, Enterobacter, Citrobacter, Yersinia, Hafnia, Serratia, Edwardsiella i Erwinia.
Optimalna temperatura razmnozavanja iznosi 37°C, dok se vrste iz rodova Hafnia, Serratia i

Yersinia mogu umnoZavati i pri mnogo nizim temperaturama.

Enterobakterije u namirnicama indikator su fekalnog zagadenja. Ako je dokazana njihova
prisutnost, namirnice se smatraju zdravstveno neispravnima. Prisutnost se moze dokazati
uzimanjem mikrobioloskih briseva s povrsina, ruku osoblja i pribora te u tom sluc¢aju ukazuju
na nedovoljno Cis¢enje, pranje i dezinfekciju (ZZJZDNZ, 2020). Kod proizvodnje gotovih salata,
kontaminacija enterobakterijama moguda je u svim fazama proizvodnog procesa (Osaili i sur.,

2018).

Enterobakterije se vrlo Cesto javljaju na voéu i povréu pa mogu predstavljati rizik od
kontaminacije pri proizvodnji gotovih salata, a u prilog tome govore istraZzivanja koje su proveli
Al-Kharousi i sur. (2016) te Osaili i sur. (2018). Prvo je istrazivanje pokazalo da su
enterobakterije izolirane iz 60% ispitanog voca i, Cak, 91% povrca, dok je u drugom zabiljezen

velik broj enterobakterija na rezanim listovima zelene salate.

Stetni ucinci koje mogu izazvati uklju€uju infekcije urinarnog trakta, gastroenteritis,

meningitis, upalu pluca, septikemiju i hemoliticki-uremicki sindrom.
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2.2.2. Klostridije

Bakterije roda Clostridium ili klostridije, su anaerobne, sporogene, gram-pozitivne bakterije,

koje su Siroko rasprostranjene u prasini, tlu, na biljkama i u probavnom traktu ljudi i Zivotinja.

Ove bakterije karakterizira stvaranje spora u nepovoljnim uvjetima, kao Sto su visoka i niska
temperatura, kemijska obrada te rast u aerobnim uvjetima. Najznacajniji u mikrobiologiji
namirnica su Clostridium botulinum koja proizvodi vrlo snazne neurotoksine koji uzrokuju

botulizam i Clostridium perfringens koji uzrokuje toksikoinfekciju hranom.

C. botulinum najcesce se povezuje sa suSenim proizvodima, konzerviranom hranom, poput
mesnih konzervi, konzervirane ribe i slicno. Posebnu opasnost predstavlja ako je prilikom
procesa hrana neadekvatno termicki ili kemijski obradena, a trovanje ima vrlo teSke simptome
te velik rizik od smrtnog ishoda. C. perfringens cest je kontaminant kojeg nalazimo u
mljevenom mesu, piletini, mlijeku i mlije¢nim proizvodima te obi¢no izaziva pojavu veceg broja
oboljelih zbog nepravilnog skladistenja hrane, npr. u restoranima, bolnicama, Skolskim
kantinama ili dogadajima na kojim se posluzuje hrana za velik broj gostiju. Medutim, osim
navedenih namirnica, moze se pronadi i na povréu i proizvodima od povréa, ukljucujuéi zacine
i za€insko bilje. Simptomi trovanja su proljev, povraéanje i trbusna bol koja obi¢no traje 12 do
24 sata, dok kod starijih osoba ili dojencadi to mozZe trajati i do dva tjedna. Takoder, trovanje

enterotoksinom C. perfringens jedno je od najcesc¢ih trovanja u SAD-u (FDA, 2012).
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2.2.3. Plijesni i kvasci

Kvasci i plijesni pripadaju carstvu Gljiva i eukariotski su organizmi. Kvasci su jednostani¢ni, dok
su plijesni viSestani¢ni organizmi. Plijesni su gradene od povezanih i umreZenih stanica hifa
koje tvore micelij, dok ih kvasci nemaju. Naj¢esée se razmnozavaju nespolno. Kvasci i plijesni
imaju niz korisnih uloga u prehrambenoj, farmaceutskoj i drugim industrijama, npr. u pivarstvu

i mljekarstvu te proizvodniji korisnih tvari poput antibiotika.

Vjerojatno najpoznatiji kvasac je Saccharomyces cerevisiae, koji je poznat po tome Sto se,
izmedu ostaloga, koristi pri proizvodnji kruha. Druga hrana u ¢ijoj se proizvodnji koriste kvasci
i plijesni uklju¢uje umak od soje i druge fermentirane proizvode od zrna soje te nekoliko vrsta
poput onih s plemenitom plijesni. Neke vrste visih gljiva, poput tartufa i drugih gljiva koriste
se kao namirnice u prehrani ljudi. S druge strane, neki su kvasci i plijesni Stetni za ljudsko
zdravlje, npr. kvasci roda Candida ili plijesni rodova Aspergillus, Fusarium i Penicillium (iako se
neke neopasne vrste spomenutih rodova intenzivni koriste u razliitim fermentacijama
prehrambenih proizvoda). Neke plijesni proizvode sekundarne metabolite koji mogu biti
toksicéni, poput mikotoksina koji su ¢esta pojava kod pSenice, rize i kukuruza (Benedict i sur.,

2016).

Gljive pronalazimo i u crijevima zdravih ljudi. Medutim, pretpostavka je da je skoro uvijek rije¢
o kvascima i plijesnima iz hrane i okolisa, usne i nosne Supljine, koji su, tek prolazno, prisutni
u probavnom traktu. Probavni trakt Covjeka sadrzi nepovoljne uvjete za razvoj kvasaca i

plijesni u crijevima - niska raspoloZivost kisika i antimikrobne tvari.

Za razliku od parazita i bakterija, manje se painje pridaje fungalnim patogenima. Lee i
suradnici (2014) smatraju kako su rizici povezani s fungalnim patogenima podcijenjeni. Naime,
u istome je istrazivanju opisan slucaj povlacenja s trzista grékog jogurta tvrtke Chobani koji je
bio kontaminiran plijesni Mucor circinelloides koji proizvode mikotoksine te su, uz plijesni roda
Rhizopus, jedan od uzroé¢nika mukormikoze koja moZe biti smrtonosna, posebice kod
imunokompromitiranih osoba. Kod viSe od 200 potrosaca zabiljezeni su simptomi mucnine,

povracanja i dijareje.
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2.2.4. Salmonella

Rod Salmonella sastoji se od preko 2700 serotipova (Beuchat, 1996). Pripadnici roda
Salmonella su gram-negativne, Stapicaste bakterije koje ne proizvode spore. Isti¢u se u nekim
posebnostima u klasifikaciji i nazivlju u odnosu na druge bakterijske rodove. One su pokretne,
izuzev serotipa Salmonella Gallinarumi i Salmonella Pullorum koji su jedini nepokretni
pripadnici roda. Predstavnik roda je Salmonella enterica koja se dijeli na Sest podvrsta:
arizonae, enterica, diarizonae, houtenae, indica i salamae. Gotovo sve salmonele znacajne u
humanoj i veterinarskoj medicini pripadaju podvrsti Salmonella enterica subsp. enterica. 69%
izolata iz ¢ovjeka pripada serotipovima Salmonella Enteritidis i Salmonella Typhimurium

(Marinculi¢ i sur., 2009).

Salmonella mogu na nizu hranjivih podloga proizvesti vidljive kolonije unutar 24 sata pri oko
37°C. Optimalna temperatura rasta iznosi 35 - 37°C, ali ovisno o sojevima i hranjivoj podlozi,
rast je mogué u rasponu 5 - 47°C. Osim temperature vazan je parametar rasta i pH vrijednost.
Optimalna pH vrijednost je izmedu 6,5 i 7,5, dok su baktericidne vrijednosti pH ispod 4,0 i
iznad 9,0. Sojevi Salmonella obi¢no su relativno osjetljivi na niske vrijednosti aktiviteta vode

te ih inhibiraju visoke koncentracije soli.

Prirodno im je staniSte probavni trakt Zivotinja i ptica. Kao crijevni mikroorganizmi ove se
bakterije izlu€uju s izmetom iz kojeg se mogu prenijeti na razli¢ita mjesta. Kao takve nalaze se
u vodi i hrani te ih zatim mogu unijeti druge Zivotinje i ljudi koji postaju prenosioci, ponovno

prenoseci Salmonella i nastavljajuci ciklus (Vlaemynck, 1996).

NajéeSce epidemije salmoneloze povezane su s piletinom i drugim mesnim proizvodima,
jajima i mlijeénim proizvodima. Salmoneloze povezane s voéem i povréem, takoder, su
zabiljezene. Znacajni slucajevi ukljuéuju trovanja svjezom rajcicom, sirovim proklijalim zrnom
graha, dinjama i lubenicama (Beuchat, 1996). Prikaz nekih vrsta povréa povezanih s

epidemijom salmoneloze prikazan je u Tablici 1.

Bolesti koje mogu izazvati Salmonella dijele se na tifusne i netifusne bolesti. Tifusne bolesti
obi¢no se javljaju kao posljedica koriStenja kontaminirane vode i hrane te su rijetke u
zemljama dobrog komunalnog standarda. S druge strane, netifusne bolesti su c¢eSée u
razvijenijim zemljama, pa tako i u Hrvatskoj. Obi¢no je uzrokovan serotipom S. Enteritidis i S.

Typhimurium, a moZe ga uzrokovati od 1500 do 2000 razlicitih serotipova salmonela. Ovaj
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oblik salmoneloza se naziva enterokolitis i naj¢eS¢e se prenosi hranom. Simptomi
enterokolitisa uklju¢uju mucninu, povraéanje, gréeve u trbuhu, proljev, povisenu tjelesnu
temperaturu i glavobolju, a kao dodatna komplikacija moguca je i upala zglobova. U Hrvatskoj
je tijekom 2006. godine oboljelo ukupno 4734 osobe od salmoneloznog enterokolitisa, od ¢ega
su registrirane 52 epidemije sa 756 oboljelih. U 2007. godini oboljela je 3331 osoba, a

zabiljeZzeno je 36 epidemija s 324 oboljele osobe (Marinculi¢ i sur., 2009).
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Tablica 1 Globalne epidemije povezane s povréem kontaminiranim Salmonellom (Koukkidis i
Freestone, 2018)

Namirnica Broj Godina Zemlja
slucajeva
Salmonella Montevideo Sirove klice 8 2018 USA
Salmonella Muenchen i Alfaalfa klice 26 2016 USA

Salmonella Kentucky

Salmonella Reading i Salmonella  Alfalfa klice 36 2016 USA
Abony
Salmonella Anatum Zelena 54 2016 Australija
salata
Salmonella Poona Krastavac 907 2015 USA
Salmonella Enteritidis Proklijali 115 2014 USA
grah
Salmonella Newport Krastavac 275 2014 USA
Salmonella Enteritidis Alfalfa klice 25 2011 USA
Salmonella Enteritidis Alfalfa klice 140 2010 - USA
2011
Salmonella Newport Alfalfa klice 44 2010 USA
Salmonella Saintpaul Alfalfa klice 235 2009 USA
Salmonella enterica Alfalfa 42 2009 Finska
Bovismorbificans sjeme
Salmonella Stanley Alfalfa klice 51 2007 Svedska
Salmonella Weltevreden Alfalfa klice 45 2007 Danska, Finska,
Norveska

11
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2.2.5. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je gram-pozitivna, fakultativno anaerobna bakterija kuglasta oblika,
nepokretna, ne tvori spore. Bakterijske stanice ove vrste promjera su izmedu 0,5 1,5 pum.
Nakon diobe stanice mogu ostati pojedinacne, u parovima, kratkim lancima, tetradama, a
najkarakteristi¢nije su nepravilne nakupine stanica u obliku grozda. Proizvode razne enzime
koje pridonose patogenosti te enterotoksin koji je Cest uzroénik trovanja hranom. Vegetativne
oblike bakterije, ali ne i toksine, unistava temperatura od 60°C tijekom 8 minuta (Marinculi¢ i

sur., 2009).

Staphylococcus aureus jedan je od najotpornijih patogena koji ne stvaraju spore. Optimalna
temperatura za rast je 37°C do 40°C, ali moze rasti i pri temperaturama od 7 do 50°C, pH

izmedu 4,01 9,8, s optimumom izmedu 6 i 7 (Medvedova i Valik, 2012).

Prema Centru za kontrolu i prevenciju bolesti (Centers for Disease Control and Prevention,
skrac¢eno: CDC, 2011) otprilike 30% osoba u nosu ima stafilokoke (CDC, 2011). Ne izazivaju
bolest kod zdravih osoba, ali imaju sposobnost stvaranja toksina koji se ne uniStavaju pri
termickoj obradi te uzrokuju trovanje hranom. Osobe koje su kliconosSe predstavljaju opasnost
za ostale, narocito, onda kada su im zanimanja vezana za proizvodnju i/ili distribuciju hrane,

koju mogu kontaminirati ovom bakterijom.

Enterotoksini obi¢no nastaju u hrani koja sadrZi znatne koli¢ine ugljikohidrata ili bjelancevina,
kada se drzi u neprikladnim uvjetima koji omogudéuju razmnozavanje stafilokoka. Onecis¢enje
hrane stafilokokima je, najéesc¢e, posljedica nehigijenskog postupka s namirnicama, ali
namirnice mogu biti i primarno kontaminirane stafilokokima. Radi izbjegavanja kontaminacije
hrane stafilokokima, treba voditi racuna o higijeni objekata i djelatnika te o pravilnoj
temperaturi pohrane hrane, preporucljivo nizoj od 7,2°C. Stafilokoki se nalaze u zraku, prasini,
blatu, kanalizaciji, vodi, mlijeku, hrani, opremi koja se koristi u pripremi hrane, povrSinama u
okolisu, Zivotinjama i ljudima. lako su najznacajniji izvor stafilokoka koji uzrokuju intoksikacije
ljudi koji rade s hranom, izvor kontaminacije hrane stafilokokima mogu biti i oprema i prostor

u prehrambenoj industriji (Marinculi¢ i sur., 2009).

12
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2.3. Kvarenja gotovih (,,fresh-cut”) salata

Dok vecina prerade u prehrambenoj industriji, kao posljedicu ima produZen rok trajanja,
prerada voca i povréa priizradi gotovih salata ima upravo suprotan ucinak. Nakon minimalnog
procesiranja kakvo se koristi kod pripreme ovih proizvoda, voce i povrée generalno ima
ubrzanu respiraciju, Sto znaci brzi metabolizam te, posljedi¢no, i brze starenje, odnosno
propadanje. Takoder, ubrzana respiracija moze rezultirati brzim gubitkom kiselina, Secera i
drugih komponenti odgovornih za kvalitetu okusa i nutritivhu vrijednost namirnice (Dauthy,

1995).

Nadalje, sjeckanje, guljenje i, opéenito, usitnjavanje i obrada uzrokuju fizi¢ku Stetu tkivima sto
dovodi do vecde proizvodnje etilena, tzv. hormona zrenja. Osim toga, povecava se i aktivnost
biokemijskih reakcija koje uzrokuju promjenu boje (uklju¢ujuéi posmedivanje), promjenu
okusa, teksture i nutritivne kvalitete. Znacajan utjecaj na brzinu respiracije imaju temperatura
i atmosfera pomocu kojih se ovakvi procesi mogu usporiti. Gotove salate obi¢no imaju rok
trajanja 10 do 14 dana (Cantwell i Suslow, 2002). Promjena boje, kao posljedica enzimatske
aktivnosti, jedan je od glavnih defekata gotovih salata, Sto ukljuCuje enzimatsko
posmedivanje, promjena boje zelenog povréa u Zutu te blijeda boja kod povrca intenzivne boje

(Watada i Qi, 1999).

Osim navedenoga, velik utjecaj na kvarenje gotovih salata imaju mikroorganizmi koji se nalaze

na svjezim namirnicama ili u njih dospiju tijekom prerade.

Glavne grupe mikroorganizama povezane s kvarenjem i kontaminacijom svjezih namirnica su
bakterije i gljive, dok virusi i paraziti (npr. Gardia sp.) predstavljaju velik problem zbog
kontaminacije, ali ne uzrokuju kvarenje proizvoda. Razaranje tkiva tijekom prerade namirnica
omogucéuje mikroorganizmima uvjete za umnoZavanje jer se razaranjem tkiva povecava
dostupnost nutrijenata. Takoder, tijekom prerade i rukovanja namirnicama, moze do¢i do
kontaminacije humanim patogenima poput bakterija E. coli, Yersinia i Salmonella. lako se
konstantno tezi nizim temperaturama kako bi se usporio rast mikroorganizama i oc€uvala
svjezina i mikrobioloska ispravnost namirnice, ipak treba pripaziti i na psihrotrofne organizme
koji su tolerantni na niske temperature, poput bakterija roda Pseudomonas i Listeria (Cantwell

i Suslow, 2002).
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2.4. Paraziti

Pojam , parazit” (prema gr¢. , pardsitos”, ,pard” = pokraj, uz, i ,sitos” = Zito, hrana) u prijevodu
predstavlja ,,0sobu koja jede s tudega stola“. S obzirom da oni hranu dobivaju bez potrage za
njom, termin je dobio negativhu konotaciju. Termin se takoder poceo upotrebljavati za

Zivotinje, koje djelomi¢no ili u potpunosti Zive na racun domacdina (Mehlhorn, 2016).

Parazitizam je oblik Zivotne zajednice u kojem nametnik, tj. parazit, Zivi na racun drugog
organizma. Dakle, paraziti su organizmi koji svoju hranu uzimaju od drugih Zivih biéa pri ¢emu
im nije u interesu usmrtiti svog domacina za razliku od predatora koji u pravilu ubijaju svoj

plijen. Paraziti su obi¢no manji od svoga domacina (Doyle, 2003).

Zajednice medu organizmima mogu biti pozitivne i negativne, te mogu biti izmedu jedinki istih
vrsta (intraspecijski) ili izmedu viSe vrsta (interspecijski). Interspecijski odnosi mogu biti
amenzalizam, neutralizam, kompeticija, parazitizam, predatorstvo, mutualizam i
komenzalizam. Parazit koji Zivi na povrsini tijela svojega domacina zove se ektoparazit, a onaj
koji Zivi u njegovoj unutrasnjosti, npr. u krvi ili organima, zove se endoparazit. Parazitizam
moze biti trajan (trakavice, metilji i sl.) te povremen (krpelj, komarac) ili periodi¢an, ako se

koristi samo u jednom dijelu Zivotnog ciklusa (Klapec i sur., 2020).

Prema Levinson (2014) paraziti se dijele u tri skupine: prazZivotinje (Protozoa), oblenjaci
(Aschelmintes) i ektoparaziti (Slika 1). Paraziti iz skupine Protozoa su jednostani¢ni organizmi
koji pripadaju carstvu Protista, dok su oblenjaci i ektoparaziti viSestani¢ni organizmi i pripadaju
carstvu Animalia. ViSe taksonomske skupine parazita ukljuuju dva koljena, Aschelmintes i
Platodes (plosnjaci). Unutar oblenjaka nalazi se razred Nematoda (obli¢i) kojemu pripadaju i
parazitski obliéi (npr. zavojita trihina, djecja glista, rudarska glista, i dr.). |z koljena plosnjaci,
dolaze paraziti razreda Cestoda (trakavice) i metilji (Trematoda). Ektoparaziti dolaze iz koljena
hematofagnih ¢lankonozaca (Arthropoda), razreda Insecta (kukci) (npr. buhe, krpelji i dr.);

koljena Annelida (kolutiéavci) (npr. pijavice) te koljena Chordata (svitkovci) (npr. SiSmisi).
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Paraziti

/N

Helminti
(parazitski crvi)

PraZivotinje Ektoparaziti

Amebe Truskovci | Trepetljikasi | Mikrosporidije Bicasi
Plo3njaci Obliéi
Trakavice Metilji

Slika 1 Klasifikacija parazita (prilagodeno iz Levinson, 2014)

Unato¢ velikom broju parazitoza, relativno se malo zna o parazitima te se njihova
simptomatologija u medicinskoj parazitologiji cesto mijesa s bolestima koje izazivaju bakterije
i virusi. Paraziti koji izazivaju infekcije hranom ukljucuju bi¢asa iz roda Giardia, kriptosporidije
i toksoplazme iz koljena truskovci, amebe, zatim obli¢e iz rodova Trichinella i Anisakis,
trakavice iz roda Taenia i Echinococcus te metilje iz roda Opisthorchis, Clonorchis i Fasciola.
Velika raznolikost obiljezje je njihovih Zivotnih ciklusa, a strategije preZivljavanja, prijenos,
adaptacija na domacina i razmnozavanje pridonose Sirenju parazita i otvaranju novih zivotnih

ciklusa (Gajadhar, 2015).

Opasnost zaraze parazitima iz hrane i njihove posljedice po zdravlje ¢ovjeka u medicinskoj
struci je ¢esto podcijenjena zbog krive dijagnostike ili zbog netoc¢nog misljenja da su paraziti
rijetki. Paraziti se mogu prenositi unosom svjeze ili preradene hrane koja je kontaminirana, ali
takoder i kroz okolis, npr. posredstvom Zivotinja ili Covjeka uslijed neadekvatnog odrZzavanja

higijene ili neadekvatne termicke obrade pojedinih namirnica (FAO/WHO, 2014).

Tlo i voda mogu sadrzavati embrionirana jajasca (npr. parazitski obliéi) i ciste parazitskih

prazivotinja koji se mogu unijeti u tijelo oralnim putem. Tlo i voda mogu biti izvori i infektivnih
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licinki koje, nakon probijanja koZze domadara, udu u tijelo. Primjer je rudarska glista cije li¢inke
Zive u zagadenom tlu te krvni metilji iz roda Schizostoma i cerkarije (infektivni stadij metilja)
koji se mogu nadi u zagadenoj vodi. lzvor infekcije parazitima predstavlja i hrana te u nekim
slucajevima moguc je i prijenos infekcije putem krvi kao Sto je to u slucaju vrste Toxoplasma
gondii, koja se prenosi s macke na covjeka, moZe biti opasna za dojencad te
imunokompromitirane osobe. Paraziti mogu biti prisutni u velikom broju namirnica, npr.
toksoplazma u Skoljkama, obli¢i roda Anisakis u lignjama te kriptosporidije i ciklospore u

sirovom vocu i povréu (Tablica 2).

Tablica 2 Paraziti u hrani (Doyle, 2003)

Namirnica Protozoa Oblici Trakavice Metilji
Govedina Taenia saginata
Svinjetina Toxoplasma Trichinella Taenia solium,
Taenia asiatica
Ostalo meso Toxoplasma, Trichinella (puma, morz, Paragonimus
Cryptosporidium medvjed, konj, divlja svinja) (divlja svinja,
(janjetina, ovcetina) Gnathostoma (zabe, zmije) hrcak)
Mlijeko Cryptosporidium
Riba Anisakis, Gnathostoma Diphyllobothrium Clonorchis
Rakovi, Gnathostoma Paragonimus
Skampi
Skoljke, Cryptosporidium,
dagnje, Toxoplasma
kamenice
Puzevi Angiostrongylus
Lignje Anisakis
Voce i Cyclospora, Angiostrongylus, Ascaris Taenia solium, Fasciola,
povrée Cryptosporidium, Echinococcus Fasciolopsis
(sirovo) Giardia
Voda Cyclospora, Ascaris, Gnathostoma Echinococcus Fasciola,
Cryptosporidium, Fasciolopsis

Giardia, Toxoplasma
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2.4.1. Hrana kao izvor parazita

Hrana je Cest izvor parazita, posebice parazitskih obli¢a i prazivotinja koji se na taj nacin mogu
prenositi na druge organizme koji konzumiraju zarazenu. Prema Centru za kontrolu i
prevenciju bolesti (CDC), u SAD-u su najc¢esce prazivotinje koje mogu biti potencijalno prisutne
u hrani su rod Cryptosporidium sp., vrste Giardia intestinalis, Cyclospora cayetanensis i
Toxoplasma gondii. Najucestalije infekcije hranom a &iji predstavnici dolaze iz skupine obliéa i
trakavice su vrste roda Trichinella sp., Anisakis simplex, Diphyllobothrium latum i Taenia sp..
Parazitoze su ¢e$ée u zemljama u razvoju, posebno podrucja poput SredisSnje i Juzne Amerike,
Afrike i dijelu Azije nego u SAD-u, Kanadi, Europi, Australiji, Novom Zelandu, Japanu. Razlog
ovomu je nacin specificna priprema hrane koja podrazumijeva koristenje sirove ribe,
mekusaca i rakovica u jelovnicima a koji mogu sadrZavati infektivne oblike parazita (CDC,

2015).

Meso i riba mogu sadrzavati li¢inke trakavica koje se mogu razviti u odrasle jedinke u
probavnom traktu ¢ovjeka. Najpoznatije su trakavice svinjska (Taenia solium) i goveda (Taenia
saginata). Ozbiljne probleme mogu izazvati i jajaSca svinjske trakavice koje nakon razvoja u
crijevima mogu dospjeti u druge dijelove tijela, ukljucuju¢i misice i mozak. Ovo stanje
nazivamo cisticerkoza, a prati ga nastajanje mjehurica (cisticerkusa) s invaginiranim skoleksom
trakavice. lzvor zaraze takoder moze biti sirovo voée i povrée, ako je kontaminirano vodom
koja sadrzi ljudski ili Zivotinjski izmet. Voée i povrée se najceS¢e konzumira sirovo te iz tog
razloga predstavlja rizik od zaraze. Jedan od razloga sve veceg broja parazitoza je i uvoz takvih
namirnica iz zemalja koje jo$ uvijek nemaju moderno razvijen inspekcijski i sanitarni sustav.
Osim toga, u zadnje je vrijeme zbog o€uvanja hranjivih sastojaka iz namirnice, sve vise rasiren
trend konzumacije sirovog voca i povréa, mariniranog i dimljenog mesa (suhomesnati
proizvodi) i ribe (sushi), Sto je posebno problemati¢no. S obzirom na globalizaciju trzista,
preferencije potrosaca, te dostupnost velikog broja novih proizvoda, na globalnoj se razini u
iducih 20 godina ocekuje porast potraznje mesa te namirnica koje se pripremaju susenjem,

kiseljenjem i dimljenjem te stoga ostaju sirove (Doyle, 2003; FAO/WHO, 2014).
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2.4.2. Klimatske promjene i paraziti

Promjena klime mogla bi utjecati na evolucijski razvoj i opstanak gotovo svih Zivih bi¢a na
Zemlji Sto ¢e direktno promijeniti bioraznolikost mnogih ekosustava, udio i kvalitetu vode,
izvore hrane pa i nase zdravlje. S obzirom na kompleksnost i raznolikost parazita, u¢inak koji
e izazvati klimatske promjene neée nuzno za sve organizme biti isti, te e biti potrebna mnoga

istrazivanja kako bi predvidjeli koje ¢e skupine parazita biti obuhvaéene.

Dosad je, generalno, uoceno kako sve veci porast temperature na globalnoj razini dovodi do
povedanja infekcijskih bolesti te prijenosa njihovih uzroénika. Globalno zagrijavanje povecava
potencijal za Sirenje tropskih parazitskih infekcija, osobito parazita roda Plasmodium sp.,
Leishmania sp. i Trypanosoma sp.. Primjer vektora, tj. prenositelja Ciji se spektar prosiruje,
ukljucuje rodove komaraca Anopheles, Aedes i Culex, krpelja i stjenice iz roda Triatoma. Ako
se globalno zatopljenje nastavi, temperature jezera ¢e porasti, a zime ublaZiti, te potencijalno
stvoriti podlogu za unos parazita iz toplijih krajeva u podrucja koja nisu njihovo prirodno

staniSte (Doyle, 2003; Garcia, 2009).

Porast temperature zraka te porast koli¢ine padalina, mogli bi znaciti i lakSe razmnozavanje za
pojedine vrste (Utaaker i Robinson, 2014). Primjerice, istraZzivanje koje su proveli Lal i sur.
(2013), ukazuje na pozitivnu korelaciju temperature i padalina te prijenosa cisti parazita iz roda

Giardia sp. i oocisti roda Cryptosporidium sp.

2.4.3. Strategija smanjenja rizika — kontrola proizvodnje

Unato¢ primjeni Dobre proizvodacke prakse (DPP) te HACCP plana, te su se mjere, u nekim
slu¢ajevima, pokazale nedostatne za potpunu eliminaciju opasnosti vezane uz uzrocnike

bolesti (WHO/FAO, 2014).

Tijekom obrade namirnica najvecu opasnost predstavljaju bakterije Listeria monocytogenes,
Shigella, Escherichia coli i Salmonella, ali veliku opasnost predstavljaju i virusi, paraziti, kvasci
i plijesni (Slika 3). Treba naglasiti kako na mikrobiolosku i parazitsku ispravnost gotovog
proizvoda mogu utjecati i stvari kao Sto su mjere opreza prilikkom branja, rukovanje
namirnicama, kvaliteta vode i tla, kontaminirana oprema, metode procesiranja, ambalaza ili

nacin transporta. Najbolja metoda je prevencija kontaminacije, no to nije uvijek mogude.
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Prilikom prerade voca i povréa dolazi do osteéenja tkiva koje povecava rizik od kontaminacije
namirnica. Postupci kojima se nastoji smanijiti kontaminacija mehanicki procesuiranog vocai
povréa ukljuéuju isipranje hipokloritom, vodikovim peroksidom, organskim kiselinama, toplom
vodom te ozonom za sanitaciju i dezinfekciju, zatim koriStenje antimikrobnih jestivih filmovai
prevlaka te skladistenje i pakiranje u kontroliranoj i modificiranoj atmosferi (Jideani i sur.,
2017). Osim navedenoga, prirodni konzervans nizin koji proizvodi bakterija Lactococcus lactis
moze se koristiti kako bi se inhibirao rast uglavhom gram pozitivnih bakterija (Arevalos-

Sanchez i sur., 2012).
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Slika 2 Broj epidemija u ovisnosti o vrsti patogene i tipu namjernice (Ramos i sur., 2013)
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Zadatak

Zadatak ovog istraZivanja bio je ispitati mikrobiolosku i parazitsku ispravnost uzoraka gotovih
salata (,fresh-cut” salata) iz trgovackih lanaca na podrucju grada Osijeka tijekom svibnja i
srpnja 2020. godine. Svaki mjesec uklju¢ivao je 20 uzoraka razli¢itih salata u kojima se
odredivao sastav mikrobne populacije, prisutnost patogenih mikroorganizama i parazitskih
oblika. Sav istrazivacki rad provodio se u laboratorijima Prehrambeno-tehnoloskog fakulteta

Osijek u Osijeku.

3.2. Materijali i metode

3.2.1. Prikupljanje uzoraka

Uzorci salata kupljeni su u trgovackim centrima na podrucju grada Osijeka. Ispitivanje je
provedeno na ukupno 40 uzoraka ,fresh-cut” salata. Uzorci su ukljucivali matovilac, radi¢,
rukolu, baby Spinat, zelenu salatu, iceberg salatu, endiviju, mrkvu, korijen celera, crveni i bijeli

kupus i ciklu.

3.2.2. Priprema uzoraka za mikrobioloSke analize i pregled na parazite

Za mikrobioloSku analizu i pregled na parazite odvagano je 60 g uzorka u sterilnu vredicu za
stomaher. Zatim je, u sterilnim uvjetima, uliveno 300 mL fizioloske otopine te homogeniziran
svaki uzorak 60 sekundi (Slika 4). Nakon homogenizacije uzoraka napravljene su mikrobioloske
analize, a potom su vreéice oblikovane u konusni poloZaj i ostavljene na sedimentaciji 24 sata

na sobnoj temperaturi.
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3. Eksperimentalni dio

Slika 3 Homogenizacija uzoraka salate (fotografija autora)

Nakon 24 sata sedimentacije, dno vreéica probuseno je iglom, a 10 mL uzorka sakupljeno je u
konusnu epruvetu. Uzorci su centrifugirani 10 minuta na 3500-3700 rmp pri sobnoj
temperaturi. Po zavrSetku centrifugiranja otpipetiran je visak tekuéine i ostavljeno oko 2-3 mL

taloga koji je dalje upotrijebljen za mikrobiolosko bojenje i pretragu na parazite.

Preparati za mikrobioloSku analizu pripremljeni su , Kinyoun carbol fuchsin“ bojenjem (Slika

5) (www.dalynn.com, 2015). Za svaki uzorak radena su dva ponavljanja.

Na srediste Ciste predmetnice otpipetirano je 10 uL uzorka i razmazano mikrobioloskom
uSicom te ostavljeno da se osusi na zraku. Nakon susenja uzorak je fiksiran unosenjem

predmetnice u plamen Spiritne lampe 10 puta i ostavljen da se ohladi.

Zatim je fiksirani razmaz prekriven Kinyuon carbol fuchsin bojom i ostavljen da djeluje 2

minute (www.dalynn.com, 2015). Nakon isteka vremena preparat je ispran vodom. Nakon

ispiranja vodom, preparat je obezbojen zakiseljenim etanolom 3-5 sekundi, do nestanka
crvene boje. Nakon ispiranja, preparat je obojen metilenskim plavilom 30 sekundi, ispran
vodom, te ostavljen na suSenju na zraku. Na kraju su osuSeni preparati mikroskopirani

objektivom uljne imerzije.
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3. Eksperimentalni dio

Slika 4 ,Kinyoun carbol fuchsin” bojenje (fotografija autora)

3.2.3. Mikrobioloska analiza

Prema Vodicu za mikrobioloske kriterije za hranu (www.mps.hr), u analiziranim uzorcima

svjeze narezanih salata su odredene sljedece skupine mikroorganizama:

e Bakterije roda Salmonella

e Bakterije vrste Staphylococcus aureus
e Enterobakterije

e Sulfitoreducirajuce klostridije te

e Kvascii plijesni

Bakterije roda Salmonella

Bakterije roda Salmonella su odredene u uzorku izravnim nacjepljivanjem inokuluma bez
preduzgoja u puferiranoj peptonskoj vodi. Na taj nacin se odreduje broj stanica u 1 g uzorka

(u usporedbi s prisutnost/odsustvo pomocu preduzgoja). U sterilnim uvjetima je pripremljeno

23



3. Eksperimentalni dio

osnovno razrjedenje (60 g usitnjene svjeZe narezane salate odvagano je u sterilne plasti¢ne
vreCice za stomaher u koje je uliveno 300 mL sterilne fizioloSke otopine). Nakon
homogenizacije uzorka, 0,1 mL inokuluma je (u paralelama) prenesen na krute podloge za
prebrojavanje salmonela (XLD agar, Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italija) i razmazan
sterilnim metalnim Stapi¢em po Drigalskom. Nakon 24 h inkubacije pri 37°C, nacijepljene ploce

su pregledane na pojavu kolonija bakterija roda Salmonella (crno obojene kolonije).
Bakterije vrste Staphylococcus aureus

Bakterije vrste Staphylococcus aureus su odredene prenoSenjem 0,1 mL osnovnog razrjedenja
na krutu plo¢u Baird-Parkerovog agara (BP agar, Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italija),
razmazane sterilnim metalnim Stapi¢em po Drigalskom i inkubirane pri 37°C tijekom 48 sati.
Porasle crne kolonije okruZene sivo-bijelim neprozirnim prstenom i prosvijetlienom zonom
razgradenog lecitina iz Zumanjka su prebrojane i njihov broj je preracunat na 1 g analiziranog

uzorka.
Enterobakterije

Bakterije porodice Enterobacteriaceae su odredene prenoSenjem inokuluma iz pocetnog
razrjedenja u sterilne petrijeve zdjelice, u koje je uliven VRBG agar (ljubi¢asto-crveni-zucni-
glukozni agar, Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italija), rastopljen i ohladen pri 45°C u vodenoj
kupelji. Nakon homogenizacije podloge i inokuluma te skrutnjavanja, ploca je prelivena s
dodatnim slojem VRBGA (cca 10 mL). Nakon 24 satne inkubacije pri 37°C, prebrojane su sitne,
crvene kolonije (uz provjeru oksidaza testom — bakterije porodice Enterobacteriaceae su

oksidaza negativne) i njihov broj je preracunat na 1 g analiziranog uzorka.
Sulfitoreducirajucée klostridije

Pocetno pripremljeno razrjedenje je pasterizirano pri 80°C tijekom 10 minuta u vodenoj
kupelji. Nakon pasterizacije i hladenja, 0,1 mL inokuluma je unesen do dna epruvete sa
sterilnim SPS agarom (SPS agar, Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italija) i pazljivo ispuhan.
Nakon skrutnjavanja podloge, epruvete su inkubirane pri 37°C tijekom 3-5 dana.
Sulfitoreducirajuce klostridije u podlozi rastu kao crno obojene kolonije u dubini (zbog

anaerobnih uvjeta).

Kvasci i plijesni
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3. Eksperimentalni dio

Broj kvasaca i plijesni, u analiziranim uzorcima svjeZe narezanih salata, je odreden
prenoSenjem inokulma iz odgovarajuceg pripremljenog razrjedenja u petrijeve zdjelice u koje
je uliven agar s ekstraktom kvasca, glukozom i kloramfenikolom (Yeast glucose
chloramphenicol agar, YGC agar, Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italija). U podlozi se nalazi
antibiotik kloramfenikol koji inhibira rast bakterijskih stanica. Nakon homogenizacije podloge
i inokuluma, uzorci su inkubirani u 25°C tijekom 5-7 dana. Nakon inkubacije, prebrojane su
kolonije kvasaca i plijesni i njihov broj preracunat na 1 g analiziranog uzorka. Kolonije kvasca
su provjerene mikroskopski, a porasle kolonije plijesni su determinirane do roda i vrste

pomocu prirucnika za determinaciju.

3.2.4. Pretraga na parazite

Za mikroskopsku pretragu na parazite na predmetnicu je pipetirano 30 pL uzorka. Nakon
dodatka 20 pL lugola, uzorak je promijeSan nastavkom pipete i pokriven pokrovnicom. Svaki
uzorak analiziran je u dva ponavljanja u ukupnom povecanju 200x, a po potrebi na 400x (Slika

6) (El Said Said, 2012).

Slika 5 Pretraga na parazite (fotografija autora)
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3.2.5. Obrada rezultata

Dobiveni rezultati obradeni su u programu MS Office Excel.
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4. Rezultati i rasprava

»Fresh-cut” salate podvrgnute su minimalnom procesiranju Sto ukljuCuje rezanje, pranje i
pakiranje, a njihova nutritivna vrijednost lezi u primarnim karakteristikama svjeZine sto ih Cini
pogodnim za konzumaciju. Da bi se osigurao produZeni vijek trajanja i o¢uvala svjezina gotovih
salata potrebno ih je proizvoditi u okviru Dobre poljoprivredne prakse, Dobre proizvodacke
prakse i potrebnih sanitarnih uvjeta. Danasnje trziSte hrane je oZivljeno novim proizvodima i
trendovima koji se mijenjaju, a svjeZe rezano povrée ostaje pri vrhu popisa proizvoda koji
zadovoljavaju potrebe danasnjih uzurbanih potrosaca (Lamikanra, 2002). No, bas iz razloga
minimalnog procesiranja ova hrana moze biti izvor razlicitih bakterijskih, gljivicnih, parazitskih
ili virusnih patogena koji mogu uzrokovati razlic¢ite bolesti kod potrosaca. U uzorcima salata
nisu uoceni zivotni oblici parazita ali je zabiljeZzena prisutnost artefakata razli¢itog podrijetla.
Artefakti biljnog podrijetla su pripadali polenovim zrncima i Skrobu dok su dijelovi tijela
kukaca, jajaSca kukaca i fitoparazitski obli¢i pripadali Zivotinjskim artefaktima. Takoder,
uocena je prisutnost spora roda Alternaria sp. Spore roda Alternaria prenose se zrakom, a
vremenski uvjeti poput visoke temperature i niske vlage tijekom ljeta doprinose manjoj kolicini
spora, dok se u kisSnoj sezoni koncentracija spora zna¢ajno povecava (Kakde, 2012). Do istih
rezultata dosli su Ahire i Sangale (2012) koji su utvrdili da umjerena temperatura, visoka
relativna vlaga i blage kiSe pogoduju Sirenju spora. Mnoge spore roda Alternaria u hrani mogu
se razviti kao posljedica neadekvatnog skladiStenja i transporta. Njihovu razvoju najbolje
pogoduje temperatura od 22-28°C, no mogu rasti i na manjoj temperaturi ovisno o uvjetima i
nacinu skladistenja i transporta (Barkai-Golan, 2008). Za razliku od roda Alternaria, pronadeni
obliéi ne predstavljaju opasnost za ¢ovjeka. Radi se o ektoparazitskim obli¢ima koji Zive u tlu.
Ovi obli¢éi mogu naj¢eSce napadaju korijenov sustav uzrokujuéi smanjenje povrsine i mo¢é
upijanja (Singh i sur., 2013). U tlu Zive i obliéi koji se hrane sjemenkama te oni koji Zive na
nadzemnim dijelovima biljke. Obliéi u svjeZe voée i povrée mogu dospjeti za vrijeme uzgoja,
berbe, transporta te nedovoljnim ispiranjem (Elahi i sur., 2018; Kozan i sur., 2005). Medutim,
osim fitoparazitskih obli¢a, u svjezim salatama mogudée je pronadi i zooparazitske obliée koji u
tlu sazrijevaju do pojave infektivnosti (Gullino i sur., 2019; Khademvatan, 2013). U Tablici 3
prikazana je zastupljenost artefakata i spora roda Alternaria sp. s obzirom na sastav salate na
svim lokacijama tijekom svibnja i srpnja 2020. Iz priloZenih rezultata moZe se uociti da je bilo

obradeno 44 uzoraka salate od toga 21 uzorak salate jedne vrste te 23 uzoraka mijesanih.
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4. Rezultati i rasprava

U Tablici 4 prikazana je zastupljenost artefakata i plijesni roda Alternaria prema nacinu
pakiranja salate na svim lokacijama tijekom svibnja i srpnja 2020. Bilo je obradeno 19 uzoraka
cjelovitih salata, od ¢ega je najviSe spora roda Alternaria pronadeno u uzorcima matovilca (8),
a jedna spora u uzorku rukole. Salata od Spinata imala je najvise artefakata (39 od ukupno 78).
Od 25 uzoraka narezanih salata, rod Alternaria zabiljeZzen je samo u mjeSavini salata (Mix-
endivija, radi¢, matovilac, rukola, Spinat). Na temelju rezultata prikazanih u Tablici 3 i 4, vidljivo
je da je broj spora roda Alternaria sp. bio veéi u jednoj vrsti salate (42,86%) te pakiranjima
cjelovitih salata (47,37%) u odnosu na pakiranja koja su sadrzavala razliCite vrste salata (8,70%)
te narezane salate (8%). Vedi broj spora vjerojatno je posljedica vece povrsine za razliku od
narusene teksture narezanih i mijeSanih salata koja je nepovoljna za umnozavanje i rast
plijesni. Takoder, cjelovite lisne plojke sadrze puno utora koji potje¢u od puci te lisnih Zila sto
omogucuje zadrzavanje spora (Robertson i Gjerde, 2001). Veci postotak kontaminacije
parazitskim elementima u lisnatom i neoste¢enom povréu uocen je i u drugim istrazivanjima
(Damen i sur., 2007; Marcek i sur., 2018; Uga i sur., 2009). Potpuno neocekivano, cjelovite i
salate nacinjene od jedne vrste povréa imale su manji broj artefakata (24,36 i 26,58%) nego
mijeSane i narezane salate (38,33 i51,02%), Sto moze biti razlog pove¢anog naseljavanja spora

i zauzimanja Zivotnog prostora.
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 3 Zastupljenost artefakata i plijesni roda Alternaria prema sastavu salate na svim

lokacijama trgovackih lanaca tijekom svibnja i srpnja 2020.

Jedna vrsta MijeSana
N N N N

Vrsta salate N (Alternaria) (Artefakti) | Vrsta salate N (Alternaria) (Artefakti)

Rukola 8 1 15 Dijetna salata (mrkva, 1 0 0
crveni i bijeli kupus)

Mrkva i kupus 1 2

Baby Spinat 1 0 3 Mrkva i jabuka 1 1
Ivcejberg, radi¢, mrkva, 5 0 12
$pinat

. Mix (endivija, radic,

Matovilac 8 8 21 . . 5 2 11
matovilac, rukola, Spinat)

.. Romana (iceberg, endivija,

Spinat 2 0 39 Ly 1 0 0
radi¢, mrkva)

Rica sa.lata (radic, 4 0 7
matovilac)

Crveni kupus 1 0 0 Endivija i radi¢ 1 0 2
Iceb.e.r.mivx (radic, mrkva, 3 0 12
endivija, Spinat)

Celer korijen 1 0 1 Rukola, matovilac, zelena i
crvena salatina, Spinat, 4 0 13
cikla

Ukupno 21 9 79 Ukupno 23 2 60

Artefakti (%) 26,58 Artefakti (%) 38,33

Alternaria (%) 42,86 Alternaria (%) 8,70

N- ukupan broj odredene vrste salate

N (Alternaria)- broj spora plijesni roda Alternaria sp.

N (artefakt)- broj artefakata u uzorku

30



4. Rezultati i rasprava

Tablica 4 Zastupljenost artefakata i plijesni roda Alternaria prema nacinu pakiranja salate na

svim lokacijama trgovackih lanaca tijekom svibnja i srpnja 2020.

Cjelovite Narezane
N N N N

Vrsta salate N (Alternaria) (Artefakti) | Vrsta salate N (Alternaria) (Artefakti)

Dijetna salata (mrkva, crveni i bijeli 1 0 0
Rukola 8 1 15 kupus)

Crveni kupus 1 0 0

Mrkva i kupus 1

Celer korijen 1 0 1
Matovilac 8 8 21

Mrkva i jabuka 1 0 1

Iceberg, radi¢, mrkva, $pinat 2 0 0

Mix (enfil\'/ua, radi¢, matovilac, 5 ) 1

rukola, Spinat)

Romana (iceberg, endivija, radic, 1 0 0
Baby 3pinat 1 0 3 mrkva)

Rica salata (radic, matovilac) 4 0 7

Endivija i radi¢ 1 0 2
. Ivce.ber mix (radic¢, mrkva, endivija, 3 0 12
Spinat 2 0 39 Spinat)

Rukola, matovilac, zelena i crvena 4 0 13

salatina, Spinat, cikla
Ukupno 19 9 78 Ukupno 25 2 49
Artefakti (%) 24,36 Artefakti (%) 51,02
Alternaria(%) 47,37 Alternaria (%) 8,00

N- broj uzoraka salate
N (Alternaria)- broj spora plijesni roda Alternaria sp.

N (artefakt)- broj artefakata u uzorku

Na Slici 6 prikazana je zastupljenost artefakata u ,ready to eat” salatama prikupljenih u
trgovackim lancima u svibnju i srpnju 2020. U ispitivanom vremenskom periodu nije potvrden
niti jedan parazitski element. Uzorci iz srpnja imali su 40% viSe artefakata nego u svibnju iste
godine. U srpnju je zabiljezeno 35,7% viSe Skrobnih te 125% vise peludnih zrnaca u odnosu na
svibanj. Ovo moZe biti posljedica intenzivnije cvatnje zeljastih biljaka koje se nalaze blize tlu,
¢ime pelud moZe lakSe dospjeti do povréa. Takoder, poveéanjem temperature zraka raste
aktivnost i broj populacije kukaca oprasivaca sto povecava vjerojatnost poveéane transmisije
i broja zrnaca zbog ¢ega je u srpnju veca koncentracija peludi u salatama nego u svibnju. Veci
broj parazita i artefakata u gotovim salatama tijekom ljeta zabiljezen je i u drugim

istrazivanjima (El Said Said, 2012).
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Alternaria
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Slika 6 Prikaz artefakata zastupljenih u ,ready to eat” salatama prikupljenih u trgovackim

lancima za svibanj i srpanj 2020. godine

U Italiji je provedeno sliéno istrazivanje u kojemu je bio cilj utvrditi postojanje parazitskih
prazivotinja u ,ready to eat” salatama na rasprodaji (Caradonnai sur., 2017). Od ukupno 648
pakiranja, u 4,2% uzoraka pronadena je barem jedna vrsta prazivotinja, dok je 0,6% uzoraka
bilo kontaminirano s dvije vrste prazivotinja. Sezonska varijacija pokazala je najveéu
zastupljenost vrstu Toxoplasma gondii tijekom ljeta, tijekom jeseni najc¢eséa vrsta bila je
Giardia duodenalis, a tijekom proljeéa i jeseni najrasprostranjenija vrsta je bila Cyclospora
cayetanensis. Udio spora roda Alternaria u srpnju bio je za 43% manji nego u svibnju iz ¢ega
se moZe pretpostaviti da je porast temperature zraka inhibirao rast plijesni. Prema nekim
autorima germinacija spora roda Alternaria opada s porastom temperature zraka (Barkai-
Golan, 2008; Dagno i sur., 2010). Bez obzira Sto salate s podrucja grada Osijeka nisu bile

pozitivne na parazite, one mogu biti potencijalno opasne jer su odmah spremne za jelo.

Na Slici 7 prikazan je broj bakterija porodice Enterobacteriaceae te broj kvasaca i plijesni u
uzorcima analiziranim u svibnju kojima nije prosao rok trajanja. Moze se vidjeti da je 9 od 12
uzoraka kontaminirano enterobakterijama, a 7 od 12 kontaminirano kvascima i plijesnima.
Broj enterobakterija kreée se od 1,98 logio CFU/g pa sve do 3,35 logio CFU/g, $to je i najveci
broj kolonija ovih bakterija pronaden u uzorcima za mjesec svibanj. Prema Vodicu za
mikrobioloSke kriterije za hranu odredena je granicna dopustena vrijednost iznad koje se

rezultati smatraju nezadovoljavajuéim te za bakterije porodice Enterobacteriaceae ona iznosi
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103 CFU/g, iz toga moZemo zakljuditi da 3 uzorka prelaze tu grani¢nu vrijednost stoga se oni
smatraju mikrobiolo$ki neispravnima. Sto se ti¢e kvasaca i plijesni, njihov broj krec¢e se od 1,92
log10CFU/g do 3,42 logio CFU/g u uzorcima za mjesec svibanj. Grani¢na dopustena vrijednost
za kvasce i plijeni na povréu iznosi takoder 103 CFU/g, iz ega moZemo vidjeti da 3 uzorka
prelaze tu granicu i smatraju se nezadovoljavaju¢ima prema Vodicu za mikrobioloske kriterije
za hranu. U uzorcima analiziranim u svibnju nisu pronadene bakterije roda Salmonella,

bakterije vrste Staphylococcus aureus niti sulfitoreducirajuée klostridije.
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Slika 7 Broj bakterija porodice Enterobacteriaceae, kvasaca i plijesni u uzorcima analiziranim

u mjesecu svibnju 2020. godine kojima nije prosao rok trajanja

Na Slici 8 prikazan je broj bakterija porodice Enterobacteriaceae, kvasaca i plijesni u uzorcima
analiziranim u mjesecu svibnju kojima je prosao rok trajanja. Broj enterobakterija krece se od
1,9 logio CFU/g do 2,76 logio CFU/g, a broj kvasaca i plijesni krece se od 2,45 logio CFU/g do
3,23 logio CFU/g. Prema prikazanim rezultatima vidljivo je da samo jedan uzorak prelazi
graniénu dopustenu vrijednost za kvasce i plijesni na povréu koja iznosi 103 CFU/g. S obzirom
na rok trajanja gotovih salata iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je vise zdravstveno
neispravnih uzoraka upravo onih kojima nije prosao rok trajanja, Sto dovodi potrosace u

opasnost.
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Slika 8 Broj bakterija porodice Enterobacteriaceae, kvasaca i plijesni u uzorcima analiziranim

u mjesecu svibnju 2020. godine kojima je prosao rok trajanja

Slika 9 prikazuje broj bakterija porodice Enterobacteriaceae i broj kvasaca i plijesni pronadenih
u uzorcima analiziranim u mjesecu srpnju 2020. godine. Prema Slici 9, 13 od 20 uzoraka salata
je kontaminirano enterobakterijama Sto je isto kao i u mjesecu svibnju, dok je 19 do 20 uzoraka
kontaminirano plijesnima i kvascima te se iz toga moze zakljuditi da je doSlo do porasta u
odnosu na uzorke u mjesecu svibnju. Broj enterobakterija krece se od 1,00 logio CFU/g pa sve
do 3,25 logi0 CFU/g, sto je i najvedi broj kolonija ovih bakterija pronaden u uzorcima za mjesec
srpanj. Prema Vodicu za mikrobioloske kriterije za hranu odredena je grani¢na dopustena
vrijednost iznad koje se rezultati smatraju nezadovoljavaju¢im, a za bakterije porodice
Enterobacteriaceae ona iznosi 10® CFU/g, iz toga moZemo zakljuéiti da 2 uzorka prelaze tu
grani¢nu vrijednost stoga se oni smatraju mikrobioloski neispravnima. Broj kvasaca i plijesni u
uzorcima iz srpnja kreée se izmedu 1,92 logio CFU/g do 3,98 logio CFU/g, Sto je znatno
povecanje u odnosu na mjesec svibanj. Skoro pola uzoraka 9/20 prelazi grani¢cnu dopustenu
vrijednost broja kvasaca i plijesni na povréu koja iznosi 103 CFU/g, te se ti uzorci smatraju
nezadovoljavajuéi prema Vodi¢u za mikrobioloske kriterije za hranu. U uzorcima analiziranim
u srpnju nisu pronadene bakterije roda Salmonella, bakterije vrste Staphylococcus aureus niti

sulfitoreducirajuée klostridije.
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Slika 9 Broj bakterija porodice Enterobacteriaceae, kvasaca i plijesni u uzorcima analiziranim

u mjesecu srpnju 2020. godine (svi uzorci su ispravnog roka trajanja)

Sliéno istrazivanje koje se takoder temelji na mikrobioloSkoj analizi ,fresh-cut” salata
provedeno je u gradu Mashhad (Iran). Iz navedenog rada autora Habibi Najafi i Bahreini (2012)
vidljivo je da su njihovi uzorci bili viSe kontaminirani u odnosu na uzorke uzete na podrucju
grada Osijeka. Broj bakterija porodice Enterobacteriaceae u njihovim uzorcima kretao se
izmedu 3 logio CFU/g do 8,3 logio CFU/g , $to je puno vedi broj u odnosu na nase rezultate
prikazane na Slikama 7, 8 i 9 za enterobakterije. Broj kvasaca i plijesni u uzorcima uzetim u
gradu Mashhad kretao se izmedu 3,85 logio CFU/g do 6,7 logio CFU/g, a u uzorcima uzetim na
podrudju grada Osijeka najveci broj kvasaca i plijesni je bio 3,98 log CFU/g. Usporedbom ova
dva rada daje se zakljuciti da su uzorci ,fresh-cut salata iz Mashhada puno losije
mikrobioloske kvalitete nego uzorci uzeti na podrucju grada Osijeka, Sto se vidi i iz toga Sto su
svi njihovi uzorci bili kontaminirani enterobakterijama. Takoder, u njihovim uzorcima
mijeSanih ,fresh-cut” salata pronadene su bakterije Staphylococcus aureus koje su poznate
kao patogen koji prenose ljudi koji rukuju hranom. Prisutnost ove bakterije indikator je lose

higijenske prakse te je razina veca od 4 logio CFU/g potencijalno opasna.
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5. Zakljuéci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljededi zakljucci:

10.

11.

U ispitivanim salatama nije pronaden niti jedan parazitski element.

Cjelovite salate i salate nacinjene od jedne vrste povrca, predstavljaju bolji supstrat za
rast spora roda Alternaria sp. nego mijeSane i narezane.

Brojnost artefakata raste u narezanim salatama i salatama pripremljenim od nekoliko
razlicitih vrsta povrca.

U uzorcima iz srpnja zabiljeZzen je manji broj spora roda Alternaria sp. u odnosu na
svibanj.

Salate uzorkovane u svibnju imale su manje artefakata nego salate analizirane u srpnju.
U uzorcima analiziranim u mjesecu svibnju pronadene su bakterije porodice
Enterobacteriaceae te kvasci i plijesni.

Ukupno 7 uzoraka iz mjeseca svibnja nisu mikrobioloski ispravni te nisu pogodni za
konzumaciju. Tri uzorka prelaze maksimalnu dopustenu vrijednost za bakterije
porodice Enterobacteriaceae, a Cetiri uzorka prelaze maksimalnu dopustenu vrijednost
za kvasce i plijesni.

Osam uzoraka analiziranih u mjesecu svibnju prosao je rok trajanja, od ¢ega je samo
jedan uzorak prelazio maksimalnu dopustenu vrijednost za kvasce i plijesni.

Uzorci analizirani u mjesecu srpnju takoder su bili kontaminirani bakterijama porodice
Enterobacteriaceae te kvascima i plijesnima.

Ukupno 11 uzoraka iz mjeseca srpnja nisu mikrobioloski ispravni te nisu pogodni za
konzumaciju. Dva uzorka prelaze maksimalnu dopustenu vrijednost za bakterije
porodice Enterobacteriaceae, a devet uzoraka prelaze maksimalnu dopustenu
vrijednost za kvasce i plijesni.

U uzorcima analiziranim u svibnju i srpnju nisu pronadene bakterije roda Salmonella,

bakterije vrste Staphylococcus aureus niti sulfitoreducirajuce klostridije.
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