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Sazetak

Diplomskog rada studentice Petra Petricko Pucar naslova

POJAVNOST BAKTERUE LISTERIA MONOCYTOGENES U SIROVOM MLUEKU I SIRU

Mikrobioloska kvaliteta mlijeka i mlije¢nih proizvoda je vrlo vazna buduci da mlijeko i mlijecni
proizvodi pripadaju rizicnoj skupini namirnica koji mogu biti izvori razliitih uzro¢nika bolesti.
Prisutnost patogene bakterije Listeria monocytogenes u mlijeku i mlije¢nim proizvodima
predstavlja velik javnozdravstveni problem. L. monocytogenes kao uzroc¢nik listerioze javlja se
puno rjede u odnosu na druge bolesti prenosive putem hrane, poput salmoneloze i
kampilobakterioze, no ima izuzetno visoku stopu smrtnosti do 40%. lako su u proizvodnji
mlijeka i mlije¢nih proizvoda postavljeni vrlo visoki higijenski standardi u zadnjih nekoliko

godina pojavnost L. monocytogenes je u porastu.

Kljucne rijeci: patogene bakterije, Listeria monocytogenes, listerioza



Summary

Of the master’s thesis - student Petra Petricko Pucar, entitled

OCCURRENCE OF LISTERIA MONOCYTOGENES IN RAW MILK AND CHEESE

The microbiological quality of milk and dairy products is very important since milk and dairy
products belong to a risky group of foods that can be sources of various pathogens. The
presence of the pathogenic bacterium Listeria monocytogenes in milk and dairy products is a
major public health problem. L. monocytogenes as a causative agent of listeriosis occurs much
less frequently in relation to other food-borne diseases, such as salmonella and
campylobacteriosis, but has an extremely high mortality rate of up to 40%. Although high
hygiene standards have been achieved in the production of milk and dairy products in last few

year occurrence of L. monocytogenes is increasing.

Keywords: pathogenic bacteria, Listeria monocytogenes, listeriosis



1. Uvod

Britanski znanstvenik Everitt Murray 1926. godine po prvi puta opisuje bakteriju
Listeria monocytogenes kao patogenu bakteriju koju je izolirao iz laboratorijskih kuniéa.
Upravo zbog toga se dugi niz godina smatralo da se bakterija L. monocytogenes prenosi sa
zarazene Zivotinje na Covjeka izravnim kontaktom izazivajuci bolest listeriozu. No, 1980.
godine zabiljezeno je nekoliko slucajeva pojave listerioze u ljudi koji su konzumirali sireve
kontaminirane bakterijom L. monocytogenes. Listerioza je bolest koja se relativno rijetko
javlja, svega 0,1 do 10 slucajeva na 1 milijun ljudi godis$nje. lako se javlja puno rjede u odnosu
na druge bolesti prenosive putem hrane poput salmoneloze i kampilobakterioze, listerioza ima
izuzetno visoku stopu smrtnosti do ¢ak 40% Sto predstavlja velik javnozdravstveni problem.

Danas je poznato da bakterija L. monocytogenes moze kontaminirati mlijeko i mlije¢ne
proizvode koji zbog svojeg prirodnog sastava i svojstava osiguravaju idealne uvjete za rast i
razmnozavanje razli¢itih vrsta mikroorganizama, zbog ¢ega se mlijeko i mlije¢ni proizvodi
smatraju rizicnom skupinom proizvoda. Naime, kontaminacija mlijeka i mlije¢nih proizvoda
bakterijom L. monocytogenes najces¢e je posljedica losih higijenskih uvjeta proizvodnje.
Prema Uredbi Komisije (EZ) br. 2073/2005 o mikrobioloskim kriterijima za hranu bakterija L.
monocytogenes ne smije biti prisutna u broju veéem od 100 cfu/g (engl. colony forming units),
tijekom deklariranog roka odrzivosti proizvoda. Takoder, bakterija L. monocytogenes ne smije
biti prisutna u 25 g proizvoda koji se stavlja na trziste . Unatoc postignutim visokim higijenskim
standardima u proizvodniji i preradi mlijeka, pojavnost bakterije L. monocytogenes u mlije¢nim
proizvodima u zadnjih nekoliko godina je u porastu.

U ovom radu pokusat ¢e se na temelju znanstvenih istraZivanja i epidemioloskih studija
prikazati pojavnost bakterije L. monocytogenes u sirovom mlijeku i siru. Takoder, na temelju
novih spoznaja cilj rada je opisati i morfoloske, fizioloske i virulentne karakteristike bakterije

L. monocytogenes.



2. Pregled literature

2.1. Listeria monocytogenes

Bakterija L. monocytogenes je gram pozitivna bakterija iz roda Listeria. Siroko je
rasprostranjena, pa je dosad izolirana iz: tla, propadajuce vegetacije, vode, odvodnih cijevi,
fecesa humanog i animalnog podrijetla. Upravo zbog svoje rasprostranjenosti i razli¢itih uvjeta
u kojima moZze rasti, kontaminacija ovom bakterijom predstavlja veliki problem pogotovo u
prehrambenoj industriji.

U mljekarskoj industriji, bakterija L. monocytogenes predstavlja znacajan problem zbog
rasta i razmnoZavanja unutar Sirokog raspona pH vrijednosti (4,3-9,6) i temperature (-1,5-45
°C) te izrazite otpornosti prema visokim koncentracijama NaCl do 12% (Bubonja i sur. 2007.).
Dortet i sur. 2009. navode da bakterija L. monocytogenes ima optimalan rast pri neutralnoj pH
vrijednosti te koncentraciji NaCl od 0,5%. Ryser (2001.) navodi kako bakterija L.
monocytogenes moze prezivjeti u ohladenoj 25,5% otopini NaCl tijekom 4 mjeseca. Bakterija
L. monocytogenes stvara biofilm Sto bi objasnilo njezinu sposobnost kolonizacije opreme u
proizvodnji hrane (Kocor i Olszewska, 2017.). Magalhdes i sur. (2014.) navode da se bakterija
L. monocytogenes brzo prihvaca na povrsine izradene od razli¢itih materijala poput lijevanog
Zeljeza, nehrdajuceg celika, najlona, teflona, poliesterskog podnog lijepila i stakla. Upravo
zbog toga bakterija L. monocytogenes moze opstati u razli¢itim proizvodnim pogonima i do

nekoliko mjeseci.

2.2. Karakteristike bakterije L. monocytogenes

Prvi opis ove bakterije 1926. godine daje Everitt Murray koji je naziva Bacterium
monocytogenes, a Harvey Pirie 1927. godine istu bakteriju naziva Listerella hepatolytica. lako
1939.godine Everitt Murray i Harvey Pirie predlazu naziv Listerella monocytogens, konaéan

naziv L. monocytogenes koji se zadrzao do danas daje Harvey Pirie 1940. godine.



Rod Listeria trenutno uz bakteriju L. monocytogenes obuhvaca jos 14 razlicitih vrsta: L.
ivanovii, L. welshimeri, L. innocua, L. seeligeri, L. grayi, L. marthii, L. rocourtiae, L. fleischmanni,
L. weihensstephanesis, L. floridensis, L. aquatica, L. cornellensis, L. riparia i L. grandensis
(Kockot i Olszewska 2017.). Od navedenih vrsta, bakterija L. monocytogenes predstavlja
najveéu opasnost humanom zdravlju.

Bakterija L. monocytogenes je gram-pozitivna bakterija promjera stanice oko 0,5 um,
duZine od 0,5-2 pm. Stapiéastog je oblika s lagano zaobljenim krajevima (slika 2.2.1). Uglavnom
se nalazi kao zasebna stanica koja mozZe oblikovati kratke lance koji ¢esto poprimaju oblik slova
Vili Y. Ponekad stanice mogu biti i okruglog oblika, promjera oko 0,5 um zbog ¢ega se vrlo lako

moze zamijeniti sa streptokokima (Ryser i Marth 2007.).

Slika 2.2.1. Bakterija Listeria monocytogenes
Izvor: http://www.gettyimages.com/detail/news-photo/gram-positive-bacilli-that-causes-

listeriosis-optical-news-photo/151042750#gram-positive-bacilli-that-causes-listeriosis-optical-
microscope-picture-id151042750

Bakterija L. monocytogenes je fakultativno anaerobna S$to znaci da moZe rasti u
uvjetima sa ili bez prisutnosti kisika. Takoder, tolerira koncentraciju CO, do 20%, a
koncentracije iznad 50% djeluju inhibitorno (Magalhdes i sur. 2014.). Ne tvori spore ni
kapsularni oblik. Raste pri temperaturama izmedu -1,5 i 45 °C, a optimalna temperatura za
rast i razmnoZavanje je izmedu 30 i 37 °C. Takoder, bakterija L. monocytogenes moze rasti u
mlijeku pri temperaturama hladenja sto je svrstava u psihrotrofnu skupinu mikroorganizama.
L. monocytogenes je termolabilna bakterija Sto znaci da je temperature niske (63-65 °C/30

min) i srednje pasterizacije (72-75 °C/15 s) inaktiviraju. Bakterija L. monocytogenes moze


http://www.gettyimages.com/detail/news-photo/gram-positive-bacilli-that-causes-listeriosis-optical-news-photo/151042750%23gram-positive-bacilli-that-causes-listeriosis-optical-microscope-picture-id151042750
http://www.gettyimages.com/detail/news-photo/gram-positive-bacilli-that-causes-listeriosis-optical-news-photo/151042750%23gram-positive-bacilli-that-causes-listeriosis-optical-microscope-picture-id151042750
http://www.gettyimages.com/detail/news-photo/gram-positive-bacilli-that-causes-listeriosis-optical-news-photo/151042750%23gram-positive-bacilli-that-causes-listeriosis-optical-microscope-picture-id151042750

prezivjeti proces proizvodnje i zrenja sireva proizvedenih od sirovog mlijeka (Bachmann i
Spahr,1995.).

L. monocytogenes je katalaza-pozitivna i oksidaza-negativna kao i sve druge bakterije
iz roda Listeria. Za razliku od drugih bakterijskih vrsta iz roda Listeria, bakterija L.
monocytogenes ne fermentira manitol i ksilozu, no moze fermentirati ramnozu i a-metil-D-

manozid (tablica 2.1.).

Tablica 2.1. Biokemijsko razlikovanje Listeria vrsta

L L L L L L
monocytogenes innocua ivanovii seeligeri welshimeri grayi

B-hemoliza + - + + R _
Katalaza + + + + + +
Oksidaza - - - - - -
Fermentacija:
ramnoza + + - - + +
manitol - - - - - +
ksiloza - - + ¥ + B}
a-metil-D-manozid + + - - + ¥
riboza - - + - - +

Izvor: Doret i sur. 2009.

Kretanje bakterije L. monocytogenes omogudavaju lofotrihne flagele (jedna ili vise
flagela smjeStene su na jednom ili oba pola stanice) kada su temperature izmedu 20 i 25 °C
(slika 2.2.2.). Pri temperaturama izvan tog raspona kretanje ove bakterije nije toliko
naglaseno, a ono ne postoji ukoliko je temperatura visa od 37 °C. Do smanjenja kretanja pri
temperaturama 237 °C dolazi zbog nemoguénosti bakterijske stanice da sintetizira flagelin,
protein potreban za normalno funkcioniranje flagela kojih naj¢e$¢e ima od 1 do 5 po
bakterijskoj stanici. Na temelju somatskih (O) i antigena flagela identificirano je 13 razlicitih
serotipova bakterije L. monocytogenes: 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e i 7.
Povezanost s epidemijom listerioze utvrdena je samo za tri serotipa, 1/2a, 1/2b i 4b. Prema
Kocor i Olszewska (2017.), serotip 1/2a najcesce je izoliran iz hrane, dok je 4b uzroc¢nik najvecih

epidemija listerioze.



Slika 2.2.2. Lofotrihne flagele na bakterijskoj stanici L. monocytogenes
Izvor: https://medium.com/@ MicrobeADay/listeria-monocytogenes-646¢323d0039)

2.3. Metode odredivanja bakterije L. monocytogenes

Mikrobioloski standardi su zakonski akti koji propisuju maksimalno dozvoljeni broj
patogenih mikroorganizama u 1 g ili 1 ml odnosno u 25 g ili 25 ml proizvoda. Prema tim
standardima u toplinski obradenom mlijeku i mlijecnim proizvodima, bakterija L.
monocytogenes ne smije biti prisutna u 1g ili 1 ml proizvoda U mljekarstvu se osim
mikrobioloske kontrole gotovih proizvoda provode i mikrobioloske kontrole sirovog mlijeka,
kao i svih dodataka i materijala koji se koriste u proizvodnji mlije¢nih proizvoda. Osim toga,
kontrolira se i pitka voda, higijena zaposlenih osoba te djelotvornost pranja i dezinfekcije

objekata, strojeva i opreme (Sabados$ 1996.).

2.3.1. Klasicne mikrobioloske metode

Klasicne metode za izolaciju bakterije L. monocytogenes ukljucuju stupanj revitalizacije
i umnoZavanja kako bi se oporavile eventualno prisutne subletalno oSte¢ene bakterijske
stanice te kako bi se omogudilo detektiranje malog broja bakterija. U tu svrhu koristi se UVM
bujon koji sadrzi razlicite peptone i ekstrakte, soli i fosfatni pufer koji omogucavaju dobar rast
bakterija iz roda Listeria. Selektivnost je ostvarena dodatkom nalidiksinske kiseline koja je
inhibitor gram negativnih bakterija te akriflavina koji je selektivni agens za ostale gram

pozitivne bakterije.


https://medium.com/@MicrobeADay/listeria-monocytogenes-646c323d0039

Sljedecdi stupanj umnozavanja ukljuc¢uje upotrebu drugog selektivhog medija Fraser-ovog
bujona. Optimalni uvjeti za rast bakterija iz roda Listeria stvoreni su velikom koncentracijom
hranjivih tvari i velikim pufernim kapacitetom medija. Rast ostalih mikrobnih vrsta inhibiran je
dodatkom litij-klorida, nalidiksinske kiseline i akriflavina. Detekcija B-glukozidazne aktivnosti
bakterija iz roda Listeria omogucena je dodatkom glukoza-eskulina i amonijevog Zeljeznog
citrata. Enzim B-glukozidaza cijepa glukoza-eskulin na eskuletin koji sa Zeljeznim ionima stvara
maslinastozeleni do crni kompleks. Zacrnjenost Fraser-ovog bujona ukazuje na mogucu
prisutnost bakterija iz roda Listeria, odnosno ukoliko nema promjene boje pretpostavlja se da
bakterija nije prisutna. Fraser-ov bujon se zatim precjepljuje na ¢vrstu selektivnu podlogu i
detektira bakteriju L. monocytgenes. Jedna od najselektivnijih podloga koja se za tu svrhu
koristi je PALCAM selektivni agar. Selektivnost PALCAM agara omogucena je dodacima:
polimiksin, akriflavin, ceftacidim i litij-klorid. Eskulin je osnovni sastojak koji omogucuje
stvaranje maslinastozelenog kompleksa eskuletina i Zeljeznog iona uslijed B-glukozidazne
aktivnosti bakterije L. monocytogenes. Na ovoj hranjivoj podlozi rastu bakterije roda Listeria
uz pojavu sitnih maslinastozelenih kolonija s crnim halo efektom. Ukoliko na agaru porastu
sivo-zelene kolonije uz pojavu zacrnjenosti podloge, provodi se daljnja identifikacija
standardnim mikrobioloskim metodama. Identifikacija bakterije L. monocytogenes klasicnim
mikrobioloskim metodama ukljucuje: bojanje po Gram-u, katalaza test, oksidaza test, CAMP
test, iskoriStavanje ugljikohidrata i test pokretljivosti (Kolarec, 2009.)

Dokazivanje prisutnosti i odredivanja broja bakterija L. monocytogens i drugih Listeria
spp. provodi se prema medunarodnim standardnim metodama, ISO 11290-1:2017 i I1SO
11290-2:2017.

2.3.2. Molekularne metode

Molekularne metode za identifikaciju i klasifikaciju mikroorganizama jednostavne su
za primjenu, brze, pouzdane i ekonomski isplative, a temelje na analizi DNA
(deoksiribonukleinske kiseline) molekule.

Metoda lancane reakcije polimerazom ili PCR (engl. Polymerase Chain Reaction)
smatra se revolucionarnom metodom koja omogucava amplifikaciju specifiéne regije DNA u

cilju dobivanja dovoljnog broja razlikovnih fragmenata DNA za ciljanu analizu.



Bakterije se izmedu ostalog medusobno razlikuju i prema specificnim genima u DNA
molekuli. Kako bi se bakterija iz uzorka hrane mogla vrlo precizno i brzo detektirati potrebno
ju je najprije umnoziti. PCR tehnologija omogucéava vrlo ucinkovito stvaranje milijuna kopija
specificne DNA bakterije prisutne u uzorku hrane u vrlo kratkom vremenu. Metoda je visoko
specifiéna, Sto znaci da ée usprkos prisutnosti drugih bakterija u uzorku umnoziti iskljucivo
DNA bakterije od interesa. U usporedbi s klasi¢cnim metodama nacjepljivanja uzoraka na agar
(kultivacija) koji rezultate daju u roku 4-6 dana, PCR je neusporedivo brza metoda koja daje
precizne rezultate unutar 24 sata. Od osnovne PCR metode razvile su se mnoge genotipske
metode temeljene na DNA analizi, poput analize polimorfizama pomocu restrikcijskih
fragmenata RFLP-PCR (engl. Restriction Fragment Lenght Polymorphisam [RFLP]), RAPD-PCR
(engl. Random Amplified of Polymorpic DNA) ili analize polimorfizama pomoc¢u duzine
restrikcijskin fragmenata (engl. Amplified Fragment Lenght Polymorphisam [AFLP]).
Zajednicko je tim metodama da su ovisne o uzgoju bakterija na hranjivim podlogama, a DNA

se ekstrahira iz bakterijske kolonije narasle na hranilistu (Samarzija 2015.).

2.4. Bolest uzrokovana bakterijom L. monocytogenes - listerioza

Bolest koju uzrokuje patogena bakterija L. monocytogenes naziva se listerioza, a
manifestira se preko razli¢itih simptoma koji variraju ovisno o patogenezi uvjetovanoj
mjestom ulaska uzrocnika i zdravstvenom stanju domacina. U svega 1% slucajeva trovanja
hranom, bakterija L. monocytogenes se navodi kao uzrocnik bolesti (Markov i sur. 2009.), i
jedan je od tri uzro€nika pojave bakterijskih meningitisa u svijetu. lako se listerioza u odnosu
na druge akutne infektivne bolesti koje se prenose putem hrane poput salmoneloze i
kampilobakterioze javlja izuzetno rijetko, njezina javnozdravstvena vaZnost vrlo je Cesto
podcijenjena. Naime, od infekcija koje se prenose hranom, listerioza je bolest s naj¢es¢im
smrtnim ishodom. Stopa smrtnosti listerioze iznosi od 20 do 40% (Bubonja i sur. 2007.; Ryser
2011.;Havranek i sur. 2014.; Mansouri-Najad i sur. 2015.).

Infektivna doza za bakteriju L. monocytogenes nije definirana buduéi da ona ovisi o
inicijalnom broju u konzumiranoj namirnici, o patogenosti unesenog serotipa i zdravstvenom
stanju osobe. Infekciji su vise podloZne trudnice, novorodencad, osobe starije Zivotne dobi kao
i imunokompromitirane osobe (oboljeli od AIDS-a, oboljeli od razli¢itih vrsta karcinoma,

dijabeticari, bubrezni bolesnici, astmaticari i dr.).



Prema podacima, prisutnost bakterije L. monocytogenes od 107 do 10° cfu/g u zdravih
osoba mogu uzrokovati bolest listeriozu, a razvoj bolesti mogué je i nakon unosa 102 do 10°
cfu/g namirnice. Od 13 poznatih serotipova L. monocytogenes, kao uzrocnici bolesti najé¢esce
se izoliraju samo 3 serotipa: 1/2a, 1/2b i 4/b. Pretpostavlja se da ¢ovjek tijekom svog Zivota
hranom vise puta unese L. monocytogenes u probavni sustav, kolonizira crijeva domadina, a
prema istrazivanjima u 5% populacije L. monocytogenes ¢ini prolaznu mikrobnu populaciju
probavnog sustava (Bubonja i sur. 2007.).

Listerioza se javlja u dva oblika koji se razlikuju po intenzitetu, simptomima i
inkubacijskom periodu, a razlikujemo nekoliko klinickih sindroma. Simptomi bolesti se
temperaturom, dijarejom i povraéanjem. Cesto, zbog neprepoznatih ali i nespecifi¢nih
simptoma, mozZe doci do razvoja menigitisa, encefalitisa i septikemije, te pobacaja kod
trudnica. Uspjesnost lijeCenja listerioze ovisi o brzini postavljanja tocne dijagnoze i samom
pocetku adekvatnog lijeCenja. Kao najceséa terapija primjenjuju se antibiotici, primjerice
ampicilin kojemu se zbog sinergistickog ucinka nerijetko dodaje i gentamicin dok se
sulfametoksazol — trimetoprim koristi kao alternativa za pacijente alergi¢ne na penicilin. Bez
obzira na primijenjenu terapiju, stopa smrtnosti u lijecenih pacijenata je izmedu 20i30%, au
nelijeCenih osoba postotak je veci. Pretpostavlja se da trudnice predstavljaju 60% svih infekcija
bakterijom L. monocyotogenes. No, s obzirom da se bakterija L. monocytogenes rutinski ne
dokazuje u posteljici i spontano pobacenim fetusima, zapravo nije poznato koliko se ukupnih
slucajeva pobacaja moze pripisati infekciji ovom bakterijom. Takoder, prisutnost bakterije L.
monocytogenes se ne pretrazuje rutinski u stolici pa nije poznat niti ukupan broj slucajeva
gastroenteritisa uzrokovanih L. monocytogenes (Bubonja i sur 2007.).

Mehanizam kojim bakterija L. monocytogenes uzrokuje gastroenteritis nije poznat, ali
smatra se da je bolest posljedica direktne invazije crijevnog epitela buduci da nije utvrdeno da
L. monocytogenes proizvodi enterotoksin (Bubonja i sur. 2007.). Jednom kad bakterija prodre
u monocite domadina ili u polimorfonuklearne leukocite, bolest postaje septikemijska. L.
monocytogenes je intracelularna bakterija koja se nalazi u fagocitnim stanicama domadina i
omogudéen joj je prodor u mozak i prodor kroz posteljicu do fetusa u trudnica. Patogeneza
listerioze se najvecim dijelom temelji na ¢injenici da uzroénik prodire u fagocite domacinai u

njima se umnaza (Marinculi¢ i sur. 2009.).



Ryser (2001.) navodi da osim bakterije L. monocytogenes, i bakterije L. ivanovii i L.
seeligeri mogu biti uzrocCnici bolesti listerioze koja se javlja kod ljudi i Zivotinja. Simptomi
listerioze su vrlo ¢esto neprepoznati i nedijagnosticirani, a bolest se moze manifestirati vrlo
teSkom klinickom slikom oboljele osobe. Infekcija se zbiva nakon konzumacije hrane
kontaminirane bakterijom L. monocytogenes, iako postoje zabiljezeni rijetki slucajevi listerioze
koja je nastupila nakon direktnog kontakta sa Zivotinjom zarazenom ovom bakterijom (Hunjak

i Pegi¢ 2013.).

2.5. Listerioza u muznih Zivotinja

Listerioza je zarazna bolest utvrdena u velikom broju razlic¢itih vrsta domacih Zivotinja,
a za mljekarstvo su najznacajnije ovce, koze i krave. Bakterijske vrste L. monocytogenes i L.
ivanovii uzrokuju hemolizu (raspadanje eritrocita) i patogene su za Zivotinje i Covjeka, dok L.
innocua moze izazvati meningoencefalitis u ovaca (Sukali¢ i sur. 2016.). Nastanku bolesti
pogoduje losa hranidba, prenaseljenost nastambe, visoka gravidnost, porodaj, loSa opca
higijena te stajski nacin drzanja Zivotinja. Bolest se u Zivotinja obi¢no pojavljuje unutar jednog
uzgoja i sporo se Siri, pretezno zajednickim boravkom zdravih Zivotinja s bolesnim u istom
prostoru te onecis¢enom hranom, prvenstveno silazom i sjenazom lose kvalitete i vodom, no
mogu je prenijeti i kukci. U jednom uzgoju moZe oboljeti 5-10% Zivotinja, a jednom unijeta
zaraza zadrzava se 2 do 3 godine (Rupi¢ 2009.).

Bakterija L. monocytogenes ulazi u organizam hranom koja je kontaminirana, kroz
povrede na kozi, zrakom, spolnim na¢inom, a mladuncad obolijeva odmah nakon poroda
prolaskom bakterije kroz pup€anu vrpcu i druge sluznice. Unasanjem kontaminirane hrane,
bakterija L. monocytogenes ulazi u organizam, a bolest se moZe javiti nakon prolaska
intestinalne crijevne barijere ovisno o interakciji izmedu bakterijskog povrsinskog proteina
internalina A i proteina domacina E-kadherina (Sukali¢ i sur. 2016.). Nakon toga, bakterije se
mogu lokalizirati na crijevnoj stijenci, produzenoj mozdini i posteljici. Listerioza u prezivaca
manifestira se prvenstveno sa klinickim znakovima kao Sto su encefalitis, pobacaj i smrt ubrzo
nakon partusa, meningoencefalitis u odraslih prezivaca te septikemija u neonatalnih prezivaca
i monogastri¢nih Zivotinja. Pobacaji su sporadi¢ni, a mogu pogoditi 10-20% Zivotinja u stadu,

najcesSce u zadnjoj trecini graviditeta (Sukali¢ i sur. 2016.).



U muznih Zivotinja (krava, koza, ovca), utvrdena je pojava listerioznog mastitisa
odnosno mastitisa uzrokovanog bakterijom L. monocytogenes.
Kod krava se manifestira kao subklini¢ki oblik mastitisa (bez vidljivih promjena na vimenu).
Listeriozni subklinicki mastitis utvrden je nakon izolacije bakterije L. monocytogenes iz mlijeka
izmuzenog iz jedne Cetvrti vimena pri ¢emu je broj bakterija bio 280 cfu/ml (Hunt i sur.,2012.).
Unato¢ provedenoj terapiji antibioticima, Zivotinja nije izlijeCena. Naime, bakteriji L.
monocytogenes je potrebno i do nekoliko mjeseci nakon provedene terapije da se izludi iz

organizma stoga je preporuka ukloniti takvu Zivotinju iz uzgoja.
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3. Mlijeko kao medij za pojavnost patogenih bakterija

Zahvaljuju¢i svom kemijskom sastavu i fizikalnim osobinama (tablica 3.1.), mlijeko
osigurava dobre uvjete za rast razliCitih vrsta bakterija, kvasaca i plijesni koji pripadaju
uzroCnicima kvarenja ili patogenim mikroorganizmima. Pogodnost mlijeka za rast i
razmnozavanje mikroorganizama dodatno se povecdava ako oni rastu u mjeSovitim
populacijama, i ovisi o metaboli¢ckim produktima prisutnih mikroorganizama koje stvaraju u
mlijeku. Medutim, brzina razmnozZavanja pojedinih mikrobnih vrsta ne ovisi o sastojcima nego
je ovisna o antimikrobnim ili inhibitornim svojstvima mlijeka te vanjskim uvjetima od kojih je
od najvede vaznosti temperatura. Poput druge hrane, mlijeko drzano na sobnoj temperaturi
brzo ¢e se pokvariti neovisno o sastavu prisutne mikroflore. Pohrana mlijeka na niskim
temperaturama (<4 °C) osigurava produZivanje roka odrzivosti, zbog cega se brojnim
pravilnicima o kakvoci sirovog mlijeka pripisuje obavezno hladenje mlijeka na odgovarajucu
propisanu temperaturu najkasnije dva sata nakon muznje. Pravilnikom o utvrdivanju sastava
sirovog mlijeka (NN, 2017.) propisano je da se sirovo mlijeko odmah po muzZnji mora ohladiti
na <8 °C ukoliko se vrsi svakodnevna otprema mlijeka, odnosno <6 °C ako nije svakodnevna
otprema mlijeka, osim ako ¢e se mlijeko preradivati u roku od dva sata od muznje ili je za
proizvodnju odredenih mlije¢nih proizvoda potrebna visa temperatura.

lako je sirovo mlijeko nakon lu¢enja u vimenu prakticki sterilno, pod uvjetom da je
dobiveno od zdrave Zivotinje i pomuzeno na higijenski nacin. Nakon prolaska kroz sisu, mlijeko
sadrZava od 100-1000 mikroorganizama/ml, a neposredno nakon muznje mlijeko uvijek sadrzi
manje od 5000 mikroorganizama/ml.

Napustanjem vimena, mlijeko se neizbjezno bakterioloski kontaminira preko dva
glavna izvora: vanjskog dijela vimena i sise, te preko pribora za muznju i tijekom pohrane
mlijeka do trenutka prerade (slika 3.2.). Samarzija i sur. (2007.) navode da je broj i vrsta
mikroorganizama prisutnih u sirovom mlijeku odreden sezonom, higijenskim uvjetima
proizvodnje, hranidbom i sustavom hladenja, a ovisno o d¢imbenicima ukupan broj
mikroorganizama u svjeze pomuzenom mlijeku moZze biti od svega nekoliko tisuéa do vise od

10° mikroorganizama/ml.
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Tablica 3.1. Raspolozivi sastojci kravljeg mlijeka potrebni za mikrobni rast

1ZVOR UGLUIKA

Glukoza U tragovima Sve vrste

Galaktoza U tragovima Sve vrste

Laktoza 47 g Bakterije mlijeéne kiseline,

koliformne bakterije

Mlije¢na mast 36g Vrste koje tvore lipaze

Aminokiseline (ukupno) 0,02¢g Sve vrste

Protein 32¢g Vrste koje tvore proteaze

Citrat 0,002 g Leuconostoc spp.

IZVOR DUSIKA

Aminokiseline ukupno 0,02g Sve vrste, esencijalne za
neke vrste

Amonijak 9mg Sve vrste

Urea 142mg Vrste koje tvore ureazu

Proteini 32g Vrste koje tvore proteaze

Makroelementi Ovisno o elementu 9-178 mg Sve vrste

(Ca, P, Mg, K, Na, Cl)

Mikroelementi Ovisno o elementu 1-293 ug Sve vrste

(Fe, Cu, Cr, Mn, Zn, J, Se, Ni,

Mo, B, Br, Al)

Vitamini B skupine Ovisno o vitaminu 0,04-0,34 mg; Sve vrste

0,35-5,30 pg
Purini i pirimidini Prisutni Sve vrste
Izvor: Samarzija D., 2014.
e Zrak
Salmonelia Streptococci
sy Unutarnji dio vimena Fecesi

i

Voda
Koliformni
Pseudomonas

Oo Coryneforms

Clostridium
Listeria
Bacillus

Mijjeéno kisele bakterije

Kvasci i plijesni
Streptococcus
Micrococcus
Corynebacterium

Uredaj za muinju

Clostridium Micrococcus
Bacillus Bacillus Streptococci
Pseudomonas Klebsiella Bacillus
Mycobacterium Koliformni

Kvasci | pljesni

Escherichia coli
Staphylococcus
Listeria
Mycobacterium
Salmonelia

Vanjski dio vimena | sisa
Micrococcus
Staphylococcus
Enterococcus

Bacillus

Slika 3.2. Moguci izvori kontaminacije na mlije¢noj farmi

Izvor: Frenk i Hassan (2003.)
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Broj mikroorganizama u mlijeku neposredno nakon muzZnje predstavlja pocetnu
mikrobnu populaciju sirovog mlijeka. Naj¢es¢e su to vrste rodova: Micrococcus, Streptococcus,
Lactococcus i Corynebacterium, te zanemariv broj ostalih gram-pozitivnih i gram-negativnih
bakterija (tablica 3.2.). Primarnim izvorom patogenih bakterija u mlijeku i mlije¢nim
proizvodima navode se: bolesna muzna Zivotinja, infektivno vime i bolestan covjek. U
proizvodnji i preradi mlijeka i mlije¢nih proizvoda kontaminacija je uvijek posljedica
nedovoljne higijene, neznanja ili nesavjesnosti radnika i najéesé¢e se dogada preko opreme i
opéeg okruzenja nakon Sto je hrana bila obradena, tzv. kriznom kontaminacijom (Havranek i

sur. 2014. Magalh3es i sur. 2014.).

Tablica 3.2. Pojava glavnih mikrobnih skupina u sirovom mlijeku koje sadrzi <5000 cfu/ml

Mikrobne skupine %
Micrococcus 30-99
Streptococcus 0-50
Ostali gram-negativni rodovi <10
Ostali gram-pozitivni rodovi (ukljucujuéi koliforme) <10

Izvor: Havranek i sur., 2014.

Patogeni mikroorganizmi povezani s mlijekom i mlije€nim proizvodima najcesée su
bakterije koje se uglavnom svrstavaju u dvije skupine. Prvu skupinu Cine bakterijske vrste
rodova Listeria, Yersinia, Campylobacter, te patogeni sojevi bakterije Escerichia coli. Drugu
skupinu ¢ine odredene vrste bakterija rodova Staphylococcus, Salmonella, Clostridium i
Bacillus koje smatramo patogenim zbog sposobnosti stvaranja bakterijskih toksina. lako
listerioza nije toliko ucestala kao ostale bolesti koje se prenose putem hrane, od ranije
navedenih bakterija, listerioza ima najveéu stopu smrtnosti do 40% te najvecu stopu
hospitalizacije oboljelih od priblizno 90% (Rowe i Donaghy 2011.). Naravno, da bi patogene
bakterije rasle moraju biti zadovoljeni uvjeti za njihov rast (tablica 3.3.).

Bududéi da postoji trend konzumacije sirovog mlijeka zbog percepcije potrosaca da
sirovo mlijeko ima bolja senzorna i nutritivna svojstva u odnosu na pasterizirano mlijeko, raste
i opasnost od zaraze patogenim mikroorganizmima. Kako sirovo mlijeko mozZe biti izvorom
razli¢itih bolesti, proizvodaci mlijeka moraju voditi ra¢una o mikrobioloskoj kvaliteti sirovog

mlijeka. Osim Sto sirovo mlijeko moZze biti izvorom razli¢itih bolesti, treba imati na umu da o
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mikrobioloskoj kvaliteti sirovog mlijeka ovisi i kvaliteta konzumnog mlijeka i svih mlije¢nih
proizvoda (Kozacinski i sur. 2003.).

U Republici Hrvatskoj mikrobioloska kakvoc¢a hrane, pa tako i mlijeka i mlije¢nih
proizvoda, regulirana je odgovaraju¢im propisima. Zbog toga, sva hrana ne smije sadrzavati
mikroorganizme ili njihove toksine ili metabolite u koli¢inama koji predstavljaju neprihvatljiv
rizik za zdravlje ljudi. Prema vazeéem Pravilniku o utvrdivanju sastava sirovog mlijeka (NN,
2017.) koji prati Uredbu (EZ) br. 853/2004 Europskog parlamenta o utvrdivanju higijenskih
pravila za hranu zZivotinjskog podrijetla, ukupan broj mikroorganizama i somatskih stanica u
mlijeku, parametri su koji se koriste za razvrstavanje sirovog kravljeg, ov¢jeg i kozjeg mlijeka u
razrede kvalitete. Prema Uredbi (EZ) br. 853/2004, mikrobioloski kriterij za sirovo mlijeko je
100 000 cfu/ml mikroorganizama i 400 000 somatskih stanica/ml. Opcenito, sirovo mlijeko
koje je namijenjeno za konzumaciju ljudi mora zadovoljavati uvjete propisane Zakonom o

hrani (Uredba (EZ) br. 178/2002) i ne smije sadrZavati patogene mikroorganizme.

Tablica 3.3. Uvjeti potrebni za rast patogenih mikroorganizama u mlijeku

Patogen Minimalni pH Temperatura Sol Potrebe za
aktivitet vrijednost (°C) (%) kisikom
vode (aw)

L. monocytogenes 0,92 4,3-9,3 4-55 10 Fakultativni

anaerob

Y. enterolitica 0,945 4,2-10 -1,3-42 7 Fakultativni

anaerob

C. jejuni 0,987 4,9-9,5 30-45 1,7 mikroaerofil

E. coli 0,95 4-10 6,5-49,4 6,5 Fakultativni

anaerob

S. aureus - rast 0,83 4-10 7-50 20 Fakultativni

anaerob

S. aureus — tvorba 0,85 4-9,8 10-48 10 Fakultativni

toksina anaerob

Salmonella spp. 0,94 3,7-9,5 5,2-46,2 8 Fakultativni

anaerob

C. botulinum —tip A 0,935 4,6-9 10-48 10 Anaerob

B. cereus 0,92 4,3-9,3 4-55 10 Fakultativni

anaerob

Izvor: https://www.fda.gov/downloads/food/guidanceregulation/ucm252447.pdf
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Prema istrazivanjima Europske agencije za sigurnost hrane — EFSA (engl. European
Food Safety Autority) provedenim na podruéju EU (2015.) o javnozdravstvenom riziku
konzumacije sirovog mlijeka, najéesée prisutne bakterije u mlijeku i one prisutne u populaciji
Zivotinja su: Campylobacter spp., Salmonella spp., E. coli (STEC), B. cereus, B. abortus, B.
melitensis, L. monocytogenes, M. bovis, S. aureus, Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis,
Corynebacterium spp., Streptococcus suis subsp. zooepidemicus. Prema podacima, izmedu
2007.i2012. godine, evidentirano je tek 27 slucajeva pojave bolesti na podrucju EU, a koje se
povezuju uz konzumaciju sirovog kozjeg i kravljeg mlijeka. Pri tome su iz mlijeka izolirani:
Campylobacter jejuni (21 slucaj), Salmonella typhimurium (1 slucaj), 2 slu¢aja prisutnosti E. coli
(STEC) i 3 slucaja prisutnosti virusa krpeljnog encefalitisa (TBEV). Cetiri od 27 zabiljeZena
slucaja bolesti bila su povezana sa konzumacijom sirovog kozjeg mlijeka.

Nadalje, istrazivanja Hrvatske agencije za hranu (2016.) provedena na 87 uzoraka
sirovog mlijeka iz mljekomata, nisu pokazala prisutnost C. jejuni/coli, E. coli 0157 (VTEC ili
STEC), Salmonella spp. i Y. enterocolitica. Zdolec i sur. (2016.) utvrdili su u uzorcima mlijeka
(181) iz mljekomata prisutnost 61 pozitivnog uzorka (33,15 %) na E. coli u prosjecnom broju

od 350 cfu/ml.

3.1. Pojavnost bakterije L. monocytogenes u sirovom mlijeku

Primjena postupka pasterizacije mlijeka u Europi zapocinje 1880. godine u cilju
smanjenja rizika od kontaminacije razli¢itih vrsta mikroorganizama. Danasnji trend
konzumacije sirovog mlijeka povecdava i moguénost zaraze bakterijom L. monocytogenes koja
ima sposobnost rasta i razmnozZavanja u sirovom mlijeku. Na razini Europske unije prodaja
sirovog mlijeka je moguca ukoliko sirovo mlijeko zadovoljava higijenske kriterije propisane
Uredbom Komisije (EZ) br. 853/2004. i Zakona o hrani NN 81/2013 (Uredba Komisije (EZ)
178/2002) te mikrobioloske kriterije propisane Uredbom komisije (EZ) br. 2073/2005.

Kontaminacija mlijeka bakterijom L. monocytogenes najcesée se dogada putem:
vimena i sisnog kanala, Zivotinja oboljelih od mastitisa, opreme za muznju, vode, zaposlenika
i okolisa.

King i sur. (2014.) na temelju rezultata Cetiri studije utvrdili su da L. monocytogenes

moze rasti u sirovom kravljem mlijeku pohranjenom na 4 °C. U tim uvjetima lag-faza i brzina
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rasta mogu varirati, $to ovisi o razlikama izmedu sojeva L. monocytogenes, fizioloSkom stanju
inokuluma i karakteristikama sirovog mlijeka. Pri 4 °C potrebno je najmanje 5 dana da se broj
bakterije L. monocytogenes poveca za 1 logio cfu/ml. Rast bakterije L. monocytogenes je
intenzivniji pri temperaturama visim od 4 °C ¢ak i tijekom kratkog vremenskog perioda.

Tako su Castro i sur. (2017.) istrazivali rast bakterije L. monocytogenes u sirovom
mlijeku pakiranom u boce (105 uzoraka), mlijeku iz rashladnog spremnika (115 uzoraka), na
filteru mljekovoda (23 uzorka) i iz okolisa pakiranja (50 uzoraka). Takoder su proucavali rast
inokulirane bakterije L. monocytogenes u sirovo mlijeko pohranjeno u dvije vrste ambalaze
(plastiéna ambalaza i plasti¢ne vredice u kartonu) pri razli¢itim temperaturama od 6,8 i 10 °C.

Rezultati su pokazali da je prisutnost bakterije L. monocytogenes bila veca za 4,8% u
sirovom mlijeku pakiranom u boce u odnosu na mlijeko uzeto iz rashladnog spremnika gdje je
prisutnost bakterije L. monocytogenes iznosila 1,7%. Utvrdeni broj bakterije L. monocytogenes
u bocama sa sirovim mlijekom bio je <13 cfu/ml, a u rashladnom spremniku <1 cfu/ml. U
okolisu za pakiranje nije utvrdena prisutnost bakterije L. monocytogenes, dok je na filterima
mljekovoda dokazana visoka prisutnost od ¢ak 39%. Sirovo mlijeko inokulirano bakterijom L.
monocytogenes na razini 1-2 cfu/ml, dosegne razinu 2100 cfu/ml (22% uzoraka) u manje od 7
dana pohrane pri 6 °C, ali pri pohrani od 8 °C, 100% uzoraka dosegne razinu =100 cfu/ml u
manje od 7 dana. Rast bakterije L. monocytogenes u sirovom mlijeku ciljano inokuliranom na
razinu 2-20 cfu/ml bio je nesto brZi u mlijeku pakiranom u plasticne vreéice u kartonu.

Tahoun i sur. (2017.) proveli su istraZivanje o prisutnosti bakterije Listeria spp. u 300
uzoraka sirovog mlijeka, opreme za muznju i brisova ruku radnika prikupljenih sa 4 razli¢ite
mlijeCne farme. Rezultati analiza pokazali su da je Listeria spp. izolirana iz 79 uzoraka (26,3%),
od toga iz 29 uzoraka mlijeka (36,7%), 32 uzorka sa opreme za muznju (40,5%) i 18 briseva
ruku (22,8%). Pri tom je naj¢esée izolirana vrsta sa pojavom od 87,3% bila upravo bakterija L.
monocytogenes.

Dalzini i sur. (2016.) istrazivali su pojavnost i sezonu pojave (godiSnje doba) bakterije L.
monocytogenes u sirovom kravljem mlijeku. IstraZivanje je trajalo od 2010. do 2013. godine
tijekom kojeg je prikupljeno 8716 uzoraka sirovog mlijeka sa 942 razlicite farme. Prikupljeni
uzorci mlijeka bili su namijenjeni za proizvodnju sira (5897 uzoraka) ili za prodaju putem
mljekomata (2819 uzoraka). Analizom je utvrdena prisutnost bakterije L. monocytogenes u
145 uzoraka sirovog mlijeka. Pojavnost je varirala od 0,52% u 2012. do 2,73% u 2013. gledajudi

ukupne uzorke, no nije utvrden znacajniji trend porasta vjerojatnosti tijekom 4 godine
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istrazivanja. Uzorci mlijeka namijeni za proizvodnju sireva u 2,22% (131/5897) uzoraka
utvrdena je prisutnost bakterije L. monocytogenes, tijekom 4. godine, a pojavnost je varirala
od 0,68% u 2012. do 4,44% u 2013. Uzorci mlijeka namijenjenog prodaji putem mljekomata
utvrdena je niska stopa pojave bakterije L. monocytogenes koja je detektirana u samo 0,50%
uzoraka (14/2819), a pojavnost je bila od 0% u 2010. do 1,57% u 2011.

Nadalje, uzorci mlijeka prikupljeni tijekom proljeca i jeseni imali su vecu stopu pojave
bakterije L. monocytogenes. Uclestalost pojave bakterije L. monocytogenes u zimskim
uzorcima iznosila je 0,8%, u proljetnim uzorcima 3,04%, u ljetnim uzorcima 1,91% dok je u
jesenskim uzorcima iznosila 2,33%.

Ovi rezultati potvrduju da je sirovo mlijeko moguc izvor bakterije L. monocytogenes, pri
¢emu je vise od 80% kontaminiranih uzoraka sadrzavalo manje od 10 cfu/ml mlijeka. Slicno
navode Mansouri- Najand i sur. (2016.) koji su istrazivali pojavnost bakterije L. monocytogenes
u 100 uzoraka sirovog mlijeka uzetih iz rashladnih spremnika. Utvrdena je prisutnost bakterije
L. monocytogenes u 5% uzoraka Sto se navodi kao niska stopa pojavnosti. Zdolec i sur. (2016.)
proveli su analizu mikrobioloske kvalitete mlijeka iz mljekomata. Analizirano je 184 uzoraka
sirovog mlijeka od kojih je 12 bilo pozitivno na prisutnost bakterije L. monocytogenes (6,52%).

Jamali i sur. (2013.) proveli su istrazivanje na 446 uzoraka sirovog mlijeka uzorkovanih
sa vise razlicitih farmi kako bi utvrdili prisutnost Listeria vrsta. lzolirali su Listeria spp. iz 83 od
446 uzoraka (18,6%). Najveca pojavnost Listeria spp. utvrdena je u uzorcima sirovog kravljeg
mlijeka (22,5%), sirovog ov¢jeg mlijeka (16,4%) te u sirovom kozjem mlijeku (4,9%). Najcesce
izolirane vrste bile su: L. innocua (57,8%), L. monocytogenes (21,7%), L. welshimeri (12%) i L.

seeligeri (8,4%).
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4. Sir kao medij za pojavnost patogenih bakterija

Sirevi su jedna od najsigurnijih vrsta hrane po pitanju njihove mikrobioloske ispravnosti
(Kousta i sur., 2010.). No, unatoc ¢injenici da su sirevi rijetko uzrokom bolesti koje se prenose
putem hrane, postoje podaci o ve¢em broju epidemija u svijetu s velikim brojem oboljelih te
smrtnim ishodima.

Sirevi su poput drugih prehrambenih proizvoda koji sadrze veliku koli¢inu proteina
dobar medij za rast patogenih bakterija. Patogenim bakterijama sir se moze kontaminirati
izravno putem sirovog mlijeka, tijekom cijeloga procesa proizvodnje te naknadnom
kontaminacijom. Prisutnost i prezivljavanje patogenih bakterija uvjetovani su brojnim

¢imbenicima:

o Mikrobnom vrstom/sojem

) Pocetnim brojem patogenih bakterija

) PrisutnoSc¢u drugih mikrobnih vrsta

J Fizioloskim statusom patogenih sojeva

J Koncentracijom mlijecne kiseline

J Biokemijskim promjenama tijekom zrenja
J Vrstom i sastavom sira

Na temelju dosadasnjih istraZivanja, tvrdnju o sposobnosti preZivljavanja odredene
patogene vrste u siru vrlo je teSko potvrditi. Naime, prirodna kontaminacija mlijeka tim
bakterijama je znatno niZa, istodobno, prirodno kontaminirano mlijeko sadrzi i drugu
mikrobnu populaciju koja patogenim bakterijama moZe onemoguditi optimalan rast. Zbog
toga, u higijenskoj proizvodnji sira koristenje sirovog mlijeka nema veci mikrobioloski rizik od
pojave tih bakterija u siru u odnosu na koristenje pasteriziranog mlijeka. Prema tome, svaka
vrsta sira prikladna je za rast patogenih bakterija, premda se sadrzajem vode, soli, pH
vrijednosti i ostalim sastojcima medusobno razlikuju (Havranek i sur. 2014.). U odnosu na
patogene bakterije koje potencijalno mogu biti prisutne u siru, S. aureus, Salmonella spp., L.
monocytogenesi E. coli se u literaturi navode kao najéesce izolirane vrste iz sireva. Pojava ovih
bakterija veéa je u sirevima proizvedenih od toplinski neobradenog mlijeka (slika 4.1.)

Rast mikroorganizama u siru (mljekarske kulture, patogeni) moguce je kontrolirati:
snizavanjem pH vrijednosti i udjela vode, primjenom visokih temperatura pri zagrijavanju

grusa u proizvodnji tvrdih sireva te povecanjem udjela soli. lako je poznato da je za smanjenje
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patogenih mikroorganizama u siru zasluzan postupak pasterizacije, danas se velika koli¢ina
sireva proizvodi i od sirovog nepasteriziranog mlijeka. Yoon i sur. (2016.) navode da je u SAD-
u zabiljeZzeno 65 epidemija povezanih s konzumacijom sireva u razdoblju izmedu 1993 i 2006.
godine. Epidemije povezane sa konzumacijom sireva proizvedenih od sirovog mlijeka Cinile su
45%, dok je njih 58,5% bilo povezano sa konzumacijom sireva proizvedenih od pasteriziranog

mlijeka.

16 4 m sirevi od sirovog mlijeka
14 4 O sirevi od pasteriziranog mlijeka
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Slika 4.1. Najceséi uzrocnici trovanja sirom (1973.-2006.)
Izvor: Condron i sur. 2009.

Meki sirevi u odnosu na druge vrste sira predstavljaju veci rizik za rast i prezivljavanje
patogenih bakterija jer imaju visoki sadrzaj vode i soli te viSu pH vrijednost. Proizvodnja mekih
sireva ne ukljucuje visoke temperaturu obrade grusa (oko 35 °C) zbog Cega su i uvjeti za
prezivljavanje patogenih bakterija povoljniji. Dodatak mljekarske mikrobne kulture doprinosi
snizavanju pH vrijednosti mlijeka ¢ime se usporava i onemogucava rast nepozeljne mikrobne
populacije i patogenih mikroorganizama. Primjerice, u proizvodnji polutvrdih i tvrdih sireva
koji duZe zriju, moguénost za prezivljavanje patogenih mikroorganizama se smanjuje (slike 4.2.

i4.3.).
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Slika 4.2. Prezivljavanje bakterija L. monocytogenes, E. coli, S. aureus, Y. enterocolitica, P.

aeruginosa i S. typhimurium na primjeru Ementalca tijekom zrenja pri 12 °C.
Izvor: Fox i sur. 2017.
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Slika 4.3. Rast bakterija L. monocytogenes, E. coli, S. aureus, Y. enterocolitica, P. aeruginosa i
S. typhimurium, A. hydrophila i C. jejuni u siru Tilzit tijekom zrenja pri temperaturi od 12 °C.

Izvor: Fox i sur. 2017.
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4.1. Pojavnost bakterije L. monocytogenes u sirevima

U usporedbi s polutvrdim i tvrdim sirevima, moguca kontaminacija sira bakterijom L.
monocytogenes znatno je veca za meke sireve koji sadrze visoki postotak vode, koriste se
razmjerno niske temperature obrade grusa (30-35 °C), a pH vrijednost tijekom zrenja
priblizava se neutralnoj (>6). Zbog toga, pocetna kontaminacija bakterijom L. monocytogenes
u ovim vrstama sireva moze biti ve¢a i do 10 puta. Neovisno o opceprihvaéenom stavu da
bakterija L. monocytogenes nije sposobna rasti u fermentiranim proizvodima s pH vrijednos¢u
nizom od 5, ova bakterija u polutvrdim i tvrdim sirevima moze prezivjeti mjesecima i zadrzati
svoju patogenost. Bakterija L. monocytogenes moze rasti na povrsini sira i pri temperatura
pohrane sira 22,5°C (Havranek i sur. 2014.), a sposobnost njenog prezivljavanja neovisno o

vrsti sira moZze biti izmedu 0,5 i 10% (tablica 4.1).

Tablica 4.1. Prezivljavanje bakterije L. monocytogenes u razli¢itim vrstama sireva tijekom
zrenja i pohrane

L. monocytogenes (log 10 cfu/g ili ml)

Temperatura . _— .
. pH ) . Sir PreZivljavanje

Vrsta sira L. L. zrenja Mlijeko ) o )

pocetni  zavrsni (°0) Maksimum Zavrsni (dani)
Cheddar 5,1 51 13 2,5-3,0 3,0-3,7 <1,0-1,5 70-440
Gauda 5,5 5,5 13 2,5 4,2 3,2 >42
Kozji sirevi 5,5 6,2 12 5-6 6,9 6,2 >126
Colby 5,1 51 4 2,5-3 3,6-4,6 2,3-4,1 >140
Mozzarela 5,2 5,2 5 4-5 <10 <10 <1
Parmesan 5,1 51 13 4-5 3,3-4,3 <10 14-112

Izvor: Havranek i sur. 2014.

Rowe i Donaghy (2011.) navode da bakterija L. monocytogenes moze prezivjeti vise od
90 dana u siru trapistu (pH 4,7-5,2) i feti (pH 4,6). Tijekom proizvodnje Mocarele, rastezanje
grusa pri 66 °C kroz 5 minuta, ili pri 77 °C kroz 1 minutu moZze biti djelotvoran postupak
kontrole pojave bakterije L. monocytogens.

Foxisur. (2017.) navode da tvrdi sirevi poput Ementalca nisu pogodni za rast patogenih
bakterija pa tako ni za bakteriju L. monocytogenes (slika 4.2.). Suprotno tome, patogene

bakterije mogu preZivjeti proces proizvodnje polutvrdih sireva. Tako se u siru Tilzitu, broj svih
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testiranih patogena (slika 4.3.) osim bakterije L. monocytogenes, smanjio tijekom zrenja pri 12
°C tijekom 30 dana. Stabilnost bakterije L. monocytogenes u siru Tilzitu mozZe se pripisati
niskim temperaturama (42 °C kroz 15 minuta) koje djeluju viSe bakteriostatski nego
bakteriocidno. Rast bakterije L. monocytogenes utvrden je na primjeru proizvodnje sira s
mazom na povrsini primjenom razli¢itih kombinacija temperature, pH vrijednosti i
koncentracije soli (slika 4.1.1.). Rezultati analiza pokazali su da bakterija L. monocytogenes
moze rasti u sirevima s mazom na povrsini bududi da tijekom zrenja sireva pH vrijednost raste

Sto rezultira smanjenjem generacijskog vremena i lag-faze.

= a - rastpri 30 °C 6,51 0,5% Na
b -rastpri 13 °C, pH 6,51 % NaCl,

d-rastpri 13 °C,pH 5,4i 4,1% NaCl

Logl0, cfu/ml

0 4 8 12 16

vrigeme (dani)

Slika 4.1.1. Rast bakterije L. monocytogenes pod uvjetima koji simuliraju zrenje sira s mazom
na povrsini
Izvor: Fox i sur. 2017

Takoder, bakterija L. monocytogenes moie prezivjeti proces proizvodnje sira
Kamamber, a najvedi rast zabiljeZen je izmedu 6 i 8 tjedna proizvodnje kada je pH vrijednost

gotovo neutralna (slika 4.1.2.).

8 L. monocytogenes 8
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//’/ 6%
—m— cfu/g
2 — +— pH 5
>

o 4
o 2 a 6 8 10

vrijeme (tjedni)

Log,q cfufg
)

Slika 4.1.2. Rast bakterije L. monocytogenes i porast pH vrijednosti tijekom zrenja sira
Kamambera

lzvor: Fox i sur. 2017.
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4.2. Preventivne mjere u cilju sprjeCavanja pojavnosti bakterije L.
monocytogenes u mlijeku i siru

Primjenom sustava analize opasnosti i kontrole kritickih to¢aka — HACCP (engl. Hazard
Analysis and Critical Control Points) s dobrom proizvodackom i higijenskom praksom u
proizvodniji sira u potpunosti nije mogudée sprijeiti prisutnost patogenih bakterija u siru. U
smislu zdravstvene kontrole i sprje¢avanja kontaminacije sira patogenim bakterijama postoje
brojne preventivne mjere, od kojih se ni jedna ne smije izostaviti. U sluc¢aju L. monocytogenes
pasterizacija mlijeka je najucinkovitija zdravstvena mjera u sprje¢avanju moguce infekcije.
Medutim, od trenutka zgrusavanja mlijeka svakim tehnoloskim postupkom u izradi sira, zbog
ubikvitarne prirode ove bakterije, moguéa je kontaminacija ovom bakterijom. Prezivljavanje
L. monocytogenes u siru izravno je uvjetovano tehnoloskim postupcima za pojedinu vrstu sira.
Zbog toga preventivne mjere obuhvacaju kontrolu brzine i koli¢ine stvorene mlijecne kiseline,
temperature obrade grusa i zrenja sira, aktiviteta vode, koncentracije soli i pH vrijednosti sira.
U nekim je zemljama zbog toga obavezno zrenje sira proizvedenog od sirovog mlijeka
najmanje 60 dana (Havranek i sur. 2014.). Uvodenjem HACCP sustava kao nacina kontrole
procesa proizvodnje smanjen je rizik kontaminacije proizvoda bakterijom L. monocytogenes.
Uz provodenje HACCP sustava vazno je odrediti ucestalost uzorkovanja proizvoda i opreme
koriStene u proizvodnji na prisutnost bakterije L. monocytogenes.

Opéenito, za proizvodnju kvalitetnog mlijeka potrebno je:

e higijenski provesti muznju

e ohladiti mlijeko na $to niZu temperaturu

e osigurati zatvoren sustav rukovanja mlijekom

e osigurati Sto krace hladno skladistenje mlijeka (4°C i nize)

e osigurati Sto kraci transport mlijeka uz obavezno hladenje

e omoguciti ¢isto€u svih uredaja, aparature i opreme

* mlijeko Sto prije toplinski obraditi (pasterizacija ili sterilizacija)

¢ mlijeko Sto prije preraditi.

23



4.2.1. Sanitacija

Svaka mljekara mora imati plan uéestalosti sanitacije koja uklju€uje precizne rasporede
pranja i dezinfekcije opreme, uredaja, podova, zidova, mljekovoda, rashladnih spremnika itd.
Od velike vaznosti je odabir adekvatnih preparata za ¢is¢enje i dezinfekciju koje je potrebno
redovito mijenjati kako bi se prevenirala mogucnost stvaranja rezistencije bakterije L.
monocytogenes na odredene preparate. Najucinkovitijim kemijskim sredstvima protiv
bakterije L. monocytogenes u procesu sanitacije mljekarske opreme navode se jodoform,
kvaterni amonijevi spojevi, peroctena kiselina i otopine bazirane na klorovom dioksidu.
Preparate bazirani na jodoformu preporuca se koristiti u mljekarstvu bududéi da njihove
rezidue ne inaktiviraju mljekarske kulture. Doza od 200 ppm jodoforma koja djeluje 10-20
minuta smatra se ucinkovitom za uklanjanje bakterije L. monocytogenes sa opreme i ostalih
povrsina. Efikasnost jodoforma se smanjuje pri temperaturi <4 °C, a pri visokim
temperaturama je nestabilan. Kvaterni amonijevi spojevi nisu preporuceni za direktnu
uporabu na povrsinama koje su u direktnom kontaktu za hranom bududi da i najmanje rezidue
kvaternih amonijevih spojeva inaktiviraju mljekarske kulture. Vrlo su efikasni za pranje
podova, odvoda i zidova. Peroctena kiselina koristi se bez ogranicenja i restrikcija na svim
povrsinama i opremi. Dokazano djeluju na moguénost stvaranja biofilma. Otopine na bazi
klorovog dioksida su efikasne za dezinfekciju nekorodirajucih povrsina. Para se moZze koristiti
kao alternativa kemijskim dezinfekcijskim sredstvima. Upotreba pare trebala bi biti ogranicena
na opremu koja se teSko pere i Cisti i zatvorene sustave, bududi da dolazi do stvaranja aerosola
i kondenzata na opremi. Vruca voda (>82 °C) moZe se kombinirati sa dezinficijensima ukoliko
proizvodac dopusta pripremu u toploj vodi i na ovaj nacin dolazi do povecanja efikasnosti
dezinficijensa. Kada se koriste kemijski dezinficijensi, tvrdo¢a vode se mora uzeti u obzir, a
koncentracija sredstva utvrdena od strane proizvodada se mora poStovati. Upotreba
detergenata i dezinficijensa u kombinaciji se ne preporuca jer dezinficijensi zahtijevaju
odredeno vrijeme u kontaktu sa opremom ili povrSinom kako bi bili u¢inkoviti. U sanitacijskim
procesima optimalnije je zasebno koristenje dezinficijensa i detergenata. Podovi i odvodi se
ne bi trebali Cistiti vodom pod visokim tlakom da bi se sprijecilo stvaranje kontaminiranih
aerosola u pogonu, sto lako moze dovesti do kontaminacije proizvoda. Oprema koja se koristi

za CiS¢enje nakon upotrebe se mora oprati i dezinficirati kvaternim amonijevim spojevima
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(600-1000 ppm). Nakon provedenih sanitacijskih procesa pozeljno je da sve povrsine i oprema

budu suhe (Kasalica i sur. 2011.).
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5. Zakljucak

Na temelju proucene literature moze se zakljuciti:

e Bakterija L. monocytogenes je uzroCnik listerioze, bolesti sa izuzetno visokom stopom
smrtnosti do ¢ak 40%.

e Zbog svoje sposobnosti rasta i razmnoZavanja u razli¢itim uvjetima tijekom
proizvodnog procesa, predstavlja izuzetno veliku opasnost u prehrambenoj industriji.

e MozZe kontaminirati mlijeko i mlijeCne proizvode ali s obzirom da je termolabilna,
pasterizacija moze biti u¢inkovit postupak za smanjenje njene pojavnosti.

e PreZivljavanje u siru izravno je uvjetovano tehnoloskim postupcima za odredenu vrstu
sira. U usporedbi s polutvrdim i tvrdim sirevima, moguéa kontaminacija sira L.
monocytogenes znatno je veca za meke sireve je sadrze viSe vode te krace ili uopce ne

zriju.
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