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SAZETAK

Domaca svinja prirodni je nosioc patogenih bioserotipova bakterije Yersinia
enterocolitica u tonzilama 1 crijevu, a konzumacija nedovoljno toplinski obradenog svinjskog
mesa rizi¢ni faktor u epidemiologiji jersinioze, Cetvrte zoonoze po ucestalosti u Europi. Ciljevi
ovog istrazivanja bili su: utvrditi dekontaminacijski u¢inak mlije¢ne i octene kiseline na mesu
inokuliranom razli¢itim sojevima Yersinia enterocolitica 4/0O:3 u laboratorijskim uvjetima,
utvrditi utjecaj primjene organskih kiselina na organolepticka svojstva mesa te istraziti
pojavnost krizne rezistencije Y. enterocolitica 4/0:3 na organske kiseline 1 antibiotike.

Provedeno je ukupno 20 dekontaminacijskih protokola prema pojedinacnom soju Y.
enterocolitica 4/0:3 (N=10; podrijetlom iz svinjskih tonzila) povrSinski inokuliranom na
svinjsko meso (4 logio CFU/g; m. longissimus dorsi). U protokolima dekontaminacije (N=200)
ispitivan je utjecaj primjene 2 %- 1 4 %-tnih otopina mlije¢ne i octene kiseline razli¢itih
temperatura (25 °C i 80 °C) i duljine izlozenosti (prskanja 10 i 30 sekundi) na populaciju Y.
enterocolitica 4/0:3, u odnosu na dekontaminaciju vodom. Brojnost populacije svakog
inokuliranog soja Y. enterocolitica 4/0:3 mjerena je neposredno nakon dekontaminacije te 24
sata nakon hladenja dekontaminiranog mesa. S ciljem induciranja acidorezistencije te krizne
rezistencije na antibiotike, na odabranim najotpornijim sojevima nakon dekontaminacije
provedena je prilagodba na kisele uvjete in vitro te po viSekratnom izlaganju kiselinama
ponovljena dekontaminacija mesa, kao 1 testiranje otpornosti stresiranih izolata Y. enterocolitica
4/0:3 na ceftazidim, cefotaksim, tetraciklin, gentamicin 1 ciprofloksacin. Neinokulirani uzorci
mesa su nakon dekontaminacije podvrgnuti organoleptickoj evaluaciji tijekom koje su
ocjenjivani parametri boje, mirisa, teksture, okusa te ukupnog dojma.

Inokulirana populacija Y. enterocolitica u kontrolnim uzorcima nije se mijenjala
znacajno tijekom hladenja (p>0,05), dok je primjena otopina organskih kiselina dovela do
smanjenja populacije za 0,73 logio CFU/g koja je zatim dodatno smanjena za 0,13 logio CFU/g
nakon hladenja (p<0,05). Isti trend broja inokulirane populacije pojavio se i u protokolima
dekontaminacije mesa vodom, ali bez statisticki znacajne razlike (p>0,05) izmedu njihovog
broja nakon 24 sata. Dekontaminacijski uc¢inak postignut primjenom otopina mlije¢ne kiseline
bio je znacajno veci (p<0,05) od octene kiseline 1 vode, no samo u tijeku nultog testiranja, dok
se njihov ucinak izjednaCava nakon 24 sata. Faktorskom analizom utvrdeno je kako su vruce
otopine primjenjene tijekom duljeg izlaganja najznacajnije za redukciju broja bakterija (p<0,05)
za razliku od vrste kiseline te njezine koncentracije (p>0,05). Testirani sojevi Y. enterocolitica

4/0:3 pokazali su visoki stupanj prilagodbe kiselim uvjetima, a istovremeno nije doslo do



znacajnog odstupanja od pocetnih minimalnih inhibicijskih koncentracija testiranih antibiotika.
PCA analizom potvrdeno je kako su vrue otopine obje kiseline kao i vode rezultirale
nepozeljnim organoleptickim svojstvima mesa. S druge strane, primjena hladnih otopina
mlije¢ne kiseline 1 vode nije utjecala na znacajne promjene organoleptickih svojstava mesa za
razliku od otopina octene kiseline.

Dobiveni rezultati ukazuju na potencijal primjene organskih kiselina u
dekontaminacijske svrhe, pri ¢emu mlije¢na kiselina dominira, no njezin ucinak je gotovo
istovjetan primjeni vode. Ucinak je primarno uvjetovan temperaturom primjene otopine te
duljinom izlaganja. Rezultati ne upucuju na mogucnost stjecanja otpornosti na organske
kiseline 1 antimikrobne lijekove. Obzirom na narusena organolepticka svojstva mesa, primjena
octene kiseline, ali 1 ostalih ispitivanih otopina pri visokoj temperaturi se ne preporucuje. Ovo
je prvo istraZivanje osjetljivosti Y. enterocolitica prema organskim kiselinama kojim su
obuhvaceni ostali aspekti vazni pri razmatranju sigurnosti i u¢inkovitosti njihove primjene u

dekontaminaciji svinjskog mesa.

Kljuéne rije€i: Yersinia enterocolitica 4/0:3, svinjsko meso, organske kiseline,

dekontaminacija, rezistencija, organolepticka svojstva



EXTENDED ABSTRACT

INTRODUCTION

The European Union's food hygiene legislation has always aimed to identify potential risks to
consumer health and, accordingly, to impose control measures along the entire production
chain. Despite this fact and compliance with the postulates of Good Hygiene Practice (GHP)
and the principles of the Hazard Analysis Critical Control Point (HACCP) system,
microbiological contamination of incoming raw materials and final products is sometimes
unavoidable. To reduce this potential contamination, i.e. the risk from foodborne pathogens,
additional tools and techniques are used, such as the decontamination of meat with approved
agents. The use of organic acids in the decontamination of carcasses and portioned meat at the
slaughterhouse level has been the subject of numerous studies for many years and is seen as a
way of improving the hygienic condition of the carcasses, but also the safety of the meat, taking
into account the antimicrobial effect on pathogenic microorganisms. Lactic acid and acetic acid
belong to the group of organic acids that have been most studied so far, as they are widely
distributed in nature and used in the food industry. Their decontamination potential depends on
four groups of factors: application technique (method, amount of solvent, number of
applications, combinations with other methods), decontaminant (type of acid, concentration,
pH), degree of contamination (type and number of target microorganisms, sensitivity to acids)
and meat properties (type, composition, carcass parts). In addition to investigating the effects
of decontaminants on carcass hygiene and meat safety, their potential negative effects on
sensorial properties and the role of adaptability to newly created acidic conditions in the
development of acid resistance and crossresistance to antimicrobial drugs should be
investigated, too. Most previous studies on the decontaminating effect of organic acids have
been carried out on beef and have focused on pathogenic bacteria such as Salmonella spp. and
Escherichia coli, in contrast to the pathogenic Yersinia enterocolitica, which is generally
neglected in veterinary public health, but also in control programs in pig slaughterhouses.
Yersinosis is currently the fourth most common zoonosis in the European Union and pigs are
natural carriers of pathogenic bioserotypes of this bacterium, making pork the main source of
infection for humans. To reduce the risk of contamination of pork with the pathogenic Y.
enterocolitica, preventive measures must be taken both on the farm and at the slaughter line. In
addition to standard processing procedures in the slaughterhouse, such as tying the rectum,
cleaning the equipment when splitting the carcass and head, or removing the head before

splitting, decontamination with organic acid solutions can be considered as an additional



method to reduce the risk of Y. enterocolitica transmission in the meat chain. This research
aimed to determine the decontaminating effect of organic acids on pork inoculated with
different Yersinia enterocolitica 4/0:3 strains under laboratory conditions and to compare their
effect with that of water. In addition, their influence on the organoleptic properties of the meat
will be investigated and the relationship between the resistance of Y. enterocolitica 4/0:3 to
antimicrobial agents and to organic acids will be determined. The results of this research will
provide a scientific basis for improved control of pathogenic Y. enterocolitica in the pork

production chain as a major source of human infection.

MATERIALS AND METHODS

Each of pig-originated Y. enterocolitica strains (N=10) used in the experiment was propagated
in PSB broth (Peptone, Sorbitol and Bile salts, PSB, Sigma Aldrich, St. Louis, USA) and
cultured on selective agar (Cefsulodin, Irgasan™ and Novobiocin, CIN, Merck, Darmstadt,
Germany) for 24 hours at 30 °C. Decontamination solutions were prepared by diluting liquid
concentrated (90%-99.5%) lactic and acetic acid (Merck, Germany) with distilled water, to
obtain 2% and 4% solutions. The decontamination protocols were performed on fresh retail
pork (M. longissimus dorsi). For each individual treatment a piece of meat with an average
weight of 100 grams, of the same size and thickness was used, on which the pH was measured
before bacterial inoculation. PSB broth containing pure active culture of Y. enterocolitica 4/0:3
strain was serially diluted 1:9, and 1 mL of the appropriate dilution was spread evenly on the
meat surface with a sterile L-stick, resulting in an average meat contamination of 4 logio CFU/g
(control). To simulate the decontamination conditions at the slaughterline, the protocols were
started 5 minutes after inoculation of the bacteria on the meat (attachment time). Prepared
solutions of organic acids with a concentration of 2% and 4% and water were applied at different
temperatures (25 °C and 80 °C) and exposure times (10 and 30 seconds) to the previously
contaminated meat by spraying it with an automatic sprayer under a pressure of 3 bar from a
distance of 10 cm, resulting in a total of 20 different protocols for 10 strains of Y. enterocolitica
(N=200 treatments). The reduction in the number of inoculated Y. enerocolitica populations per
gram of meat (R; logio) was measured at hour 0 and after 24 hours of chilling at 4 °C. To
determine the changes of pH of the meat after decontamination, the pH of the control and test
samples was measured 0 and 24 hours after homogenization. To determine whether the
exposure of Y. enterocolitica 4/0:3 to solutions of organic acids causes the acquisition of
resistance and the consequent ineffectiveness of decontamination treatments, acid-stress tests

were performed in which the strains were exposed to solutions of lactic acid and acetic acid at



a concentration of 2%. The most resistant strains that showed the highest percentage of survival
were subjected to further exposures to the same organic acid solutions to promote their
adaptability to acidic conditions. A total of 15 consecutive treatments were carried out with each
acid, and after every third treatment, the antimicrobial susceptibility of the strains was tested
using the E-test (BioMerieux, Marcy-I'Etoile, France). At the end of the last treatment, the
stressed strains were inoculated onto the meat and the decontamination treatments with 2%
lactic and acetic acid solution were repeated to compare the differences in susceptibility
compared to the results of the previously performed treatments with non-stressed strains.
Antimicrobial susceptibility testing was performed after the 3rd, 6th, 9th, 12th and 15th
exposures to acidic solutions, and a total of 5 antibiotics were used in each case: Ceftazidime
(256 TZ), Cefotaxime (32 CTL), Tetracycline (256 TC), Gentamicin (256 GM) and
Ciprofloxacin (32 CI). The sensorial evaluation of decontaminated and Yersinia-free meat
samples (N=20) was carried out 24 hours after chilling by five member panel. Compared to the
untreated sample (control), evaluation considered the parameters of color, odor, texture, taste
(cooked samples) and overall impression, i.e. the combination of all evaluation characteristics.
For each property observed, scores from 1 to 5 were awarded for each grade in accordance with

the specified descriptions of the requirements.

RESULTS

Decontamination with acidic solutions led to a reduction in the inoculated population of Y.
enterocolitica 4/0:3 populations in almost all combinations of acid concentration, solution
temperature and decontamination duration. The inoculated population of Y. enterocolitica in the
control samples does not change significantly during refrigeration (p>0.05), while the
application of organic acid solutions led to a 0.73 log reduction in the population after initial
decontamination which was reduced by a further 0.13 log after cooling and amounted to 0.86
log (p<0.05). The same trend of the number of inoculated population appeared in the meat
decontamination protocols with water, but without a statistically significant difference (p>0.05)
between the treated populations after 0 and 24 hours. Comparing the results of meat
decontamination with acetic acid using eight protocols, the average reduction values before
chilling the meat ranged from 0.33+0.25 to 0.91+0.38 logio CFU/g, while after the application
of lactic acid they ranged from 0.69+0.09 to 1.244+0.42 logio CFU/g (p<0.05). The reduction
values obtained by water were statistically significantly lower than those obtained by lactic acid
(p<0.05) and ranged from 0.41+0.15 to 0.81+0.11 logio CFU/g, while there was no significant

difference when compared with acetic acid (p>0.05). After 24 hours, the reduction values



achieved by acetic acid increased from 0.70+0.20 to 1.19+0.56 logio CFU/g. In the protocols
with lactic acid, they remained almost the same (0.57+0.23 to 1.1540.26 logio CFU/g) and thus
did not differ significantly from the reductions achieved with acetic acid, in contrast to the initial
measurement. The values of the reductions achieved by water decontamination were also higher
after 24 hours and ranged from 0.57+£0.17 to 0.98+0.14 logio CFU/g. A comparison of the
differences between the identical decontamination protocols with lactic and acetic acid shows
a significantly higher efficacy of lactic acid in the Oth hour (p<0.05) in 75% of the cases. In
accordance with the previous results, the reduction values after the 24th hour did not differ
significantly between the observed protocols (p>0.05). No significant differences (p>0.05) were
found in pathogen reduction between 2% and 4% solutions of lactic and acetic acid under the
conditions of applying the same solution temperature and exposure duration, and the influence
of concentration did not change even after cooling the decontaminated meat. On the contrary,
statistically significantly higher (p<0.05) reductions were obtained with hot acid solutions, but
only with a longer exposure time of 30 seconds, which in most cases was also measured 24
hours after the meat had cooled. In this respect, exposure over a period of 30 seconds had a
significant effect (p<<0.05) on a higher reduction in the population of Y. enterocolitica compared
to a shorter exposure of 10 seconds, but only in the case of the application of hot solutions. As
for water, a statistically significant higher reduction (p<0.05) was achieved with a treatment of
30 seconds, both when using cold and hot water. When comparing the temperature factor, a
statistically significantly higher reduction (p<0.05) was achieved when using hot water, but
only with a longer exposure time of 30 seconds. Even after 24 hours of chilling the meat, the
reduction in all four water decontamination protocols increased significantly (p<0.05)
compared to the baseline values. A side-by-side comparison of all three groups shows that the
initial decontamination with cold acidic solutions achieved a significantly higher reduction
(p<0.05) of the population of Y. enterocolitica with the introduction of 2% and 4% lactic acid,
and with shorter and longer exposure, compared to for decontamination with cold water.
Heating the solutions also confirmed the same, indicating that the initial reductions of Y.
enterocolitica with acetic acid solutions were not statistically different compared to water of
the same temperature and duration of decontamination (p>0.05). In contrast to acetic acid,
decontamination with lactic acid solutions led to a higher reduction in the meat pH value by
1.14+0.32 (p<0.05), so that the final values ranged between 4.234+0.18 and 5.13+0.13. After 24
hours of refrigeration of the meat decontaminated with lactic acid solutions, the pH increased
significantly (0.90+£0.24) (p<0.05) compared to the protocols with acetic acid, and the values
ranged from 5.4340.17 to 5.69+0.20, as in the case of acetic acid. For both acids, in each of the



protocols, the decrease in meat pH immediately after decontamination was positively correlated
with its increase after 24 hours (r=0.91). However, it was found that in more than 50% of cases,
a statistically significant decrease in the pH of decontaminated meat did not result in a
statistically significant decrease in the inoculated population of Y. enterocolitica. When the
strains are exposed to 2% solutions of lactic and acetic acid, their adaptation to the newly
created acidic conditions is shown by the high percentage of survivors during successive
exposures to extremely low pH values (2.15-2.78) and the recovery of those damaged cells
whose number reached a minimum of 8 logio CFU/mL after each exposure cycle. The results
presented show that none of the strains tested acquired resistance to antibiotics as a result of
repeated exposure to lactic acid and acetic acid solutions. The MIC values measured for all five
antibiotics decreased or increased equally during the measurement period. When repeating the
decontamination protocols on such stressed strains, in 50% of the protocols performed (N=18)
a lower reduction in bacterial counts was observed compared to the reductions obtained in the
first test with the same treatments, while in six protocols (25%) it was higher than that obtained
after the first test. Although this showed a weaker decontamination effect of the acids compared
to the first test, it was not statistically significant (p>0.05). When evaluating the meat color
parameter according to the acetic acid decontamination protocols, the meat sample treated with
hot 4% acetic acid solution for 30 seconds was assigned the lowest average score (1.80+0.83)
compared to the control sample (p<0.05). As for the protocols in which lactic acid was used,
the worst sensorially evaluated meat was after decontamination using hot solutions of 2% and
4% acid solution during a longer exposure, but without a significant difference compared to the
control sample (p>0.05). Looking at the average of the scores obtained for each acid, the
protocols with acetic acid were assigned a lower score (3.27+0.78) compared to those with
lactic acid (4.15+0.81) (p<0.05). For the odor parameter, the protocols with acetic acid also
scored the lowest compared to the protocols with lactic acid and water (<0.05). When evaluating
the texture of the meat, no significant differences were found either after treatment with lactic
acid or water (p>0.05). Regarding the taste parameter, statistically significant differences were
found in the meat samples treated with acetic acid solutions after treatment with hot 4% acetic
acid solution for 30 seconds (p<0.05), where the "sour" taste of the meat dominated. In the case
of lactic acid and water, the assigned scores were higher and no significant difference in taste
was observed compared to the control sample (p>0.05). In the evaluation of the overall
impression of the meat, the lowest values were found after the decontamination protocol with
hot 2% and 4% acetic acid for 30 seconds (p<0.05), and the same was recorded in the case of

lactic acid and water, but without a significant difference compared to the control sample



(p>0.05). Principal component analysis performed shows that the application of high
temperature in all three groups studied (both types of acids and water) had the strongest impact

on the undesirable appearance of the meat, especially in terms of its color.

CONCLUSION

Considering all the results of this work, the decontamination potential of both types of acids in
reducing the number of Y. enterocolitica on pork is evident. The effect is primarily determined
by the temperature of acid application and the duration of exposure. Regarding the type of acid,
a better decontamination effect was obtained with lactic acid, and the reduction in bacterial
counts was higher when hot solutions and longer exposure times were used. The antimicrobial
effect achieved by using lactic acid was also significantly higher than the effect of water, but
their effect equalized after 24 hours. The results do not indicate the possibility of acquiring
resistance to organic acids and antimicrobial agents. Considering the adverse effects on the
organoleptic properties of meat, the use of acetic acid and other tested solutions at high
temperature is not recommended. This is the first study of the susceptibility of Y. enterocolitica
to organic acids, which also covers other aspects that are important when it comes to the safety

and efficacy of their use in the decontamination of pork.

KEY WORDS: Yersinia enterocolitica 4/0:3, pork, organic acids, decontamination, resistance,

sensorial properties
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1. UVOD

Zakonodavstvo Europske unije u podrucju higijene hrane oduvijek je bilo usmjereno ka
prepoznavanju potencijalnih javno-zdravstvenih rizika za zdravlje potrosaca te sukladno tome,
propisivanju kontrolnih mjera duz cijelog proizvodnog lanca. Unato€ tome 1 uvazavanju
postulata dobre higijenske prakse (DHP) kao 1 nacela HACCP (engl. Hazard Analysis Critical
Control Point) sustava, mikrobiolosko oneciS¢enje ulaznih sirovina kao i gotovih proizvoda
ponekad je neizbjezno. Radi smanjivanja takvog potencijalno prisutnog onecis¢enja, odnosno
rizika pristupa se 1 dodatnim alatima i tehnikama, poput primjerice dekontaminacije mesa
odobrenim dekontaminacijskim sredstvima i u uvjetima potpuno integriranog programa
kontrole tog sredstva u cijelom proizvodnom lancu. Prema Uredbi (EZ) br. 853/2004
(ANONIMNO, 2004.b), spomenuto odobrenje nije potrebno jedino za vodu za pice kojom se
uklanja povrSinsko oneciS¢enje proizvoda Zivotinjskog podrijetla. Za primjenu svih drugih
potencijalnih dekontaminacijskih sredstava ili tvari u Europskoj uniji je potrebno ishoditi
odobrenje Europske komisije. U svakom slucaju, bitno je naglasiti kako bi dekontaminacijske
metode u proizvodnji mesa trebale sluziti iskljuc¢ivo kao dodatna krajnja mjera u postizanju
ciljeva odnosno kriterija procesne higijene (PO, engl. Performance Objectives) i ciljeva
sigurnosti hrane (FSO, engl. Food Safety Objectives), a nikako kao zamjena temeljnih postulata
dobre higijenske prakse (HUGAS 1 TSIGARIDA, 2008.; NKOSI i sur., 2021.).

Primjena organskih kiselina u dekontaminaciji klaoni¢ki obradenih trupova te
porcioniranog mesa ve¢ je dugi niz godina predmet brojnih istrazivanja (STIVARIUS 1 sur.,
2002.; THERON i LUES, 2007.; HAN 1 sur., 2020.) te razmatrana kao opcija podizanja
higijenske dispozicije trupova, ali 1 sigurnosti mesa, imajuc¢i na umu antimikrobni u¢inak na
patogene mikroorganizme (HUGAS 1 TSIGARIDA, 2008.). Organske kiseline koriStene u
dekontaminaciji su slabe kiseline koje otapanjem u vodi ne disociraju §to im pruza jaci
antimikrobni uéinak u odnosu na anorganske kiseline (HASTAOGLU i sur., 2022.). Mlije¢na
kiselina i1 octena kiselina pripadaju skupini dosad najviSe istrazenih organskih kiselina
(THERON i LUES, 2007.; MANI-LOPEZ i sur., 2012.; VAN BA i sur., 2018.) obzirom na
njihovu Siroku prisutnost u prirodi, kao i1 upotrebu u industriji hrane (NKOSI 1 sur., 2021.).
Kako navode ROSSI i sur. (2023.), njihov dekontaminacijski potencijal ovisi o Cetiri skupine
¢imbenika vezane uz: nacin primjene (metoda, koli¢ina otapala, broj aplikacija, kombinacije s
ostalim metodama), dekontaminacijsko sredstvo (vrsta kiseline, koncentracija, pH vrijednost),
razina onecis¢enja (vrsta i broj mikroorganizma, osjetljivost na kiseline) te karakteristike mesa

(sastav, dijelovi trupa).



Svi ti ¢cimbenici ¢e doprinositi u¢inkovitosti dekontaminacijskog sredstva koja se oCituje
statisticki znacajno veéom redukcijom broja patogenih mikroorganizama u odnosu na
netretiranu kontrolnu grupu (EFSA BIOHAZ Panel, 2010.). Pritom je kontrolni uzorak tretiran
vodom ili nije tretiran uopce, a konacna redukcija patogene mikrobiote mesa mora imati
pozitivan utjecaj na javno zdravlje. Pored istrazivanja uc¢inka dekontaminacijskog sredstva na
higijensku dispoziciju trupa i sigurnost mesa, neophodno je razmotriti i njihov potencijalno
negativni utjecaj na organolepti¢ka svojstva (DAN i sur., 2017.; YANG i sur., 2017.). Unatoc
primjeni relativno niskih koncentracija kiselina (2-4 %) u dekontaminaciji mesa, u¢inak na
organolepti¢ka svojstva mesa nije jednoznacan. lako vecina autora zakljucuje kako nema
razlike u organoleptickim pokazateljima kontrolnih i tretiranih uzoraka (THOMAS i sur., 2019.;
ABD ELLATIF i sur., 2020.; MANZOOR i sur., 2020.), neka istrazivanja ukazuju na negativan
ucinak dekontaminacije na boju (HARRIS 1 sur., 2012.), miris (STIVARIUS 1 sur., 2002.) ili
teksturu mesa (GRAJALES-LAGUNES i sur., 2012.).

Nadalje, izlaganje bakterija subletalnim koncentracijama kiselina namece pitanje
njihove prilagodljivosti novonastalim kiselim uvjetima te posljedi¢ne smanjene osjetljivosti na
kiseline (VAN NETTEN i sur., 1998.; BERRY i CUTTER, 2000.; MANI-LOPEZ i sur., 2012.).
S tim u vezi, potrebno je razmotriti povezanost otpornosti na kiseline i antimikrobne tvari,
odnosno postoji i vjerojatnost od stjecanja antimikrobne rezistencije (AMR) nakon izlaganja
bakterija otopinama organskih kiselina. Temeljem velike rasirenosti kiselina u zivotinjskim 1
biljnim tkivima te okoliSu opcenito, takav rizik je zanemariv (EFSA BIOHAZ Panel, 2010.),
iako 1 u ovom slucaju u literaturi postoje opre¢na misljenja (McMAHON 1 sur., 2007.). U
kona¢nici, kako bi dekontaminacijska metoda bila prihvatljiva i korisna, pored svih prethodno
navedenih uvjeta, pozeljno je iskljuciti njezin negativni utjecaj na okoli§ kao 1 ekonomsku
isplativost (BLAZEVIC i sur., 2023.).

Ve¢ina dosadas$njih provedenih istrazivanja bila su usmjerena na ispitavanje
dekontaminacijskog ucinka mlijeCne kiseline, ponajviSe na mesu goveda. Temeljem
afirmativnog znanstvenog misljenja EFSA-e (EFSA BIOHAZ Panel, 2010.) o procjeni
sigurnosti 1 djelotvornosti mlijecne kiseline za odstranjivanje povrSinskog mikrobioloskog
oneciS¢enja sa trupova goveda, odobrena je njezina upotreba u dekontaminaciji trupova goveda
na liniji klanja kroz Uredbu (EZ) br. 101/2013. Taj se pristup temeljio na dokazanoj
ucinkovitosti otopina mlijecne kiseline prema bakterijama roda Salmonella kao 1 prema
ukupnoj populaciji bakterija na trupovima goveda.

Istrazivanja dekontaminacije svinjskog mesa takoder su bila usmjerena na salmonelu,

medutim ne i na patogenu Yersinia enterocolitica koja je opCenito zanemareni patogen u
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veterinarskom javnom zdravstvu, ali i kontrolnim programima u klaonicama svinja. Svinjsko
meso, odnosno konzumacija sirovog ili nedovoljno toplinski obradenog svinjskog mesa navodi
se kao Cimbenik rizika pojave jersinioze ljudi, uzrokovane patogenim bioserotipom Y.
enterocolitica 4/0:3 (EFSA 1 ECDC, 2024.). Jersinioza je u Europskoj uniji posljednjih godina
kontinuirano tre¢a zoonoza po ucestalosti, ali i u uzlaznom trendu. Svinje su prirodni nosioci
patogenih bioserotipova bakterije, primarno u tonzilama koje time predstavljaju glavni izvor
onediséenja prilikom klaoni¢ke obrade trupova (ZDOLEC i KIS, 2021.). Kako bi se smanjio
rizik oneciS¢enja svinjskog mesa patogenom Y. enterocolitica, nuzno je poduzeti preventivne
mjere jo$ na razini farme, kao i na liniji klanja. Pored standardnih operativnih postupaka u
klaonickoj obradi poput podvezivanja rektuma, sanitacije opreme pri rasijecanju trupa i glave,
ili odvajanja glave prije rasijecanja, moguce je razmotriti i primjenu dekontaminacije
otopinama organskih kiselina kao dodatnu metodu smanjenja rizika prijenosa Y. enterocolitica
u lancu mesa. Takva dekontaminacija na svinjskom mesu je, u odnosu na govede, tek u
razmatranju. Naime, prije nekoliko godina EFSA je dobila zahtjev za izradom znanstvenog
misljenja o sigurnosti i u¢inkovitosti koristenja mlijecne i octene kiseline za odstranjivanje
povrSinskog mikrobioloSkog onecis¢enja sa trupova svinja (EFSA, 2018.). Prema dostupnim
podacima iz literature zakljuceno je kako primjena mlijene kiseline nema Stetnih utjecaja, no
nije bilo moguce utvrditi da li je 1 u¢inkovitija od primjene vode u istovjetnim fazama klaonicke
obrade. S druge strane, za octenu kiselinu ne postoji dovoljno podataka kojima bi se potkrijepila
njezina upotreba u iste svrhe te su potrebna dodatna istraZivanja. Uzimajuéi u obzir bakterijske
vrste obuhvacene provedenim istraZivanjima, kao 1 kod goveda, vecina njih je ispitivala
dekontaminacijski u€inak prema Salmonella spp., ili pak op¢oj mikrobnoj populaciji. Nazalost,
broj 1 opseg takvih istrazivanja je malen, a dosad nije provedeno ni jedno kojim bi se utvrdio
dekontaminacijski potencijal organskih kiselina samo prema patogenoj Y. enterocolitica na
svinjskom mesu.

S tim u vezi, cilj ovog istrazivanja je utvrditi dekontaminacijski uc¢inak organskih
kiselina na svinjskom mesu inokuliranom razli¢itim sojevima bakterije Yersinia enterocolitica
4/0:3 u laboratorijskim uvjetima, ispitati njihov utjecaj na organolepticka svojstva mesa te

istraziti povezanost otpornosti Y. enterocolitica 4/0:3 na antibiotike i na organske kiseline.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

2.1. Enteropatogena Yersinia spp.

2.1.1. Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica ve¢ je desetljeCima poznata kao jedan o najceS¢ih hranom
prenosivih uzro¢nika gastrointestinalnih oboljenja ljudi. Tek nedavno provedenom
komparativnom genomskom analizom reda Enterobacteriales (ADEOLU 1 sur., 2016.),
reklasificirana je u zasebnu porodicu Yersiniaceae, rod Yersinia. Unutar navedenog roda se,
pored Yersinia enterocolitica, nalaze jo$ dvije vrste: Yersinia pseudotuberculosis 1 Yersinia
pestis, obje takoder patogene za ¢ovjeka (SABINA 1 sur., 2011., BANCERZ-KISIEL 1 sur.,
2019.). Prema NEUBAUERU i sur. (2000.), a temeljem prisutnosti razli¢itih gena 16S rRNA
sekvence, vrsta Y. enterocolitica dijeli se u dvije podvrste: Y. enterocolitica subsp. enterocolitica
i Y enterocolitica subsp. palearctica. Morfoloski, odnosno sukladno biokemijskim
karakteristikama to su Gram negativne, StapiCaste, pokretne, asporogene, fakultativno
anaerobne, oksidaza negativne, a katalaza pozitivne bakterije koje karakterizira psihrotrofnost,
odnosno sposobnost rasta na uobi¢ajenim temperaturama hladenja (BARI 1 sur, 2011.; LEON-
VELARDE 1 sur., 2019.), dok u zamrznutoj hrani mogu prezivjeti kroz dulji period
(FREDRIKSSON-AHOMAA, 2012.; RIAHI i sur., 2021.). Pored navedenoga, sposobne su
prezivjeti u relativno kiselim uvjetima (minimalni pH 4,2) kao 1 pri ve¢im koncentracijama soli
(7 % NaCl). Za razliku od niskih temperatura, osjetljive su na toplinu pa ih tako uobicajene
temperature pasterizacije inaktiviraju u roku od 1-3 minute (MANCINI 1 sur., 2022.).

Patogenost sojeva Y. enterocolitica uvjetovana je podjelom na 6 biotipova (1A, 1B, 2,
3, 4, 1 5) koji se temeljem razlika u povrSinskim O antigenima razgrani¢uju na vise od 70
serotipova. Obzirom da su pojedini serotipovi prisutni i kod patogenih 1 nepatogenih sojeva,
informacija o pripadnosti pojedinom biotipu kljucna je za odredivanje stupnja patogenosti soja
kao 1 za razumijevanje epidemiologije humane jersinioze (EFSA, 2007.). Naime, biotipovi se
prema patogenosti svrstavaju u tri skupine: visoko patogeni (biotip 1B), umjereno patogeni
(biotipovi 2-5) 1 nepatogeni (1A). Opcenito, patogenost sojeva vezana je uz sposobnost
bakterijske stanice da prolazi kroz gastrointestinalnu sluznicu, prijanja i prodire u enterocite te
proizvede yst enterotoksin (engl. Yersinia stable toxin) odgovoran za pojavu gastrointestinalnih
poremetnji (PRIMAVILLA i sur., 2023.). Da bi sojevi ispoljili virulentnost, neophodna je

prisutnost nekoliko invazivnih ¢imbenika (GUPTA i sur., 2014.) od kojih je virulentni plazmid

4



(pYV — engl. plasmid for Yersinia virulence) najvazniji za njthovo umnazanje u limfaticnom
tkivu i unutarnjim organima (BONARDI i sur., 2016.; BANCERZ-KISIEL i sur., 2018.), a
posjeduju ga svi patogeni biotipovi bakterije (FABREGA 1 VILA, 2012.).

Plazmidi su odgovorni za sintezu adhezivnih proteina kojima se olakSava ulazak
bakterije u stanicu domacina (YadA — engl. Yersinia adhesin A) te citotoksi¢nih proteina (YopE
—engl. Yersinia outer protein) s antifagocitnom aktivnoséu (MILNE-DAVIES i sur., 2019.) koje
bakterijama omogucuju medustani¢nu proliferaciju (PLATT-SAMORAJ, 2022.). Tako sojevi
biotipa 1A koji se nacelno smatraju nepatogenima (BONARDI 1 sur., 2016.; RIAHI i sur.,
2021.), ne posjeduju plazmide, no unato¢ tome neki od njih imaju sposobnost ulaska u stanice
domacdina Sto dokazuje da plazmidi nisu jedini dokaz virulencije soja (REVELL i MILLER,
2001.). Osim toga, pojedina istrazivanja dokazuju da 1 sojevi biotipa 1A wuzrokuju
gastrointestinalna oboljenja slicna onima uzrokovanim patogenim biotipovima (SINGH 1
VIRDI, 2004.; PLATT-SAMORAI 1 sur., 2006.), §to ukazuje na prisutnost drugih virulentnih
faktora klju¢nih u patogenezi jersinioze (BOLTON i sur., 2013.; BANCERZ-KISIEL i sur.,
2018.). S tim u vezi, u novije vrijeme sve se vise preispituje njegova uloga u razvoju humane
jersinioze (PALAU i sur., 2024.).

Prema BANCERZ-KISIEL i sur. (2018.), najznacajniji pokazatelji virulencije (Tablica
1) u determinaciji stupnja patogenosti pojedinog soja su ai/ gen (engl. attachment invasion
locus), inv gen (engl. invasion) 1 yst gen (engl. Yersinia — stable toxin). Ail gen zaduzen je za
kodiranje proteina vanjske membrane koji pridonosi adhezivnosti, invazivnosti i otpornosti na
komplementom posredovanu lizu stanica 1 jedan je od najceSce ispitivanih gena prilikom
identifikacije patogenih sojeva Y. enterocolitica (RAHMAN 1 sur., 2011.). /Inv gen kodira
protein potreban za u€inkovitu translokaciju bakterijskih stanica kroz crijevni epitel, a yst gen
je odgovoran za proizvodnju termostabilnog enterotoksina klju¢nog u patogenezi dijareje
(SINGH 1 VIRDI, 2004.; GNANASEKARAN 1 sur., 2018.). Regulacija ekspresije yst gena
regulirana je Yersinia moduliraju¢im proteinom (YmoA — engl. Yersinia modulating protein),
odnosno ymoA kromosomskim genom (BANCERZ-KISIEL i sur., 2012.; MORKA 1 sur.,,
2021.) pa je tako odsustvo enterotoksogenog ucinka yst-pozitivnih sojeva Y. enterocolitica

posljedica inhibitornog u€inka ymoA gena na ekspresiju yst gena (STARKE 1 FUCHS, 2014.).



Tablica 1. Najznacajniji pokazatelji virulencije bakterije Yersinia enterocolitica (BANCERZ-

KISIEL i sur., 2018.)

Gen Genetski produkt Lokacija
myfA Yersinia mukoidni faktor (MyfA — engl. mucoid Yersinia kromosom
factor)
vadA Yersinia adhezin (YadA — engl. Yersinia adhesin) plazmid
invA Invazin (InvA — engl. Invasin) kromosom
ail Prijanjajuce invazivni protein lokusa (Ail — engl. attachment- kromosom

invasion locus protein)
yop Protein vanjske membrane (Yops — engl. Yersinia outer plazmid

membrane protein)

yst Yersinia stabilni toksin (Yst — engl. Yersinia stable toxin) kromosom
virF' Virulentni regulon (VirF — engl. virulence regulon) plazmid
ymoA Yersinia modulator (YmoA — engl. Yersinia modulator) kromosom

Serotipovi O:3, 0:8, 0:9 1 0:5,27 se najcesce povezuje s infekcijama ljudi (BOTTONE,
2015.; SHOAIB i sur., 2019.), a prema EFSA-1 1 ECDC-u (2024.) najucestaliji bioserotipovi u
Europi su 4/0:3 (86,9 %) 1 2/0:9 (10,7 %), dok je 1B/O:8 najpatogeniji (PLATT-SAMORAJ,
2022.), iako rijetko prisutan u Europi. Patogenost sojeva biotipa 1B uvjetovana je prisutnoSéu
tzv. yersiniabaktina — siderofore esencijalne za rast bakterijske stanice ¢ija sinteza je regulirana
unutar visoko patogene regije kromosoma (HPI — engl. High patogenicity island)
karakteristicne za virulentne sojeve (FREDRIKSSON-AHOMAA, 2017.). Obzirom da je
rijetko izoliran iz ljudi, rezervoari navedenog bioserotipa su i dalje nepoznati. [ako je uglavnom
prisutan u Sjevernoj Americi i Japanu (ZADERNOWSKA i sur., 2013.; ODA i sur., 2015.),
novija istraZzivanja ukazuju na mogu¢ prijenos sojeva biotipa 1B izmedu Sjeverne Amerike 1
Europe (SAVIN i sur., 2018.). Sojevi biotipa 3 1 5 se takoder rijetko izoliraju, a uglavnom su
vezani uz serotip O:3 pa je tako u nedavnom istrazivanju u Finskoj bioserotip 5/0:3 prvi put
izoliran iz ovce (JOUTSEN i sur., 2016.b), dok je u istrazivanju KAMEYAMA i sur. (2016.)
bioserotip 3/0O:3 prvi put dokazan u hréaka kao kuénih ljubimaca. Kao $to je prethodno
spomenuto, sojevi bioserotipova 4/0:3 1 2/0:9 su najceS¢i uzrocnici jersinioze u Europi, od
kojih 4/0:3 prevladava, a u brojnim zemljama je 1 dalje daleko vodeci bioserotip po ucestalosti
izolacije iz svinja (RASBACK i sur., 2018.; SACCHINI i sur., 2018.; KOSKINEN i sur., 2019;
TERENTJEVA i sur., 2022.) pa tako i u Hrvatskoj (PAZIN, 2021.). S druge strane, bioserotip
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2/0:9 je rjede zastupljen, iako nedavno istrazivanje u Argentini ukazuje na njegovu vecu
prevalenciju u odnosu na bioserotip 4/0:3 (ESTRADA i sur., 2019.), dok se primjerice na
Novom Zelandu navodi kao glavni uzro¢nik jersinioze (STRYDOM i sur., 2019.).

Svinje se smatraju glavnim rezervoarima patogenih sojeva Y. enterocolitica, posebno
bioserotipa 4/0:3, koji primarno koloniziraju tonzile i limfati¢no tkivo crijeva. Obzirom da su
asimpomatski nosioci patogenih sojeva, klinicke manifestacije infekcije su rijetke
(FREDRIKSSON-AHOMAA, 2015.), i tek ponekad se mogu javiti kod mladih zivotinja
nerazvijenog imuniteta (FREDRIKSSON-AHOMAA, 2017.). Iako znatno rjede, domaci i divlji
prezivaci, perad, glodavci, ali 1 kuéni ljubimci mogu predstavljati izvor zaraze za ljude pa je
tako njihova uloga u nastanku jersinioze u posljednje vrijeme predmet brojnih istrazivanja

(ZHICHAO i sur., 2019.; ARDEN i sur., 2022.; NASSER i sur., 2023.).

2.1.2. Jersinioza ljudi

Infekcija patogenom Y. enterocolitica naj€e$ce nastaje konzumacijom kontaminirane
hrane ili vode (BARI i sur., 2011.; GUPTA 1 sur., 2014.; FREEDRIKSSON-AHOMAA, 2015.),
a vrlo rijetko direktnim kontaktom izmedu zaraZenih ljudi ili Zivotinja 1 ljudi. Ipak, zabiljezeni
su 1 takvi slucajevi, a nastaju kao posljedica loSih higijenskih navika, primarno nepranja ruku
(FREDRIKSSON-AHOMAA, 2017.). Pored mesa i mesnih proizvoda, mlijeko, voée i povrce
te gotova hrana mogu predstavljati izvor infekcije za ljude, no smatra se da je konzumacija
termicki nedovoljno obradene svinjetine ili proizvoda od svinjetine glavni rizi¢ni faktor u
nastanku humane jersinioze (GUILLIER 1 sur., 2021.). Prema istoimenom autoru, vjerojatnost
nastanka infekcije u tom slucaju je ¢ak cetiri puta ve¢a (OR=4,215; CI 95 %). Ipak, vrsta
hrane/proizvoda kao izvora infekcije u najve¢em broju slu€ajeva ostane nepoznata. Primarni
razlog za to je ¢injenica Sto pracenje ili nadziranje Y. enterocolitica nije zakonski regulirano, a
s druge strane njezino izdvajanje iz hrane je dugotrajno i oteZano, djelomi¢no zbog prisutnosti

pozadinske mikroflore, ali i inicijalno malog broja patogenih sojeva (PAZIN, 2021.).



Infekcija patogenom Y. enterocolitica oCituje se akutnim gastroenteritisom s
uobi¢ajenim simptomima povisene tjelesne temperature, mucnine, povra¢anja i proljeva
(RAKIN 1 sur., 2015.). Iako intenzitet simptoma ovisi o dobi, imunom statusu osobe, ali i
patogenosti soja, u vecini slucajeva oboljenja su samoograni¢avajua i ne zahtjevaju
antimikrobnu terapiju osim u slucaju razvoja sistemskih infekcija (JOUTSEN i
FREEDRIKSSON-AHOMAA, 2016.a). Eventualne komplikacije uklju¢uju sekundarne
imunoposredovane reakcije poput reaktivnog artritisa, glomerulonefritisa, endokarditisa ili
eritema, posebno kod osoba pozitivnih na HLA-B27 leukocitni antigen (RAKIN i sur., 2015.).
U pravilu, prvi simptomi se javljaju nakon 24-48 sati 1 traju 3-14 dana dok u kroni¢cnom obliku
bolest moZe potrajati mjesecima. Pretpostavlja se da infektivna doza za ¢ovjeka iznosi od 10*-
10° bakterijskih stanica, a uvjetovana je prije svega patogeno$éu soja te imunosnim statusom
pojedinca (BONARDI i sur., 2010.).

Nakon peroralnog unosa, Y. enterocolitica kolonizira crijeva, primarno terminalni ileum
i proksimalni kolon koji se smatraju predilekcijskim mjestima. Virulentni plazmidi olaksavaju
prihvacanje 1 prolazak bakterijskih stanica kroz crijevni epitel, vezanje za M stanice Payerovih
plo€a i na taj nacin ulazak u limfaticki sustav. Unutar M stanica, bakterije su okruZene
vakuolama koje im omogucuju prezivljavanje, ali ne i razmmnozavanje (REIS 1 HORN, 2010.).
Nakon translokacije vakuola s apikalnog dijela stanice, dolazi do otpuStanja bakterijskih stanica
koje su potom izloZene gustoj populaciji dendritickih stanica, makrofaga 1 limfocita. Kako bi
se obranili od imunosnog sustava domacina, virulentni plazmidi aktivacijom Ysc-Yop tip III
sekrecijskog sustava (T3SS —engl. type 11l secretion system) kodiraju proizvodnju citotoksi¢nih
proteina pomocu kojih bakterije prezivljavaju fagocitozu (RAKIN 1 sur., 2015.; MILNE-
DAVIES 1 sur., 2019.), razmnozavaju se unutar fagocita te transportiraju do mezenterijalnih
limfnih ¢vorova (FABREGA i VILA, 2012.).

Pored moguénosti brzog umnazanja unutar stanica domacina, stvaranje stabilnog
enterotoksina (Yst) ima klju¢nu ulogu u patogenezi jersinioze i razvoju simpoma infekcije
(Slika 1). Naime, pod utjecajem visokog osmolariteta, niske pH vrijednosti te temperature od
37 °C, dolazi do aktivacije ekspresije kromosomskog yst gena (MIKULSKIS i sur., 1994.) te
nastanka stabilnog enterotoksina i njegovog lu¢enja u lumen crijeva (GIERCZYNSKI, 2012.).
Enterotoksini stimuliraju aktivaciju gvanilat ciklaze koja pak povecava koncentraciju ciklickog
gvanozin monofosfata (cGMP — engl. cyclic guanosine monophosphate) u epitelnim stanicama
Sto dovodi do translokacije tekuc¢ine u lumen crijeva (PLATT-SAMORAJ, 2022.). Na taj nacin
enterotoksini uzrokuju proljev, koji je glavni simptom jersinioze (SINGH i VIRDI, 2004.;
HUOVINEN i sur., 2010.).
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Slika 1. Aktivacija Yersinia stabilnog enterotoksina u inficiranom domac¢inu

(PLATT-SAMORAJ, 2022.).

2.2. Vaznost patogene Y. enterocolitica u lancu proizvodnje svinjskog mesa

2.2.1. Uloga klaonicke obrade svinja u kontaminaciji mesa

Svinje su glavni asimptomatski nosioci patogenih bioserotipova Y. enterocolitica,
posebice 4/0:3 (MORKA i sur., 2021.; ZDOLEC i KIS, 2021.; YUE i sur., 2023.), ¢ime se
objasnjava povezanost konzumacije svinjskog mesai jersinioze ljudi (BONARDI i sur., 2013.;
VILAR 1 sur., 2015.). Nalaze se u tonzilama, jeziku, submandibularnim limfnim ¢vorovima,
crijevima 1 fecesu (MOREIRA 1 sur., 2019.), iako je ucestalost izolacije iz tonzila i
submandibularnih ¢vorova daleko veca od one iz fekalnog materijala (BARI i sur., 2011.; FOIS
1 sur., 2018.). Ipak, prevalencija je varijabilna i ovisi o nekoliko ¢imbenika kao $to su nacin
uzgoja svinja i biosigurnosne mjere na farmi, dob zivotinje, ali i nacin izolacije iz pretrazivanog
materijala (LAUKKANEN-NINIOS 1 sur., 2014.). U literaturi postoje oprecna misljenja o
utjecaju razli¢itog sustava drzanja na prevalenciju Y. enterocolitica u populaciji svinja. Dok
neki autori ukazuju na znacajno vecu prevalenciju patogene Y. enterocolitica u intenzivnim
uvjetima drzanja svinja u odnosu na organske sustave (NOWAK i sur., 2006.; VON ALTROCK
i sur., 2006.; LAUKKANEN i sur., 2009.), istrazivanje u Hrvatskoj (PAZIN, 2021.) pokazalo

je suprotno. Naime, veca prevalencija dokazana je u tonzilama svinja s obiteljskih



poljoprivrednih gospodarstava, a najmanja u svinja s velikih integriranih farmi S$to je
zabiljezeno i u nedavnom istrazivanju ARSICA i sur. (2022.) u Srbiji. Pri tome su lose poduzete
biosigurnosne mjere uvjetovale vecu prevalenciju na obiteljskim poljoprivrednim
gospodarstvima. S druge strane, RASBACK i sur. (2018.) zakljuéuju kako faktori poput
veli¢ine farme, nacina hranidbe, pristupa otvorenim prostorima te prisutnosti ostalih vrsta
zivotinja ne utjecu na prevalenciju Y. enterocolitica u takvoj populaciji svinja.

Dosadasnja istrazivanja ukazuju da je nalaz patogene Y. enterocolitica u tonzilama
najveci u tovljenika, iako prevalencija dosta varira (6-95 %) medu zemljama EU (MARTINEZ
isur.,2011.; VAN DAMME i sur., 2015.; SACCHINI i sur., 2018.; TERENTJEVA i sur., 2022.).
KOSKINEN i sur. (2019.) navode da je ona nesSto niza pretrazivanjem fecesa (0,5-76 %),
obzirom da je vrhunac izluc¢ivanja u dobi od dva do pet mjeseci, nakon ¢ega postupno opada.
U svakom slucaju, visoka prevalencija Y. enferocolitica u svinja na razini farme je
predisponiraju¢i  ¢imbenik za kontaminaciju trupova tijekom klaonicke obrade
(FREDRIKSSON-AHOMA, 2017.). Obzirom da se prisutnost Y. enterocolitica ne moze
dokazati uobicajenim metodama inspekcije mesa, nuzno je pridrzavati se mjera sprjecavanja
fekalne kontaminacije pocevsi of farme, transporta svinja, njihovog smjestaja u obore pa sve
do klaonitke obrade (ARSIC i sur., 2023.). U¢inkovitost primjene navedenih mjera je prije
svega osigurana pridrzavanjem postulata dobre higijenske prakse (DHP) te uspostavom sustava
temeljenog na analizi opasnosti 1 kritinih kontrolnih to¢aka (HACCP) tijekom svih faza
proizvodnje (BLAGOJEVIC i sur., 2021.). U svakom slucaju, prisutnost patogene Y.
enterocolitica u tonzilama 1 crijevima je glavni rizi€ni ¢imbenik koji povecava izglede za
kontaminaciju trupa pri klaonickoj obradi (MARTINS 1 sur., 2018.).

Brojni autori odredivali su prevalenciju patogene Y. enterocolitica u tonzilama zdravih
svinja s ciljem procjene rizika od njenog ulaska u lanac proizvodnje hrane. Kao §to je ve¢
prethodno spomenuto, rezultati su dosta varijabilni medu ¢lanicama EU pa ¢ak i1 unutar istih
zemalja tijekom razli¢itih vremenskih razdoblja. U istrazivanju VAN DAMME i sur. (2015.)
kojim je pretrazeno viSe od 2000 uzoraka tonzila, fecesa 1 brisova trupova utvrdena je
prevalencija patogene Y. enterocolitica od €ak 63,1 % pri cemu je u vise od 50 % uzoraka tonzila
izoliran patogeni serovar O:3. Nesto niZa prevalencija (35 %) nedavno je utvrdena u Latviji
istrazivanja (TERENTJEVA i BERZINS, 2010.). U Italiji je pak u istom vremenskom razmaku
dokazan manji broj pozitivnih uzoraka (9,31 %) u odnosu na prethodno razdoblje (32 %)
(CENTORAME i sur., 2017.), a podjednaku prevalenciju su potvrdili i SACCHINI 1 sur.

(2018.). Jedan od moguc¢ih razloga znatne Sirine raspona prevalencije patogene Y. enterocolitica
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u pretrazivanim uzorcima su zasigurno razli¢ite metode izolacije u predmetnim istrazivanjima.
Naime, poznato je da su molekularne metode puno osjetljivije u odnosu na klasi¢ne
mikrobioloske pa ¢e tako primjena PCR metode u detekciji uzro¢nika smanjiti vjerojatnost
dobivanja lazno negativnih rezultata u slucaju prisustva mrtvih bakterijskih stanica u uzorku
(MAZZETTE i sur., 2015.). U pojedinim radovima to dokazuju mali udjeli pozitivnih uzoraka
od 3,2 % (FOIS i sur., 2018.) 1 6,7 % (ANGELOVSKA i sur., 2023.) proizaslih iz istrazivanja
u kojima su koristene kulturelne metode izdvajanja. S druge strane, daleko veéa prevalencija
od 60 % (IBANEZ i sur., 2016.), 88 % (FREDRIKSSON-AHOMA i sur., 2007.) ili ¢ak 93 %
(MARTINEZ i sur., 2011.) dokazana je primjenom molekularnih metode izolacije (PCR). Stoga
je usporedba prevalencija vrlo ograni¢avajuéa u slucaju koristenja razlic¢itih metoda izolacije 1
detekcije Y. enterocolitica u usporednim istrazivanjima. Ipak, u naSem nedavno provedenom
istrazivanju u Hrvatskoj (ZDOLEC i sur., 2022.), patogena Y. enterocolitica je pronadena u ¢ak
101 od 234 (43,16 %) pretraZzenih uzoraka tonzila svinja, iako je na¢in dokazivanja ukljuc¢ivao
samo primjenu kulturelnih metoda prema ISO 10273:2017. Moguce je da se veéa osjetljivost
metode postigla primjenom kromogene hranjive podloge, uz standardni CIN agar. Bitno je
naglasiti da su sva prethodno navedena istrazivanja dokazala pripadnost izoliranih sojeva Y.
enterocolitica patogenom bioserotipu 4/0:3 i to u vise od 90 % slucajeva, a u ponekima i 100
%. Takav podatak je glavni dokaz vaZnosti uloge svinja u Sirenju patogena kroz lanac
proizvodnje svinjskog mesa, a time 1 u epidemiologiji jersinioze ljudi.

Visoka prevalencija patogene Y. enterocolitica u tonzilama svakako je predisponirajuci
faktor za kontaminaciju mesa tijekom klaonic¢ke obrade i €esto je u pozitivnoj korelaciji sa
ucestaloS¢u pronalaska patogena iz obrisaka trupova svinja. Relativno visoku prevalenciju
patogene Y. enterocolitica u tonzilama i na trupovima (55,1 %; 39,1 %) dokazali su VAN
DAMME 1 sur. (2015.) analizom viSe od 2000 uzoraka prikupljenih od 360 svinja. U
istrazivanju TERENTJEVA i sur. (2022.), gdje je prevalencija patogena u tonzilama iznosila 35
%, Y. enterocolitica je 1zolirana iz tre€ine uzoraka obrisaka trupova (13 %). S druge strane,
FOIS 1 sur. (2018.) su izolirali patogenu Y. enterocolitica 1z 3,2 % uzoraka tonzila, no svi su
uzorci obrisaka s trupova bili negativni. Sli¢ne rezultate potvrdili sui MARTINS i sur. (2018.),
¢ime naglasavaju ulogu tonzila kao klju¢nog izvora Sirenja ovog patogena kroz lanac hrane.
MAZZETTE i sur. (2015.) su pak, dokazali jednaku prevalenciju patogene Y. enterocolitica u
tonzilama 1 na trupovima (5,3 %), iako je njihov broj na trupovima bio manji za 1-2 logio CFU
u odnosu na tonzile. Unato¢ navedenim podacima, prisutnost patogene Y. enterocolitica na

trupu ¢ak 1 u malim brojevima predstavlja rizi¢ni ¢imbenik za potrosaca imajuci na umu njezinu
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sposobnost preZivljavanja pri uobi¢ajenim temperaturama hladenja mesa (ZDOLEC i KIS,
2021.).

Prilikom procjene prevalencije patogene Y. enterocolitica na trupovima, pored veé
spomenute metode izolacije, vazno je razmotriti koji dio regije trupa uzorkovati kako bi se
dobili §to pouzdaniji rezultati. Naime, kontaminacija trupa u nacelu nije ujednacena, vec je
uvjetovana lokalizacijom uzro¢nika (tonzile) pa su tako podrucja oko glave i prsne kosti mjesta
na kojima se moze ocekivati najveci broj bakterija (LAUKKANEN i sur., 2010.; VAN DAMME
1 sur., 2015.). Tako su VAN DAMME i sur. (2015.) utvrdili da je u najve¢em broju slucajeva
patogena Y. enterocolitica izolirana s podru¢ja mandibularne regije (28,9 %), a znac¢ajno manje
s podrucja zdjeli¢ne regije (7,8 %). S tim u vezi, faze klaonicke obrade u kojima oprema i ljudi
dolaze u kontakt sa tonzilama ili fekalnim sadrzajem, kao $to su evisceracija ili rasijecanje

trupa, smatraju se klju¢nima u kontaminaciji mesa trupa (Slika 2).
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Pravilno zatvaranje rektuma plasti¢cnom vreé¢icom ili automatskim uredajem znacajno
smanjuje rizik od kontaminacije mesa u klaonicama (LAUKKANEN-NINIOS i sur., 2014.;
FREDRIKSSON-AHOMAA, 2017.). Pored toga, posebnu paznju treba posvetiti uklanjanju
tonzila obzirom da eventualni preostali dijelovi limfati¢nog tkiva mogu biti izvor Sirenja
bakterija na okolno misi¢no tkivo, posebice tijekom rasijecanja polovica. Osim trupa, jos ve¢em
riziku od krizne kontaminacije su podlozni organi (srce, pluéa, jetra) i to putem izravnog
kontakta s tonzilama ili posredno kontaminiranim priborom (VAN DAMME i sur., 2015.;
VILAR 1 sur., 2015.). 1z tog razloga, brojni autori predlazu odvajanje glave zajedno s jezikom
i tonzilama radi minimaliziranja kontaminacije organa (DENIS i sur., 2012.; VAN DAMME i
sur., 2015.; VILAR i sur., 2015.; FREDRIKSSON-AHOMAA, 2017.). Ipak, u literaturi zasad
ne postoji puno podataka o utjecaju parcijalne evisceracije na kontaminaciju trupa, organa ili
radne okoline klaonice. Tek nedavno su BIASINO i sur. (2018.) ispitivali njezin utjecaj na
higijenu trupa i to u pogledu brojnosti bakterija indikatora higijene (ukupni broj bakterija,
Enterobacteriaceae, Escherichia coli) kao 1 prisutnosti Salmonella spp. i patogene Y.
enterocolitica. Dakle, primjenjenom metodom su se uklanjali samo pluéa, srce i jetra, dok je
najkontaminiraniji dio (tonzile, jezik) ostao intaktan unutar glave. Takav nalin evisceracije
rezultirao je znacajno manjim brojem indikatorskih bakterija na Zdrijelu i trupu generalno, no
nije utvrdena razlika u prisutnosti patogenih bakterija u odnosu na standardno izvedenu
evisceraciju. MARTINS 1 sur. (2018.) su glavu svinja odvajali u pocetnom dijelu linije klanja
Sto je vjerojatno rezultiralo odsustvom Y. enterocolitica u pretrazivanim obriscima koriStenog
pribora.

Bitno je naglasiti da ¢e u€inkovitost navedenih intervencija u smanjenju kontaminacije
mesa biti postignuta samo u slu¢aju pridrZzavanja propisanih sanitacijskih postupaka tijekom
klaonicke obrade. To se najviSe odnosi na odrzavanje Cisto¢e koriStenog pribora, njegovu
pravilnu sterilizaciju kao i osobnu higijenu ljudi koji dolaze u kontakt s mesom. Primjena
metode dva noza, u kojoj je za vrijeme upotrebe jednog, drugi u sterilizatoru s vru¢om vodom
od minimalno 82 °C, smatra se klju¢nom u postupku odvajanja tonzila odnosno uklanjanja
prsnih organa (FREDRIKSSON-AHOMAA, 2017.). Isto vrijedi i za fazu rasijecanja trupa
tijekom koje je vazno adekvatno sterilizirati opremu izmedu pojedine primjene, a navedeno je
svakako preporucljivo napraviti nakon svake neciste operacije, neovisno o fazi klaonicke

obrade.
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2.2.2. Svinjsko meso i proizvodi od svinjskog mesa kao izvor patogene Y. enterocolitica

Meso 1 mesni proizvodi smatraju se najvaznijim izvorom zaraze patogenom Y.
enterocolitica, pri ¢emu svinjsko meso dominira. Promjene u mesnoj industriji kojima se
proizvodnja iz malih klaonica s ograni¢enim kapacitetom distribucije preusmjerila u velike
objekte koji preraduju po nekoliko stotina ili tisu¢a svinja dnevno i plasiraju proizvode na
domace i inozemno trziste zasigurno su doprinijele pojavnosti jersinioze u posljednjih nekoliko
desetlje¢a. S tim u vezi, napredak u tehnologiji prerade 1 pakiranja mesa omogucile su
industrijama 1 potro$a¢ima o€uvanje proizvoda kroz dulji period, ¢ime je patogenima poput Y.
enterocolitica pospjesena prilagodba na uvjete hladenja u produzenim rokovima trajanja. Prema
posljednjem izvjeséu EFSE i ECDC-a (2024.), 10,2 % pretrazenih uzoraka hrane iz kategorije
mesa 1 mesnih proizvoda bilo je pozitivno na Yersinia. Najveci postotak pozitivnih uzoraka
(12,6 %) pripadao je kategoriji svjeZeg svinjskog mesa dok u proizvodima spremnima za
konzumaciju (RTE — engl. ready-to-eat) Yersinia nije pronadena. Obzirom na psihrotrofnost
bakterije Y. enterocolitica, visoka ucestalost njezine izolacije iz svjezeg svinjskog mesa nije
iznenadujuc¢a. Naime, pri uobifajenim temperaturama hladenja patogeni sojevi bakterije
pokazuju relativno visoku stopu umnazanja, vecu i od Listeria monocytogenes (BHADURI,
2005.). Smatra se da u hrani neutralne pH vrijednosti, koja je pohranjena na temperaturi od 5
°C, broj bakterijskih stanice unutar 5 dana poraste sa 10 CFU/mL na 2,8x107 CFU/mL (PLATT-
SAMORALJ, 2022.). Sposobnost razmnoZavanja pri takvoj temperaturi pogoduje odrZavanju i
Sirenju patogena kroz proizvodni sustav §to je posebno bitno jo§ na poc€etku hladnog lanca,
odnosno tijekom hladenja polovica. Naime, trupovi se po zavrSetku klanja smjestaju u rashladne
komore u kojima ostaju 1 do nekoliko dana prije daljnjeg rascijecanja i pakiranja Sto ostavlja
dovoljno vremena za porast inicijalne populacije Y. enterocolitica na mesu ¢ak i ako je prisutna
u malom broju. RazmnoZavanje dakako uvjetuje istovremena prisutnost drugih vrsta
psihrotrofnih bakterija na mesu, no kompetitivnost Y. enterocolitica dodatno ovisi o ostalim
karakteristikama hrane poput pH vrijednosti, temperature pohrane ili nacina pakiranja (BARI 1
sur., 2011.). Primjerice, u istrazivanju CONTE-JUNIOR i sur. (2010.), rast Y. enterocolitica u
vakuum pakiranju pohranjenom pri razli¢itim temperaturama bio je jednak ili ¢ak ve¢i u odnosu
na ostalu mikrofloru prisutnu na mesu. Isti autori su dokazali kako je rast Y. enterocolitica bio
gotovo potpuno inhibiran u mesu pohranjenom na 4 °C, a pakiranom u modificiranoj atmosferi
sa 60 % CO21 0,4 % CO, dok je u uzorcima pakiranim sa ve¢om koncentracijom kisika (70 %

02/30 % CO2) njihov broj pri istoj temperaturi porastao sa 5x10> CFU/gna 10* CFU/g.
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Sirovo, odnosno termicki nedovoljno obradeno svinjsko meso smatra se glavnim
rizicnim faktorom u nastanku humane jersinioze (LIANG i sur., 2012.; GUILLIER 1 sur.,
2021.). Ipak, konzumacija sirove svinjetine je u tek malom broju slucajeva stvarni razlog
oboljenja obzirom na uvrijezene prehrambene navike potroSaca pri kojima se zahtjeva obavezna
termicka obrada takvog proizvoda. Tako je u vecini slucajeva glavni izvor zaraze termicki
nedovoljno obradeno meso, ili jo§ ¢eSce, nepridrzanje higijenskih navika tokom pripreme
hrane, odnosno rekontaminacija nakon termicke obrade. Y. enterocolitica v najve¢em broju
slucajeva u meso dospijeva kontaminacijom svinjskih polovica jo§ na liniji klanja, odakle se
kroz daljnji lanac proizvodnje 1 distribucije svjezih svinjskih proizvoda prenosi do potroSaca.
U tom kontekstu, prodajna mjesta poput mesnica imaju vaznu ulogu u $irenju patogena putem
kontaminiranih radnih povrsSina s kojima meso dolazi u izravan dodir, §to je slucaj kod svih
onih s nezadovoljavaju¢om higijenskom praksom (LAUKKANEN-NINIOS 1 sur., 2014.;
MANCINI i sur., 2022.). U ku¢anstvima pak, takva hrana moze biti izvor daljnje kontaminacije
tijekom neprikladne pohrane, prilikom koje se patogen moze prenijeti na unutarnje povrsine
hladnjaka ili na hranu koja je spremna za konzumaciju, $to predstavlja jo§ veéi rizik (TAN i1
sur., 2014.).

Brojni autori ispitivali su prevalenciju Y. enterocolitica u lancu proizvodnje svinjskog
mesa, no rezultati tih studija su Cesto neusporedivi zbog primjene razliCitth metodologija
istrazivanja. Primarno se to odnosi na vrstu uzorka, fazu uzorkovanja u tijeku proizvodnje,
mjesto prodaje, a ponajvise na¢in dokazivanja odnosno osjetljivost ili specifi€nost primjenjene
metode izolacije 1 dokazivanja. U nedavnom istraZivanju, FERL i sur. (2020.) su bakteriju Y.
enterocolitica i1zolirali 1z 22,6 % uzoraka svjeZeg mesa namjenjenog proizvodnji mljevenog
mesa te iz ¢ak 11,5 % gotovih proizvoda od sirove usitnjene svinjetine (engl. RTE — ready-to-
eat). Iz vecine uzoraka (84,8 %) izolirani sojevi pripadali su patogenom bioserotipu 4/0:3.
Prethodno su sli¢ne rezultate dobili WICKE 1 sur. (2018.) gdje je ucestalost izolacije Y.
enterocolitica u sviezem mesu (16,2 %) bila ve¢a u odnosu na mljeveno meso (5,7 %). Takve
nalaze FERL 1 sur. (2020.) obrazlazu sastavom mikrobiote prisutne tijekom proizvodnje
mljevenog mesa koja zbog jake kompetitivnosti potiskuje populaciju Y. enterocolitica pa je
njezina detekcija u kona¢nom proizvodu vrlo oteZana. S druge strane, isti autor navodi kako je
u njegovom istrazivanju primjena real-time PCR-a u kombinaciji sa hladnim obogaéivanjem u
trajanju od pet dana zasigurno doprinijela vecoj osjetljivosti metode detekcije. Naime, obzirom
da je Y. enterocolitica pri tako niskim temperaturama sposobna nadvladati rast ostalih prisutnih
enterobakterija, velika gusto¢a populacije po zavrSetku inkubacije olakSava njezinu detekciju

(PETSIOS i sur., 2016.).
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Prednost molekularnih metoda u detekciji Y. enterocolitica dokazali su 1 TAN 1 sur.
(2014.) prilikom dokazivanja njezine prevalencije u svjezim uzorcima svinjetine u Maleziji. U
istrazivanju su koristili standardne kulturelne metode, ali i PCR po zavrsetku obogaéivanja
pomocu kojeg je ustanovljena daleko veca prevalencija (60,3 %) u odnosu na klasi¢énu metodu
izolacije (12,1 %). Najveca je iznosila u uzorcima svjezeg mesa (23,8 %), zatim u jetri (20 %)
teu crijevima (12,5 %), a 88 % izolata pripadalo je patogenim bioserotipovima (1B/O:8; 3/0:3).
Osim toga, autori isticu kako je visoki postotak pozadinske mikrobiote u takvim uzorcima
otezao izdvajanje Y. enterocolitica, obzirom da selektivni medij podupire rast ve¢ine populacije
te kolonije takvih bakterija morfoloski izgledaju vrlo slicno onima roda Yersinia.

Ipak, standardne kulturelne metode i dalje su zlatni standard u izolaciji Y. enterocolitica,
a po potrebi se nadopunjuju sa sofisticiranim molekularnim metodama koje olakSavaju
izdvajanje 1 karakterizaciju patogenih sojeva. Nedavno istrazivanje u Latviji (TERENTJEVA i
sur., 2022.) obuhvatilo je ukupno 180 uzoraka svinjskih odrezaka, mljevenog mesa i iznutrica
te 150 uzoraka govedeg mesa koji su pretrazeni na prisustvo Y. enterocolitica standardnom ISO
metodom 10273:2017. Rezultati su pokazali kako je prevalencija Y. enterocolitica u svinjetini
(24 %, 44/180) bila znacajno veca (p<0,05) nego u govedem mesu (13 %, 19/150). Svi izolati
izdvojeni iz uzoraka govedeg mesa pripadali su nepatogenom biotipu 1A, dok su patogeni
bioserotipovi 4/0:3 1 2/0O:9 potvrdeni isklju€ivo iz uzoraka svinjskog mesa, s 3 % pozitivnih na
ail gen. Nesto vecu prevalenciju Y. enterocolitica (28,38 %, 18,13-38,67, 95 % CI) u uzorcima
svjezeg svinjskog mesa izvjestili su PRIMAVILLA i sur. (2023.) nedavno provedenim
retrospektivnim istraZivanjem u srediSnjoj Italiji. Iako je kao 1 u prethodnom istrazivanju
statistiCki veca prevalencija zabiljezena u svjezem svinjskom mesu u odnosu na govede
(p<0,001), ovdje su svi izolati pripadali nepatogenom biotipu 1A i bili negativni na ail gen. Za
razliku od svjezeg svinjskog mesa, svi pretrazeni uzorci fermentiranih mesnih proizvoda bili su
negativni na prisutnost Y. enterocolitica, no takve rezultate trebalo bi uzeti s dozom opreza
obzirom na znatno manji broj uzoraka ukljucenih u istrazivanje (N=9). WANG 1 sur. (2021.a)
pretrazili su 1588 uzoraka razlicitih vrsta hrane od kojih 240 uzoraka svjezeg mesa, a 268 tzv.
brzo smrznute hrane uglavnom sacinjene od mesa. Ustanovljena prevalencija Y. enterocolitica
u svjezem mesu bila je zacudujuce manja (4,58 %) nego u brzo smrznutim proizvodnima (6,72
%) Sto ukazuje na dodatni rizik jer se u Kini oni tek blago podgrijavaju prije konzumacije. U
sli¢cnom istraZivanju provedenom takoder u Kini (LU i sur., 2022.), autori su utvrdili nesto veéu
prevalenciju Y. enterocolitica u svjezoj svinjetini (8 %), dok je u mljevenom mesu ona iznosila
8,7 %, a u medaljonima od svinjskog mesa 7,3 %. Pritom nije ustanovljena znacajna razlika u

ucestalosti izolacije patogena iz mljevenog mesa i svinjskih medaljona pa autori zakljucuju
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kako je mogu¢i razlog tome krizna kontaminacija nastala zbog nepridrzavanja higijenskih mjera
prilikom usitnjavanja i oblikovanja mesa (upotreba istog kontaminiranog pribora i radnih
povrsina).

Pored ve¢ spomenute uloge svjezeg mesa u Sirenju jersinioze, predmet brojnih
ispitivanja su 1 proizvodi spremni za konzumaciju (RTE — engl. ready-to-eat), od kojih su u
kontekstu istrazivanja prevalencije Y. enterocolitica najcesée fermentirane kobasice. U odnosu
na svjeze meso, rizik od pronalaska Y. enterocolitica u takvim proizvodima je daleko manji,
imajuc¢i na umu uvjete koji tijekom faze fermentacije odnosno zrenja otezavaju prezivljavanje
1 odrzivost patogena u zavrsSnom proizvodu (PERUZY i sur., 2020.). Ipak, sporadi¢ni nalaz je
zabiljezen pa su tako u Egiptu YOUNIS i sur. (2019.) izolirali Y. enterocolitica iz 10 %
pretrazenih uzoraka kobasica, pri cemu je ¢ak 70 % izolata stvaralo biofilm in vitro. S tim u
vezi, kod takvih izolata je tvorba biofilma bila u pozitivnoj korelaciji sa stupnjem rezistencije
na beta laktamske antibiotike kao i posjedovanjem virulentnih gena (ai/ i yst). Niza prevalencija
Y. enterocolitica u takvim proizvodima u odnosu na svjeze meso dokazana je i u Argentini
(LUCERO-ESTRADA i sur., 2015.) i Njemackoj (FERL i sur., 2020.). Tako su LUCERO-
ESTRADA 1 sur. (2015.) izolirali Y. enterocolitica iz svega jednog uzorka kobasice od 74
ispitana, a prevalencija u mljevenom mesu iznosila je 14,7 %. FERL 1 sur. (2020.) dokazali su
prevalenciju Y. enterocolitica od 1,9 % (2/104) u brzo fermentiraju¢im kobasicama s lukom te
su oba izolata pripadala patogenom bioserotipu 4/0:3 dok su ostali uzorci svjezih 1 trajnih
kobasica bili negativni (N=43). Kako autori navode, sporadi¢ni nalaz patogene Y. enterocolitica
u takvim kobasicama nije iznenadujuci obzirom na relativno kratak period fermentacije kojima
su podvrgnuti, a koji na kraju rezultira proizvodom s prosje¢nom pH vrijednosti od 5,61-5,80.

U pravilu, proces fermentacije odnosno zrenja trajnih kobasica u kojemu konaéni
proizvod dostigne ciljne vrijednosti pH i aktiviteta vode, smatra se u¢inkovitim u inaktivaciji
patogene Y. enterocolitica. IVANOVIC i sur. (2015.) istrazivali su utjecaj tijeka fermentacije u
kobasicama s dodatkom starter kultura (Lactobacillus sakei, Staphylococcus carnosus i
Staphylococcus xylosus) na prezivljavanje inokulirane populacije Y. enterocolitica. U
kobasicama bez dodatka starter kultura, broj Y. enterocolitica se tijekom prvih 15 dana smanjio
sa pocetnih 5,85+0,15 logio CFU/g na 5,63+0,46 logio CFU/g dok se uz utjecaj starter kultura
inokulirana populacija Y. enterocolitica 15. dana reducirala na 4,40+0,06 logio CFU/g. Nakon
15 dana, Y. enterocolitica vise nije izolirana niti iz jedne ispitivane skupine. Ove Cinjenice
govore u prilog rezultatima istrazivanja koja nisu dokazala prisutnost Y. enterocolitica u sli¢nim
proizvodima (ZADERNOWSKA i CHAJECKA-WIERZCHOWSKA, 2016.; LATHA i sur.,
2017.; FERL i sur., 2020.; MANCINI i sur., 2022.) iako neki od ovih autora ukazuju kako zbog
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nereprezentativnog broja uzoraka koriStenih u pojedinim istrazivanjima ne treba iskljuciti
moguénost prisustva patogene Y. enterocolitica. Da fermentirani proizvodi ipak mogu biti izvor
patogene Y. enterocolitica dokazali su YAGUE-MUNOZ i sur. (2019.) koji su proveli opsezno
osmogodi$nje istraZivanje o epidemiologiji jersinioze u Castellon regiji Spanjolske. Naime,
rezultati su pokazali kako je ¢ak 50 % prijavljenih slucajeva oboljenja bilo uzrokovano
konzumacijom trajne kobasice karakteristi¢ne za to podrucje, a koja je proizvedena uglavnom
od svinjetine. U vise od 90 % slucajeva izolati su pripadali patogenom bioserotipu 4/0:3.

U Hrvatskoj su ZDOLEC 1 sur. (2017.) s ciljem pronalaska patogene Y. enterocolitica,
u razdoblju od 2014.-2017. godine pretrazivali uzorke fermentiranih i1 toplinski obradenih
mesnih proizvoda (N=91), te svjezeg mesa i mesnih pripravaka (N=32). Mesni proizvodi su bili
negativni, no bakterija je pronadena u 6,27 % uzoraka svjezeg mesa s trzista. Nesto kasnije,
PAZIN (2021.) je nakon ustanovljene visoke prevalencije (43 %) patogene Y. enterocolitica u
tonzilama svinja pretrazivao uzorke porcioniranog i mljevenog mesa istih proizvodaca u ¢ijim
klaonicama su uzrokovane tonzile, a s ciljem utvrdivanja moguénosti Sirenja patogena kroz
lanac proizvodnje svinjskog mesa. Svi komadi uzorkovanog mesa (N=92) su bili negativni, §to

upucuje na visoku razinu primjenjene higijene u toku proizvodnje.

2.2.3. Europsko zakonodavstvo u nadziranju patogene Y. enterocolitica

Prema podacima Europske komisije, Europska unija je drugi najve¢i svjetski proizvodac
svinjskog mesa 1 najveci izvoznik proizvoda od svinjskog mesa. Obzirom na tu ¢injenicu,
razumljiva je visoka razina odgovornosti nadleznih tijela u pogledu zastite zdravlja potroSaca.
Ona se u najvecoj mjeri postize donosenjem niza Uredbi i implementacijom njihovih odredbi u
nacionalne pravilnike drzava cClanica. U pogledu bioloskih opasnosti, propisi koje donosi
nadlezno tijelo Cesto su otvoreni za razmatranje zbog promjenjivih epidemioloskih situacija
koje od znanstvenih institucija zahtijevaju dodatna istrazivanja i preporuke. Zakonodavstvo
koje se odnosi na mikrobioloSke kriterije za hranu Cesto se revidira u svjetlu nedavnih
znanstvenih otkri¢a, posebno u pogledu zoonoza. Prema posljednjem izvjes¢u Europske
agencije za sigurnost hrane (EFSA i ECDC, 2024.), jersinioza je Cetvrta naj¢esSce prijavljena
zoonoza u EU sa ¢ak 8738 slucajeva godiSnje. Kako izvje$¢e navodi, to je povecanje od 13,5
% u odnosu na 2022. godinu, a ujedno i najveci broj prijavljenih slucajeva oboljenja u
posljednjih 10 godina (Slika 3). Ipak, za pretpostaviti je da je taj broj i veéi, obzirom da vecina
europskih zemalja nemaju razvijen sustav nadziranja patogene Y. enterocolitica, a u pojedinima

se prijava bolesti temelji isklju¢ivo na dobrovoljnom prijavljivanju. Ista je situacija i na razini
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primarne proizvodnje, odnosno farme, a time i hrane zivotinjskog podrijetla Sto rezultira malom
koli¢inom podataka koje drzave ¢lanice prijavljuju EFSA-i. Unato¢ tome, drzave ¢lanice mogu
uspostaviti sustav nadziranja za patogenu Y. enterocolitica i prije nego bi li on postao obavezan
prema Direktivi 2003/99 EZ (ANONIMNO, 2003.). Trenutno je u prilogu iste Direktive
jersinioza svrstana na popis zoonoza i uzro¢nika zoonoza koje treba pratiti sukladno trenutnoj

epidemioloskoj situaciji.
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(izvor: https://atlas.ecdc.europa.eu/public/index.aspx)

U kontekstu svinja odnosno svinjskog mesa kao glavnog rizicnog faktora u nastanku
jersinioze, pracenje ili nadziranje patogene Y. enterocolitica zasigurno treba biti usmjereno ka
sprjeCavanju Sirenja patogena od primarne proizvodnje do potrosaca. Vodeci se odredbama
europskog Zakona o hrani (ANONIMNO, 2002.) prema kojima je sigurna hrana jedan od
glavnih preduvjeta zaStite javnog zdravlja, zakonska regulativa je joS prije dva desetljeca
napravila pomak u smislu osiguranja odgovarajucih uvjeta za njezinu sigurnu proizvodnju kroz
koncept poznat kao ,higijenski paket“. Sto se ti¢e biologkih opasnosti, Uredba (EZ) br.
852/2004 (ANONIMNO, 2004.a) kao osnova za osiguranje higijenski ispravne hrane u EU,
izmedu ostalog navodi da subjekti u poslovanju s hranom moraju usvojiti posebne higijenske
mjere kao Sto je ,,uskladenost s mikrobioloskim kriterijima za hranu®. Kako Uredba navodi,
ove mjere postavlja Komisija, ali tek nakon konzultacija s Europskom agencijom za sigurnost

hrane.
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Pored toga, odredbe ove Uredbe dopunjene su puno detaljnijim Uredbom (EZ) br.
853/2004 (ANONIMNO, 2004.b) o posebnim higijenskim pravilima za hranu zivotinjskog
podrijetla. S ciljem sprje¢avanja kontaminacije mesa tijekom klanja, a $to je posebno vazno u
slucaju patogene Y. enterocolitica, Uredba propisuje niz higijenskih mjera koje je potrebno
poduzeti tijekom klanja, rasijecanja i otkoStavanja mesa. Tako su neki od zahtjeva da klaonice
moraju imati opremu za dezinfekciju pribora s vru¢om vodom temperature od najmanje 82 °C.
Takoder, evisceracija i uklanjanje tonzila se moraju provesti na higijenski na¢in, odnosno da se
izbjegne bilo kakva kontaminacija mesa. Sto se ti¢e skladiStenje i transporta, subjekt u
poslovanju s hranom je obavezan ispuniti zahtjeve vezane uz odrzavanje tzv. hladnog lanca u
pogledu temperature mesa. Ipak, s obzirom na ¢injenicu da je Y. enterocolitica psihrotrofna
bakterija i sposobna prezivjeti ili se ¢ak razmnoZzavati na temperaturi hladenja, izbjegavanje
kontaminacije mesa gore navedenim postupcima smatra se najvaznijim korakom u smanjenju
ovog rizika. Prema Zakonu o hrani, drzave ¢lanice moraju provjeravati ispunjavaju li subjekti
u poslovanju s hranom odgovarajuce zahtjeve prethodno spomenutih Uredbi te s tim ciljem
odrzavaju sustav sluzbenih kontrola.

Posebna pravila vezana uz sluzbene kontrole i radnje koje poduzimaju nadlezna tijela u
vezi s proizvodnjom hrane zivotinjskog podrijetla navedena su u Uredbi (EZ) br. 2017/625
(ANONIMNO, 2017.) dok Provedbena uredba komisije (EZ) br. 2019/627 (ANONIMNO,
2019.) podrobnije regulira pravila za provodenje takvih kontrola u pogledu Zivotinjskih vrsta,
a posebno svjezeg svinjskog mesa. Uredbom je detaljno objasnjen nacin provodenja post
mortem pregleda svinjskih trupova, koji je uglavnom ograni¢en na vizualni pregled uz izuzetak
primjene postupka palpacije i incizije onda kada postoje naznake moguceg rizika za zdravlje
ljudi, zdravlje Zivotinja ili dobrobit Zivotinja. To je ujedno 1 jedna od vaznijih odredbi
zakonodavstva po pitanju patogene Y. enterocolitica koja je zasigurno doprinijela smanjenoj
kontaminaciji trupova tijekom post mortem pregleda. Naime, tijekom uvodenja higijenskog
paketa, pravila post morem pregleda regulirana unutar Uredbe (EZ) 854/2004 (ANONIMNO,
2004.c) ukljucivala su obavezni vizualni pregled uz palpaciju i zarezivanje odredenih organa ili
dijelova tijela, ¢ak i ako nije bilo moguceg rizika za ljudsko zdravlje. Osnova za trenutacne
odredbe zapocela je 2011. nakon izvjes¢a EFSA-e (EFSA, 2011.) u kojem je zakljuc¢eno kako
su primjenjene tehnike irelevantne za zaStitu javnog zdravlja, a s druge strane mogu
predstavljati rizik od krizne kontaminacije te ih treba izostaviti. Iz tog razloga, odredbe su
izmijenjene Uredbom Komisije (EZ) br. 219/2014 (ANONIMNO, 2014.) te su do danas
zadrZane u okviru Uredbe (EZ) br. 2019/627 (ANONIMNO, 2019.).
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Sve ove propisane mjere, ako se provode na pravilan nacin, trebale bi rezultirati $to je
ucinkovitosti, odnosno sprjeavanja prisutnosti mikroorganizama u hrani i kontrole njihovog
broja u hrani, uvedena su zakonska ograni¢enja i metode kojima se provjerava uskladenost s
njima, a sve temeljem znanstvenih misljenja. Vec¢ina ovih odredbi uvedena je Uredbom (EZ)
br. 2073/2005 (ANONIMNO, 2005.b) kojom se utvrduju mikrobioloski kriteriji za odredene
mikroorganizme te pravila kojih se subjekti u poslovanju s hranom moraju pridrzavati pri
provodenju op¢ih i posebnih higijenskih mjera iz Uredbe (EZ) br. 852/2004.

Prema ovoj Uredbi propisane su dvije vrste mikrobioloskih kriterija: kriteriji sigurnosti
hrane i kriteriji higijene procesa. Sto se ti¢e svinjskog mesa, nekoliko patogenih i nepatogenih
bakterija navedeno je u oba kriterija, no ne i Y. enterocolitica. Neizravan nacin dokazivanja
njezine moguce prisutnosti je temeljem odredivanja broja enterobakterija na trupovima svinja
prilikom validacije sukladnosti s kriterijima higijene procesa, iako to moZze biti izazovno
obzirom na veli¢inu porodice Enterobacteriaceae koja je sacinjena od velikog broja
bakterijskih rodova i vrsta. Uredba je dakako podlozna reviziji, uzimajuéi u obzir prevalenciju
patogenih mikroorganizama u hrani te procjenjeni rizik od nastanka oboljenja nakon
konzumacije takve hrane, no kriteriji za patogenu Y. enterocolitica jo§ uvijek nisu propisani.
Sto se ti¢e Hrvatske, odredbe prethodno navedene Uredbe implemetirane su kroz Zakon o
higijeni hrane 1 mikrobioloSkim kriterijima za hranu (NN, br. 83/2022), a od strane nadleZnog
ministarstva je jo§ 2011. godine izdan Vodi¢ za mikrobioloske kriterije za hranu. U njemu je Y.
enterocolitica navedena kao potencijalni rizik ukoliko se pronade u 25 g uzorka hrane, no nije
specificirana 1 to¢na razina. Dakako, njezino pretrazivanje u hrani navedeno je samo kao
preporuka subjektu u poslovanju s hranom tijekom revizije svojih sustava samokontrole prema
HACCP nacelima.

Temeljem gore navedenih ¢injenica, ¢ini se opravdanim uvrstiti pracenje patogene Y.
enterocolitica kroz Uredbu (EZ) br. 2073/2005, u okviru ispitivanja sukladnosti s kriterijima
higijene procesa. Kako SPIROVSKA VASKOSKA (2020.) navodi, postoje Cetiri faze tijekom
uspostavljanja mikrobioloskih kriterija: odabir patogena, kategorije hrane i njihove
povezanosti; postavljanje mikrobioloske granice; odabir plana uzorkovanja te odabir metode
ispitivanja i korektivnih radnji. Sto se ti¢e plana uzorkovanja, pretraZivanje je moguée uéiniti
prilikom uzorkovanja na Salmonella spp., kao $to je trenutno praksa pri pretrazivanju trupova
na broj aerobnih mezofilnih bakterija i enterobakterija. Pritom za uzorkovanje treba razmotriti
ona mjesta na trupu koja imaju vecu vjerojatnost kontaminacije (EFSA, 2007.). Medutim,

mikrobioloske granice tek treba utvrditi obzirom da do danas jo$ uvijek nema toliko saznanja o
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minimalnoj infektivnoj dozi. U znanstvenoj literaturi se mogu pronaci razlicite vrijednosti, koje
se krecu od 4-9 logio CFU, no pretpostavka je kako ona prvenstveno ovisi o imunoloskom
sustavu pojedinca. Trenutna referentna analiticka metoda (HRN EN ISO 10273:2017) za
detekciju patogene Y. enterocolitica preporucuje se kao metoda izbora pri provodenju analiza.
Ipak, brojni nedostaci ove metode odnose se na dugotrajne korake obogacivanja koji Cesto
zavrSavaju izolacijom nepatogenih sojeva pa BIOHAZ Panel (EFSA, 2007.) ukazuje kako bi
trebalo uloziti napore na razini EU da se pobolj$aju trenutne metode izolacije. Faza u kojem se
ovaj kriterij moZe primijeniti je isti kao 1 za druge mikroorganizme: nakon obrade, ali prije
hladenja kako bi se analizirala razina primijenjene higijene klanja.

Y. enterocolitica kao uzro¢nik bolesti koji se prenosi hranom moze predstavljati ozbiljan
problem za potrosace, ali jo§ uvijek nije dovoljno ucinjeno po pitanju njezine zakonske
regulative. Nedostatak usporedivih podataka o prevalenciji kod ljudi, izvoru infekcije, ciljnoj
zivotinjskoj vrsti, vrsti hrane, analitickoj metodi ili karakterizaciji soja samo su neki od primjera
koji bi se trebali regulirati na nacionalnoj razini kako bi se osigurali znanstveni dokazi koji ¢e

nadleZnim institucijama dati osnovu za monitoring ili nadziranje patogene Y. enterocolitica.

2.3. Znacaj dekontaminacije za higijenu i sigurnost mesa

SvjeZze meso kao namirnica predstavlja idealni medij za rast i razmnozavanje patogenih
bakterija, a mikrobioloske opasnosti potjecu od Zivih Zivotinja kao i kontaminiranog okolisa.
Kontrola takvih opasnosti kod zivih Zivotinja nije uvijek jednako u¢inkovita na razini farme pa
one predstavljaju vazan izvor kontaminacije po dolasku u klaonicu, naj¢es¢e u formi
asimptomatskih nositelja. Unato¢ brojnim dostignu¢ima u tehnologiji klanja, mikrobioloSka
kontaminacija trupa je i dalje prisutna te moze narusiti higijensku dispoziciju trupa, u vecoj ili
manjoj mjeri. Dakako, taj stupanj kontaminacije trupa kao i vaznost pojedinih izvora
kontaminacije ovisi o brojnim ¢imbenicima poput Cistoce Zivotinja po dolasku u klaonicu,
naCinu izgradnje klaonice (primjer odvajanja Cistog od necistog dijela), tehnologiji klanja te
ponajprije primjenjenoj higijeni tijekom klaonicke obrade zivotinja (ZWEIFEL i STEPHAN,
2014.). Postoji nekoliko nacina kojima nastaje bakterijska kontaminacija trupa. Prvi je
direktnim prijenosom bakterija iz krvi ili unutarnjih organa na trup tijekom klanja. Drugi, a
ujedno 1 najces¢i prijenos, dogada se pri nehigijenskoj obradi trupa (kontaminacija fekalnim
sadrzajem, preko nesteriliziranog pribora itd.). Tre¢i je nacin kontaminacije posljedica
nehigijenskog postupanja s mesom nakon klanja (obrada mesa na kontaminiranim povrSinama,

prijenos bakterija s kontaminiranog pribora ili ruku zaposlenika). U slu¢aju klaoni¢ke obrade
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svinja, inicijalna mikrobioloSka kontaminacija trupova znacajno se smanjuje tijekom faze
Surenja, odnosno opaljivanja, dok se nakon evisceracije te tijekom obrade polovica njezina
razina progresivno povecava (Slika 4). Temeljem navedenog, razvidna je vaznost primjenjenih
standardnih higijenskih postupaka tijekom svih faza proizvodnje mesa (higijena mesa), §to i
definiramo kao skup mjera poduzetih s ciljem eliminacije svih potencijalnih rizika koji se mogu

pojaviti u takvom sustavu (HASTAOGLU i sur., 2022.).

—O—ukupan broj bakterija
—— enterobakterije

logyy CFU/em?
N
A

+

omamljivanje Surenje depilacija opaljivanje trimanje evisceracija hladenje rasijecanje

Slika 4. Razina mikrobioloSke kontaminacije trupova svinja tijekom klaonicke obrade

(PAULSEN i SMULDERS, 2004.)

Ipak, unato¢ usvajanju postulata dobre higijenske prakse tijekom proizvodnje,
prevencija mikrobioloske kontaminacije primarne sirovine ¢esto nije dovoljna u osiguravanju
proizvodnje zdravstveno ispravnog proizvoda. S tim u vezi, posljednjih desetaka godina javlja
se potreba za razvojem novih tehnologija koje bi primarno unaprijedile sigurnost proizvoda, ali
1 povecale njegovu odrzivost. Takve antimikrobne intervencije idu u smjeru redukcije inicijalne
bakterijske populacije prisutne na trupu te ograni¢avanja 0dnosno usporavanja njezinog rasta.
Naime, mikroorganizmi koji neposredno nakon klanja kontaminiraju povrSinu trupa, s
vremenom prodiru u dublje slojeve mesa pa se primjenom metoda dekontaminacije u tako ranoj
fazi onemogucuje njihovo prezivljavanje odnosno Sirenje kroz daljnji lanac proizvodnje mesa
(HASTAOGLU i sur., 2022.). Dekontaminacijski postupci ukljuéuju brojne fizikalne, biologke

ili kemijske metode koje se primjenjuju zasebno ili u kombinaciji.
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Fizikalne metode imaju za cilj mehanicki odstraniti neCisto¢e s povrSine Zzivotinje
odnosno trupa, kao i smanjiti bakterijsku populaciju. Ve¢ina njih je ukljucena u standardni
klaonicki proces poput pranja zivotinja prije klanja, Surenja i skidanja dlake (depilacija) svinja
odnosno Cerupanja peradi, zatim opaljivanja, izrezivanja dijelova trupa (trimanje) te ispiranja
trupova vodom. Ostale dekontaminacijske metode primjenjuju se ciljano u pojedinim fazama
klaonicke obrade, a najvaznije ukljucuju primjenu vruée vode odnosno vodene pare, zracenja
ili ,,hladne pasterizacije®, hladenja, ultraljubi¢astog zraCenja te vakumiranja pomoc¢u vodene
pare (SKANDAMIS i sur., 2010.; ZWEIFEL i STEPHAN, 2014.). Unato¢ jednostavnosti,
brzini 1 potencijalnoj Sirokoj primjenjivosti u lancu proizvodnje, rijetko su prisutne u
dekontaminaciji trupova, ve¢ najées¢e u dekontaminaciji komadnog mesa, preradi mesa i
predpakiranju (BLAZEVIC i sur., 2023.). Od gore navedenih, metode bazirane na primjeni
vode svakako dominiraju u upotrebi te je njihov u¢inak dosad najbolje istraZzen. U najvecoj
mjeri razlog tome je Cinjenica $to je u Europskoj uniji voda jos uvijek jedino odobreno fizikalno
sredstvo za dekontaminaciju hrane (ANONIMNO, 2004.b). U opseznim pregledima
dosadasnjih istrazivanja (SOHAIB i sur., 2016.; ALBERT i sur., 2021.) dekontaminacijskog
ucinka netermalnih tehnologija (zracenje, ultrazvuk, hladna atmosferska plazma, pakiranje pod
visokim tlakom ili ultraljubiCasto zracenje), autori isticu njihove ekoloske prednosti, buduc¢i da
ne sadrze kemikalije, ne ostavljaju rezidue te su time minimalno Stetni za okoliS. Ipak, joS uvijek
je nedovoljno podataka o njihovom antimikrobnom ucinku kao 1 utjecaju na organolepticka
svojstva mesa te pokazatelje kvalitete proizvoda.

Bioloski postupci podrazumijevaju primjenu bakteriofaga ili kompetitivnih bakterijskih
kultura u vidu bakteriocina, no njihov dekontaminacijski potencijal je jo§ nedovoljno istrazen
(BUNCIC i SOFOS, 2012.). Prednost primjene bakteriofaga je zasigurno njihova visoka
specificnost prema ciljnim bakterijskim vrstama pa se ne oc¢ekuje interakcija s pozadinskom
mikrobiotom (GREER, 2005.). S druge strane, isti autor navodi kako njihov uski spektar
djelovanja ponekad moze rezultirati nedovoljnim dekontaminacijskim uc¢inkom, a ispoljavanje
nepozeljnih karakteristika poput prijenosa virulentnih gena ili razvoja rezistencije, predstavljaju
dodatna ogranicenja za njihovu primjenu. Sli¢na zapazanja uocena su i kod bakteriocina. Nizin,
najpoznatiji i jedini odobreni bakteriocin za konzerviranje hrane, svoj antimikrobni ucinak
iskazuje vefinom prema gram pozitivnim bakterijama. S tim u vezi, njegova primjena u
dekontaminacijske svrhe je ogranic¢ena, dodatno i zbog nedostatne sinteze in vivo, moguce
inaktivacije uslijed interakcije s ostalim komponentama hrane te potencijalnog razvoja

rezistencije (HUGAS i TSIGARIDA, 2008.).
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U posljednje vrijeme sve se viSe paznje posvecuje kemijskoj dekontaminaciji klaonicki
obradenih trupova za koju postoji niz sredstava poput klornih, sulfatnih ili fosfatnih, otopina
organskih (octena, mlije¢na, limunska) kiselina, elektrolizirane ili ozonirane vode, vodikovog
peroksida i natrijevog hidroksida (ACUFF, 2005.; ALONSO-HERNANDO 1 sur., 2013.).
Vecina dosadasnjih istrazivanja usmjerena je na ispitivanje dekontaminacijskog potencijala
organskih kiselina, pogotovo mlijecne kiseline. Za razliku od Europske unije, kemijska
dekontaminacija je u Sirokoj upotrebi u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama i Kanadi, posebno
na govedim i pile¢im trupovima. Ipak, Europska unija je 2013. godine odobrila njezinu
upotrebu u svrhu smanjenja povrSinskog mikrobioloSkog oneciS¢enja govedih trupova
(ANONIMNO, 2013.), dok je kod svinja ona tek u razmatranju.

Postoje brojni zahtjevi koje prethodno navedene metode moraju ispunjavati kako bi se
opravdala njihova upotreba u dekontaminaciji mesa. Pored toga $to moraju biti sigurne za
zdravlje ljudi te teziti unaprijedenju sigurnosti proizvoda, ne smiju imati negativan utjecaj na
njegova organolepti¢ka svojstva kao ni nutritivnu vrijednost. Pozeljno bi bilo da su ekonomski
isplative te da ih je jednostavno implementirati unutar proizvodnog procesa. Procjene ukupnih
ucinaka takvih intervencija su ¢esto oteZane obzirom na manjkavost podataka proizaslih iz
istrazivanja na razini industrije, dok je s druge strane predikcija eksperimentalnih rezultata u
praksi joS teza (ZWEIFEL 1 STEPHAN, 2014.). U industriji proizvodnje svinjskog mesa su
takve procjene jo$ teze, imaju¢i na umu da je vecina dosadaSnjih istrazivanja vezanih uz
dekontaminaciju mesa provedena na modelu govedeg 1 pileCeg mesa. Bitno je naglasiti kako
dekontaminacijske metode moraju biti dio integriranog sustava sigurnosti hrane, a nikako
zamjena za dobru higijensku odnosno proizvodacku praksu (BUNCIC i SOFOS, 2012.). Na taj
nacin, smanjuju se eventualni mikrobioloski rizici u sluc¢aju kada standardne operativne mjere
preduvjetnih programa i HACCP sustava ne daju zadovoljavajuée rezultate (BLAZEVIC i sur.,
2023.).
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2.4. Kemijske metode dekontamnacije mesa organskim Kiselinama

2.4.1. Organske kiseline

Organske kiseline su kemijski spojevi Siroko rasprostranjeni u prirodi kao sastavni dio
biljnih 1 Zivotinjskih tkiva (BONETTI i sur., 2020.). U svojoj strukturi sadrze ugljik, a
sintetiziraju ih brojni mikroorganizmi, primarno bakterije mlijecne kiseline (ROSSI i sur.,
2023.). Obzirom da su prirodno prisutne u hrani, organske kiseline odnosno njihove soli su kao
potencijalni konzervansi ve¢ dugi niz godina predmet brojnih istrazivanja. Pored ispoljavanja
antimikrobne aktivnosti prema uzro¢nicima kvarenja hrane te patogenim bakterijama, u hrani
imaju ulogu stabilizatora boje, regulatora kiselosti te razvoja karakteristiénih okusa ¢ime
unaprijeduju senzoricka svojstva proizvoda (JAMILAH i sur., 2008.; HAUSER i sur., 2016.).
U principu, organske kiseline su slabe kiseline 1 ne disociraju u potpunosti u vodi ¢ime postizu
jaci antimikrobni u¢inak od anorganskih kiselina. Naime, HASTAOGLU i sur. (2022.) navode
kako je bakteriostatski odnosno baktericidni u¢inak nedisociranih oblika kiselina oko 10-600
puta jaci od disociranih. One niske molekularne mase poput mlijecne i octene su dobro topive
u vodi, za razliku od visokomolekularnih koje su netopive (BEN BRAIEK i SMAOUI, 2021.).
Dolaze u formi Cistih organskih kiselina (mlije¢na, octena, limunska i benzojeva) ili puferiranih
kao kalcijeve i natrijeve soli spomenutih kiselina (THERON 1 LUES, 2007.). Razlike u njihovoj
strukturi uvjetovane su brojem i1 polozajem gradivnih elemenata (ugljika, vodika 1 kisika).

Organske kiseline se tradicionalno koriste u prehrambenim proizvodima gdje
smanjivanjem pH vrijednosti inhibiraju rast bakterija te time produljuju rok trajanja proizvoda.
Kao i1 vec¢ina mikroorganizama, bakterije preferiraju neutralne pH vrijednosti (6,5-7,5) iako
raspon vrijednosti za njihovo preZivljavanje moze biti znatno S$iri (4,0-9,0). Sposobnost
smanjenja pH vrijednosti ovisi o kemijskim svojstvima organskih kiselina poput konstante
kiseline (pKa), konstante disocijacije (Ka), koncentracije nedisociranih oblika kao 1
koncentracije organske kiseline (HAUSER 1 sur., 2016.) pa se ovisno o tome one nalaze u
ravnotezi izmedu disociranih i nedisociranih oblika (THERON i1 LUES, 2007.). Nedisocirane
molekule organskih kiselina su najvaznije za ispoljavanje antimikrobne aktivnosti obzirom da
se njihova koncentracija povecava pri niskoj pH vrijednosti. U takvom obliku, olak$an im je
prijenos kroz lipidni sloj membrane bakterijske stanice 1 ulazak u citoplazmu (HAUSER 1 sur.,

2016.). Slika 5 prikazuje antimikrobni u¢inak organskih kiselina prema bakterijskoj stanici.
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Slika 5. Mehanizam djelovanja organskih kiselina na bakterijsku stanicu (RAYBAUDI-
MASSILIA i sur., 2009.).

Jednom kad se organske kiseline nadu unutar stanice, uslijed poviSenog intracelularnog
pH, disociraju na anione 1 protone koji viSe nisu sposobni difundirati kroz membranu stanice
Sto dovodi do pada pH vrijednosti te njihove akumulacije unutar stanice (BRUL i COOTE,
1999.). Kako bi se sprijecile konformacijske promjene enzima, strukturnih proteina, fosfolipida
1 nukleinskih kiselina, generirani protoni se izbacuju iz stanice pomoc¢u adenozintrifosfataze Sto
zbog utroSka ATP-a dovodi do velike potroSnje stani¢ne energije (DAVIDSON 1 TAYLOR,
2001.). Istovremeno, nagomilavanje protona i1 aniona unutar stanice uzrokuje inhibiciju
enzimatske aktivnosti, stanicnog signaliziranja te aktivnog transporta (STRATFORD i
EKLUND, 2003.). Uslijed povecanja osmotskog tlaka citoplazme dolazi do oStecenja stani¢nih
proteina i DNA te u konac¢nici stani¢ne smrti (RICKE, 2003.; ANYASI i sur., 2020.). Pored
toga, organske kiseline s viSestrukim karboksilnim skupinama imaju sposobnost keliranja
metalnih iona medija i stani¢ne stijenke pa nastali kompleksi rezultiraju njezinim oSte¢enjem
(STIIN, 2017.). U konacnici, zbog razaranja proton-motorne sile (engl. PMF — proton motive
force) na povrsini bakterijske stanice, s vremenom dovodi do stvaranja nepovoljnih uvjeta za
prezivljavanje bakterija (NKOSI i sur., 2021.). Za pretpostaviti je da bi ovakav antimikrobni
ucinak organskih kiselina mogao rezultirati Zeljenim smanjenjem bakterijske populacije

prisutne na trupu u trenutku provedbe dekontaminacijskog postupka.
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Ipak, prije primjene bilo kakvih kemijskih sredstava u dekontaminaciji mesa, pa tako i
organskih kiselina, bitno je da nadlezno tijelo odobri njihovu upotrebu temeljem razmatranja
statusa sigurnosti (engl. GRAS — Generally Recognized As Safe), potencijalnih problema pri
deklariranju te znanstvenih istraZivanja koja podupiru njihovu uginkovitost (BLAZEVIC i sur.,
2023.). Od prethodno navedenih kriterija, antimikrobna djelotvornost je svakako glavni
¢imbenik obzirom na njihov potvrdeni GRAS status te prirodnu prisutnost u ljudskim i
zivotinjskim tkivima. Ipak, pojedina pitanja poput utjecaja dekontaminacije na razvoj
rezistencije bakterija, oc¢ekivanu senzoriku mesa te eventualnu kontaminaciju okoliSa, joS$
uvijek su predmet razmatranja. Prema ROSSI i sur. (2023.), mlije¢na i octena kiselina su u
kontekstu konzerviranja hrane dosad najcesc¢e primjenjivane i proucavane organske kiseline pa

je opravdano i razmatranje njihove primjene u dekontaminacijske svrhe.

2.4.1.1. Mlije¢na Kkiselina

Mlije¢na kiselina je organska kiselina s dugom tradicijom primjene u prehrambenoj,
farmaceutskoj, tekstilnoj 1 kemijskoj industriji. Prirodno ju nalazimo u mikroorganizmima,
biljnim 1 Zivotinjskim tkivima, a industrijski se proizvodi kemijskom sintezom iz ugljena dok
prirodna sinteza nastaje fermentacijom ugljikohidrata (KOMESU 1 sur., 2017.). Obzirom na
brojne prednosti prirodne sinteze poput dobivanja Cistih izomera i koriStenja obnovljivih izvora
fermentacije, smatra se da 90 % ukupno proizvedene mlijene kiseline nastaje bakterijskom
fermentacijom (HOFVENDAHL i HAHN-HAGERDAL, 2000.), primarno pomocu bakterija
mlijecne kiseline (NURYANA 1 sur., 2019.). Dolazi u dva aktivna oblika: L (+) mlijecna kiselina
1 D (—) mlijecna kiselina (Slika 6) ili u njihovoj medusobnoj kombinaciji. Oba izomera imaju
ista kemijska i fizikalna svojstva (tocka taliSta, topljivost, gustoca, konstanta disocijacije) osim

u reakciji s drugim prisutnim komponentama (KOMESU i sur., 2017.).

COOH COOH

H—C— OH HO—C—H

CH; CH;

Slika 6. Izomeri (D i L oblik) mlije¢ne kiseline
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Obzirom da nastaje kao krajnji produkt postmortalne glikolize, ne smatra se Skodljivom
za zdravlje ljudi (PIPEK i sur., 2005.; MANI-LOPEZ i sur., 2012.). Procjenjuje se da je njezina
koncentracija u mesu 10 mg/kg $to u konaénici doprinosi i okusu mesa (HASTAOGLU i sur.,
2022.). Dekontaminacijske metode otopinama mlijecne kiseline smatraju se brzim,
jednostavnima 1 ucinkovitima. Antimikrobni potencijal mlije¢ne kiseline mozda je
najucinkovitiji u odnosu na ostale organske kiseline. Naime, pored ve¢ spomenutih nacina
inaktivacije bakterija, uzrokuju izravna oSte¢enja stanicne membrane Sto rezultira brzim
slabljenjem permeabilne funkcije 1 gubitkom stani¢nog integriteta (WANG 1 sur., 2015.). Dobro
se otapa u vodi pa se moze primjenjivati u kombinaciji s hladnom, toplom ili vru¢om vodom.
Preporucene koncentracije pri koristenju su od 1,5-2,5 %, a smatra se da najbolji u¢inak postizu
na toplim trupovima, odnosno nakon uklanjanja organa, ali prije hladenja (HASTAOGLU i sur.,
2022.). Takva je primjena mlije¢ne kiseline u Europskoj uniji regulirana za dekontaminaciju
trupova goveda (ANONIMNO, 2013.) temeljem znanstvenog misljenja o procjeni sigurnosti i
djelotvornosti mlije¢ne kiseline za odstranjivanje povrsinskog mikrobioloskog oneciS¢enja s
trupova goveda. To je u Europskoj uniji dosad ujedno i jedino odobreno kemijsko sredstvo za

primjenu u dekontaminaciji klaonicki obradenih trupova.

2.4.1.2. Octena Kiselina

Octena kiselina je jo§ jedna dobro poznata organska kiselina Siroko primjenjiva u
prehrambenoj industriji. Prirodno nastaje aerobnom fermentacijom voca 1 Zitarica pomocu
bakterije Acetobacter (THERON 1 LUES, 2007.), iako se najve¢i dio proizvodi sintetskim
putem i to etilenskom oksidacijom ili reakcijom metanola i ugljikovog monoksida (EFSA,
2018.). Kao 1 mlijecna kiselina, odobreni je dodatak hrani u razli¢itim proizvodima u quantum
satis (ANONIMNO, 2008.). To je relativno slaba kiselina s tek neznatnom sposobnoscu
disocijacije koja dolazi u obliku bezbojne tekucine karakteristicnog mirisa. Obi¢no je
proizvedena u koncentriranom obliku (>99.8 %) pa se pomocu vode razrijedi do Zeljene

koncentracije. Kemijska struktura molekule octene kiseline prikazana je na Slici 7.
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Slika 7. Kemijska struktura molekule octene kiseline

Za razliku od mlijeCne kiseline, dosadasnja istrazivanja o dekontaminacijskom
potencijalu octene kiseline su oskudna. Unato¢ dobrom antimikrobnom ucinku, njezina
primjena na trupovima je jos uvijek upitna obzirom na snazan opori miris koji ostavlja na mesu
(NKOSI i sur., 2021.). Jedna od preporuka za prevladavanje tog negativnog ucinka je njezino
rasprs$ivanje samo na najkontaminiranijim dijelovima trupa poput vratnog podrucja oko ubodne
rane ili sredi$njoj liniji otvaranja trupa (USDAS, 2020.). Ipak, u posljednje vrijeme sve se vise
preispituje upotreba octene kiseline, ¢ak iz ekonomskih razloga, obzirom da je znatno jeftinija

od mlijecne kiseline (WANG i sur., 2021.b).

2.4.2. Dekontaminacijski u¢inak organskih kiselina na mesu

Kontaminacija Zivotinjskih trupova (ne)patogenim bakterijama neizbjeZan je proces
tijekom klaoni¢ke obrade, iako njezina razina odnosno intenzitet pojavnosti na pojedinim
dijelovima trupa moZze biti varijabilan. S tim u vezi, dekontaminacijski postupak bi trebalo
primjeniti na svim povrSinama trupa u jednakom intenzitetu kako bi njegov uc¢inak rezultirao
o¢ekivanim smanjenjem bakterijske populacije. Pritom se u kontekstu bakterijske populacije
primarno referiramo na patogene bakterije, odnosno one ¢ije je uklanjanje iz lanca proizvodnje
hrane od najvaznijeg znaCaja za zdravlje ljudi. Primjena dekontaminacijskih postupaka u
kontroli patogena unutar HACCP sustava svakako zahtjeva prethodnu validaciju odnosno
verifikaciju uspostavljene metode. Obzirom da je za prethodno navedeno neophodno stvoriti
realne uvjete kontaminacije patogenim bakterijama na razini proizvodnje, a Sto svakako nije
preporucljivo, ve¢ina dosadasnjih istrazivanja provedena je in vitro. To je ono Sto dodatno
otezava procjenu prednosti primjene dekontaminacije jer laboratorijski uvjeti teSko mogu

odraziti one stvarne na liniji klanja.
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U svakom slucaju, u literaturi je dostupno mnogo podataka o Cimbenicima koji su
kljuéni pri razmatranju dekontaminacijskog ucinka organskih kiselina na mesu, a koji su
proizasli iz takvih istrazivanja. U nedavno objavljenom preglednom radu, ROSSI i sur. (2023.)
su ih sazeli na Cetiri osnovna: nacin primjene dekontaminacijskog sredstva, vrstu otopine,

razinu kontaminacije trupa te karakteristike povrsine koja se tretira (Slika 8).

v "+ metoda
i 4 * koli¢ina otopine
' |+ kontakt vrijeme
' z "]+ fazaklaonicke obrade
* broj primjena

* kombinacije s ostalim tretmanima
otopina Iﬁ ~« organske kiseline
o | * koncentracija
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%

* vrsta mikroorganizma

—”—J * osjetljivost izolata na kiseline
» ‘ ’ _* stupanj kontaminacije

v _(:I * tekstura tkiva
] * mjesta na trupu

Slika 8. Faktori utjecaja na uc¢inkovitost aplikacije organskih kiselina na trupu (Prema ROSSI

isur., 2023.)

Dekontaminacijski postupak pomocu otopina organskih kiselina ukljucuje primjenu
prskanjem ili uranjanjem mesa u otopine, a njihova ucinkovitost uvelike ovisi o temperaturi
otopine, tlaku primjene te vremenu izlozenosti (HASTAOGLU i sur., 2022.). U usporedbi sa
metodom uranjanja, prskanje trupova je lakSe uklopiti unutar linije klanja, sprjeCava pretjeranu
potros$nju vode te moguci negativni utjecaj na organolepticka svojstva mesa uslijed dugotrajnog
izlaganja (WOLF i sur., 2012.). Osim toga, ima daleko Siru primjenjivost u odnosu na uranjanje
koje je iz tehnickih razloga ograniceno na pilece trupove ili eventualno rasjeke crvenog mesa.
Time je 1 vecina istraZzivanja za usporedbu jedne i druge metode provedena na modelu pileceg
mesa, a rezultati dosta variraju. Usporeduju¢i ucinkovitost organskih kiselina prema
Campylobacter spp. na mesu peradi, MEREDITH i sur. (2013.) dokazali su kako je uranjanje
mesa u 5 %-tnu otopinu mlijeéne 1 octene kiseline rezultiralo statisticki znafajno vecom

redukcijom broja Campylobacter spp. od 2,5-3 logio CFU/cm? u odnosu na prskanje koje se
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pokazalo neucinkovitim. Bolju djelotvornost metode uranjanja su potvrdili i WOLF 1 sur.
(2012.) primjenom 4,4 %-tne otopine mlijeCne kiseline na govedim obrescima kojom je
postignuto veée smanjenje broja E. coli i Salmonella nego nakon prskanja otopinama iste
kiseline. Kako autori navode, prednost metode uranjanja je ta Sto meso tijekom izlaganja
apsorbira odredenu koli¢inu otopine pa je i1 njezina izlozenost patogenu veca, $to na kraju
omogucuju bolji antimikrobni u¢inak. Prskanje se pokazao manje u¢inkovitom metodom i u
istrazivanju LAURY i sur. (2009.) gdje se uranjanjem pilecih trupova u otopinu kiselina postigla
za 1 logio CFU/mL veca redukcija Salmonella (p<0,05). S druge strane, KUMAR 1 sur. (2020.)
dokazali su podjednaku u¢inkovitost obiju metoda prema Sa/monella spp. 1 Campylobacter spp.
na filetima pile¢eg mesa. SIGNORINI i sur. (2018.) su pak usporedivali dekontaminacijski
potencijal organskih kiselina prema shiga-toxin producirajucoj Escherichia coli na trupovima
goveda primjenom rucne ili automatizirane prskalice. Utvrdili su kako je automatizirana
primjena bila znacajno ucinkovitija od ruc¢ne, vjerojatno uslijed homogene aplikacije otopine u
prikladnim volumenima. Ipak, autori isti¢u kako je za procjenu ucinkovitosti ovakvih metoda
bitno wukladiti ostale varijable poput duljine izlaganja, temperature otopine, njezine
koncentracije, tlaka primjene, broja ponavljanja te faze klaonic¢ke obrade u kojoj se primjenjuju.
To potvrduju i ostali autori (EDWARDS i1 FUNG, 2006.; NKOSI i sur., 2021.; ROSSI i sur.,
2023.) obzirom da su se u navedenim istrazivanjima takve varijable uglavnom razlikovale.

Za pretpostaviti je kako ¢e primjena duljeg izlaganja mesa otopinama organskih kiselina
rezultirati veéim smanjenjem broja bakterija na njegovoj povrsini. S tim u vezi, HASTAOGLU
1 sur. (2022.) navode kako bi s ciljem dobivanja oc¢ekivanog ucinka dekontaminacije duljina
primjene dekontaminacijskog protokola trebala biti izmedu 15 1 300 sekundi, a vecina autora je
u svojim istrazivanjima primjenjivala krac¢e vrijeme izlaganja od 15 sekundi, pa i manje
(FABRIZIO i CUTTER, 2004.; CHRISTIANSEN i sur., 2009.; SMULDERS i sur., 2012;
BRUSTOLIN i sur., 2014.). Istrazuju¢i utjecaj primjene peroksioctene kiseline u
dekontaminaciji pile¢ih trupova, VADDU 1 sur. (2021.) su ustanovili znacajnu razliku u
smanjivanju broja Salmonella, E. coli 1 Campylobacter populacije pri duljem izlaganja, iako su
takvi rezultati 1 ocekivani obzirom na veliku razliku trajanja dekontaminacije (10 sekundi i 60
minuta). Ipak, i u znacajno kra¢im intervalima primjene (5 i 10 sekundi) 1 %-tne otopine
mlijecne kiseline na trupovima svinja, CHRISTIANSEN i sur. (2009.) utvrdili su zna¢ajno vece
smanjenje broja Salmonella (0,5 logio CFU/cm?), E. coli (0,8 logio CFU/cm?) i Y. enterocolitica
(0,7 logio CFU/cm?) prilikom duljeg izlaganja od 10 sekundi. Suprotno od toga, istraZivanje

LAURY i sur. (2009.) u kojem je ispitivan utjecaj primjene otopina mlije¢ne i limunske kiseline
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na trupovima pili¢a pokazalo je kako nije bilo razlike u smanjenju broja Sa/monella nakon
izlaganja otopinama u trajanju od 5, 10 i 20 sekundi.

Temperatura otopina organskih kiselina koje se primjenjuju u dekontaminaciji mesa jos
je jedna varijabla koja moze utjecati na njihovu ucinkovitost, no i ovdje rezultati variraju medu
istrazivanjima. Tako su u poCecima istrazivanja kemijske dekontaminacije mesa ANDERSON
1 MARSHALL (1990.) utvrdivali antimikrobni potencijal otopina mlijecne, octene, limunske i
askorbinske kiseline prema umjetno inokuliranoj mikrobioti na govedem mesu. Temperature
primjenjenih otopina bile su od 20 °C do 70 °C, a autori su zakljucili kako je u svakoj
promatranoj mikrobnoj populaciji (aerobne mezofilne bakterije, enterobakterije, E. coli,
Salmonella Typhimurium) smanjenje broja bakterija bilo znacajno vece povecanjem
temperature otopina. Slicno su dokazali i CHRISTIANSEN i sur. (2009.) na trupovima svinja
nakon primjene 1 %-tne otopine mlije¢ne kiseline pri 80 °C kojom je postignuto znacajno vece
smanjenje populacija u odnosu na otopinu temperature 55 °C, i to za 1,2-1,9 logio CFU/cm? (E.
coli), 1,7-1,8 logio CFU/cm? (Salmonella Typhimurium) te 1,0-1,3 logio CFU/cm? (Y.
enterocolitica), uzimajuéi u obzir dva vremenska intervala primjene. U istrazivanju DEGEER
isur. (2016.) ispitivan je u¢inak otopina mlije¢ne kiseline temperatura 4 °C, 25 °C160 °C prema
E. coli, Salmonella i L. monocytogenes inokuliranih na govede i svinjsko meso, no ovdje autori
nisu utvrdili znac¢ajan u¢inak temperature na indikatorske bakterije. Utjecaj temperature nije se
pokazao znacajnim ni u istrazivanju KING 1 sur. (2005.) u kojem je peroksioctena kiselina
temperature 45 °C 1 55 °C koriStena kao dekontaminacijsko sredstvo u prskanju govedih
trupova. Ipak, u ovom sluc¢aju mozemo zakljuciti kako su takvi rezultati ocekivani obzirom na
mali raspon koriStene temperature od koje gornja ni nije na razini letalnosti za tretiranu
bakterijsku populaciju. Autori ¢ak 1 navode kako primjenjene temperature nisu dovele do
znacajne razlike u povecanju temperature povrSine mesa, vjerojatno uslijed brzog hladenja
otopina tijekom prskanja.

Sto se ti¢e koncentracije otopina organskih kiselina koristenih u dekontaminaciji,
preporuka je da se njihove vrijednosti kre¢u u rasponu od 1,5 %-2,5 % (USDAS, 1996.). Prema
podacima iz literature, €ini se kako ta varijabla ima znacajniju vaZnost u postizanju
dekontaminacijskog uc¢inka od prethodno navedenih, temperature otopine i trajanja izlaganja.
Brojni autori dokazali su kako povecanje koncentracije otopine organskih kiselina dovodi do
izraZzenijeg smanjenja broja promatrane bakterijske populacije na mesu goveda, svinja i pilica
(VAN NETTEN i sur, 1997.a; CHRISTIANSEN i sur., 2009.; YODER i sur, 2012
MENCONI i sur., 2013.; KASSEM i sur., 2017.; VADDU i sur., 2021.). BRUSTOLIN 1 sur.

(2014.) utvrdili su kako je koncentracija otopine mlijecne kiseline bila znacajniji faktor za
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smanjenje broja enterobakterija na trupovima svinja od primijenjenog tlaka pri dekontaminaciji.
Usporedbom ucinkovitosti 1 %- 1 2,5 %-tne otopine mlije¢ne kiseline na inokuliranu
mikrobiotu, CHRISTTANSEN i sur. (2009.) preporucuju 2,5 %-tnu otopinu zagrijanu na 80 °C
koja rezultira ve¢im smanjenjem broja Salmonella Typhimurium, E. coli i Y. enterocolitica na
mesu 1 kozi svinja u odnosu na 55 °C. Nesto vece koncentracije otopina mlijecne kiseline (2,5
% 15 %) koristili su EASTWOOD i sur. (2021.) s ciljem utvrdivanja u¢inkovitosti u smanjenju
broja Salmonella enterica, E. coli, shiga-toxin produciraju¢e E. coli i Campylobacter na
povrsini mesa i koze svinja prije i nakon hladenja. Iako su autori utvrdili najve¢e smanjenje
primjenom 5 %-tne otopine mlijecne kiseline, nije utvrdena i znacajna razlika izmedu protokola
s 2,5 %-tnom otopinom, uzevsi u obzir sve prethodno navedene parametre promatranja poput
hladenja mesa te povrsine tretiranja. Sli¢ne raspone koncentracija otopina mlije¢nih kiselina (2
%, 3 %, 4 % 15 %) koristili su i RODRIGUEZ-MELCON 1 sur. (2017.) prilikom prskanja
govedih trupova kako bi utvrdili dekontaminacijski ucinak prema populaciji aerobnih
mezofilnih bakterija, enterobakterija te psihrotrofnih bakterija na povrS$ini trupa. Zanimljivo je
kako nisu utvrdene znacajne razlike u dekontaminacijskom ucinku nakon primjene razlicitih
koncentracija otopina, s iznimkom psihrotrofnih bakterija koje su bile najosjetljivije na 5 %-
tnu otopinu mlijecne kiseline. Kako autori navode, mogu¢i razlog za to su velika odstupanja
izmedu pojedinacnih dobivenih vrijednosti koje na kraju rezultiraju podjednakim srednjim
vrijednostima ¢ime razlike nisu znacajne.

Kako smo ve¢ naveli, jo§ jedan cimbenik koji moze utjecati na ucinkovitost
dekontamnacijskog postupka organskim kiselinama je odabir vrste kiseline, ali i njihova
istovremena kombinacija sa ostalim kemijskim, bioloskim ili fizikalnim metodama. U
prethodno navedenim istraZzivanjima vecinski provedenima na govedem 1 pileCem mesu, dosad
najbolje istrazene su mlije¢na i octena kiselina, od kojih mlijecna kiselina dominira. U vecini
onih koja su usporedivala njihov antimikrobni u¢inak, mlijecna kiselina se pokazala kao bolji
izbor (HARDIN i sur., 1995.; EL-TABIY i SOLIMAN, 2011.; COSANSU i AYHAN, 2012.;
YODER isur., 2012.; VAN BA i sur., 2018.; SALLAM i sur., 2020.). Ipak, pojedini autori tvrde
kako nema razlike u njihovoj djelotvornosti (CHOI 1 sur., 2009.), dok su neki dokazali kako
ucinak ovisi o vrsti mikrobne populacije koja se tretira (DAN 1 sur., 2007.). U novije vrijeme
sve se vise istrazuje 1 u¢inak manje poznatih organskih kiselina kao $to je limunska, jabucna,
propionska, fumarna, kaprinska, kaprilna, levulinska, glukonska ili pirogrozdana (MENCONI
isur., 2013.; MOHAN i POHLMAN, 2016., FERNANDEZ i sur., 2021.). Ovi autori isticu kako
su se navedene kiseline pokazale u¢inkovitima u inhibiciji bakterijskog rasta uz istovremeno

minimalni utjecaj na senzoriku mesa ¢ime ostvaruju potencijal primjene u dekontaminaciji.
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Brojne druge metode su takoder predmet razmatranja za primjenu u kombinaciji sa
organskim kiselinama, poput: antioksidansa (DJENANE i sur., 2003.), UV zra¢enja (KOLLER
isur., 2021.), bakteriofaga (YEH i sur., 2018.), superkriticnog ugljikovog dioksida (CHOI i sur.,
2009.), hladne plazme (CHAPLOT i sur., 2019.), elektrolizirane vode (TANGO 1 sur., 2014.),
ozona (MEGAHED 1 sur., 2020.) ili vodene pare (SMULDERS 1 sur., 2011.). Ipak, dosad je
najviSe istrazivanja posveceno ispitivanju ucinka primjene otopina organskih kiselina u
kombinaciji s vodom, najéescée zagrijanom. Tako su OZDEMIR i sur. (2006.) ispitivali u¢inak
istovremene primjene 1 %- 1 2 %-tne otopine mlije¢ne kiseline i vru¢e vode prema populaciji
Salmonella Typhimurium i L. monocytogenes inokuliranoj na M. longissimus dorsi goveda 1
utvrdili izraZzenije smanjenje populacija u odnosu na samostalnu primjenu otopine mlijecne
kiseline (p<0,05). EGGENBERGER-SOLORZANO 1 sur. (2002.) su sli¢no dokazali na
trupovima svinja nakon prskanja tople do vruc¢e vode temperature od 25 °C do 80 °C, koji su
potom isprani 2 %-tnom otopinom octene kiseline tijekom 5 sekundi. Najvece smanjenje broja
aerobnih mezofilnih bakterija postignuto je nakon kombiniranog protokola s vru¢om vodom i
otopinom octene kiseline (p<0,05). Navedena kombinacija nije dovela do znacajne razlike u
broju enterobakterija, koliformnih bakterija i E. coli u odnosu na djelovanje vruc¢e vode same.
Osim dokazane ucinkovitosti istovremene primjene vru¢e vode i otopine organske kiseline,
njihov redoslijed primjene takoder ima utjecaja na stupanj smanjenja promatrane bakterijske
populacije. Naime, KOUTSOUMANIS 1 sur. (2004.) istrazivali su u¢inak primjene vruce vode
1 otopine mlijecne kiseline na rast i preZivljavanje L. monocytogenes na svjeZzem govedem mesu
pohranjenom pri 4 °C, 10 °C 125 °C. U istrazivanju su ukupno koristili ¢etiri dekontaminacijska
postupka koja su ukljucivala primjenu: vruce vode (75 °C), 2 %-tne otopine mlijecne kiseline
(55 °C), vru¢e vode nakon koje je meso tretirano otopinom mlije¢ne kiseline te primjenu
otopine mlije¢ne kiseline nakon tretiranja mesa vodom. U nacelu, zadnja dva protokola
rezultirala su ve¢im antilisterijskim u¢inkom u odnosu na zasebnu primjenu vode ili otopine
mlijecne kiseline. Najuc€inkovitiji je bio postupak primjene prvo vruce vode pa potom otopine
mlijecne kiseline. Autori takve rezultate objasnjavaju ¢injenicom kako vru¢om vodom oStec¢ene
bakterijske stanice postanu osjetljivije na rezidualni utjecaj kiselina na mesu (pH=4,99) koji
pak u drugom slucaju izostane obzirom na utjecaj ispiranja vodom nakon kiseline (pH=5,55).

Faza klaonicke obrade u kojoj se primjenjuje dekontaminacija moze imati utjecaj na
krajnji ucinak. Iako pojedina starija istrazivanja (BRACKETT i sur., 1994.; HARDIN 1 sur.,
1995.) sugeriraju kako su otopine organskih kiselina najuinkovitije nakon primjene na
trupovima koji su jo$ uvijek topli, pojedini autori su istrazivali njihov dekontaminacijski

potencijal na trupovima u tijeku i nakon hladenja (CASTILLO i sur., 2001.; KING i sur., 2005.;
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KOCHARUNCHITT i sur., 2020.). Tako su CASTILLO i sur. (2001.) utvrdili kako je tretiranje
hladenog govedeg mesa 4 %-tnom otopinom mlijecne kiseline (uz prethodnu primjenu na
trupovima prije hladenja) dovelo do dodatnog smanjenja broja E. coli O157:H7 (2,0-2,4 logio
CFU/ecm?) i Salmonella (1,6-1,9 logio CFU/cm?). Prskanje govedih trupova tijekom hladenja
peroksioctenom kiselinom pokazalo se ucinkovitijom metodom 1 u istrazivanju
KOCHARUNCHITT 1 sur. (2020.). Autori navode kako je primjena visestrukih ciklusa
prskanja tijekom hladenja inhibirala rast E. coli i Salmonella enterica $to je rezultiralo
smanjenjem broja za 4 logio CFU/cm? nakon hladenja mesa. Sli¢ne rezultate potvrduju i HAN
1 sur. (2020.) u ¢ijem istrazivanju je primjena 3 %-tne otopine mlije¢ne kiseline 45 minuta, 9
sati te 23 sata nakon klanja goveda dovela do znac¢ajnog smanjenja broja aerobnih mezofilnih
bakterija na trupovima (<2 logio CFU/cm?). Prednost takvih ponavljajuéih tretiranja je
prolongirani antimikrobni uc¢inak uslijed rezidualnog djelovanja kiselina na mesu 1 snizavanja
njegove pH vrijednosti (CASTILLO i sur., 2001.; CARPENTER i sur., 2011.). U slu¢aju da se
dekontaminacija provodi prije hladenja, a nakon zavr$nog ispiranja trupova, za ucinkovitost
same metode bitno je ostaviti dovoljno vremena da se omoguéi cijedenje trupova jer u
protivnome preostali sloj vode razrijedi primjenjenu kiselinu i time smanji njezinu u¢inkovitost
(ANONIMNO, 2005.a).

Brojna istrazivanja takoder ukazuju kako pri procjeni ucinka pojedinog
dekontaminacijskog postupka treba uzeti u obzir regiju na trupu koja se tretira kao 1 teksturu
odnosno karakteristike njezine povriine. Sto se ti¢e mjesta na trupu, moguéi nezadovoljavajuci
dekontaminacijski u€inak vezan je uz ona podrucja koja su podloZznija kontaminaciji $to na
kraju dovodi do neistovjetnih rezultata u odnosu na manje kontaminirane dijelove trupa. S tim
uvezi, SALLAM 1 sur. (2020.) utvrdili su kako se dekontaminacijski u¢inak prskanja otopinama
organskih kiselina razlikovao ovisno o mjestima uzorkovanja govedih trupova. Naime,
izrazenija kontaminacija zabiljeZena je u podrucju lopatice u odnosu na bedreno podrucje,
vjerojatno uslijed olakSanog kontakta sa radnim povrSinama klaonice, a time 1 krizne
kontaminacije. Posljedi¢no, nakon dekontaminacije takvog trupa, na tim je mjestima utvrden
veci broja aerobnih mezofilnih bakterija, odnosno slabiji dekontaminacijski u€inak. U nesto
ranije provedenom istrazivanju, HARDIN i sur. (1995.) potvrdili su kako su unutarnje povrsine
govedih trupova bile najizazovnije za dekontaminaciju. Kako autori objaSnjavaju, oteZana
obrada takvih podrucja prije dekontaminacije u startu pogoduje kriznoj kontaminaciji, a znatna
koliCina ostataka miSi¢nog tkiva sa masnim tkivom na njegovim rubnim dijelovima olakSava
prijanjanje i zadrzavanje bakterija izmedu miSi¢nih vlakana. ACUFF (2005.) navodi kako

polozaj bakterijskih stanica u takvim pukotinama miSiénih vlakana onemogucuje njihovo
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izlaganje otopinama organskih kiselina prilikom dekontaminacije pa je i njezin ucinak slabiji.
Osim toga, pojedini autori (MORILD i sur., 2001.) dokazali su kako takve povrSine nakon
dekontaminacije postaju pogodnije za prijanjanje i zadrzavanje bakterijskih stanica Sto moze
olaksati kriznu kontaminaciju tijekom daljnje prerade mesa. Da tekstura tretirane povrSine ima
utjecaj na ishod dekontaminacije potvrduje i istrazivanje YOUSSEF 1 sur. (2012.) koji su
uvidjeli kako je u¢inak dekontaminacije s 5 %-tnom otopinom mlije¢ne kiseline bio znatno
slabiji na povrSini govedih odrezaka u odnosu na povrSine mesa prekrivene fascijom. S tim u
vezi, 1 drugim istrazivanjima je dokazano kako se nakon primjene dekontaminacijskog sredstva
jaci antimikrobni uc¢inak postize na povrSinama s teksturom kompaktnijom od one na mesu,
poput koze (CHRISTIANSEN i sur., 2009.) ili masnog tkiva (KOCHARUNCHITT 1 sur.,
2020.). Jedan od razloga tome moze biti Cinjenica $to je na takvim povr§inama ucinak
"ispiranja" veci nego na mesu. Pored toga, ulogu u tome svakako ima i rezidualni pH koji se
uslijed njihove oslabljene puferske sposobnosti puno sporije vra¢a pocetnoj vrijednosti
(GREER 1 DILTS, 1995.; PAULSEN i SMULDERS, 2004.), za razliku od mesa gdje se to

dogodi ve¢ nakon 3-5 sati od izlaganja kiselinama (Slika 9).
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Slika 9. pH vrijednost povrSine svinjskog M. longissimus dorsi nakon izlaganja otopinama

octene 1 mlije¢ne kiseline (ROHRBACHER, 2001.)
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2.4.3. Dekontaminacijski uc¢inak organskih kiselina prema Y. enterocolitica na mesu

Zastupljenost Y. enterocolitica u istrazivanjima dekontaminacijskog ucinka organskih
kiselina daleko je manja u odnosu na ostale patogene bakterije poput Salmonella enterica, E.
coli ili L. monocytogenes, a ve¢ina njih ispitivala je uCinak mlijecne kiseline dok podataka za
octenu kiselinu gotovo ni nema. CHRISTIANSEN i sur. (2009.) istrazivali su utjecaj primjene
otopine mlijecne kiseline razli¢itih koncentracija (1 % i 2,5 %), temperatura (55 °C i 80 °C) te
vremena izlaganja (5 1 15 sekundi) na populaciju Y. enterocolitica inkuliranu na svinjsko meso.

Rezultati su pokazali kako se povecanjem vrijednosti navedenih varijabli povecava i
antimikrobni u¢inak, a najveci je postignut nakon primjene otopine zagrijane na 80 °C tijekom
15 sekundi (3,2-3,4 logio CFU/cm?). Sli¢no su dokazali DAN i sur. (2017.) prilikom istraZivanja
dekontaminacijskog u€inka razli¢itih koncentracija otopina mlijecne i octene kiseline (1-3 %)
prema Y. enterocolitica na svinjskom mesu. Smanjenje populacije Y. enterocolitica bilo je vece
djelovanjem mlije¢ne kiseline. Dekontaminacijski u¢inak obiju kiselina se proporcionalno
povecavao s podizanjem koncentracije od 1 % (1,73 logio CFU/g; 1,39 logio CFU/g), 2 % (2,33
logio CFU/g; 1,66 logio CFU/g) do 3 % (3,55 logio CFU/g; 2,75 logio CFU/g). Ucinkovitost
navedenih kiselina je pored Y. enterocolitica ispitivana 1 prema drugim patogenim bakterijama
pri cemu je Y. enterocolitica uz Campylobacter pokazala najveci stupanj osjetljivosti, u odnosu
na E. coli koja je bila najotpornija, §to potvrduju i drugi autori (SMULDERS 1 GREER, 1998.).

KING 1 sur. (2012.) su ispitivali dekontaminacijski u¢inak 2 %-tne otopine mlijecne
kiseline (45 °C; 10 sekundi) u kombinaciji s ispiranjem vodom, hladenjem i zamrzavanjem na
populaciju Y. enterocolitica inokuliranu na uzorke probavnih organa (jetra, Zeludac, crijeva).
Autori su dokazali statisticki znacajno ve¢e smanjenje populacije Y. enterocolitica (>0,5 logio
CFU/g) primjenom mlijecne kiseline, Sto je zabiljezeno i u slucaju Salmonella spp. U nesto
starijem istrazivanju GREER i DILTS (1995.) istrazen je antimikrobni potencijal 3 %-tne
otopine mlije¢ne kiseline prema populaciji Y. enterocolitica na svinjskom misi¢nom i masnom
tkivu tijekom 15 dana pohrane pri 4 °C. Odmah po tretiranju na miSi¢nom tkivu uoceno je
smanjenje broja za 1 logio CFU/cm? koji se potom postupno poveéavao te je sedmi dan
dosegnuo maksimalnih 3,5 logio CFU/cm? u odnosu na kontrolni uzorak. Za razliku od toga,
veée smanjenje broja Y. enterocolitica zabiljezeno je na masnom tkivu; za 2 logio CFU/cm?
nultoga dana, a nakon &etvrtog dana broj je bio ispod razine detekcije metode (<10 CFU/cm?).
Kako autori navode, izrazeniji baktericidni u¢inak postignut na masnom tkivu posljedica je
znacajnijeg pada pH vrijednosti njegove povrsine odnosno slabije puferske sposobnosti koja je

pak u sluc¢aju mesa visestruko izrazenija (GREER, 1993.).
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Sukladno oskudnim literaturnim podacima o antimikrobnoj ucinkovitosti pojedinih
organskih kiselina prema Y. enterocolitica, spoznaje o utjecaju dekontaminacije organskim
kiselinama na razvoj njezine acidorezistencije su jos$ uvijek nedostatne. Tek su VAN NETTEN
i sur. (1997.b) provodili prilagodbu Y. enterocolitica na kisele uvjete te ju potom inokulirali na
svinjsku koZu prethodno tretiranu razli¢itim koncentracijama otopina mlijecne kiseline (1-5 %)
s ciljem utvrdivanja razlike u prezivljavanju. Temeljem dobivenih rezultata, autori su zakljucili
kako na kiselinu prilagodena Y. enterocolitica ipak otezano prezivljava u takvim uvjetima, ali i
da ¢e kisela sredina s vremenom podrzavati njezino prezivljavanje i rast, uzevsi u obzir i
smanjenu aktivnost kompetitivne mikrobiote. Sto se ti¢e pak spoznaja o utjecaju
acidorezistencije na potencijalni razvoj antimikrobne rezistencije kod Y. enterocolitica, u
literaturi jo§ uvijek ne postoje podaci kojima bi se takva tvrdnja potvrdila ili opovrgnula

obzirom da takva istrazivanja dosad nisu provedena.

2.5. Potencijalni rizici vezani uz dekontaminaciju mesa organskim kiselinama

2.5.1. Razvoj acidorezistencije bakterija

Jedan od vaznijih rizika povezanih s primjenom organskih kiselina u dekontaminacijske
svrhe je moguca selekcija bakterijskih sojeva prilagodljivih na novonastale kisele uvjete te
posljedic¢ni razvoj acidorezistencije (SKANDAMIS 1 sur., 2010.). Takvi sojevi prezivljavaju
dekontaminaciju te koloniziraju radne povrsine klaonice ¢ime se olakSava krizna kontaminacija
rezistentnih sojeva na trupove (SAMELIS, 2005.). Sposobnost prezivljavanja unutar niskih
granica pH omogucava preZivljavanje bakterijskih stanica u hrani, a time i unutar probavnog
sustava potrosaca, §to je posebno vazno u slucaju patogenih bakterija (LEE 1 KIM, 2017.). Ono
Sto je jo§ posebno od vaznosti je 1 mogucnost Sirenja takve rezistencije na sojeve istih ili
razli¢itih bakterijskih vrsta putem genetskog materijala poput plazmida ili transposona
(THERON 1 LUES, 2007.). Prema CHENG 1 sur. (2003.), bakterijske stanice izloZene
djelovanju kiselina imaju sposobnost indukcije metabolickog odgovora na kisele uvjete (engl.
u odnosu na neizlozene stanice. Reakcija prilagodbe na kisele uvjete, osim otpornosti na niski
pH, moZe inducirati razvoj niza fizioloskih 1 genetskih mehanizama otpornosti za bakterijsku
stanicu (WANG 1 sur., 2019.). WU 1 sur. (2021.) navode kako postoje dokazi da steCena

rezistencija na kiseline moze dovesti do razvoja krizne otpornosti bakterija prema nepovoljnim
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uvjetima (visoka 1 niska temperatura, osmotski stres, visoki hidrostatski tlak, ultraljubicasto

zraCenje, primjena antibiotika) §to predstavlja rizik za sigurnost hrane (Slika 10).
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Slika 10. Pregled krizne otpornosti bakterija izazvane prilagodbom na kiselinu (WU 1 sur.,

2021.)

Urodena, tj. ne steCena osjetljivost patogenih bakterija prenosivih hranom prema
kiselinama primarno je uvjetovana njihovom gradom, odnosno strukturom stani¢ne stijenke.
Tako su gram pozitivne bakterije nacelno slabo rezistentne obzirom da u stani¢noj strukturi ne
posjeduju vanjsku membranu ¢ime je metabolitima olakSan nesmetani prolaz kroz stanicu. S
druge strane, stanica gram negativnih baterija okruZena je unutarnjom i vanjskom membranom
izmedu kojih je 1 gusti sloj peptidoglikana koji takoder ima ulogu u zaStiti stanice od vanjskih
utjecaja. Ipak, steCena rezistencija je daleko vaznija u obrambenoj sposobnosti stanice, a u
literaturi su opisani brojni mehanizmi njezinog stjecanja koji su klju¢ni u patogenezi obje grupe
bakterija (AUDIA 1 sur., 2001.; COTTER 1 HILL, 2003.). Neki od mehanizama su: izravno
uklanjanje protona iz stanice pomocu protonske pumpe, promjene u sastavu stani¢ne membrane
(npr. blokiranje porina vanjske membrane vezanjem polifosfata ili kadaverina), alkalizacija
vanjskog okruzenja razgradnjom izvora ugljika razli¢itih od glukoze (riboza, arabinoza i
fruktoza), izravna potroSnja unutarstani¢nih protona te proizvodnja Sok proteina i Saperona
(EFSA, 2018.). U nacelu, gram negativne bakterije su osjetljivije na djelovanje organskih
kiselina pa je nakon dekontaminacije preostala bakterijska populaciju na mesu u vecini
slucajeva sacinjena od gram pozitivnih bakterija (ACUFF 1 sur., 2005.). Nakon provedenih
tretiranja otopinama organskih kiselina, prezivjele bakterijske stanice su uslijed puferskog
kapaciteta mesa izlozene blago kiselim uvjetima koji im dalje omoguéavaju prilagodbu i

razmnozavanje. Ishod takve prilagodbe je uglavnom vrsno specifi¢an, a primarno ovisi o razini
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urodene rezistencije kao i1 uvjetima kojima je bakterijska stanica izlozena tijekom nje
(SAMELIS, 2005.).

Primjerice, u istrazivanju VAN NETTEN i sur. (1997.b) dokazano je kako su nakon
tretiranja koZe svinja 2-5 %-tnom otopinom mlijecne kiseline stvoreni prethodno navedeni
uvjeti, no oni ipak nisu utjecali na rast L. monocytogenes i Y. enterocolitica unato¢ tome §to su
prije inokulacije na kozu obje vrste izlozene i prilagodene kiselim uvjetima. Nesto kasnije su
IKEDA i sur. (2003.) provodili sli¢no istrazivanje na govedem mesu gdje je takoder potvrdeno
kako nije bilo razlike u prezivljavanju i rastu izmedu L. monocytogenes prethodno izlozene
kiselim uvjetima u odnosu na one neizlozene. THERON i1 LUES (2007.) navode kako je kod L.
monocytogenes nakon izlaganja slabo kiselim uvjetima inducirana tolerancija na niski pH (=3),
no jos uvijek nije potvrdeno da li bi se ona mogla razviti i nakon primjene slabih kiselina pri
dekontaminaciji. Pri istraZivanju prilagodbe Salmonella enterica na dekontaminacijska sredstva
koje se primjenjuju na pile¢im trupovima, ALONSO-HERNANDO i sur. (2009.) su temeljem
dobivenih rezultata zakljucili kako nema opasnosti od razvoja rezistencije odnosno
prilagodljivosti sve dok su sredstva primjenjena u optimalnoj koncentraciji, dok suboptimalne
koncentracije dekontaminanata mogu inducirati smanjenu osjetljivost patogena. U neSto
novijem istrazivanju, GAVRIIL i sur. (2020.) su istraZivali utjecaj nedisociranog oblika octene
kiseline na razvoj acidorezistencije Salmonella Enteritidis. Povefavanjem koncentracija
pripremljenih otopina octene kiseline do subletalnih granica (pH=5,5-6,0) zabiljeZzen je
progresivniji rast Salmonella, no isti protokoli prilagodbe nisu rezultirali i veCom stopom
prezivljavanja patogena u uzorcima zakiseljene hrane. Suprotno je dokazano na kiselini
prilagodenoj E. coli O157:H7 &iji rast je zabiljezen u vakuumiranoj govedini pohranjenoj na 4
°C 1 prethodno tretiranoj 2 %-tnom otopinom octene kiseline (BERRY 1 CUTTER, 2000.), a
sli¢no je dokazano i u istrazivanju STOPFORTH i sur. (2004.). Navedeno ide u prilog ¢injenici
o urodenoj acidorezistenciji koja je posebno istrazena i dokazana u slucaju E. coli O157:H7
(THERON 1 LUES, 2007.). Iz prethodno navedenih istraZivanja razvidno je kako su adaptibilne
sposobnosti na kisele uvjete najbolje istrazene kod patogenih bakterija poput Salmonella, E.
coli 1 L. monocytogenes, dok se u slucaju Y. enterocolitica jos uvijek malo toga zna, a vecina

rezultata veZe se uz njezinu prilagodbu na niske temperature.
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2.5.2. Povezanost acidorezistencije i antimikrobne rezistencije bakterija

Izlaganje bakterija potencijalno letalnim pH vrijednostima nedvojbeno je dovelo do
razvoja slozenih adaptivnih mehanizama na molekularnoj razini koje stanici omogucavaju
popravak nastalih oSteenja 1 u konacnici njezino prezivljavanje. Prilagodba takvim
nepovoljnim uvjetima s vremenom je potaknula pitanje moguce povezanosti otpornosti
bakterija na kiseline s razvojem antimikrobne rezistencije. Naime, brojni okoli$ni okidaci stresa
sposobni su za indukciju mar (engl. mar — multiple antibiotic resistance) operona (McMAHON
1 sur., 2007.) koji pak regulira ekspresiju velikog broja gena, ukljucujuéi onih koji kodiraju
aktivaciju efluks pumpe (engl. efflux pump), ¢ija ekspresija je dominantna u stresnim uvjetima
(MA isur., 1995.). Time se u direktnu vezu dovodi utjecaj stresnih ¢imbenika, u ovom slucaju
organskih kiselina, sa mogu¢im razvojem antimikrobne rezistencije bakterija (FOSTER, 2000.;
GILBERT 1 McBAIN, 2003.). Dosadasnjim istraZivanjima koja su ispitivala sposobnost
induciranja otpornosti na antimikrobne lijekove uglavnom su obuhvaéene najznacajnije hranom
prenosive patogene bakterije poput Salmonella spp., E. coli i L. monocytogenes, dok za
patogenu Y. enterocolitica takvih istrazivanja nema.

AL-NABULSI i sur. (2015.) su na izolatima L. monocytogenes dokazali razvoj
rezistencije na niz antibiotika (streptomicin, gentamicin, ampicilin, penicilin, tetrakciklin,
doksiciklin, vankomicin, ciprofloksacin, enrofloksacin) nakon prethodne indukcije
prilagodljivosti na mlije¢nu kiselinu (pH=5). Spomenuta prilagodljivost rezultirala je
povecanjem minimalnih inhibicijskih vrijednosti od 0,5 —>4, iako su one varirale medu
izolatima §to autori pripisuju njihovim razli¢itim fenotipskim karakteristikama obzirom da svi
nisu ni pripadali istom izvoru hrane. NeSto ranije su isti autori (AL-NABULSI 1 sur., 2011.)
dokazali razvoj rezistencije na enrofloksacin, ampicilin i amoksicilin kod Cronobacter
sakazakii nakon prilagodbe u fosfatnom puferu zakiseljenom pomocu mlije¢ne kiseline
(pH=3,5). Indukciju tolerancije na kiselinu na modelu L. monocytogenes istrazivali su i
BONNET 1 MONTVILLE (2005.) s ciljem utvrdivanja perzistencije patogena kultiviranog
zajedno sa nizin produciraju¢om starter kulturom. Za prilagodbu na kisele uvjete koristili su
klorovodi¢nu, octenu i mlije¢nu kiselinu koje su razrijedili do optimalne koncentracije, a
rezultati su pokazali kako je razvoj rezistencije na nizin zabiljezen samo kod izolata adaptiranih
pomocu mlijecne kiseline (pH=5,5). KOMORA 1 sur. (2017.) navode kako kod L.
monocytogenes postoji povezanost izmedu kiselinom induciranog osmotskog stresa i
rezistencije na antibiotike, no potrebna su daljnja istraZivanja na veéem broj izolata kako bi se

mogao donijeti ispravni zakljucak.
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Sli¢na istrazivanja provedena na Salmonella spp. dovela su do neSto drugacijih
zakljuc¢aka. BACON 1 sur. (2003.) procjenjivali su razlike u otpornosti na kiseline izmedu
sojeva Salmonella osjetljivih i viSestruko otpornih na antimikrobne lijekove (antibiotika), sa ili
bez prethodne prilagodne na niski pH. Rezultati su pokazali kako je u pojedinih sojeva indukcija
tolerancije na niski pH dovela do povecane otpornosti na kiseline, no ona je bila neovisna o
prethodno utvrdenoj razini osjetljivosti sojeva na antibiotike. Nesto kasnije su HUGHES i sur.
(2010.) usporedivali prezivljavanje osjetljivih 1 multirezistentnih sojeva Salmonella
inokuliranih u govede mljeveno meso koje je potom podvrgnuto djelovanju nekoliko
dekontaminacijskih sredstava, izmedu ostalog i 3 %-tnoj otopini mlije¢ne kiseline temperature
od 51 °C 1 53 °C. Autori su dokazali kako nije bilo znacajne razlike u prezivljavanju osjetljivih
i rezistentnih sojeva te time zakljucili kako se obje varijante ponasaju sli¢no pri odgovoru na
antgonisticko djelovanje antimikrobnih sredstava. Suprotno su dokazali McMAHON 1 sur.
(2007.) usporedujuci antimikrobnu osjetljivost Salmonella enterica, E. coli 1 Staphylococcus
aureus nakon njihovog izlaganja subletalnim pH vrijednostima (5,5; 5,0; 4,5; 4,0 i 3,5) u
zakiseljenim tekué¢im hraniliStima. Minimalne inhibicijske koncentracije koje su nakon
spomenutog izlaganja bile ve¢e u odnosu na pocetno testiranje ukljucivale su antibiotike:
amikacin, ceftriakson, nalidiksi¢nu kiselinu (. coli) te gentamicin i eritromicin (S. aureus) dok
su u slucaju Salmonella enterica one bile iste ili Cak manje nakon testiranja. Autori su utvrdili
kako je kod promatranih sojeva smanjena osjetljivost jo§ neko vrijeme zadrzana cak 1 nakon
uklanjanja stresnih faktora, s iznimkom S. enterica sto dodatno doprinosi razvoju i odrZzavanju

antimikrobne rezistencije.

2.5.3. Utjecaj dekontaminacije mesa na njegova organolepticka svojstva

Za oc¢ekivati je kako primjena otopina organskih kiselina na mesu moze, pored zeljenog
smanjivanja bakterijske populacije, dovesti do manje pozeljnih promjena organoleptickih
svojstava koje time narusavaju izgled i kvalitetu kona¢nog proizvoda. Brojni autori su se bavili
tom problematikom pa je tako u pogledu organoleptickih svojstava mesa dosad najviSe istrazen
utjecaj dekontaminacije na njegovu boju (STIVARIUS i sur., 2002.; HECER i ULUSOY
SOZEN, 2011.; HARRIS i sur., 2012.; MEREDITH i sur., 2013.; MANZOOR i sur., 2020.;
EASTWOOD i sur., 2021.), ali i miris (SMULDERS i sur., 2011.; MEREDITH i sur., 2013.;),
okus (CAP i sur., 2019.; FERNANDEZ i sur., 2021.), odrzivost (RODRIGUEZ-MELCON i
sur., 2020.; HAN 1 sur.,, 2021.) te ukupnu prihvatljivost (CHRISTIANSEN 1 sur., 2009.;
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SKRIVANOVA i sur., 2011.). Bitno je naglasiti kako je veéina rezultata ovih istraZivanja
vezana uz mlije¢nu kiselinu, obzirom da je dosad najcesce i istrazivan njezin dekontaminacijski
potencijal.

Sto se ti¢e boje mesa kao najvaznijeg promatranog parametra senzorike, autori su
dolazili do razli¢itih zakljucaka, no jasno je kako oni uvelike ovise o uvjetima postavljenog
pokusa (vrsta kiseline, koncentracija, pH i temperatura otopine, trajanje prskanja, vrsta mesa)
pa i njihovoj interpretaciji treba pristupiti kriticki. STIVARIUS i sur. (2002.) utvrdili su kako je
boja govedih odrezaka bila svjetlija i imala manju koli¢inu oksimioglobina (p<0,05) nakon
tretiranja mesa 5 %-tnom otopinom mlijecne kiseline, a zanimljivo je kako isto nije zamije¢eno
nakon dekontaminacije vru¢om vodom (82 °C). CHRISTIANSEN i sur. (2009.) pak navode
kako je primjena 2,5 %-tne otopine mlijecne kiseline pri 80 °C dovela do negativnih uc¢inaka
na boju svinjskog mesa. U¢inak primjene znacajno niZe koncentracije (0,5 %) otopine mlije¢ne
kiseline na boju pileéeg mesa ispitivali su HECER i ULUSOY SOZEN (2011.) te utvrdili kako
je boja mesa postala znacajno (p<0.05) svjetlija u odnosu na kontrolni uzorak. Osim toga, boja
mesa nakon primjene nesSto nizih koncentracija (0,2 %; 0,3 %) otopina mlijecne kiseline
ocijenjena je znatno loSije od boje mesa tretiranog otopinama octene kiseline istih
koncentracija. Suprotno je dokazano u istrazivanju HARRIS i sur. (2012.) gdje nakon primjene
2 %-15 %-tnih otopina mlijecne 1 octene kiseline nisu utvrdene znacajne razlike u boji govedeg
mesa u odnosu na kontrolu, a tijekom dva intervala mjerenja (6. 1 24. sat). Isto su potvrdili
RODRIGUEZ-MELCON i sur. (2017.) nakon tretiranja govedeg mesa sa 2 %- do 4 %-tnom
otopinom mlije¢ne kiseline, a pojedine zanemarive razlike izmedu uzoraka autori pripisuju
subjektivnom dojmu ocjenjivaca koji nisu bili educirani u tu svrhu. MANZOOR 1 sur. (2020.)
su dokazali kako je tek primjena 6 %-tne otopine mlije¢ne kiseline dovela do pojave tamnih
tragova na povrsini govedih trupova. Iznenadujuéi su i rezultati EASTWOOD i sur. (2021.) koji
su nakon primjene hladnih i vruc¢ih 2 % - 5 %-tnih otopina mlije¢ne kiseline na komadima
svinjskog mesa uocili tek minimalne negativne uc¢inke na boju mesa.

Karakteristi¢ni kiseli miris mesa u najve¢em broju slucajeva pojavljuje se nakon
primjene octene kiseline, za razliku od mlije¢ne kiseline (SMULDERS i sur., 2012.). Ovi autori
navode kako se u njihovom istrazivanju kiseli miris mesa razvio nakon primjene obje vrste
kiseline, no u slucaju octene kiseline je bio puno intenzivniji te se 24 sata nakon primjene
zadrzao u 60 % uzoraka mesa. Ti rezultati su u skladu s onima HECER i ULUSOY SOZEN
(2011.) gdje su pri evaluaciji parametra mirisa pileCeg mesa nakon uranjanja u otopine mlijecne
1 octene kiseline (0,2-0,3 %), uzorci mesa tretirani otopinom octene kiseline ocjenjeni znac¢ajno

manjim brojem bodova (4,8-5,0) u odnosu na one tretirane otopinama mlijene kiseline istih
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koncentracija (7,7-7,8). Ipak, ZAKI 1 sur. (2015.) uocili su kratkotrajan kiseliji miris kuhanog
pile¢eg mesa nakon prethodnog uranjanja u otopinu mlijecne kiseline, dok u slucaju octene
kiseline nije zamijecen. Sli¢no su dokazali i GULMEZ i sur. (2006.) na pile¢im krilcima uz
pojavu blijedoruzicaste boje mesa.

FERNANDEZ 1 sur. (2021.) provodili su potapanje pile¢ih prsa u 3 %-tnu otopinu
mlijecne kiseline tijekom 15 sekundi, a rezultati su pokazali kako pored boje nije bilo razlike
ni u okusu kuhanog mesa testnih i kontrolnih uzoraka koji su tretirani vodom. Pri evaluaciji
okusa svinjskog mesa tretiranog otopinama mlijecne kiseline, iskusni panelisti navode kako je
okus svinjetine bio bolji kako su koncentracija (1 % 1 3 %) 1 vrijeme izloZenosti kiselini (1 13
minute) bili veéi te nije bio nimalo neugodan (GRAJALES-LAGUNES i sur., 2012.). Ipak, da
primjena mlijecne kiseline moze utjecati na razvoj neugodnih okusa mesa potvrduju CAP i sur.
(2019.) koji su okus govedeg mesa tretiranog 2 %-tnom otopinom mlijecne kiseline usporedili
s onima po ribi, maslinama ili ¢ak svinjskom mesu.

Pojedini autori (HECER i ULUSOY SOZEN, 2011.; ZAKI i sur., 2015.) su takoder
dokazali kako primjena otopina mlije¢na i octene kiseline nije utjecala na parametar socnosti
pile¢eg mesa odmah po tretiranju Sto je dodatno izjednacilo cjelokupnu senzoricku ocjenu sa
kontrolnim uzorcima, s iznimkom onih u istrazivanju HECER i ULUSOY SOZEN (2011.)
kojima je primjena octene kiseline naruSila parametar mirisa. EL-TABIY 1 SOLIMAN (2011.)
potvrduju kako je s mikrobioloSke 1 senzoricke strane odrzivost svjezeg govedeg mesa
tretiranog 2 %-tnim otopinama mlijecne i octene kiseline produljena na 7-9 dana u odnosu na

kontrolni uzorak, dok je primjena koncentracija od 4 % negativno utjecala na boju i miris mesa.

2.6. Znanstveno miSljenje o sigurnosti i ucinku primjene organskih Kkiselina u

dekontaminaciji trupova svinja

Kao S§to je ve¢ prethodno spomenuto, voda za pice je trenutno jedino odobreno
dekontaminacijsko sredstvo za primjenu na klaonicki obradenim trupovima Zivotinja
(ANONIMNO, 2004.b) u EU, barem §to se tice svinja. Primjena svih drugih potencijalnih tvari
u dekontaminacijske svrhe zahtjeva prethodno odobrenje Europske komisije. S tim u vezi,
EFSA je na zahtjev Komisije 2018. godine zatraZena za znanstveno misljenje (EFSA, 2018.) o
sigurnosti 1 ucinkovitosti mlijeCne 1 octene kiseline za primjenu u svrhu smanjivanja
povrsinskih mikrobioloskih oneciS¢enja na trupovima svinja i komadima svinjskog mesa.
Dekontaminacijom bi se smanjio broj patogenih bakterija na svinjskom mesu, a time i na

proizvodima od svinjskog mesa Sto bi rezultiralo manjom incidencijom bolesti prenosivih
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hranom. Kako stoji u misljenju, patogene bakterije od interesa u proizvodnji svinjskog mesa
su: S. Enteritidis, S. Typhimurium, Campylobacter spp., L. monocytogenes, E. coli O157:H7, Y.
enterocolitica, Aeromonas  hydrophilia 1 S. aureus. Pored toga, predlozenim
dekontaminacijskim metodama takoder bi se reducirao broj enterobakterija koje se smatraju
indikatorima higijene, kao i broj ukupne populacije aecrobnih mezofilnih bakterija. Misljenje je

ukljucivalo procjenu:

e toksikoloske sigurnosti obje vrste kiselina;

e njihove ucinkovitosti u smanjenju razine mikrobioloske kontaminacije na trupovima
svinja

e mogucu pojavu smanjene osjetljivosti na biocide 1i/ili rezistencije na terapiju
antimikrobnim sredstvima

e rizika povezanog s otpustanjem otpadnih voda nakon njihove upotrebe u okolis

Procjena navedenih ¢imbenika donesena je temeljem sistematicnog pregleda relevantne
znanstvene literature, a u skladu sa smjernicama za obradu podataka o ocjeni sigurnosti 1
ucinkovitosti primjene takvih tvari u svrhu uklanjanja povrSinskog mikrobioloSkog oneciS¢enja
hrane Zivotinjskog podrijetla (EFSA BIOHAZ Panel, 2010.). Sto se tie toksikoloske sigurnosti
mlijecne 1 octene kiseline za ljude, Odbor je zaklju¢io kako nema opasnosti od njihove
primjene, pod uvjetom da su koriStene tvari u skladu s specifikacijom Europske unije (EU) za
prehrambene aditive. Zaklju¢ak se ponajprije temelji na ¢injenici da su obje tvari odobreni
dodaci hrani u quantum satis, a njihov unos iz uobiCajene prehrane uvelike nadmaSuje
izlozenost uslijed namjeravane upotrebe u dekontaminaciji. Prskanje svinjskih trupova
mlije¢nom kiselinom prije hladenja pokazalo se ucinkovitijim u usporedbi s netretiranim
uzorcima. Ipak, na temelju dostupnih podataka Odbor nije mogao zakljuciti da li je takvo
prskanje bilo 1 u€inkovitije od tretiranja vodom u istoj fazi klaoni¢ke obrade svinja. Naime, u
vedini istrazivanja dekontaminacijski u¢inak mlijecne kiseline je u najmanju ruku bio jednako
ucinkovit kao 1 prskanje vodom dok je u tek 30 % usporedbi on bio statisti¢ki znacajno
djelotvorniji. S druge strane, Odbor navodi kako nije mogao donijeti zaklju¢ak o u¢inkovitosti
primjene octene kiseline na svinjskim trupovima prije hladenja i/ili komadima svinjskog mesa
nakon hladenja obzirom na nedovoljan broj dostupnih znanstvenih istrazivanja (N=3). Sto se

tice mogucnosti smanjene osjetljivosti na biocide i/ili terapiju antimikrobnim sredstvima,
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Odbor je zakljucio kako ne postoje dokazi koji upucuju na promicanje horizontalno prenosive
rezistencije na mlijenu ili octenu kiseline u izlaganih bakterija. Uzimajuci pak u obzir njihovu
prosirenost u okoliSu, te hrani biljnog i zivotinjskog podrijetla, mogucnost razvoja rezistencije
na terapijske antimikrobne lijekove vjerojatno nece postati znac¢ajan javnozdravstveni problem.
Isto tako, njihovo otpustanje u okoli§ nije zabrinjavajuce, pod prepostavkom da bi se otpadne
vode po ispustanju iz klaonice podvrgnule dodatnom procis¢avanju s ciljem neutralizacije
kiselog medija.

U zakljucku predmetnog misljenja stoji kako su potrebna dodatna istrazivanja za
procjenu ucinkovitosti organskih kiselina na svinjskim trupovima, posebno u slu¢aju octene
kiseline. Kako bi se sprijecila prilagodba i otpornost patogenih bakterija na kiseline, za koju
svakako postoji znanstvena osnova, predlozeni dekontaminacijski postupak treba biti dostatan
(u smislu nac¢ina primjene, koncentracije, temperature, trajanja i ponavljanja) za inaktivaciju
ciljnih bakterija. Pri tome granice svakog od navedenih parametara treba detaljnije istraziti kako
bi se raspolagalo sa podacima podrobnijima za donosenje znanstveno utemeljenih zakljucaka.
Naime, uloga dekontaminacije organskim kiselinama u adaptaciji bakterija na kisele uvjete te
posljedicno tome, potencijalnom razvoju otpornosti na kiselinu 1/ili antimikrobna sredstva, jos$
nije razjaSnjena obzirom na mali broj utvrdenih znanstvenih dokaza kojima bi se potvrdile ili

opovrgnule prethodno navedene tvrdnje.
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3. OBRAZLOZENJE TEME

Yersinia enterocolitica pripada skupini najznacajnijih patogenih bakterija u inspekciji
mesa svinja koje se ujedno smatra i najvaznijim izvorom infekcije za ljude. Obzirom da
klaonicka obrada predstavlja glavno mjesto kontaminacije mesa u proizvodnom lancu,
dekontaminacija trupova organskim kiselinama razmatra se kao metoda smanjenja rizika.

U odnosu na ostale patogene bakterije u higijeni mesa, dosadasnja istrazivanja ukazuju
na oskudne podatke o dekontaminacijskom ucinku organskih kiselina prema populaciji Y.
enterocolitica na svinjskom mesu, dok ista ne uzimaju u obzir problematiku potencijalnih

negativnih u¢inaka dekontaminacije. S tim u vezi, ciljevi ovog istrazivanja su:

e utvrditi dekontaminacijski ucinak otopina organskih kiselina na svinjskom mesu
inokuliranom razli¢itim sojevima bakterije Y. enterocolitica 4/0:3

e usporediti medusobni uc¢inak obzirom na njihovu vrstu, koncentraciju i1 uvjete primjene u
odnosu na standardne metode dekontaminacije mesa vodom

e utvrditi utjecaj primjene organskih kiselina na organolepticka svojstva mesa te istraziti
povezanost otpornosti Y. enterocolitica 4/0:3 na antimikrobne lijekove 1 na organske

kiseline

Temeljem kompleksnosti metodologije istrazivanja u klaoni¢kim uvjetima, ali 1
nedovoljnih spoznaja o dekontaminacijskom potencijalu organskih kiselina, cijelo istraZivanje
provedeno je u laboratorijskim uvjetima. Pretpostavka istraZivanja je da otopine organskih
kiselina reduciraju brojnost inokuliranih populacija bakterije Y. enterocolitica 4/0:3 na povrSini
svinjskog mesa, a njihov ucinak razlikuje se ovisno o vrsti, koncentraciji te uvjetima primjene.
Pretpostavlja se da ne postoji povezanost stupnja otpornosti na otopine organskih kiselina i na
antimikrobne lijekove. Takoder, ne ocekuje se da primjenjeni dekontaminacijski protokoli
mijenjaju organolepti¢ka svojstva svinjskog mesa.

Dobivenim rezultatima procijenit ¢e se ucinkovitost postupaka dekontaminacije u
redukciji patogene Y. enterocolitica na svinjskom mesu kao glavnom izvoru infekcije za ljude.
Pored toga, istraZivanje ¢e doprinijeti razjasnjavanju povezanosti stupnja otpornosti sojeva Y.
enterocolitica 4/0:3 na antimikrobne lijekove 1 na otopine organskih kiselina, a time 1 procjeni
sigurnosti njihove upotrebe. Dokazano najuc¢inkovitiji dekontaminacijski protokol potencijalno
¢e biti primjenjiv u praksi s ciljem smanjivanja rizika od Y. enterocolitica 4/0:3 u okviru revizije

HACCP programa u klaonicama i preradama mesa svinja.
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. Plan eksperimenta

Sukladno prvotnom cilju istrazivanja kojim se zeljelo utvrditi utjecaj dekontaminacije
na redukciju broja inokuliranih bakterijskih stanica, a ovisno o odabranim faktorima (vrsta
organske kiseline, koncentracija kiseline, temperatura otopine te vrijeme tretiranja), koristen je
faktorski dizajn kojim je odreden minimalan broj pokusa po soju Y. enterocolitica. Obzirom na
4 uvjeta sa po dvije razine, koriSten je dizajn 2x2x2x2, §to ¢ini ukupno 16 protokola, kojima su
pridodana 4 u kojima je koristena voda, pri dvije temperature i dva perioda izlaganja (dizajn
2x2). Time je ukupan broj protokola iznosio 20 (Tablica 2). Provjera redukcije broja Y.
enterocolitica provedena je u dva mjerenja (0. 1 24. sat), u triplikatu. Uzimaju¢i u obzir sve

navedeno, ukupan broj mikrobioloskih analiza po jednom soju izra¢unali smo prema formuli:

Nanaliza = Nsojevi * Nprotokoli * Mmjerenje " Mponavijanje

pri ¢emu je broj analiza po jednom soju Y. enterocolitica iznosio 120, a broj koriStenih sojeva

Y. enterocolitica je obzirom na zahtjevnost istraZivanja te resurse ograni¢en na 10.
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Tablica 2. Oznake dekontaminacijskih protokola koriStenih u postupcima dekontaminacije

svinjskog mesa

Oznaka protokola Opis

1. 2 % octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi
2. 4 % octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi
3. 2 % octena kiselina; 25 °C; 30 sekundi
4. 4 % octena kiselina; 25 °C; 30 sekundi
5. 2 % octena kiselina; 80 °C; 10 sekundi
6. 4 % octena kiselina; 80 °C; 10 sekundi
7. 2 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi
8. 4 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi
9. 2 % mlije¢na kiselina; 25 °C; 10 sekundi
10. 4 % mlijecna kiselina; 25 °C; 10 sekundi
11. 2 % mlije¢na kiselina; 25 °C; 30 sekundi
12. 4 % mlije¢na kiselina; 25 °C; 30 sekundi
13. 2 % mlijecna kiselina; 80 °C; 10 sekundi
14. 4 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 10 sekundi
15. 2 % mlijecna kiselina; 80 °C; 30 sekundi
16. 4 % mlijecna kiselina; 80 °C; 30 sekundi
17. Voda; 25 °C; 10 sekundi

18. Voda; 25 °C; 30 sekundi

19. Voda; 80 °C; 10 sekundi

20. Voda; 80 °C; 30 sekundi

4.2. Priprema sojeva Y. enterocolitica

Sojevi Y. enterocolitica (N=10) koriSteni u pokusu prikupljeni su tijekom prijaSnjeg
istrazivanja (PAZIN, 2021.) te su do testiranja bili pohranjeni u microbank sustavu za
krioprezervaciju (Deltalab, Barcelona, Spanjolska) na -80 °C. Prethodno su identificirani
MALDI-TOF masenom spektrometrijom u Institutu Ruder BoSkovi¢, Zagreb (Slika 11).
Neposredno prije inokulacije na meso kao i prije testiranja osjetljivosti na otopine organskih
kiselina i antibiotike, sojevi su namnazani u PSB teku¢em hraniliStu (Peptone, Sorbitol and Bile
salts, PSB, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD) te kultivirani nacjepljivanjem na selektivni agar
(Cefsulodin, Irgasan™ and novobiocin, CIN, Merck, Darmstadt, Njemacka) tijekom 24 sata pri
30 °C (Slika 12). Kako bi se odredio broj bakterijskih stanica u mililitru PSB tekuceg hranilista
(CFU/mL) i temeljem toga izraunala zavr$na koncentracija po gramu mesa (CFU/g) nakon
inokulacije, nakon 24-satne inkubacije napravljena su serijska decimalna razrjedenja PSB
tekuc¢eg hranilista te je 0,1 mL najoptimalnijeg razrjedenja povrSinski inokuliran na CIN

selektivni medij i inkubiran tijekom 24 sata pri 30 °C.
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Slika 11. Prikaz spektra masa Y. enterocolitica na MALDI-TOF MS (PAZIN, 2021.)

Slika 12. Izgled kolonija Y. enterocolitica 4/0:3 na CIN agaru (Veterinarski fakultet, Zagreb)
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4.3. Priprema otopina organskih Kkiselina

Otopine za dekontaminaciju pripremljene su razrjedivanjem tekuée koncentrirane (90
%-99,5 %) mlijecne 1 octene kiseline (Merck, Darmstadt, Njemacka) pomocu destilirane vode.
Do koristenja su uskladiStene na sobnoj temperaturi, a pripremljene su neposredno prije
provedbe testiranja te im je potom izmjeren pH (pH metar, Testo, Lenzkirch, Njemacka). Kako
bi se pripremile 2 %- i 4 %-tne otopine, potreban volumen kiselina i vode izraunat je prema

formuli:

pocetni volumen x pocetna koncentracija = kona¢ni volumen x kona¢na koncentracija

odnosno

konacni volumen x konacna koncentracija

pocetni volumen = - —
pocetna koncentracija

4.4. Postupak dekontaminacije mesa otopinama organskih kiselina i vodom

Dekontaminacija se provodila na svjezem svinjskom mesu iz maloprodaje (M.
longissimus dorsi), a za svaki pojedinacni protokol koristen je komad mesa prosjecne mase od
100 grama, jednake veli¢ine i debljine, na kojem je prije inokulacije bakterija izmjerena pH
vrijednost. Meso je prije inokulacije temperirano na sobnu temperaturu. PSB bujoni s
namnozenim sojevima Y. enterocolitica 4/0:3 su nakon 24-satne inkubacije pri 30 °C serijski
razrijedeni u omjeru 1:9 te je 1 mL odgovarajuéeg razrjedenja ravnomjerno inokuliran sterilnim
Stapi¢em po povrSini mesa ¢ime je postignuta prosje¢na kontaminacija mesa od 4 logio CFU/g
(kontrola). S ciljem simuliranja klaonickih uvjeta kontaminacije na liniji klanja, protokoli
dekontaminacije su zapoceti 5 minuta nakon inokulacije bakterija na meso (adhezija stanica).

Na slici 13 prikazan je primjer pozicioniranja faze dekontaminacije prije hladenja trupova.
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Slika 13. Primjena dekontaminacije na liniji klaonicke obrade svinja sukladno razini

mikrobioloSke kontaminacije tijekom pojedinih faza (Prema http://slaughterline.com/1-pig-

slaughter-line.html)

Pripremljene otopine organskih kiselina koncentracije 2 % 1 4 % 1 vode su se pri
razlicitoj temperaturi (25 °C 1 80 °C) 1 duljini izloZenosti (10 1 30 sekundi) primjenjivali na
prethodno kontaminirano meso metodom prskanja pomocu automatizirane prskalice pod
tlakom od 3 bara na udaljenosti od 10 cm. Pet minuta nakon inokulacije bakterija na meso, a
prije pocetka dekontaminacije, meso je prerezano u dva jednaka dijela pri ¢emu se jedna
polovina koristila kao pozitivna kontrola, a ostatak namijenjen dekontaminaciji je ovjesen na
odgovarajudi stalak te je odmah zapoceto prskanje otopinama kiselina. Obje polovine mesa
(tretirana 1 netretirana) podijeljene su takoder u dva dijela od ¢ega je jedna mikrobioloski
pretrazena 0. sat, dok je druga podvrgnuta hladenju na 4 °C te pretrazena nakon 24 sata. Pomoc¢u
gravimetrijskog dilutora (DiluFlow, Interscience, Cantal, Francuska) uzorci su odvagani u
sterilnu vre¢icu u koju je potom dodana fizioloSka otopina u omjeru 1:10. Nakon
homogenizacije u trajanju od 1 minute (BagMixer, Interscience, Cantal, Francuska), 0,1 mL

povrsinski je inokuliran na CIN selektivni agar propisan normom HRN EN ISO 10273:2017.
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Nakon inkubacije tijekom 24 sata pri 30 °C, broj poraslih kolonija odredivao se pomocu
automatiziranog uredaja za brojanje kolonija (Scan 1200, Interscience, Cantal, Francuska) te
rezultat izrazavao kao logio CFU/g (Slika 14). Isti postupak proveden je i na hladenim uzorcima
nakon 24 sata. Logaritamske vrijednosti broja Y. enterocolitica nakon pojedinog
dekontaminacijskog protokola oduzete su od vrijednosti pozitivnih kontrola te su prikazane kao
redukcija broja Y. enterocolitica po gramu mesa (R; logio). Pored navedenoga, kako bi se
iskljuc¢ila moguca prisutnost Y. enterocolitica u mesu nastala kao posljedica kontaminacije
tijekom proizvodnje, na svakom pojedinacnom pakiranju mesa provedena je mikrobioloska
pretraga skupnog uzorka prethodno opisanom metodom. Kako bi se utvrdile promjene pH
vrijednosti povrSine mesa nakon dekontaminacije, po zavrSenoj homogenizaciji svakog
pojedinog uzoraka, izmjerena je pH vrijednost otapala kontrolnih i testnih uzorka 0. i 24. sat.

Sva mjerenja provedena su u triplikatima, a rezultati izrazeni kao srednja vrijednost £SD.
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Slika 14. Postupak dekontaminacije mesa otopinama organskih kiselina 1 vodom




4.5. Testiranje osjetljivosti sojeva Y. enterocolitica 4/0:3 na otopine organskih Kiselina

Kako bi se utvrdilo uzrokuje li izlaganje Y. enterocolitica 4/0:3 otopinama organskih
kiselina stjecanje acidorezistencije te posljedicnu neucinkovitost dekontaminacijskih
postupaka, provedeno je ponavljajuce izlaganje sojeva 2 %-tnim otopinama mlijecne i octene
kiseline. S ciljem utvrdivanja inicijalnih razlika u otpornosti medu sojevima i odabira
najotpornijih za daljnje analize, svih 10 sojeva podvrgnuto je testiranju prezivljavanja u kiselom
mediju tijekom istog vremenskog perioda. Za pripremu kiselih otopina koristen je TSB tekuci
hranjivi medij (7riptic Soy Broth, TSB, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD) kojemu je dodan
odredeni volumen svake kiseline prema ve¢ spomenutoj formuli kako bi se dobile 2 %-tne
otopine mlije¢ne i octene kiseline u TSB-u. Sojevi Y. enterocolitica 4/0:3 su nakon 24-satne
inkubacije u TSB bujonu homogenizirani vorteksom te je 0,5 mL pojedinog dodano u svaku
zasebno pripremljenu otopinu kiseline u omjeru 1:1 te izlagani 60 sekundi. Istovremeno, isti je
postupak proveden u TSB bujonu neutralne pH vrijednosti (kontrola). Potom su napravljena
serijska decimalna razrjedenja te je 0,1 mL povrSinski inokuliran na CIN agar. Po zavrSetku 24-
satne inkubacije pri 30 °C, broj poraslih kolonija odredivao se pomocu automatiziranog uredaja
za brojanje kolonija te rezultat izrazavao kao logio CFU/mL otopine. Postotak preZivljavanja

stanica (%) u kiselim otopinama za svaki pojedini soj izracunat je prema formuli:

Lo . broj netretiranih — broj tretiranih
postotak oStecenih stanica (%) = - —— x 100
broj netretiranih

Sojevi koji su pokazali najveci postotak prezivljavanja (<50 % oSte¢enih stanica)
podvrgnuti su daljnjim izlaganjima u istim otopinama organskih kiselina (2 %-tna mlijecna i
octena kiselina) s ciljem utvrdivanja moguénosti povecanja otpornosti na otopine kiselina, kao
1 posljedicne smanjene osjetljivosti na antibiotike. Nakon pocetnog mijeSanja 0,5 mL TSB
bujona s prednamnozenim sojem i 2 %-tne otopine organske kiseline u omjeru 1:1 tijekom 60
sekundi, cjelokupni sadrzaj pomijeSan je s TSB bujonom u omjeru 1:5 za uzorke tretirane
mlije¢nom kiselinom, odnosno 1:8 za uzorke tretirane octenom kiselinom. Navedeni omjeri za
pojedinu kiselinu odabrani su nakon provedenih analiza mjerenja pH vrijednosti kako bi se

dobili priblizni uvjeti kiselosti kao pri dekontaminaciji i hladenju mesa (pH 4,2 — 5,2).
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Neposredno prije inkubacije, iz svake je otopine inokulum povrSinski nacijepljen na
CIN selektivni agar kako bi se utvrdilo prezivljavanje soja. Takoder, nakon 24-satne inkubacije
pri 30 °C, izmjerena je pH vrijednost i opticka gustoca bakterijske suspenzije (Densimat,
BioMerieux, Marcy-I'Etoile, Francuska) s ciljem utvrdivanja dinamike rasta sojeva (Slika 15)
te je ponovljen prethodni opisani postupak izlaganja organskim kiselinama. Ukupno je
provedeno 15 uzastopnih stresiranja kiselinama. Na kiselinu adaptirani sojevi Y. enterocolitica
su potom inokulirani na meso te je ponovljena dekontaminacija 2 %-tnim otopinama mlije¢ne

1 octene kiseline, s ciljem usporedbe redukcije broja stresiranih i nestresiranih sojeva.
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Slika 15. Standardna krivulja ovisnosti opticke gustoce (600 nm) o broju bakterijskih stanica

(CFU/mL)
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4.6. Testiranje osjetljivosti sojeva Y. enterocolitica 4/0:3 na antibiotike

Kao $to je prethodno navedeno, najotporniji sojevi Y. enterocolitica 4/0:3 odabrani za
viSestruka izlaganja otopinama octene i mlijecne kiseline podvrgnuti su ispitivanju osjetljivosti
na antibiotike primjenom E testa (BioMerieux, Marcy-I'Etoile, Francuska). Testiranja su
provedena nakon 3., 6., 9., 12. 1 15. izlaganja otopinama kiselina, a prilikom svakoga je
koristeno ukupno 5 antibiotika: ceftazidim (256 TZ), cefotaksim (32 CTL), tetraciklin (256
TC), gentamicin (256 GM) i ciprofloksacin (32 CI).

Kako bi se pripremila optimalna gustoca bakterijske suspenzije od 0,5 McFarlanda,
sterilnim brisom uzeto je nekoliko bakterijskih kolonija nakon svakog izlaganja te su otopljene
u 2 mL fizioloske otopine. Novim sterilnim brisom otopina je nanesena troslojno u tri smjera
na povrSinu Mueller-Hinton agara (Biolife, Milano, Italija). Nakon kratkotrajnog susenja, na
svaku zasebnu hranjivu podlogu je postavljena trakica pojedinog antibiotika te je provedena
inkubacija pri 30 °C tijekom 24 sata. Nakon inkubacije o€itane su minimalne inhibicijske
koncentracije antibiotika (MIC) te su vrijednosti unutar istog antibiotika medusobno
usporedene ovisno o broju prethodno provedenih izlaganja kiselinama. Pofetne minimalne
inhibicijske koncentracije antibiotika izmjerene su na istim sojevima 1 prije izlaganja
kiselinama. Postupak ispitivanja osjetljivosti sojeva Y. enterocolitica 4/0:3 na otopine

organskih kiselina 1 antibiotike prikazan je na Slici 16.

59



\,/ J | Q

24 h; 30 °C:
*  opticka gustoca
*  pHrijednost

SVI SOJEVI

nakon svakog 3. testiranja:
*  izolacija Ciste

kulture

E test

2% mll_]e(':naa 19 1:2
octena kiselina
f NAJOTPORNIJI SOJEVI
0 0.5 mLQ)
2 testiranje | | 3. testiranje ] 4. testiranje
T 1:5 ]— 1:5 ]-—
11 P 11 = :
\ / 60 | |24n: / 6 | 241; (M
24h;30°C J sec & 30°C \/ |[sec & 30°C \ J :>
= i — —_— — -
> i — ] . ponavljanja
-8 o 1:8 : — do
g E e ]1 1 4:8 T\lT, 15. testiranja
vV B V| | \/
\_/ /
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4.7. Organolepticka pretraga mesa tretiranog otopinama organskih Kkiselina

Organolepticka pretraga uzoraka mesa na kojima su provedeni dekontaminacijski
protokoli (N=20) provedena je 24 sata nakon zavrSetka protokola, a tijekom kojih je meso bilo
podvrgnuto hladenju na 4 °C. U evaluaciji je sudjelovao tim od pet ocjenjivaca. Organolepticka
ocjena uzoraka mesa iz svih 20 dekontaminacijskih protokola u usporedbi s netretiranim
uzorkom (kontrola) ukljucivala je parametar boje, mirisa, teksture, okusa (kuhani uzorci) te
cjelokupnog dojma, odnosno kombinacije svih parametara (Tablica 3). Prije kuhanja, uzorci su
izrezani na komade veli¢ine 5x5x1 cm te podvrgnuti temperaturi kuhanja od 100 °C tijekom 30
minuta. Prije ocjenjivanja, unutarnja temperatura uzoraka bila je 35 °C. Za svako promatrano
svojstvo dodjeljivale su se ocjene u rasponu od 1 do 5, a opis kriterija za pojedinu ocjenu
prikazan je u tablici 4. Skupni rezultati svih ocjenjivaca za svaki pojedinacni protokol prikazani
su u formi tzv. "paukove mreze" pri cemu svaki od pet krakova dijagrama predstavlja jedno

promatrano svojstvo, a linije izmedu krakova intenzitet promjena odnosno ocjenu.

Tablica 3. Opis obiljeZja za svjeZe svinjsko meso

Promatrani parametar Opis
Boja SvijetloruzZicasta do ruZicasta
Specifican po svjezem svinjskom mesu,

Miris oS
neutralan, bez stranih primjesa
Tekstura (izgled povrsine) Glatka, sjajna, kompaktna
Okus (kuhani uzorak) Svojstven kuhanom mesu, blag, bez stranog
okusa
Ukupni dojam Kombinacija svih promatranih svojstava
Tablica 4. Ocjene s opisom zahtjeva
Ocjena Opis zahtjeva
5 Nema odstupanja u promatranim svojstvima u odnosu na kontrolni uzorak

Jedva primjetni nedostaci, gotovo istovjetan kontrolnom uzorku
Uzorak ima uocljive manjkavosti, osrednje prihvatljivosti
IzraZeni nedostaci, uvjetno prihvatljiv
Vrlo izrazena odstupanja, neprihvatljiv uzorak

—_— N[ W
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4.8. Statisticka obrada podataka

Rezultati su obradeni metodama deskriptivne statistike (Statistica 13.5, TIBCO
Software) i1 prikazani kao srednje vrijednosti triju mjerenja uz standardnu devijaciju (x£SD).
Za utvrdivanje statisticki znacCajnih razlika izmedu kvantitativnih podataka koriSten je
Studentov t-test za pokazatelje koji su slijedili normalnu raspodjelu, odnosno Mann-Whitney-
ev U-test kod pokazatelja koji nisu slijedili normalnu raspodjelu. Na isti nacin je pri usporedbi
viSe nezavisnih uzoraka koriStena jednosmjerna analiza varijance (One-Way ANOVA) odnosno
Kruskall-Wallis-ova analiza varijance, a razlike izmedu pojedinih skupina utvrdene su post-hoc
analizom. Statisticka znaCajnost promatrana je na razini 0,05. Povezanost izmedu pada pH
vrijednosti mesa nakon dekontaminacije sa njegovim porastom nakon 24 sata provjerena je
testom korelacije (r). Za kvalitativnu obradu podataka koriSteni su alati multivarijantne analize
pa je tako za ispitivanje utjecaja nezavisnih varijabli (faktora) na zavisnu varijablu (redukciju
broja Y. enterocolitica 4/0:3) koriStena Faktorska analiza varijance (engl. Factorial ANOVA)
kojom se dokazuje utjecaj pojedinacne nezavisne varijable na zavisnu, ali i njihovo
medudjelovanje (interakcije). Za analizu linaerne povezanosti primjenjenth dekontaminacijskih
protokola sa procjenjenim organoleptiCkim svojstvima mesa nakon takvih protokola
primjenjena je analiza glavnih komponenata (engl. PCA — principal component analysis) u
raunalnom programu XLSTAT (2018.5, Addinsoft). Rezultati su prikazani grafi¢ki kao
projekcija uzoraka u prostor odreden glavnim komponentama F-1 1 F-2. S ciljem dodatne
vizualizacije podataka, koriSten je prikaz toplinske mape (eng. heatmap) kojim se promatra
odnos pokazatelja bojama u dvije dimenzije, a varijacije u intenzitetu boja ukazuju na grupaciju

promatranog svojstva u prostoru.
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5. REZULTATI

5.1. Optimizacija eksperimentalnih uvjeta

Prosjecan broj bakterijskih stanica u PSB teku¢em hraniliStu nakon 24-satne inkubacije
pri 30 °C iznosio je 9 logio CFU/mL, bez ve¢ih odstupanja izmedu promatranih sojeva Y.
enterocolitica 4/0:3. Daljnim serijskim razrjedenjima u omjeru 1:9 postignuta je optimalna
koncentracija bakterija za inokulaciju na meso (1:1000; 6 logio CFU/mL) Sto je rezultiralo
prosjecnom kontaminacijom mesa od 4 logio CFU/g (kontrola). Prosjecne izmjerene pH
vrijednosti pripremljenih otopina mlijecne i octene kiseline pri 25 °C prikazane su u tablici 5.

Zagrijavanjem otopina na 80 °C vrijednosti pH su se smanjivale do 0,2 jedinice pH.

Tablica 5. pH vrijednosti 2 %- i 4 %-tnih otopina mlije¢ne i octene kiseline pri 25 °C (x+SD)

Vrsta i koncentracija organske Kiseline pH vrijednost
2 % mlijeCna kiselina 2,15+0,01
4 % mlije¢na kiselina 1,97+0,01
2 % octena kiselina 2,78+0,01
4 % octena kiselina 2,63+0,01

5.2. Rezultati pojedinacnih vrijednosti redukcija broja Y. enterocolitica 4/0:3

U tablicama 6a-9b prikazani su pojedinacni rezultati dekontaminacijskog u¢inka otopina
organskih kiselina na svinjskom mesu prema sojevima Y. enterocolitica 4/0:3 u oba mjerenja
(0. 124. sat), a oznake sojeva (N=10) bile su: 22, 29, 34, 36, 40, 41, 45, 52, 54 1 77. Kod svakog
od testiranih sojeva u pojedinom dekontaminacijskom protokolu prikazan je broj Y.
enterocolitica (logio CFU/g) kontrolnog uzorka (K), testnog uzorka (T) te razlika u brojnosti
populacije (T-K) oznacena kao redukcija (R). Na isti nacin, u tablici 10 prikazani su rezultati

dekontaminacijskog ucinka vode na (ne)kontaminiranom svinjskom mesu.
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5.2.1. Rezultati pojedinac¢nih vrijednosti redukcija broja Y. enterocolitica 4/0:3 nakon

provedbe dekontaminacijskih protokola s otopinama octene Kiseline

Tablica 6a. Dekontaminacijski ucinak otopina octene kiseline na svinjskom mesu prema

sojevima Y. enterocolitica 4/0:3 22-40 (logio CFU/g; x+SD)

Dekontaminacijski protokol*

soj/vrijeme 1 ) 3 4

K 3,97+0,02 4,03£0,03 4,01+0,01 4,09+0,01
0.h T 3,5240,06 3,62+0,13  3,55+0,10  3,88+0,03

R 0,45 0,41 0,46 0,21
22 K 3,96+0,06 3,93+0,07 3,95+0,00 4,41+0,05
24. h T 2,74+0,12 3,36+0,04 3,78+0,06 3,74+0,04

R 1,22 0,57 0,17 0,67
K 3,82+0,04 3,97+0,06 3,60+0,00 4,46+0,07
0.h T 3,60+0,02 3,46+0,07 3,57+0,01 3,69+0,06

R 0,22 0,51 0,03 0,77
29 K  4,02+0,69 3,4+0,00 4,11+0,04 4,15+0,00
24. h T 3,2240,09 3,04+0,07 3,52+0,02 3,41+0,04

R 0,31 0,36 0,59 0,74
K 3,99+0,04 3,49+0,04 3,89+0,01 4,22+0,06
0.h T 3,60+0,12 3,38+0,05 3,51+0,00 3,53+0,04

R 0,39 0,11 0,38 0,69
34 K 4,03+£0,04 3,79+0,00 4,20+0,04 4,11+0,02
24. h T 3,38+0,21 3,30+0,05 3,09+0,09 3,55+0,13

R 0,65 0,49 1,11 0,56
K  4,07£0,07 3,84+0,09 4,06+0,02 4,24+0,00
0.h T 3,36+£0,08  3,75+0,05 3,68+0,07 3,47+0,07

R 0,71 0,09 0,38 0,77
36 K 3,95+0,04 4,29+0,02 4,44+0,05 4,33+0,02
24. h T 3,24+0,14 3,33+0,04 3,73+0,06 3,37+0,08

R 0,71 0,96 0,71 0,96
K 3,95+0,05 4,03+0,02 4,08+0,02 4,36+0,01
0.h T 3,21£0,06 3,65+0,08 3,39+0,04 3,79+0,06

R 0,74 0,38 0,69 0,57
40 K 3,94+0,02 3,98+0,02 4,25+0,04 4,51+0,01
24.h T 2,78+0,16  2,93+0,12  3,02+0,10  3,62+0,09

R 1,16 1,05 1,23 0,89

*1. 2 % octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 2. 4 % octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 3. 2 % octena kiselina; 25 °C; 30

sekundi; 4. 4 % octena kiselina; 25 °C; 30 sekundi
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Tablica 6b. Dekontaminacijski u¢inak otopina octene kiseline na svinjskom mesu prema

sojevima Y. enterocolitica 4/0:3 22-40 (logio CFU/g; x+SD)

Dekontaminacijski protokol*

soj/vrijeme 5 6 7 g

K 4,1240,02 4,21+£0,05 4,25+0,00 4,25+0,01
0.h T 3,84+0,07 3,57+0,11 3,61+0,01 3,37+0,09

R 0,28 0,64 0,64 0,88
22 K 445+0,06 3,84+0,04 4,14+0,09 4,26+0,01
24.h T 3,58+0,16 3,18+0,06 3,28+0,14 3,31+0,01

R 0,37 0,66 0,86 0,95
K 4,13+0,10 3,71+£0,01 3,98+0,05 3,92+0,08
0.h T 3,32+40,05 3,25+0,13  3,01+0,14 3,41+0,01

R 0,81 0,46 0,97 0,51
29 K 3,97+0,03 3,75+0,01 4,42+0,07 4,02+0,04
24. h T 3,59+0,04 3,1840,02 2,91+0,24 3,11+0,16

R 0,38 0,57 1,51 0,91
K 3,86+0,05 4,44+0,01 4,26+0,02 4,37+0,01
0.h T 3,49+0,03 3,61+0,04 3,21+0,11 3,26+0,13

R 0,37 0,83 1,05 1,11
34 K 4,2440,06 4,36+£0,01 3,92+0,07 4,24+0,01
24. h T 3,66£0,07 3,73£0,02 3,28+0,02 3,27+0,10

R 0,58 0,63 0,64 0,97
K 4,23+0,00 4,31+£0,03 3,94+0,02 4,39+0,02
0.h T 3,79+0,02 3,95+0,02 3,05+0,08 3,73+0,07

R 0,44 0,36 0,89 0,66
36 K  3,98+0,03 4,40+£0,05 3,49+0,14 4,16+0,07
24. h T 3,85+0,09 2,89+0,36 2,77+0,14  3,27+0,01

R 0,13 0,51 0,72 0,89
K 4,3+0,05 4,21+0,00 4,22+0,04 4,24+0,02
0.h T 3,93+0,02 3,90+0,01 3,01+0,20  3,22+0,03

R 0,37 0,31 1,21 1,02
40 K 4,394+0,06 4,03£0,04 4,06£0,04 4,29+0,01
24. h T 3,5840,12 3,60+0,08 3,54+0,02  3,38+0,13

R 0,81 0,43 0,52 0,91

*5. 2 % octena kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 6. 4 % octena kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 7. 2 % octena kiselina; 80 °C; 30

sekundi; 8. 4 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi
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Tablica 7a. Dekontaminacijski ucinak otopina octene kiseline na svinjskom mesu prema

sojevima Y. enterocolitica 4/0:3 41-77 (logio CFU/g; x+SD)

Dekontaminacijski protokol*

soj/vrijeme 1 > 3 1

K 3,82+0,05 3,46+0,00 4,27+0,04 3,95+0,06
0.h T 3,39+0,18 3,10+0,07 3,58+0,11 3,76+0,07

R 0,43 0,36 0,69 0,19
41 K  3,85+0,03 3,76£0,00 4,55+0,01 4,44+0,01
24.h T 3,35+0,04 2,65+0,15 3,55+0,01 3,64+0,08

R 0,50 1,11 1,00 0,80
K 3,71+0,00 3,98+0,09 3,75+0,02 3,89+0,03
0.h T 3,64+0,11 3,25+0,16 3,37+0,11  3,67+0,08

R 0,07 0,73 0,38 0,22
45 K  3,7840,07 4,03£0,00 4,20£0,01  4,31+0,02
24. h T 3,16+0,08 3,14+0,06 3,40+0,07 3,38+0,10

R 0,62 0,89 0,80 0,93
K 3,77£0,09 4,28+0,02 4,28+0,04 4,18+0,02
0.h T 3,69+0,10 3,60+0,05 3,72+0,06 3,48+0,07

R 0,08 0,68 0,56 0,70
52 K 4,10+0,02 4,52+0,08 4,37+0,05 4,24+0,06
24. h T 3,47+£0,06 3,51£0,05 3,51+0,09 3,46+0,08

R 0,63 1,01 0,86 0,78
K 3,81+0,03 3,91+0,09 4,08+0,02 4,05+0,00
0.h T 3,63+0,13 3,83+0,11 3,33+0,20 3,50+0,02

R 0,18 0,08 0,75 0,55
>4 K  4,03+£0,03 3,99+0,02 4,21+0,06 4,00+0,07
24. h T 3,43+0,05 3,49+0,13  3,05+0,05 2,92+0,22

R 0,60 0,50 1,16 1,08
K 3,74+0,03 3,97+0,07 4,11+0,09 4,07+0,02
0.h T 3,67£0,03 3,54+0,05 3,39+0,07 3,64+0,08

R 0,07 0,43 0,72 0,43
" K 3,774£0,03  3,67£0,07 4,11+0,06 3,99+0,02
24. h T 3,52+0,02 3,24+0,12 3,41+0,18  3,21+0,04

R 0,25 0,43 0,70 0,78

*1. 2 % octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 2. 4 % octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 3. 2 % octena kiselina; 25 °C; 30

sekundi; 4. 4 % octena kiselina; 25 °C; 30 sekundi
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Tablica 7b. Dekontaminacijski ucinak otopina octene kiseline na svinjskom mesu prema

sojevima Y. enterocolitica 4/0:3 41-77 (logio CFU/g; x+SD)

soj/vrijeme

Dekontaminacijski protokol*

5 6 7 8

K 410+0,03 4,42+0,04 4,53+0,00 4,19+0,02
0.h T 3,5840,05 3,73+0,08 4,13+0,06  3,43+0,12

a1 R 0,52 0,69 0,40 0,76
K 4,1140,10 4,42+0,02 4,35£0,04 4,29+0,09
24.h T 3,75£0,02 3,35+0,04 3,50+0,05 3,44+0,07

R 0,36 1,07 0,80 0,85
K 424+0,04 4,17+0,00 4,47+0,02 4,33+0,04
0.h T 3,76£0,07 3,89+0,09 3,79+0,06  3,51+0,00

45 R 0,48 0,28 0,68 0,82
K 424+0,05 4,02+0,02 4,54+0,03 4,07+0,04
24.h T 3,57£0,08 3,66+0,08 3,27+0,07 2,90+0,17

R 0,67 0,36 1,27 1,17
K 423+0,06 4,45+0,00 4,70+0,03 4,23+0,01
0.h T 3,36+£0,04 3,84+0,03 3,16+0,22  3,65+0,05

59 R 0,87 0,61 1,54 0,58
K 4,08+0,02 4,33+0,01 4,09+0,05 4,31+0,00
24.h T 3,71£0,06  3,65+0,05 3,16+0,06 2,97+0,16

R 0,37 0,68 0,93 1,34
K 410+0,01 4,1840,07 4,24+0,04 4,38+0,00
0.h T 3,4540,15 3,68+0,14 3,82+0,04 2,64+0,29

54 R 0,65 0,50 0,42 1,74
K 4,09+0,04 3,87+0,04 4,25+0,09 4,03+0,02
24.h T 3,08£0,07 3,41+0,12 2,16+0,27 1,33%1,15

R 1,01 0,46 2,09 2,70
K 4,00+0,12 4,11+£0,02 4,39+0,03 4,08+0,01
0.h T 3,53+£0,10 3,66+0,06 3,11+0,08 3,21+0,06

- R 0,47 0,45 1,28 0,87
K 3,95+0,04 3,81+0,04 4,31+£0,04 4,05+0,01
24.h T 3,13+0,11 3,17+0,13  3,02+0,11  2,82+0,18

R 0,82 0,64 1,29 1,23

*5. 2 % octena kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 6. 4 % octena kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 7. 2 % octena kiselina; 80 °C; 30

sekundi; 8. 4 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi
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5.2.2. Rezultati pojedinac¢nih vrijednosti redukcija broja Y. enterocolitica 4/0:3 nakon

provedbe dekontaminacijskih protokola s otopinama mlije¢ne kiseline

Tablica 8a. Dekontaminacijski u¢inak otopina mlijecne kiseline na svinjskom mesu prema

sojevima Y. enterocolitica 4/0:3 22-40 (logio CFU/g; x+SD)

Dekontaminacijski protokol*

soj/vrijeme 9 10 1 12
K 4,38+0,01 4,21+0,07 4,40+0,02 4,13+0,04
0.h T 3,56+0,03 3,61+0,04 3,34+0,14  3,49+0,05
99 R 0,82 0,60 1,06 0,64
K 4,25+0,49 4,30+0,04 4,44+0,02 4,05+0,03
24. h T 3,40+0,04 3,84+0,06 3,31+0,18 3,48+0,04
R 0,85 0,46 1,13 0,57
K 4,02+0,05 4,170,144 4,33+0,02 4,31+0,02
0.h T 3,02+0,06 3,50+0,07 3,06+0,09 3,13+0,25
R 1,00 0,67 1,27 1,18
29 K  4,00+0,02 3,89+0,00 3,98+0,02 3,65+0,10
24. h T 3,03£0,02 3,51+0,02 3,19+0,07 3,36+0,11
R 0,97 0,38 0,79 0,29
K  4,46+0,09 431+0,01 4,25+0,02 4,62+0,04
0.h T 3,45+0,02 3,66x£0,15 3,49+0,09 3,66+0,05
” R 1,01 0,65 0,76 0,96
K 4,62+0,00 4,19+0,01 4,59+0,06 4,33+0,12
24. h T 3,73+£0,02  3,33+0,09 3,51+0,04 3,39+0,01
R 0,89 0,86 1,08 0,94
K  4,46+0,12 4,53+0,01 4,60+0,01 4,40+0,00
0.h T 4,10+0,06 3,82+0,05 3,77+0,06 3,81+0,12
36 R 0,36 0,71 0,83 0,59
K  441+0,02 4,28+0,05 4,02+0,03 4,38+0,02
24. h T 3,89+0,13 3,64+0,01 3,49+0,22  3,49+0,03
R 0,52 0,64 0,53 0,89
K  4,06£0,06 4,35+0,02 4,22+0,00 4,26+0,00
0.h T 3,65+0,06 3,56+0,03 3,70+0,17 3,36+0,13
10 R 0,41 0,79 0,52 0,90
K 4,38+0,03 4,30+0,04 4,31+0,05 4,37+0,04
24. h T 3,47+0,05 3,51+0,04 3,30+0,10 3,36+0,08
R 0,91 0,79 1,01 1,01

*9. 2 % mlije¢na kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 10. 4 % mlije¢na kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 11. 2 % mlije¢na kiselina; 25 °C;
30 sekundi; 12. 4 % mlijeéna kiselina; 25 °C; 30 sekundi
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Tablica 8b. Dekontaminacijski ucinak otopina mlije¢ne kiseline na svinjskom mesu prema

sojevima Y. enterocolitica 4/0:3 22-40 (logio CFU/g; x+SD)

soj/vrijeme

Dekontaminacijski protokol*

13 14 15 16
K 4,13+0,07 4,3840,06 4,21+0,04 4,08+0,01
0.h T 3,55#0,11 3,59+0,09 3,35+0,11 2,83+0,12

22 R 0,58 0,79 0,86 1,25
K 439+0,06 4,01+0,00 4,21+£0,02 4,17+0,01
24.h T 3,29+0,04 3,24+0,08 2,98+0,10  2,59+0,25

R 1,10 0,77 1,23 1,58
K 4,05+0,04 3,91+0,02 4,11+£0,00 3,95+0,05
0.h T 2,86+0,08 3,40+0,06 2,93+0,12  2,62+0,27

29 R 1,19 0,51 1,18 1,33
K 3,98+0,04 3,67+0,03 3,72+0,10 3,70+0,05
24.h T 2,86+0,30 3,21+0,10 2,90+0,17  2,83+0,04

R 1,12 0,46 0,82 0,87
K 433+0,04 4,34+0,02 4,33+0,02 4,31+0,00
0.h T 3,48+0,08 3,49+0,09 3,27+0,01 2,88+0,08

34 R 0,85 0,85 1,06 1,43
K 4,20+0,02 3,82+0,04 4,03£0,10 4,28+0,02
24.h T 3,34+0,09 2,85+0,20 3,37+£0,16  2,52+0,24

R 0,86 0,97 0,66 1,76
K 4,46+0,04 4,21+0,02 4,43+£0,06 4,32+0,02
0.h T 3,86+0,05 3,39+0,03 3,14+0,08 2,50+0,17

36 R 0,60 0,82 1,29 1,82
K 4,67+0,03 4,45+0,04 4,24+0,04 3,68+0,11
24.h T 3,47£0,06 3,25+0,06 3,20+0,07 3,14+0,18

R 1,20 1,20 1,04 0,54
K 4,33+0,04 3,93+0,04 4,29+0,06 3,76+0,03
0.h T 3,43£0,04 3,06+0,10 2,84+0,06  3,39+0,05

40 R 0,90 0,87 1,45 0,37
K 4,53+0,02 4,04+0,05 4,15£0,03 3,50+0,02
24.h T 3,54+£0,09 2,87+0,02 2,91+0,13  2,72+0,21

R 0,99 1,17 1,24 0,78

13. 2 % mlijecna kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 14. 4 % mlijecna kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 15. 2 % mlijecna kiselina; 80 °C;
30 sekundi; 16. 4 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 30 sekundi

69



Tablica 9a. Dekontaminacijski u¢inak otopina mlijecne kiseline na svinjskom mesu prema

sojevima Y. enterocolitica 4/0:3 41-77 (logio CFU/g; x+SD)

soj/vrijeme

Dekontaminacijski protokol*

9 10 11 12
K 425+0,04 4,22+0,00 4,47+£0,06 4,32+0,03
0.h T 3,80+0,04 3,69+0,07 3,72+0,11  3,41+0,06
a1 R 0,45 0,53 0,75 0,91
K 4,20+0,00 4,28+0,01 4,55+0,02 4,33+0,04
24.h T 3,91+£0,04 3,68+0,05 3,72+0,04 3,70+0,00
R 0,29 0,60 0,83 0,63
K 433+0,02 4,40+0,04 4,21+0,07 4,11+0,10
0.h T 3,77£0,04 3,71+£0,05 3,85+0,05 3,76+0,05
45 R 0,56 0,69 0,36 0,35
K 4,19+0,00 4,21+0,04 4,35+0,03 4,16+0,07
24.h T 3,40+0,07 3,31+£0,15 3,45+0,12  3,47+0,06
R 0,79 0,90 0,90 0,69
K 425+0,00 4,2840,04 4,61+0,02 4,33+0,06
0.h T 3,61£0,02 3,44+0,07 3,50+0,14  3,28+0,09
59 R 0,64 0,84 1,11 1,05
K 438+0,03 3,58+0,05 4,23+0,01 4,28+0,01
24.h T 3,54+0,05 2,98+0,07 3,27+0,07  2,99+0,08
R 0,84 0,60 0,96 1,29
K 434+0,02 4,29+0,00 4,44+0,02 4,08+0,01
0.h T 535+£0,10 3,65+0,05 3,75+0,08 3,18+0,11
54 R 0,99 0,64 0,69 0,90
K 3,98+0,07 3,84+0,00 4,17+0,02 3,95+0,10
24.h T 3,44+0,18 3,56+0,03 3,77+£0,05 2,84+0,06
R 0,54 0,28 0,40 1,11
K 3,92+40,02 4,02+0,05 3,94+0,09 4,26+0,06
0.h T 3,23£0,06 3,27+0,04 3,33+0,05 3,08+0,12
- R 0,69 0,75 0,61 1,18
K 424+0,00 3,47+0,01 3,92+0,02 4,01+0,04
24.h T 3,29+0,08 3,20+0,17  3,08+0,07  2,83+0,04
R 0,95 0,27 0,84 1,18

*9, 2 % mlijecna kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 10. 4 % mlijec¢na kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 11. 2 % mlije¢na kiselina; 25 °C;
30 sekundi; 12. 4 % mlije¢na kiselina; 25 °C; 30 sekundi
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Tablica 9b. Dekontaminacijski ucinak otopina mlije¢ne kiseline na svinjskom mesu prema

sojevima Y. enterocolitica 4/0:3 41-77 (logio CFU/g; x+SD)

soj/vrijeme

Dekontaminacijski protokol*

13 14 15 16

K 421+0,05 4,15+£0,04 4,43+0,04 4,29+0,04
0.h T 3,97+0,07 3,69+0,02 3,30+0,16  3,52+0,06

A1 R 0,24 0,46 1,13 0,77
K 3,89+0,04 4,17+£0,05 4,51+0,04 3,99+0,01
24.h T 3,77%0,10  2,73+0,23  3,22+0,08  3,3440,05

R 0,12 1,44 1,29 0,65
K 4,1840,01 4,33+0,04 4,35+0,00 4,15+0,04
0.h T 3,67£0,04 3,05+0,20 3,10+0,09  3,01+0,02

45 R 0,51 1,28 1,25 1,14
K 4,04+£0,00 4,22+0,06 4,55+0,00 4,18+0,02
24.h T 3,460,044 2,65+0,15 3,01£0,06 3,38+0,06

R 0,58 1,57 1,54 0,80
K 433+0,01 4,10+0,05 4,35+0,02 4,08+0,00
0.h T 3,51£0,07 3,09+0,16 2,98+0,24  2,88+0,16

59 R 0,82 1,01 1,37 1,20
K 3,83+0,12 4,04+0,09 4,29+0,05 4,14+0,04
24.h T 3,23+0,11 2,88+0,19 3,18+0,11  2,82+0,24

R 0,60 1,16 1,11 1,32
K 3,94+0,05 3,93+0,04 4,37+£0,02 4,03+0,03
0.h T 3,33£0,03 2,98+0,18 3,02+0,20  2,30+0,30

54 R 0,61 0,95 1,35 1,73
K 3,66+£0,71 3,84+0,18 4,05+0,04 3,77+0,05
24.h T 3,09+0,16 2,99+0,24 2,82+0,18 2,924+0,13

R 0,57 0,85 1,23 0,85
K 3,78+0,08 3,69+0,04 4,20+0,02 4,02+0,02
0.h T 3,05£0,05 3,25+0,25 2,82+0,10 2,71+0,37

- R 0,73 0,44 1,38 1,31
K 3,84+0,03 3,87+0,02 4,08+0,02 4,08+0,06
24.h T 3,08£0,03 3,07+0,11 2,67+0,05 2,52+0,06

R 0,76 0,80 1,41 1,56

13. 2 % mlijecna kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 14. 4 % mlijecna kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 15. 2 % mlije¢na kiselina; 80 °C;
30 sekundi; 16. 4 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 30 sekundi
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5.2.3. Rezultati pojedinacnih vrijednosti redukcija broja Y. enterocolitica 4/0:3 nakon provedbe dekontaminacijskih protokola s vodom

Tablica 10. Dekontaminacijski u¢inak vode na svinjskom mesu prema sojevima Y. enterocolitica 4/0:3 22-77 (logio CFU/g; x+SD)

Protokol* SOJevi

22 29 34 36 40 41 45 52 54 77
K 4,25+0,01 4,10+0,02 4,14+0,04 4,30+0,03 4,12+0,11 4,35+0,04 4,01+0,03 4,06+0,02 4,17+0,00 3,90+0,13
0.h T 3,76+0,01 3,77+0,05 3,93+0,06 3,95+0,04 3,69+0,08 3,67+0,08 3,63+0,06 3,79+0,07 3,86+0,02 3,29+0,13

R 0,49 0,33 0,21 0,35 0,43 0,68 0,38 0,27 0,31 0,61
17 K 4,20+0,02 4,01£0,04 4,15+0,01 4,25+0,05 4,38+0,02 4,14+0,01 4,19+0,04 4,17+0,04 4,13+0,04 3,80+0,02
24.h T 3,58+0,04 3,37+0,05 3,56+0,04 3,84+0,02 3,60+0,01 3,63+0,03 3,60+0,08 3,59+0,05 3,35+0,09 3,60+0,06

R 0,62 0,64 0,59 0,41 0,78 0,52 0,59 0,59 0,78 0,20
K  4,27+0,06 4,09+0,04 4,12+0,05 4,25+0,00 3,96+0,15 4,32+0,08 3,97+0,12 4,01+0,07 3,84+0,01 3,89+0,04
0.h T 3,77+0,13 3,37+0,10 3,78+0,02 3,61+0,04 3,16+0,14 3,77+0,07 3,60+0,06 3,40+0,11 3,17+0,15 3,42+0,04

R 0,50 0,72 0,34 0,64 0,80 0,55 0,37 0,69 0,67 0,47
18 K 4,29+0,03 3,83+0,09 4,23+0,09 4,29+0,01 4,37+0,01 4,29+0,01 3,99+0,12 4,04+0,07 4,01+0,10 4,08+0,04
24.h T 3,34+0,09 3,26+0,03 3,45+0,04 3,34+0,11 3,19+0,01 3,55+0,13 3,41+0,08 3,39+0,12 3,25+0,06 3,25+0,05

R 0,95 0,57 0,78 0,95 1,18 0,74 0,58 0,65 0,76 0,83
K  4,14+0,02 4,07£0,04 4,31+0,03 4,25+0,00 3,56+0,09 4,20+0,03 4,20+0,03 3,98+0,00 3,97+0,07 4,00+0,14
0.h T 3,69+0,07 3,26+0,16 3,47+0,05 3,67+0,11 3,2240,06 3,77+0,05 3,75+0,07 3,33+0,07 3,56+0,04 3,55+0,03

R 0,45 0,81 0,84 0,58 0,34 0,43 0,45 0,65 0,41 0,45
19 K 3,78+0,00 3,92+0,01 4,07+0,10 3,85+0,08 3,62+0,11 4,23+0,04 4,22+0,13 4,26+0,07 4,13+£0,09 3,98+0,09
24.h T 3,20+0,11 2,85+0,29 2,84+0,09 2,78+0,16 2,30+0,00 3,68+0,19 3,32+0,14 2,93+0,07 3,29+0,11 3,51+0,04

R 0,58 1,07 1,23 1,07 1,32 0,55 0,9 1,33 0,84 0,47
K 4,26+0,01 4,25+£0,04 4,26+0,02 4,06£0,07 4,29+0,01 4,13+0,10 4,35+0,07 4,18+0,02 4,27+0,00 3,76+0,02
0.h T 348+0,11 3,39+0,07 3,65£0,06 3,26+0,10 3,35+0,08 3,10+0,16 3,52+0,11 3,40+0,05 3,53+0,04 2,98+0,18

R 0,78 0,86 0,61 0,80 0,94 1,03 0,83 0,78 0,74 0,78
20 K  4,1240,04 3,79+0,15 4,23+0,09 4,29+0,01 4,37+0,01 4,21+0,04 4,21+0,00 4,18+0,00 4,44+0,04 3,96+0,00
24.h T 2,96+0,11 2,95+0,17 3,45+0,04 3.,34+0,11 3,19+0,01 3,23+0,08 3,29+0,09 3.,36+0,07 3,41+0,01 2.84+0,24

R 1,16 0,84 0,78 0,95 1,18 0,98 0,92 0,82 1,03 1,12

*17. 25 °C; 10 sekundi; 18. 25 °C; 30 sekundi; 19. 80 °C; 10 sekundi; 20. 80 °C; 30 sekundi
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U tablicama 6a-9b prikazani su rezultati dekontaminacijskih u¢inaka otopina kiselina
prema svim pojedina¢nim sojevima, u odnosu na kontrolne inokulirane uzorke mesa i to nakon
inicijalne dekontaminacije (0. sat) te nakon hladenja dekontaminiranih uzoraka mesa tijekom
24 sata pri 4 °C. Zapazeno je kako se u kontrolnim (bez dekontaminacije) uzorcima inokulirana
populacija Y. enterocolitica 4/0:3 hladenjem mesa smanjivala u 10 slucajeva (od 16 protokola
s kiselinama; 63 %), a u 6 sluCajeva se broj Cak povecavao (37 %). S druge strane,
dekontaminacija otopinama kiselina rezultirala je smanjivanjem inokulirane populacije u
gotovo svim kombinacijama koncentracija kiselina, temperature otopine i trajanja
dekontaminacije (15 od 16 protokola, 94 9%). Tablicom 10 isto je prikazano za
dekontaminacijske protokole vodom (protokoli 17-20). Ovdje je utvrdeno da se u kontrolnim
(bez dekontaminacije) uzorcima inokulirana populacija Y. enterocolitica 4/0:3 hladenjem mesa
smanjivala samo u slu¢aju jednog protokola (25 %), dok je u ostalima ona stagnirala ili rasla (3
od 4 protokola; 75%). Suprotno tome, prskanje vodom rezultiralo je smanjenjem inokulirane

populacije u svim kombinacijama koristenih temperatura i trajanja (4 protokola; 100%).

5.3. Rezultati skupnih redukcija broja Y. enterocolitica 4/0:3 nakon provedbe

dekontaminacijskih protokola

Tablica 11. Skupni dekontaminacijski u€inak provedenih protokola na svinjskom mesu prema

sojevima Y. enterocolitica 4/0:3 (logio CFU/g; x+SD)

Protokol br. 0.h 24. h Razlika u
brojnosti
kontrola 4,17+0,14 4,12+0,11 0,05
1-16 test 3,44+0,212  3,26+0,202 0,18
redukcija 0,73+0,26 0,86+0,18 0,13
kontrola 4,11+0,05 4,11+0,07 0,00
17-20 test 3,54+0,14  3,30+0,21 0,24
redukcija 0,57+0,16 0,81+0,18 0,24

*vrijednosti oznadene istim malim slovima u istom redu statisticki se razlikuju na razini 0,05

Rezultati su sumirani 1 prikazani skupno prema satima promatranja populacije Y.
enterocolitica 4/0:3 na mesu (Tablica 11). Takvim prikazom rezultata vidljivo je kako se u
kontrolnim uzorcima inokulirana populacija Y. enterocolitica ne mijenja znacajno (p>0.05)
tijekom hladenja, dok je primjenom otopina organskih kiselina nastupila redukcija populacije

od 0,73 log nakon inicijalne dekontaminacije, da bi se hladenjem joS dodatno smanjila za 0,13
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log te iznosila 0,86 log (p<0,05). 1z tablice 11 takoder je vidljivo kako se isti trend kretanja
broja inokulirane populacije pojavio i u protokolima dekontaminacije mesa vodom, no bez
statisticki znacajne razlike (p>0,05) izmedu tretiranih populacija 0. 1 24. sat. Rezultati su i
graficki prikazani Slikama 17 1 18. pri ¢emu su uocljive razlike broja bakterija 0. sata rezultat

trenutacnog djelovanja dekontaminacije.

0. sat 24, sat

kontrola testni uzorci

Slika 17. Broj Y. enterocolitica nakon provedbe dekontaminacijskih protokola otopinama

organskih kiselina (N=16) 0. i 24. sat (logio CFU/g; x+SD)

*vrijednosti unutar iste grupe uzoraka oznacene istim malim slovom statisticki se razlikuju na razini 0,05

0. sat 24. sat

kontrola testni uzorci

Slika 18. Broj Y. enterocolitica nakon provedbe dekontaminacijskih protokola vodom (N=4)

0.124. sat (logio CFU/g; x+SD)
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Tablica 12. Prikaz pocetne (0. sat) prosjecne redukcije broja Y. enterocolitica 4/0:3 na svinjskom mesu s obzirom na primijenjeni dekontaminacijski

protokol i inokulirani soj (logio CFU/g; x+SD)

0.h

Sojevi Y. enterocolitica 4/0:3

22 29 34 36 40 41 45 52 54 77 x+SD
1 0,45 0,224 0,39 0,71 0,74% 0,43 0,078 0,087B 0,18% 0,07PAB 0,33+0,25

2 0,41 0,51 0,1178 0,09°AB 0,38 0,36 0,73% 0,68° 0,08%°BC 0,43¢ 0,38+0,23

3 0,46 0,0320BC 0,38 0,38 0,69 0,69 0,38 0,56 0,752 0,72° 0,50+0,22

4 0,2178 0,772 0,69 0,77° 0,57 0,19%A8 0,22¢ 0,70 0,55 0,43P 0,51+0,23

5 0,28%C 0,812 0,37 0,44 0,37 0,52 0,48 0,87° 0,65 0,47 0,52+0,19

6 0,64 0,46 0,832 0,36 0,31PAB 0,69¢ 0,28% 0,61 0,50 0,45 0,50+0,18

s 7 0,64 0,97 1,05 0,89 1,217 0,40% 0,68 1,543AC 0,42° 1,28° 0,91+0,38
S 8 0,88 0,512 1,1184 0,66 1,02 0,76 0,82 0,58¢ 1,740cAB 0,87 0,90+0,35
= 0,560,217
<z 9 0,82 1,00 1,01b¢ 0,36% 0,41° 0,45 0,56 0,64 0,99 0,69 0,70+0,25
% 10 0,60? 0,67 0,65 0,71 0,79° 0,53 0,69 0,84% 0,64 0,75 0,69+0,09
S 11 1,064 1,2728 0,76 0,83 0,522 0,75 0,36 1,11¢ 0,69 0,61 0,80+0,28
e 12 0,64 1,182 0,96 0,59 0,90 0,91 0,35% 1,05 0,90 1,18° 0,86+0,27
g 13 0,58 1,19% 0,85 0,60 0,90° 0,24%C 0,51° 0,82 0,61 0,73 0,70:£0,26
g 14 0,79 0,51 0,85 0,82 0,87 0,462 1,2830AC 1,01¢ 0,95 0,44°¢ 0,80:+0,27
o 15 0,86 1,18 1,06° 1,294 1,45%BC 1,13A¢ 1,258 1,378 1,35 1,38°ACD 12140,18
16 1,258¢ 1,33AC 1,438C 1 g2abBC 0,37% 0,77° 1,14 1,20 1,73 1,318 1,24+0,42
0,87+0,22A8

17 0,49 0,33 0,213C 0,35 0,43 0,68% 0,38 0,27¢C 0,31 0,61° 0,41+0,15
18 0,50 0,722 0,34% 0,64 0,80°¢ 0,55 0,37° 0,69 0,67 0,47 0,56+0,15
19 0,45 0,812 0,84b¢ 0,58 0,343C 0,43 0,45 0,65 0,41° 0,45 0,54+0,17
20 0,79 0,86 0,61% 0,80 0,942 1,030¢8 0,83 0,78 0,74¢ 0,78 0,81+0,11
0,58+0,168

x+SD  0,64+0,25 0,77+0,36 0,73+0,34 0,68+0,37 0,70+0,31 0,60+0,24® 0,60+0,33° 0,80+0,342° 0,74+0,44 0,71+0,34

*vrijednosti oznagene istim malim slovima u istom redu statisti¢ki se razliku na razini 0,05; vrijednosti oznagene istim velikim slovima u istoj koloni statisticki se razlikuju na razini 0,05
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Tablica 13. Prikaz prosjecne redukcije broja Y. enterocolitica 4/0:3 na svinjskom mesu nakon hladenja 24 sata pri 4 °C s obzirom na primijenjeni

dekontaminacijski protokol i tretirani soj (logio CFU/g; x+SD)

Sojevi Y. enterocolitica 4/0:3

24h 22 29 34 36 40 41 45 52 54 77 x+SD
1 1,22% 0,313 0,65 0,71 1,16° 0,50 0,63 0,62 0,60 0,25b¢A 0,71+0,31

2 0,57 0,36% 0,4978 0,82 1,052 1,11%¢ 0,89 1,01 0,50 0,43° 0,73+0,28

3 0,17%¢AB 0,59° 1,11 0,71 1,23% 1,00 0,80 0,86 1,16° 0,70 0,83+0,23

4 0,672 0,74 0,56 0,96" 0,89 0,80 0,93 0,78 1,08% 0,78 0,82+0,15

5 0,37¢ 0,38 0,58 0,13%A8 0,81 0,36° 0,67 0,37AB 1,01% 0,82P 0,60:£0,27

6 0,66 0,57 0,63 0,51 0,438 1,07% 0,36°¢AB 0,68° 0,46 0,64 0,70+0,20

E 7 0,86 1,18A8 0,642 0,72 0,520¢C 0,80 1,27 0,93 2,09%0A 1,29¢ 1,04+0,46
S 8 0,95 0,91 0,97 0,89? 0,91 0,85 1,17 1,34PAC 2 70%¢BC 1,23 1,19+0,56
= 0,82+0,19
<z 9 0,85 0,97% 0,89 0,52? 0,91 0,29°A 0,79 0,84 0,54 0,95° 0,76+0,23
:g 10 0,46 0,38 0,862 0,64 0,79 0,60 0,90°° 0,60 0,28°AB 0,27% 0,57+0,23
S 1 1,13% 0,79 1,08° 0,53 1,01 0,83 0,90 0,96 0,40 0,84 0,85+0,23
e 12 0,572 0,29PcBC 0,94 0,89 1,01 0,63 0,69 1,29 1,11 1,18¢ 0,86+0,31
2 13 1,10 1,12%¢ 0,86 1,20¢AC 0,99 0,12208C 0,58°¢ 0,60 0,57° 0,76 0,79+0,33
% 14 0,772 0,46 0,97 1,28P 1,17 1,44PAB 1 573ACD 1,16 0,85 0,80 1,0440,33
o 15 1,23 0,822 0,66 1,04 1,244 1,29¢ 1,548 1,11 1,23 1,41°8 1,15+0,26
16 1,58%8C 0,87 1,760¢AC 0,54 0,78 0,65¢ 0,80 1,32 0,85 1,56AC 1,07+0,44
0,88+0,19

17 0,62 0,64 0,59 0,41¢P 0,782 0,52 0,59 0,59¢ 0,78° 0,20%BC  0.57+0,17
18 0,95 0,572 0,78 0,95 1,18% 0,74 0,58°P 0,65 0,76 0,83 0,80+0,19
19 0,58 1,07 1,238 1,07 1,3238C 0,55P 0,90 1,330¢B 0,84 0,47% 0,94+0,32
20 1,162 0,84 0,78% 0,95 1,18%¢ 0,98 0,92 0,82¢ 1,03 1,12 0,98+0,14
0,8240,18

x+SD  0,82+0,34 0,70+0,28%° 0,85+0,30 0,77+0,28 0,97+0,23% 0,76+0,33° 0,87+0,31 0,89+0,29 0,94+0,57° 0,83+0,39

*vrijednosti oznagene istim malim slovima u istom redu statisti¢ki se razliku na razini 0,05; vrijednosti oznagene istim velikim slovima u istoj koloni statisticki se razlikuju na razini 0,05
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U tablici 12 prikazani su skupni rezultati prosje¢ne redukcije populacije inokuliranih
sojeva Y. enterocolitica 4/0:3 na svinjskom mesu nakon primjene svih dekontaminacijskih

protokola (0. sat). S obzirom na promatrani inokulirani soj, zabiljezena je prosjecna redukcija

(p<0,05), a najotporniji sojevi br. 41 1 45 (p<0,05). Promatrajuéi razlike dekontaminacijskog
ucinka koriStenih protokola, a neovisno o inokuliranom soju, razvidna je najveca redukcija Y.
enterocolitica 4/0:3 prskanjem svinjskog mesa vru¢om 4 %-tnom otopinom mlije¢ne kiseline
tijekom 30 sekundi (1,24+0,42), a najmanja (0,33+0,25) prskanjem hladne 2 %-tne otopine
octene kiseline tijekom 10 sekundi. Odstupanja od prosjecnih vrijednosti redukcija unutar istog
protokola (izmedu razlicitih sojeva Y. enterocolitica 4/0:3) bila su znac¢ajno manja u odnosu na
ista unutar jednog promatranog soja Y. enterocolitica 4/0:3 (izmedu razli¢itih protokola).
Usporedujuci rezultate dekontaminacije mesa primjenom osam protokola octenom kiselinom,
prosjecne su vrijednosti redukcije prije hladenja mesa bile od 0,33+0,25 do 0,91%0,38 logio
CFU/g, dok su nakon primjene mlijecne kiseline iznosile od 0,69+0,09 do 1,24+0,42 logio
CFU/g (p<0,05). Vrijednosti redukcija postignute dekontaminacijom vodom bile su statisticki
znacajno manje u odnosu na one postignute mlijeénom kiselinom (p<0,05), a kretale su se od
0,41+0,15 do 0,81+0,11 logio CFU/g, dok u usporedbi s octenom nije bilo znaéajne razlike
(p>0,05).

Nadalje, tablicom 13 prikazane su prosje¢ne redukcije populacija inokuliranih sojeva Y.
enterocolitica 4/0:3 nakon hladenja dekontaminiranog svinjskog mesa tijekom 24 sata pri 4 °C.
U odnosu na promatrani inokulirani soj Y. enterocolitica 4/0:3 izmjerena je prosjecna redukcija
od 0,70+0,28 logio CFU/g (soj br. 29; najotporniji) do 0,97+0,23 logio CFU/g (soj br. 40;
1 na mesu nakon hladenja (24. sat) uocava se dodatno smanjenje populacije Y. enterocolitica uz
primjenu otopina octene kiseline, dok je na hladenom mesu prskanom otopinama mlijecne
kiseline populacija stagnirala. Takoder, uo¢ena su manja odstupanja od srednjih vrijednosti
redukcija izmedu pojedinih protokola, posebno u slucaju octene kiseline gdje se redukcija
povecala, a kretala se od 0,70+0,20 do 1,19+0,56 logio CFU/g. U protokolima s mlijecnom
kiselinom vrijednosti redukcija kretale su se od 0,57+0,23 do 1,15+0,26 logio CFU/g pa se zbog
prethodno navedenog nije znacajno razlikovala od redukcija postignutih octenom kiselinom, za
razliku od 0. sata. Vrijednosti redukcija postignutih dekontaminacijom vodom takoder su bile

veée nakon 24 sata, a iznosile su od 0,57+0,17 do 0,98+0,14 logio CFU/g.
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5.4. Usporedba razina primjenjenih faktora dekontaminacijskih protokola s organskim

kiselinama na redukciju broja Y. enterocolitica 4/0:3

U tablici 14 prikazana je usporedba dekontaminacijskog ucinka razli¢itih vrsta
organskih kiselina prema sojevima Y. enterocolitica 4/0:3 (logio CFU/g; x+SD) na svinjskom
mesu 0. 1 24. sat. Usporedujuci razlike istovjetnih dekontaminacijskih protokola mlijecne
naspram octene kiseline, 0. sat dokazana je znacajnija u¢inkovitost mlije¢ne kiseline (p<0,05)
u svim sluéajevima osim pri primjeni 2 %-tnih otopina vruéih kiselina tijekom 10 sekundi te 4
%-tnih otopina vrué¢ih kiselina tijekom 30 sekundi. Redukcija je i tada bila veca prilikom

primjene mlije¢ne kiseline, no bez statisticke znacajnosti (p>0,05).

Tablica 14. Usporedba dekontaminacijskog ucinka razli€itih vrsta organskih kiselina prema

sojevima Y. enterocolitica 4/0:3 (logio CFU/g; x+SD) na svinjskom mesu 0. i 24. sat

redukcija
Dekontaminacijski protokol 0.h 24.h
1. 2 % octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi 0,33+0,25*  0,71+0,314
9. 2% mlijecna kiselina; 25 °C; 10 sekundi 0,70+0,25% 0,76+0,23
2. 4% octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi ~ 0,38+0,20°®2  0,73+0,28"
10. 4 % mlijecna kiselina; 25 °C; 10 sekundi 0,69+0,09° 0,57+0,23
3. 2% octena kiselina; 25 °C; 30 sekundi 0,50+0,22°¢  0,83+0,23°
11. 2 % mlije¢na kiselina; 25 °C; 30 sekundi 0,80+0,28°¢ 0,85+0,23
4. 4% octena kiselina; 25 °C; 30 sekundi ~ 0,51+£0,239°  0,82+0,15°
12. 4 % mlijecna kiselina; 25 °C; 30 sekundi 0,86+0,27¢ 0,86+0,31
5. 2 % octena kiselina; 80 °C; 10 sekundi 0,52+0,19 0,60+0,27
13. 2 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 10 sekundi 0,70+0,26 0,79+0,33
6. 4 % octena kiselina; 80 °C; 10 sekundi 0,50+0,18°¢ 0,70+0,209
14. 4 % mlijecna kiselina; 80 °C; 10 sekundi 0,80+0,27¢ 1,04+0,339
7. 2 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi 0,91+0,38" 1,04+0,46
15. 2 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 30 sekundi 1,21+0,18F 1,15+0,26
8. 4 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi 0,90+0,35 1,19+£0,56
16. 4 % mlijecna kiselina; 80 °C; 30 sekundi 1,24+0,42 1,07+0,44

*vrijednosti oznadene istim malim slovima u istom stupcu statisti¢ki se razliku na razini 0,05; vrijednosti oznacene istim
velikim slovima u istom redu statisticki se razlikuju na razini 0,05
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Sukladno prethodnim rezultatima, vrijednosti redukcija nakon 24 sata se nisu znacajno
razlikovale izmedu promatranih protokola (p>0,05) osim kod primjene 4 %-tnih otopina vrucih
kiselina tijekom 10 sekundi gdje je mlije¢na kiselina bila u¢inkovitija (p<0,05).

Tablicom 15 prikazana je usporedba dekontaminacijskog ucinka otopina organskih
kiselina razli¢itih koncentracija prema sojevima Y. enterocolitica 4/0:3 (logio CFU/g; x+SD)
na svinjskom mesu 0. i 24. sat. Iz rezultata je vidljivo da nema statisticki znacajne razlike
(p>0,05) u redukciji patogena primjenom razli¢itih koncentracija octene kiseline ili mlijecne
kiseline pri jednakom trajanju izlozenosti i temperaturama otopine. Utjecaj koncentracije
mlije¢ne kiseline na populaciju Y. enterocolitica nije se promijenio nakon hladenja
dekontaminiranog mesa. Na slici 19 prikazan je primjer oCitavanja rezultata redukcije broja Y.

entercolitica nakon dekontaminacije.

Slika 19. Primjer redukcije broja Y. enterocolitica od 0,58 logio CFU/g nakon provedbe
dekontaminacijskog protokola sa 4 %-tnom otopinom octene kiseline temperature 80 °C

tijekom 30 sekundi (lijevo-pozitivna kontrola; desno-testni uzorak)
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Tablica 15. Usporedba dekontaminacijskog ucinka razli¢itih koncentracija organskih kiselina

prema sojevima Y. enterocolitica 4/0:3 (logio CFU/g; x£SD) na svinjskom mesu 0. i 24. sat

redukcija
Dekontaminacijski protokol 0.h 24.h
1. 2% octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi 0,33£0,25%  0,71+0,314
2. 4% octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi 0,38+0,208 0,73+0,288

3. 2 % octena kiselina; 25 °C; 30 sekundi 0,50+0,22¢ 0,83+0,23¢
4. 4% octena kiselina; 25 °C; 30 sekundi 0,51+0,23°  0,82+0,15°

5. 2 % octena kiselina; 80 °C; 10 sekundi 0,52+0,19 0,60+£0,27
6. 4 % octena kiselina; 80 °C; 10 sekundi 0,50+0,18 0,70+0,20

7. 2 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi 0,91+0,38 1,04+0,46
8. 4 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi 0,90+0,35 1,19+0,56

9. 2% mlijecna kiselina; 25 °C; 10 sekundi 0,70+0,25 0,76+0,23
10. 4 % mlije¢na kiselina; 25 °C; 10 sekundi 0,69+0,09 0,57+0,23

11. 2 % mlije¢na kiselina; 25 °C; 30 sekundi 0,80+0,28 0,85+0,23
12. 4 % mlijecna kiselina; 25 °C; 30 sekundi 0,86+0,27 0,86+0,31

13. 2 % mlijecna kiselina; 80 °C; 10 sekundi 0,70+0,26 0,79+0,33
14. 4 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 10 sekundi 0,80+0,27 1,04+0,33

15. 2 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 30 sekundi 1,21+0,18 1,15+0,26
16. 4 % mlijecna kiselina; 80 °C; 30 sekundi 1,24+0,42 1,07+0,44

*vrijednosti oznagene istim velikim slovima u istom redu statisti¢ki se razlikuju na razini 0,05

Tablicom 16 prikazana je usporedba dekontaminacijskog uc€inka organskih kiselina
razli¢itih temperatura prema sojevima Y. enterocolitica 4/0:3 (logio CFU/g; x+SD) na
svinjskom mesu 0. i 24. sat. Statisticki znatno vece (p<0,05) redukcije postignute su primjenom
vru¢ih otopina kiseline, ali jedino tijekom duzeg izlaganja od 30 sekundi. Spomenute razlike
uocene su i 24 sata nakon hladenja mesa, s iznimkom protokola u kojima su koriStene 2 %-tne

otopine octene kiseline i 4 %-tne otopine mlijecne kiseline.
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Tablica 16. Usporedba dekontaminacijskog ucinka razlicitih temperatura organskih kiselina

prema sojevima Y. enterocolitica 4/0:3 (logio CFU/g; x£SD) na svinjskom mesu 0. i 24. sat

redukcija
Dekontaminacijski protokol 0.h 24.h
1. 2% octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi 0,33£0,25%  0,71+0,314
5. 2 % octena kiselina; 80 °C; 10 sekundi 0,52+0,19 0,60+0,27
2. 4% octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi 0,38+0,208 0,73+0,288
6. 4 % octena kiselina; 80 °C; 10 sekundi 0,50+0,18 0,70+0,20
3. 2% octenakiselina; 25 °C; 30 sekundi ~ 0,50+0,22%¢  0,83+0,23°
7. 2 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi 0,91+0,38? 1,04+0,46
4. 4% octena kiselina; 25 °C; 30 sekundi ~ 0,51+0,23°®  0,82+0,15¢°P
8. 4% octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi 0,90+0,35P 1,19+0,56¢
9. 2% mlijecna kiselina; 25 °C; 10 sekundi 0,70+0,25 0,76+0,23
13. 2 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 10 sekundi 0,70+0,26 0,79+0,33
10. 4 % mlije¢na kiselina; 25 °C; 10 sekundi 0,69+0,09 0,57+0,23"
14. 4 % mlijecna kiselina; 80 °C; 10 sekundi 0,80+0,27 1,04+0,33F
11. 2 % mlijecna kiselina; 25 °C; 30 sekundi 0,80+0,28°¢ 0,85+0,239
15. 2 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 30 sekundi 1,21+0,18°¢ 1,15+0,269
12. 4 % mlije¢na kiselina; 25 °C; 30 sekundi 0,86+0,27¢ 0,86+0,31
16. 4 % mlijecna kiselina; 80 °C; 30 sekundi 1,24+0,42¢ 1,07+0,44

*vrijednosti oznacene istim malim slovima u istoj koloni statisti¢ki se razliku na razini 0,05; vrijednosti oznadene istim
velikim slovima u istom redu statisti¢ki se razlikuju na razini 0,05

81



S tim u vezi, izlaganje u vremenskom periodu od 30 sekundi znacajno je utjecalo
(p<0,05) na vecu redukciju populacije Y. enterocolitica u odnosu na krace izlaganje od 10
sekundi, no samo u sluc¢aju primjene vrucih otopina jednakih koncentracija (Tablica 17). Utjecaj
duljine trajanja izlozenosti otopinama na redukciju Y. enterocolitica nakon 24 sata istovjetan je
onome dokazanome tijekom pocetnog mjerenja, s iznimkom protokola u kojemu je primjenjena
4 %-tna vruca otopina mlijecne kiseline (p>0,05). Na slikama 20 i 21 grafic¢ki su prikazane
postignute redukcije nakon provedenih protokola otopinama octene i mlije¢ne kiseline 0. i 24.

sat.

Tablica 17. Usporedba dekontaminacijskog ucinka organskih kiselina prema sojevima Y.
enterocolitica 4/0:3 (logio CFU/g; x+SD) na svinjskom mesu 0. i 24. sat tijekom razli¢itih

vremenskih izlaganja

redukcija
Dekontaminacijski protokol 0.h 24.h
1. 2 % octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi 0,33+0,25*  0,71+0,31%
3. 2% octena kiselina; 25 °C; 30 sekundi 0,50+0,22¢  0,83+0,23¢
2. 4% octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi 0,38+0,208  0,73+0,28B
4. 4% octena kiselina; 25 °C; 30 sekundi 0,51+0,23P 0,82+0,15°
5. 2 % octena kiselina; 80 °C; 10 sekundi 0,52+0,19? 0,60+0,27¢
7. 2 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi 0,91+0,38? 1,04+0,46°
6. 4% octena kiselina; 80 °C; 10 sekundi 0,50+0,18" 0,70+0,20
8. 4% octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi 0,90+0,35" 1,19£0,56'
9. 2% mlijecna kiselina; 25 °C; 10 sekundi 0,70+0,25 0,76+0,23
11. 2 % mlije¢na kiselina; 25 °C; 30 sekundi 0,80+0,28 0,85+0,23
10. 4 % mlije¢na kiselina; 25 °C; 10 sekundi 0,69+0,09 0,57+0,239
12. 4 % mlije¢na kiselina; 25 °C; 30 sekundi 0,86+0,27 0,86+0,319
13. 2 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 10 sekundi 0,70+0,26°¢ 0,79+0,33"
15. 2 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 30 sekundi 1,21+0,18° 1,15+0,26"
14. 4 % mlijecna kiselina; 80 °C; 10 sekundi 0,80+0,27¢ 1,04+0,33
16. 4 % mlijecna kiselina; 80 °C; 30 sekundi 1,24+0,42¢ 1,07+0,44

*vrijednosti oznagene istim malim slovima u istoj koloni statisti¢ki se razliku na razini 0,05; vrijednosti oznacene istim
velikim slovima u istom redu statisticki se razlikuju na razini 0,05
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Slika 20. Redukcije broja Y. enterocolitica nakon provedbe dekontaminacijskih protokola

otopinama octene kiseline (N=8) 0. i 24. sat (logio CFU/g; x£SD)

*vrijednosti unutar istog protokola oznacene istim malim slovom statisticki se razlikuju na razini 0,05
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Slika 21. Redukcije broja Y. enterocolitica nakon provedbe dekontaminacijskih protokola

otopinama mlije¢ne kiseline (N=8) 0. i 24. sat (logio CFU/g; x+SD)



5.4.1. Znacajnost primjenjenih faktora dekontaminacijskih protokola na redukciju broja

Y. enterocolitica 4/0:3

Temeljem dobivenih rezultata, uocljiv je znacajan utjecaj faktora primjenjene

temperature otopina kiselina kao i duljine trajanja dekontaminacijskih protokola na redukciju

broja Y. enterocolitica prilikom pojedinac¢nog testiranja, ali i njihove interakcije (p<0,05). Za

razliku od toga, utjecaj vrste primjenjene kiseline pokazao se kao manje znacajan faktor, kao i

njezine koncentracije koja je u odnosu na ostale promatrane pokazala najmanji utjecaj na

redukciju broja bakterija (p>0,05). U¢inak pojedinacnih faktora na rezultat redukcije te njihovo

interakcijsko djelovanje prikazani su u tablicama 18 i 19.

Tablica 18. Utjecaj glavnih faktora dekontaminacije na ishod redukcije broja Y. enterocolitica

4/0:3 nakon 24 sata

Faktori Razine faktora Znacajnost

Kiselina octena kiselina; mlijecna kiselina 0,096
Koncentracija 2%;4 % 0,532
Temperatura 25 °C; 80 °C 0,001

Vrijeme 10 sekundi; 30 sekundi 0,000

Tablica 19. Utjecaj eksperimentalnih uvjeta na ishod redukcije broja Y. enterocolitica 4/0:3

nakon 24 sata

Interakcije faktora Znacajnost
kiselina * koncentracija 0,529
kiselina * temperatura 0,096
kiselina * vrijeme 0,171
koncentracija * temperatura 0,227
koncentracija * vrijeme 0,796
temperatura * vrijeme 0,044
kiselina * koncentracija * temperatura 0,700
kiselina * koncentracija * vrijeme 0,653
kiselina * temperatura * vrijeme 0,058
koncentracija * temperatura * vrijeme 0,404
kiselina * koncentracija * temperatura * vrijeme 0,085
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5.5. Usporedba razina primjenjenih faktora dekontaminacijskih protokola s vodom na
redukciju broja Y. enterocolitica 4/0:3

Usporedba dekontaminacijskog u¢inka vode prema sojevima Y. enterocolitica 4/0:3
(logio CFU/g; x+SD) na svinjskom mesu 0. i 24. sat tijekom razli¢itih vremenskih izlaganja
prikazana je u tablici 20. Statisti¢ki znacajno vece redukcije (p<0,05) postignute su tretiranjem
od 30 sekundi, i kod primjene hladne, ali i vru¢e vode. Isto je zamijeceno i nakon 24 sata, osim
u slucaju protokola s vru¢om vodom. Usporedujuci pak temperaturu kao faktor (Tablica 21),
statisti¢ki vece redukcije (p<0,05) postignute su primjenom vru¢e vode, no samo u slucaju
duljeg izlaganja od 30 sekundi. Iste razlike uocene su i nakon 24 sata, ali ¢ak i nakon kraceg
izlaganja od 10 sekundi (p<0,05). Takoder, nakon 24 sata hladenja mesa redukcija se u sva
cetiri dekontaminacijska protokola vodom znacajno povecéala (p<0,05) u odnosu na pocetne

vrijednosti izmjerene 0. sat. Na slici 22 navedeni rezultati su i graficki prikazani.

Tablica 20. Usporedba dekontaminacijskog uc¢inka vode prema sojevima Y. enterocolitica 4/0:3

(logi0 CFU/g; x+SD) na svinjskom mesu 0. 1 24. sat tijekom razli¢itih vremenskih izlaganja

redukcija
Dekontaminacijski protokol 0.h 24.h
17. Voda; 25 °C; 10 sekundi 0,41+0,15% 0,57+0,17°A
18. Voda; 25 °C; 30 sekundi 0,56+0,15% 0,80+0,19°B
19. Voda; 80 °C; 10 sekundi 0,54+0,17°C 0,94+0,32¢
20. Voda; 80 °C; 30 sekundi 0,81+0,11°° 0,98+0,14P

*vrijednosti oznagene istim malim slovima u istom stupcu statisti¢ki se razliku na razini 0,05; vrijednosti oznagene istim
velikim slovima u istom redu statisti¢ki se razlikuju na razini 0,05

Tablica 21. Usporedba dekontaminacijskog u¢inka razlicitih temperatura vode prema sojevima

Y. enterocolitica 4/0:3 (logio CFU/g; x£SD) na svinjskom mesu 0. i 24. sat

redukcija
Dekontaminacijski protokol 0.h 24.h
17. Voda; 25 °C; 10 sekundi 0,41+0,15 0,57+0,17°A
19. Voda; 80 °C; 10 sekundi 0,54+0,17°¢ 0,94+0,32°¢
18. Voda; 25 °C; 30 sekundi 0,56+0,15% 0,80+0,19°8
20. Voda; 80 °C; 30 sekundi 0,81+0,11%° 0,98+0,14°°

*vrijednosti oznadene istim malim slovima u istom stupcu statisti¢ki se razliku na razini 0,05; vrijednosti oznadene istim
velikim slovima u istom redu statisticki se razlikuju na razini 0,05
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Slika 22. Redukcije broja Y. enterocolitica nakon provedbe dekontaminacijskih protokola

vodom (N=4) 0. i 24. sat (logio CFU/g; x£SD)

*vrijednosti unutar istog protokola oznacene istim malim slovom statisticki se razlikuju na razini 0,05

5.6. Usporedba ucinka dekontaminacijskih protokola s otopinama organskih kiselina i

dekontaminacijskih protokola s vodom

Medusobne usporedbe istovjetnih dekontaminacijskih protokola (temperatura, trajanje)
octenom 1 mlije¢nom kiselinom te vodom prikazane su u tablici 22. Vidljivo je da se poetnom
dekontaminacijom hladnim otopinama kiselina postigla znacajno veca redukcija (p<0,05)
populacije Y. enterocolitica uvodenjem 2 %- i 4 %-tne otopine mlijecne kiseline, i kra¢im i
duzim izlaganjem, u odnosu na dekontaminaciju hladnom vodom. Zagrijavanjem otopina
takoder je zabiljezena znacajno veca redukcija (p<0,05), i to primjenom vruce otopine 4 %-tne
mlije¢ne kiseline u oba vremenska okvira (10 1 30 sekundi), te vruce otopine 2 %-tne mlijecne
kiseline duZzim izlaganjem, u odnosu na dekontaminaciju vruéom vodom.

Navedeno ukazuje kako se pocetne redukcije Y. enterocolitica otopinama octene
kiseline nisu statisti¢ki razlikovale u odnosu na vodu jednake temperature i trajanja
dekontaminacije (p>0,05). Nadalje, primjenom vruée vode tijekom 10 sekundi je nakon 24 sata
zamijecena znacajno veca redukcija u odnosu na vruce otopine 2 %- 1 4 %-tne octene kiseline

(p<0,05).
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Kako je ve¢ naglaseno, za razliku od octene kiseline, protokoli s mlije¢nom kiselinom

pokazali su znacajniju ucinkovitost u smanjenju inokulirane populacije Y. enterocolitica na

mesu u odnosu na standardne protokole vodom. Tako je nultoga sata dokazana statisti¢ki veca

redukcija (p<0,05) kod svih protokola u kojima je koriStena mlije¢na kiselina u odnosu na vodu,

osim u protokolu br. 13 (vruéa 2 %; 10 sekundi). U odnosu na 0. sat, nakon 24 sata nije bilo

znacajnih razlika u populaciji Y. enterocolitica dekontaminiranog mesa izmedu promatranih

protokola (p>0,05). Rezultati su i grafi¢ki prikazani na slikama 23 i 24.

Tablica 22. Usporedba dekontaminacijskog ucinka otopina octene kiseline, mlijecne kiseline i

vode prema sojevima Y. enterocolitica 4/0:3 (logio CFU/g; x£SD) na svinjskom mesu 0. i 24.

sat

redukcija
Dekontaminacijski protokol 0.h 24.h
1. 2% octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi 0,334+0,25 0,71+0,31
9. 2% mlije¢na kiselina; 25 °C; 10 sekundi ~ 0,70+0,252 0,76+0,23
2. 4% octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi 0,38+0,20 0,73+0,28
10. 4% mlijeéna kiselina; 25 °C; 10 sekundi ~ 0,69+0,09° 0,57+0,23
17. Voda; 25 °C; 10 sekundi 0,41£0,15%®  0,57+0,17
3. 2% octena kiselina; 25 °C; 30 sekundi 0,50+0,22 0,83+0,23
11. 2% mlije¢na kiselina; 25 °C; 30 sekundi ~ 0,80+0,28° 0,85+0,23
4. 4% octena kiselina; 25 °C; 30 sekundi 0,51+0,23 0,82+0,15
12. 4% mlijecna kiselina; 25 °C; 30 sekundi 0,86+0,27¢ 0,86+0,31
18. Voda; 25 °C; 30 sekundi 0,56d:0,15Cd 0,80+0,19
5. 2% octena kiselina; 80 °C; 10 sekundi 0,52+0,19 0,60+0,27"
13. 2% mlije¢na kiselina; 80 °C; 10 sekundi ~ 0,70+0,26 0,79+0,33
6. 4% octena kiselina; 80 °C; 10 sekundi ~ 0,50+£0,18  0,70+0,20'
14. 4% mlije¢na kiselina; 80 °C; 10 sekundi  0,80+0,27° 1,04+0,33
19. Voda; 80 °C; 10 sekundi 0,54+0,17¢  0,94+0,32"
7. 2% octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi 0,91+0,38 1,04+0,46
15. 2% mlijec¢na kiselina; 80 °C; 30 sekundi 1,21+0,18F 1,15+0,26
8. 4% octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi 0,90+0,35 1,19+0,56
16. 4% mlije¢na kiselina; 80 °C; 30 sekundi  1,24+0,428 1,07+0,44
20. Voda; 80 °C; 30 sekundi 0,81+0,11 0,98+0,14

“vrijednosti oznacene istim malim slovima u istom stupcu statisti¢ki se razliku na razini 0,05
** razlike izmedu pojedinih protokola s octenom kiselinom i mlijeénom kiselinom prikazane su u prethodnim tablicama
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Slika 23. Usporedba redukcije broja Y. enterocolitica nakon provedbe dekontaminacijskih

protokola otopinama organskih kiselina i vodom (N=20) 0. sat (logio CFU/g; x£SD)
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Slika 24. Usporedba redukcije broja Y. enterocolitica nakon provedbe dekontaminacijskih

protokola otopinama organskih kiselina i vodom (N=20) 24. sat (logio CFU/g; x+SD)
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5.7. Utjecaj dekontaminacije na promjene pH vijednosti mesa

Tablica 23. pH vrijednosti mesa prije i nakon provedenih dekontaminacija 0. 1 24. sat (pH;

x£SD)
Dekontaminacijski 0.h 24.h
protokol kontrola test razlika test razlika

1. 5,85+0,13  5,12+0,14 0,73 5,58+0,15 0,46

2. 5,80£0,13 4,97+0,16 0,83 5,40+0,13 0,43

3. 5,97+0,13  5,15+0,18 0,79 5,76+0,24 0,61

4, 5,83+0,12  4,75+0,11 1,08* 5,35+0,14 0,60

5. 6,00+0,10 5,40+0,17 0,60 5,80+0,14 0,40

6. 5,88+0,12  5,02+0,26 0,86 5,50+0,13 0,48

7. 5,96+0,14 5,20+0,17 0,76 5,72+0,14 0,52

8. 5,90+0,06 4,79+0,11 1,11+ 5,41+0,11 0,62
5,89+0,07 5,05+0,21 0,84+0,172® 5,56+0,17  0,51+0,082°

9. 5,77+0,08  5,13+0,13 0,64 5,63+0,17 0,50

10. 5,84+0,16  4,58+0,20 1,26 5,56+0,18 0,98

11. 5,72+0,08  4,74+0,10 0,98 5,62+0,12 0,88

12. 5,72+0,10  4,39+0,18 1,33 5,46+0,11 1,07

13. 5,84+0,09  5,03+0,20 0,81 5,61+0,08 0,58

14. 5,81+0,13  4,59+0,24 1,22 5,58+0,14 0,99

15. 5,92+£0,05 4,66+0,23 1,26 5,69+0,20 1,03

16. 5,92+0,07 4,23+0,18 1,69~ 5,43+0,17 1,20
5,81+0,07 4,66+0,30 1,14+0,32%¢ 5,57+0,08 0,90+0,24%°

17. 5,89+0,11  5,96+0,09 0,07 5,99+0,08 0,10

18. 5,84+0,05  5,89+0,07 0,05 5,95+0,13 0,11

19. 5,93+0,10  5,94+0,10 0,01 6,02+0,15 0,09

20. 5,94+0,12  5,99+0,12 0,05 6,10+0,20 0,16
5,90+0,04 5,94+0,04 0,04+0,02°° 6,01+0,06 0,11+0,03°°

*vrijednosti oznacene istim malim slovima u istom stupcu statisticki se razliku na razini 0,05

** statisti¢ki znaGajno najvece razlike u padu pH vrijednosti unutar tretmana s pojedinom vrstom organske kiseline (p<0,05)

*1. 2 % octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 2. 4 % octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 3. 2 % octena kiselina; 25 °C; 30
sekundi; 4. 4 % octena kiselina; 25 °C; 30 sekundi; 5. 2 % octena kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 6. 4 % octena kiselina; 80 °C;
10 sekundi; 7. 2 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 8. 4 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 9. 2 % mlije¢na kiselina; 25
°C; 10 sekundi; 10. 4 % mlijecna kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 11. 2 % mlijecna kiselina; 25 °C; 30 sekundi; 12. 4 % mlije¢na
kiselina; 25 °C; 30 sekundi; 13. 2 % mlijecna kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 14. 4 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 15. 2
% mlijecna kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 16. 4 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 17. voda; 25 °C; 10 sekundi; 18. voda;

25 °C; 30 sekundi; 19. voda; 80 °C; 10 sekundi; 20. voda; 80 °C; 30 sekundi
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U tablici 23 prikazane su izmjerene pH vrijednosti mesa prije i nakon provedene
dekontaminacije otopinama organskih kiselina 1 vodom. Vrijednosti pH mesa prije
dekontaminacije kretale su se u rasponu od 5,72+0,10 do 6,00+0,10. Nakon provedenih
dekontaminacija otopinama octene kiseline (1-8) pH se prosje¢no snizio za 0,84+0,17, a najvise
(za 1,11) vru¢om 4 %-tnom otopinom nakon 30 sekundi izlaganja (p<0,05).

Nakon 24 sata hladenja dekontaminiranog mesa octenom kiselinom, pH se prosje¢no
povecao za 0,51+0,08 te su vrijednosti iznosile od 5,40+0,13 do 5,80+0,14. Dekontaminacija
otopinama mlijecne kiseline je, za razliku od octene kiseline, rezultirala ve¢im padom pH mesa
za 1,14£0,32 (p<0,05) pa su konacéne vrijednosti bile u rasponu od 4,23+0,18 do 5,13+0,13.
Kao i kod octene kiseline, dekontaminacija s 4 %-tnom vru¢om otopinom mlijecne kiseline u
trajanju od 30 sekundi je najsnaznije reducirala pH mesa za 1,69 (p<0,05). Nakon 24 sata
hladenja mesa dekontaminiranog otopinama mlijecne kiseline, pH se znacajnije povecao
(0,90+0,24) u odnosu na protokole octenom kiselinom (p<0,05), a vrijednosti su se, kao i u
sluc¢aju octene kiseline, kretale od 5,43+0,17 do 5,69+0,20. Kod obje kiseline, u svakom od
protokola, pad pH mesa odmah po dekontaminaciji je bio u pozitivnoj korelaciji s njegovim
porastom nakon 24 sata (r=0,91) (Slika 25). Oc¢ekivano, protokoli s vodom nisu utjecali na
promjenu pH vrijednosti mesa koje se nakon tretiranja nisu znacajno razlikovale od fizioloskih

(5,94+0,04), za razliku od protokola s kiselinama (p<0,05).

0.8
0‘,6 .’.._.."I o®
04 e

0,2

porast jedinica pH vrijednosti mesa 24. sat

0 0,2 0.4 0,6 0.8 1 1,2 1.4 1,6 1,8
pad jedinica pH vrijednosti mesa 0. sat

Slika 25. Dinamika promjene pH vrijednosti mesa nakon dekontaminacijskih protokola

(N=16)
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Usporedujuci pad pH vrijednosti mesa nakon pocetne dekontaminacije sa vrijednostima
redukcije populacija Y. enterocolitica na mesu, ustanovljeno je da je kod vecine protokola
smanjenje pH bilo u umjerenoj korelaciji sa stupnjem redukcije, odnosno nizi pH mesa
rezultirao je ve¢om redukcijom populacije Y. enterocolitica (r=-0,62).

Naime, iako je utvrdeno da upotreba 4 %-tnih otopina kiselina (i mlije¢ne 1 octene)
znacajnije snizi pH (p<0,05) od primjene 2 %-tnih otopina u svim dekontaminacijskim
protokolima, kao §to je ve¢ prethodno navedeno, izmedu njih nisu zabiljeZene 1 znacajne razlike
(p>0,05) u redukciji broja bakterije na mesu. Nadalje, nizi pH mesa zabiljezen je u protokolima
s duljim izlaganjem (30 sekundi) u odnosu na krace (10 sekundi) (p<0,05), a veca redukcija Y.
enterocolitica samo primjenom vrucih otopina kiselina.

Sto se ti¢e temperature primjenjene otopine kiselina i utjecaja na pad pH vrijednosti
mesa, dekontaminacija otopinama octene kiseline temperature 80 °C nisu znacajnije snizili pH
mesa u odnosu na hladne otopine (p>0,05), dok je kod mlije¢ne kiseline potvrdeno suprotno
(p<0,05). U oba slucaja je pak, statisticki veca redukcija Y. enterocolitica dokazana samo duljim
izlaganjem (p<0,05). Sumiraju¢i rezultate, uoceno je da u viSe od 50 % slucajeva statisticki
znacajniji pad pH vrijednosti dekontaminiranog mesa nije rezultirao 1 statisticki ve¢om

redukcijom inokulirane populacije Y. enterocolitica.
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5.8. Prezivljavanje sojeva Y. enterocolitica 4/0:3 nakon stresiranja organskim Kiselinama

u teku¢em mediju

Prezivljavanje sojeva Y. enterocolitica 4/0:3 nakon stresiranja otopinama organskih
kiselina prikazano je u tablici 24. ProsjeCan broj Y. enterocolitica je u kontrolnim uvjetima
(kiselinama neizloZeni namnozeni sojevi; u TSB-u neutralnog pH) iznosio 8,63+0,15 logio
CFU/mL. Nakon izlaganja sojeva otopini 2 %-tne mlijecne kiseline u trajanju od 60 sekundi,
prosjecan broj bakterija iznosio je 3,38+1,51 logio CFU/mL. Postotak oSte¢enih stanica se tako
kretao od 39,75 do >88,46 %. Nakon izlaganja otopini 2 %-tne octene kiseline redukcije su bile
nesto manje tako da se broj Y. enterocolitica kretao od 3,97-7,71 logio CFU/mL, a postotak
oSte¢enih stanica od 10,66 do >53,43 %. Obzirom da smo za daljnje testiranje predvidjeli
najotpornije sojeve pri ¢emu smo granicu za postotak preZivljenih stanica postavili na 50 %
(10 %), u oba testiranja su sojevi broj 29, 36 1 40 pokazali najvecu otpornost obzirom da im
je postotak ostecenih stanica (10,66-17,48 % za octenu kiselinu te 39,75-50,51 % za mlijec¢nu
kiselinu) bio manji u odnosu na ostale sojeve. Kod svih 10 testiranih sojeva, postotak
prezivljavanja bakterijskih stanica izlaganih mlije¢noj 1 octenoj kiselini bio je u visokoj

korelaciji (r=0,87; p<0,05).

92



Tablica 24. Prezivljavanje sojeva Y. enterocolitica 4/0:3 nakon stresiranja otopinama organskih kiselina (logio CFU/mL; x+SD) u TSB-u

2 % mlije¢na kiselina; pH=3,85+0,10

2 % octena kiselina; pH=4,31+0,02

>0 kontrola test redukcija % ostecenih stanica test redukcija % oStecenih stanica
22 8,75+0,00 3,80+0,03 4,95 56,57 6,75+0,02 2,00 22,85
29  8,83+0,01 5,32+0,01 3,51 39,75 7,71+0,07 1,12 12,68
34 8,78+0,04 3,86+0,02 4,92 56,03 6,84+0,02 1,94 22,09
36  8,75+0,00 4,33+0,01 4,42 50,51 7,22+0,01 1,53 17,48
40  8,63+0,01 4,73+0,03 3,90 45,19 7,71£0,01 0,92 10,66
41  8,35+0,02 2,26+0,11 6,09 72,93 4,06+0,05 4,29 51,37
45  8,67+0,03  <1,00 >7,67 >88,46 5,68+0,02 2,99 >34,48
52 8,59+0,01 <1,00 >7,59 >88,35 <4,00 >4,59 >53,43
54 8,57+0,01 1,31+0,02 7,26 84,71 5,12+0,04 3,45 40,25
77 8,47+0,04 1,49+0,02 6,98 82,40 3,97+0,25 4,50 53,12
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Rast sojeva Y. enterocolitica 4/0:3 (29, 36, 40) tijekom 15 ponovljenih izlaganja 2 %-
tnoj otopini mlije¢ne kiseline u trajanju od 60 sekundi prikazan je u tablici 25. pH vrijednost
TSB-a svih triju sojeva je tijekom 15 izlaganja bila postojana, a kretala se od 5,44+0,02 (1.
izlaganje) do 5,37+0,03 (15. izlaganje). Promatraju¢i bakterijski rast mjerenjem opticke
gustoce, skupne vrijednosti su 24 sata po izlaganju iznosile 2,13+0,15 McF, a nakon 15 dana
2,66+0,47, bez vecih odstupanja tijekom razdoblja mjerenja. Usporedujuci rast medu sojevima
tijekom 15 dana, statisti¢ki najnizu opti¢ku gustocu (p<0,05) je pokazao soj br. 40 (2,08+0,53
McF) u odnosu na sojeve br. 29 (2,64+0,73 McF) 1 36 (2,36%0,55 McF). Usporedujuc¢i pH
vrijednosti TSB-a s kulturom i izmjerenu opti¢ku gustoéu medu sojevima, ouceno je da nisu u
korelaciji (soj 29 r=0,16; soj 36 r=-0,16; soj 40 r=-0,48). Graficki prikaz prosje¢nog rasta
izloZenih sojeva u odnosu na izmjerenu pH vrijednost bujona prikazan je na Slici 26.

Rast sojeva Y. enterocolitica 4/0:3 (29, 36, 40) tijekom 15 ponovljenih izlaganja 2 %-
tnoj otopini octene kiseline u trajanju od 60 sekundi prikazan je u tablici 26. Kao i u slu¢aju
mlije¢ne kiseline, pH vrijednost TSB-a svih triju sojeva je tijekom 15 izlaganja bila uniformna,
a kretala se od 5,58+0,08 (1. izlaganje) do 5,46+0,13 (15. izlaganje). 24 sata nakon izlaganja
prosje¢na vrijednost opticke gustoce iznosila je 2,46+0,40 McF, a nakon 15. izlaganja
2,63+0,22 McF, takoder bez vecih odstupanja izmedu pojedinih mjerenja. Kao 1 kod mlijecne
kiseline, kod soja br. 40 je izmjerena statisticki najniza (p<0,05) opticka gustoca (2,36+0,67
McF) u odnosu na soj 29 (2,68+0,74 McF) 1 36 (2,50+0,64 McF). Za razliku od mlijecne
kiseline, zabiljezena je umjerena korelacija pH vrijednosti TSB-a i opticke gustoc¢e soja br. 29
(r=0,40), 36 (r=0,50), dok kod soja br. 40 nije uocena (r=-0,03). Graficki prikaz prosje¢nog
rasta izloZenih sojeva u odnosu na izmjerenu pH vrijednost bujona prikazan je na Slici 27.

Iz rezultata je vidljiva adaptacija sojeva Y. enterocolitica 4/0:3 na novonastale Kisele
uvjete (Tablica 25 i 26) obzirom na visoki postotak prezivljavanja tijekom uzastopnih izlaganja
iznimno niskim pH vrijednostima (2,15-2,78) te oporavka takvih o$tecenih stanica ¢iji je broj

nakon svakog ciklusa izlaganja dosegnuo minimalno 8 logio CFU/mL.
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Tablica 25. Rast sojeva Y. enterocolitica 4/0:3 (29, 36, 40) u TSB-u tijekom 15 izlaganja 2 %-tnoj otopini mlije¢ne kiseline u trajanju od 60 sekundi

. pH ODsoo logio pH  ODsoo log1o pH  ODsoo logio pH  ODsoo logio pH ODsoo log1o
S0J CFU/mI CFU/mI CFU/mI CFU/mI CFU/m
1. dan 2. dan 3. dan 4. dan 5. dan
29 6,26 0,90 8,43 546 2,10 8,79 5,78 2,80 8,92 546 2,40 8,85 5,42 2,20 8,81
36 6,34 0,50 9,17 545 2,30 8,83 5,45 2,50 8,87 546 2,60 8,89 5,41 2,80 8,92
40 6,05 0,40 8,07 542 2,00 8,77 5,42 2,20 8,81 542 1,80 8,73 5,32 2,50 8,87
6. dan 7.dan 8. dan 9. dan 10. dan
29 540 2,30 8,83 548 2,40 8,85 5,35 2,70 8,90 535 2,30 8,83 5,42 2,80 8,92
36 543 2,30 8,83 528 2,60 8,89 5,43 3,00 8,95 534 2,40 8,85 5,43 2,50 8,87
40 539 2,30 8,83 539 2,20 8,81 5,34 2,90 8,93 532 2,40 8,85 5,43 2,20 8,81
11. dan 12. dan 13. dan 14. dan 15. dan
29 540 250 8,87 520 3,50 9,00 5,67 4,00 9,07 551 3,50 9,00 5,34 3,20 8,98
36 547 2,10 8,79 537 2,30 8,83 5,44 2,40 8,85 537 2,60 8,89 5,39 2,50 8,87
40 536 1,90 8,75 535 2,00 8,77 5,36 2,10 8,79 539 2,10 8,79 5,40 2,30 8,83
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Tablica 26. Rast sojeva Y. enterocolitica 4/0:3 (29, 36, 40) u TSB-u tijekom 15 izlaganja 2 %-tnoj otopini octene kiseline u trajanju od 60 sekundi

. pH ODsoo logio pH  ODsoo logio pH  ODsoo logio pH  ODsoo logio pH ODe0o logio
S0J CFU/m CFU/m CFU/m CFU/m CFU/m
1. dan 2. dan 3. dan 4. dan 5. dan
29 6,03 0,10 7,47 560 2,70 8,90 5,40 2,60 8,89 546 2,40 8,85 5,70 3,10 8,96
36 6,60 0,20 1,77 566 2,70 8,90 5,32 2,50 8,87 546 2,60 8,89 5,62 2,80 8,92
40 6,12 0,10 7,47 550 2,00 8,77 5,52 2,10 8,79 542 2,40 8,85 5,30 2,50 8,87
6. dan 7.dan 8. dan 9. dan 10. dan
29 566 3,00 7,95 543 3,20 8,98 5,20 3,00 8,95 551 2,70 8,90 5,47 2,80 8,92
36 542 250 8,87 555 2,60 8,89 5,36 2,70 8,90 545 2,70 8,90 5,50 2,60 8,89
40 5,20 2,40 8,85 543 2,60 8,89 5,32 2,60 8,89 540 2,80 8,92 5,35 2,60 8,89
11. dan 12. dan 13. dan 14. dan 15. dan
29 556 3,00 7,95 582 3,20 8,98 5,64 2,70 8,92 538 2,70 8,90 5,62 2,80 8,92
36 540 2,80 8,93 555 2,90 8,93 5,20 2,60 8,89 530 2,50 8,87 5,39 2,60 8,89
40 5,40 2,70 8,90 560 2,80 8,92 5,40 2,80 8,92 555 2,60 8,89 5,37 2,40 8,85

96



=¢==10g10 CFU/mL ==t=pH
9,5 6.4
6,2
9
6
E 8.5 58
= e
8 36 8,
& 8 54
=2
52
7,5
5
7 4.8
1. 2. 3. 4 5 6. 7. 8 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15.
dani

Slika 26. Prikaz prosje¢nog rasta izloZenih sojeva Y. enterocolitica (N=3) u odnosu na
izmjerene pH vrijednost bujona kroz 15 dana izlaganja 2 %-tnoj otopini mlijecne kiseline

(log1o CFU/mL)
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Slika 27. Prikaz prosje¢nog rasta izloZenih sojeva Y. enterocolitica (N=3) u odnosu na
izmjerene pH vrijednost bujona kroz 15 dana izlaganja 2 %-tnoj otopini octene kiseline

(logio CFU/mL)
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5.9. Promjene u osjetljivosti sojeva Y. enterocolitica 4/0:3 na antibiotike nakon izlaganja

organskim kiselinama

Tablica 27. Minimalne inhibicijske koncentracije (MIC) za pet antibiotika u sojeva Y.

enterocolitica 4/0:3 (29, 36, 40) nakon 15 izlaganja 2 %-tnoj otopini mlijecne kiseline

antibiotik soj O0.mic* 1.mic 2.mic 3.mic 4.mic 5. mic
29 0,064 0,047 0,047 0,016 0,016 0,023
ceftazdim S<1 R>4 36 0,064 0,047 0,064 0,023 0,023 0,023
40 0,047 0,032 0,032 0,016 0,023 0,016
29 0,023 0,016 0,016 0,012 0,006 0,016
cefotaksim S<I R>2 36 0,023 0,023 0,023 0,023 0,016 0,016
40 0,016 0,012 0,016 0,012 0,023 0,008
29 1,5 0,75 0,75 0,75 0,75 1
tetraciklin 4 mg/L 36 1 0,5 1,5 0,5 0,75 0,75
40 1 0,5 0,5 0,75 0,5 0,5
29 0,75 0,5 0,5 1,5 1,5 1,5
gentamicin S<2 R>2 36 0,75 0,5 1 1 1,5 1
40 0,75 0,5 0,5 1 0,5 15
29 0,047 0,047 0,047 0,064 0,064 0,047
ciprofloksacin S<0,25 36 0,008 0,006 0,012 0,008 0,008 0,006
R>0,5 40 0,004 0,003 0,004 0,006 0,094 0,004

*MIC su odredivani nakon svakog treceg izlaganja kiselini

Tablica 28. Minimalne inhibicijske koncentracije (MIC) za pet antibiotika u sojeva Y.

enterocolitica 4/0:3 (29, 36, 40) nakon 15 izlaganja 2 %-tnoj otopini octene kiseline

antibiotik soj 0.mic* 1.mic 2.mic 3.mic 4.mic 5. mic
29 0,064 0,032 0,047 0,032 0,047 0,032
ceftazdim S<1 R>4 36 0,064 0,047 0,047 0,032 0,064 0,047
40 0,047 0,047 0,032 0,023 0,047 0,032
29 0,023 0,016 0,016 0,008 0,023 0,016
cefotaksim S<1 R>2 36 0,023 0,032 0,032 0,023 0,032 0,023
40 0,016 0,008 0,016 0,012 0,008 0,016
29 15 0,5 0,75 1 0,75 0,5
tetraciklin 4 mg/L 36 1 1 1,5 0,75 1 15
40 1 0,5 0,75 0,5 0,5 0,75
29 0,75 0,5 0,5 15 0,75 0,75
gentamicin S<2 R>2 36 0,75 0,75 0,75 1 0,75 0,75
40 0,75 1 0,75 15 0,75 0,75
29 0,047 0,064 0,047 0,047 0,016 0,047
ciprofloksacin S<0,25 36 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008
R>0,5 40 0,004 0004 0006 0,004 0004 0,004

*MIC su odredivani nakon svakog treceg izlaganja kiselini
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Iz prikazanih rezultata vidljivo je da ni jedan ispitivani soj nije stekao otpornost na

antibiotike kao posljedica visekratnog izlaganja otopinama mlijecne kiseline (Tablica 27).

Dapace, u slucaju ponovljenih izlaganja mlije¢noj kiselini, zabiljezeno je neznatno smanjenje

MIC-a za Cetiri antibiotika u odnosu na pocetne vrijednosti, Sto vodi pretpostavci da izlaganje

kiselinama pospjeSuje ucinkovitost tih antibiotika, ili u najmanju ruku ne vodi razvoju

antimikrobne rezistencije (AMR). Ipak, to nije bio slu¢aj s gentamicinom ¢ija se MIC povecala

dvostruko, S$to naslucuje potencijalan rizik razvoja otpornosti na taj antibiotik u sojeva Y.

enterocolitica izloZzenih otopinama mlije¢ne kiseline (Slika 28 1 29). Nakon 15 izlaganja

mlijecnoj kiselini kriticna MIC vrijednost od 2 mg/L, kada se bakterija smatra rezistentnom,

nije bila dostignuta.
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--------- Linear (gentamicin)
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Slika 28. Prosjecne vrijednosti minimalnih inhibicijskih koncentracija (MIC) antibiotika

(N=5) prema testiranim sojevima (N=3) nakon izlaganja 2 %-tnoj otopini mlije¢ne kiseline

(x+SD)
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Slika 29. Povecanje minimalne inhibicijske koncentracije (MIC) od 0,5 (prvo testiranje; slika
lijevo) do 1,5 (peto testiranje; slika desno) kod soja br. 40 nakon 15 izlaganja 2 %-tnoj otopini

mlijecne kiseline

Izlaganje sojeva 2 %-tnoj otopini octene kiseline kroz 15 ponavljanja nije dovelo do
velikih odstupanja izmedu izmjerenih MIC vrijednosti koje su se u slucaju svih pet antibiotika
podjednako smanjivale/povecavale tijekom razdoblja mjerenja (Tablica 28). Za razliku od
mlije¢ne kiseline, u slucaju gentamicina nije zabiljeZzeno poveéanje krajnje MIC vrijednosti u

odnosu na pocetnu (Slika 30).
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Slika 30. Prosjecne vrijednosti minimalnih inhibicijskih koncentracija (MIC) antibiotika
(N=5) prema testiranim sojevima (N=3) nakon izlaganja 2 %-tnoj otopini octene kiseline

(x£SD)

5.10. Usporedba dekontaminacijskog ucinka otopina organskih Kkiselina prema

nestresiranim i stresiranim sojevima Y. enterocolitica 4/0:3

Tablicom 29 prikazan je usporedni ucinak dekontaminacijskih protokola octenom i
mlije¢nom kiselinom na odabrane sojeve Y. enterocolitica 4/0:3 (29, 36, 40) na svinjskom mesu
(0. sat) nakon njihovog in vitro stresiranja 2 %-tnim otopinama istoimenih kiselina. U
ponovljenom testiranju dekontaminacijskog ucinka koristeni su protokoli koji su ukljucivali 2

% koncentraciju octene 1 mlijecne kiseline (N=8) ¢ime je ukupno provedeno 24 testiranja.
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Tablica 29. Usporedba ucinka dekontaminacijskih protokola octenom i mlijeénom kiselinom

prema sojevima Y. enterocolitica 4/0:3 (logio CFU/g; x+SD) na svinjskom mesu (0. sat) nakon

prethodnog stresiranja 2 %-tnim otopinama navedenih kiselina in vitro

Dekontaminacijski
protokol

Sojevi Y. enterocolitica 4/0:3

29

36

40

x+SD

1

4,06+0,07

4,20+0,00

4,17+0,01

3,85+0,00

3,89+0,04

4,11+0,01

0,21

0,31

0,06

0,19+0,122

4,06+0,07

4,20+0,00

4,17+0,01

3,75+0,00

3,58+0,09

3,59+0,08

0,31

0,62

0,58

0,50+0,16

4,11+0,00

4,23+0,00

4,16+0,04

3,55+0,12

3,75+0,05

3,57+0,09

0,56

0,48

0,59

0,54+0,052

4,11+0,00

4,22+0,00

4,16+0,04

3,34+0,02

3,61+0,02

2,92+0,11

0,77

0,61

1,24

0,87+0,32

3,96+0,00

4,08+0,03

4,10+0,07

3,74+0,04

3,47+0,05

3,86+0,09

0,22

0,61

0,24

0,35+0,21

11

4,34+0,01

4,08+0,03

4,10+0,07

3,32+0,09

3,41+0,02

3,64+0,02

1,02

0,67

0,46

0,71+0,28

13

4,01+0,06

4,26+0,00

4,31+0,01

3,66+0,02

3,71£0,03

3,63+0,04

0,35

0,55

0,68

0,52+0,16

15

4,01+0,06

4,26+0,00

4,31+0,01

3,58+0,02

3,44+0,04

2,90+0,03

HXAO A XD AHAXRNROD A XAODAXROD A XD AHXRAOD AR

0,43

0,82

1,41

0,88+0,49

x+SD

0,48+0,28

0,580,14

0,65+0,46

*vrijednosti oznadene istim malim slovima u istom stupcu statisti¢ki se razliku na razini 0,05

*usporedbe su provedene na istovjetnim protokolima koji su se razlikovali samo u jednom faktoru (vrsta kiseline;

temperatura; vrijeme)

*1. 2 % octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 3. 2 % octena kiselina; 25 °C; 30 sekundi; 5. 2 % octena kiselina; 80 °C; 10
sekundi; 7. 2 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 9. 2 % mlijecna kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 11. 2 % mlije¢na kiselina; 25

°C; 30 sekundi; 13. 2 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 15. 2 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 30 sekundi
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U viSe od 50 % provedenih testiranja (N=18), redukcija broja Y. enterocolitica 4/0:3
bila je manja u odnosu na redukcije dobivene istovjetnim dekontaminacijskim protokolima
prilikom prve dekontaminacije (neadaptirani sojevi na kiseline), dok je kod 6 testiranja (25 %)

bila veca od one dobivene nakon prvog pokusa (Tablica 30).

Tablica 30. Usporedba uc¢inka dekontaminacijskih protokola octenom i mlije¢nom kiselinom
(redukcije) prema nestresiranim i stresiranim sojevima Y. enterocolitica 4/0:3 (logio CFU/g;

x£SD) na svinjskom mesu (0. sat)

Dekontaminacijski Sojevi Y. enterocolitica 4/0:3
protokol 29 36 40 x+SD

1. put 0,22 0,71 0,74 0,55+0,29

1 2. put 0,21 0,31 0,06 0,19+0,12
razlika 10,01 10,40 10,68

1. put 0,03 0,38 0,69 0,36+0,33

3 2. put 0,31 0,62 0,58 0,50+0,16
razlika 10,28 10,24 10,11

1. put 0,81 0,44 0,37 0,54+0,23

5 2. put 0,56 0,48 0,59 0,54+0,05
razlika  |0,25 10,04 10,22

1. put 0,97 0,89 1,21 1,02+0,16

7 2. put 0,77 0,61 1,24 0,87+0,32
razlika  |0,20 10,28 10,03

1. put 1,00 0,36 0,41 0,59+0,35

9 2. put 0,22 0,61 0,24 0,35+0,21
razlika 10,78 10,25 10,17

1. put 1,27 0,83 0,52 0,87+0,37

11 2. put 1,02 0,67 0,46 0,71+0,28
razlika 10,25 10,16 10,06

1. put 1,19 0,60 0,90 0,89+0,29

13 2. put 0,35 0,55 0,68 0,52+0,16
razlika  |0,84 10,05 10,22

1. put 1,18 1,29 1,45 1,30+0,13

15 2. put 0,43 0,82 1,41  0,88+0,49

razlika 10,75 10,47 10,04
*1. 2 % octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 3. 2 % octena kiselina; 25 °C; 30 sekundi; 5. 2 % octena kiselina; 80 °C; 10
sekundi; 7. 2 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 9. 2 % mlijecna kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 11. 2 % mlijecna kiselina; 25
°C; 30 sekundi; 13. 2 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 15. 2 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 30 sekundi
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Iz tablice 30 uocava se slabiji dekontaminacijski u¢inak protokola s kiselinama prema
odabranim inokuliranim sojevima Y. enterocolitica koji su prethodno izlagani 2 %-tnim
otopinama kiselina u teku¢em hraniliStu (adaptirani; stresirani), no bez statisticke znacajnosti
(p>0,05) u odnosu na prvotnu dekontaminaciju mesa inokuliranog neadaptiranim sojevima. To
je zabiljezeno u 75 % protokola, dok je u 25 % ipak vidljiv bolji dekontaminacijski u¢inak
prema predizlaganim sojevima (Slika 31). Kao i nakon prvog testiranja, nisu utvrdene statisticki
znadajne razlike u redukciji medu sojevima (p>0,05). Sto se ti¢e razlika izmedu pojedinih
protokola, statisti¢ki veca redukcija (p<0,05) postignuta je primjenom vruce 2 %-tne otopine
octene kiseline u trajanju od 10 sekundi u odnosu na primjenu hladne otopine pri istom
vremenskom izlaganju (Tablica 29). Navedene razlike nisu bile znacajne izmedu navedenih
protokola prilikom prvog testiranja. Isto tako, statisticki vece redukcije postignute protokolima
u kojima se koristila mlije¢na kiselina u odnosu na one s octenom kiselinom u ponovljenom
testiranju nisu zabiljeZzene (p>0,05). U vise od 50 % slucajeva (N=8) razlike u redukcijama
uocene prilikom prvog testiranja nisu bile zabiljeZene 1 ovim testiranjem na stresiranim

sojevima.

M nestresirani sojevi M stresirani sojevi
1.6
1.4
1,2

|
5 o5

Foo | T
0,4
0,2
0
1 3 5 7 9 11 13 15
dekontaminacijski protokoli

Slika 31. Redukecije broja Y. enterocolitica nakon provedbe dekontaminacijskih protokola s 2
%-tnim otopinama mlije¢ne i octene kiseline (N=8) na nestresiranim i stresiranim sojevima

(N=3) (logio CFU/g; x+SD)
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5.11. Organolepti¢ka ocjena mesa po zavrSetku dekontaminacijskih protokola

Rezultati organolepticke pretrage mesa nakon provedenih dekontaminacija otopinama
mlijecne kiseline, octene kiseline 1 vode prikazani su u tablicama 31-35. Svi dekontaminacijski
protokoli (N=20) ocjenjeni su od strane ocjenjivaca ocjenama u rasponu od 1-5, a dodijeljeni
bodovi zbrojeni te prikazani kao srednja vrijednost £SD, za svaki od ispitivanih parametara
(boja, miris, tekstura, okus i cjelokupni dojam). Organolepticka ocjena mesa nakon
dekontaminacijskih protokola usporedena je s kontrolnim (netretiranim) uzorkom. Prosjecne
ocjene ispitivanih parametara ovisno o vrsti dekontminacijskog sredstva prikazane su graficki
u formi "paukove mreze" (Slika 32). Izgled tretiranog mesa prema pojedinim protokolima

prikazan je na slikama 33a-35.
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Tablica 31. Rezultati ocjene boje mesa nakon provedene dekontaminacije otopinama mlijecne

kiseline, octene kiseline i vode (x£SD)

Dekontaminacijski ocjenjivact x+SD
protokol 1 2 4 >

kontrola 5 5 5 5 5 5,000,002
1 5 5 3 5 4 4,40+0,89

2 4 3 2 4 4 3,40+0,89

3 4 4 3 4 4 3,80+0,44

4 4 4 3 4 4 3,80+0,44

5 3 4 2 3 4 3,20+0,83

6 3 3 2 3 4 3,00+0,70

7 3 3 2 3 3 2,80+0,442

8 2 2 1 1 3 1,80+0,83°
x£SD 3,27+0,78A
kontrola 5 5 5 5 5 5,00+0,00
9 5 5 5 5 5 5,00-+0,00

10 5 5 5 5 5 5,00+0,00

11 5 5 5 5 5 5,00+0,00

12 4 4 5 4 5 4,40+0,54

13 3 4 5 3 4 3,80+0,83

14 3 4 5 3 4 3,80+0,83

15 2 4 3 3 3 3,00+0,70

16 2 4 4 3 3 3,20+0,83
x£SD 4,15+0,81A
kontrola 5 5 5 5 5 5,00+0,00°
17 5 5 5 5 5 5,00+0,00

18 5 5 5 5 4 4,80+0,44

19 5 5 5 5 4 4,80+0,44

20 3 3 3 2 2 2,60+0,54°
x+SD 4,30+1,13

*vrijednosti oznadene istim malim i velikim slovima u istom stupcu statisticki se razliku na razini 0,05

*1. 2 % octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 2. 4 % octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 3. 2 % octena kiselina; 25 °C; 30
sekundi; 4. 4 % octena kiselina; 25 °C; 30 sekundi; 5. 2 % octena kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 6. 4 % octena kiselina; 80 °C;
10 sekundi; 7. 2 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 8. 4 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 9. 2 % mlije¢na kiselina; 25
°C; 10 sekundi; 10. 4 % mlijecna kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 11. 2 % mlijecna kiselina; 25 °C; 30 sekundi; 12. 4 % mlije¢na
kiselina; 25 °C; 30 sekundi; 13. 2 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 14. 4 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 15. 2
% mlijecna kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 16. 4 % mlijecna kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 17. voda; 25 °C; 10 sekundi; 18. voda;

25 °C; 30 sekundi; 19. voda; 80 °C; 10 sekundi; 20. voda; 80 °C; 30 sekundi
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Tablica 32. Rezultati ocjene mirisa mesa nakon provedene dekontaminacije otopinama mlijecne

kiseline, octene kiseline i vode (x£SD)

Dekontaminacijski ocjenjivact x+SD
protokol 1 2 3 4 >

kontrola 5 5 5 5 5 5,000,002

1 4 4 4 4 4 4,00+0,00

2 3 4 4 4 4 3,80+0,44

3 3 4 4 4 4 3,80+0,44

4 3 4 5 3 4 3,80+0,83

5 3 4 5 3 4 3,80+0,83

6 3 3 4 4 4 3,60+0,54

7 3 3 3 3 2 2,80+0,442

8 2 3 3 3 1 2,40+0,89°
x+SD 3,50+0,5748

kontrola 5 5 5 5 5 5,00+0,00

9 5 5 5 5 5 5,00+0,00

10 5 5 4 5 5 4,80+0,44

11 5 5 5 5 5 5,00+0,00

12 4 5 4 4 5 4,40+0,54

13 3 4 4 4 4 3,80+0,44

14 3 4 4 3 4 3,60+0,54

15 2 4 5 4 4 3,80+1,09

16 2 4 5 3 3 3,40+1,14
x+SD 4,22+0,65”

kontrola 5 5 5 5 5 5,00+0,00

17 5 5 5 5 5 5,00+0,00

18 5 5 5 5 4 4,80+0,44

19 5 5 5 5 4 4,80+0,44

20 5 5 5 5 4 4,80+0,44
x+SD 4,85+0,108

*vrijednosti oznadene istim malim i velikim slovima u istom stupcu statisti¢ki se razliku na razini 0,05

*1. 2 % octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 2. 4 % octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 3. 2 % octena kiselina; 25 °C; 30
sekundi; 4. 4 % octena kiselina; 25 °C; 30 sekundi; 5. 2 % octena kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 6. 4 % octena kiselina; 80 °C;
10 sekundi; 7. 2 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 8. 4 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 9. 2 % mlije¢na kiselina; 25
°C; 10 sekundi; 10. 4 % mlijecna kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 11. 2 % mlijecna kiselina; 25 °C; 30 sekundi; 12. 4 % mlije¢na
kiselina; 25 °C; 30 sekundi; 13. 2 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 14. 4 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 15. 2
% mlijecna kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 16. 4 % mlijecna kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 17. voda; 25 °C; 10 sekundi; 18. voda;

25 °C; 30 sekundi; 19. voda; 80 °C; 10 sekundi; 20. voda; 80 °C; 30 sekundi
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Tablica 33. Rezultati ocjene teksture mesa nakon provedene dekontaminacije otopinama

mlije¢ne kiseline, octene kiseline i vode (x=SD)

Dekontaminacijski ocjenjivact x+SD

protokol 1 2 3 4 5

kontrola 5 5 5 5 5 5,0040,00

1 5 5 5 5 5 5,00+0,00

2 5 5 4 5 5 4,80+0,44

3 5 5 5 5 5 5,00+0,00

4 5 5 5 5 5 5,00+0,00

5 4 4 3 4 4 3,80+0,44

6 4 3 3 3 4 3,40+0,54

7 3 3 2 3 4 3,00+0,70

8 3 3 2 2 3 2,60+0,54

xtSD 4,00+1,13

kontrola 5 5 5 5 5 5,00+0,00

9 5 5 5 5 5 5,00-+0,00

10 5 5 5 5 5 5,00+0,00

11 5 5 5 5 5 5,00+0,00

12 5 5 5 5 5 5,00+0,00

13 4 4 5 4 4 4,20+0,44

14 4 5 4 4 4 4,20+0,44

15 3 4 4 4 3 3,60+0,54

16 3 4 4 3 3 3,40+0,54

x+SD 4,42+0,67

kontrola 5 5 5 5 5 5,00+0,00

17 5 5 5 5 5 5,00+0,00

18 5 5 5 5 5 5,00+0,00

19 5 5 5 5 5 5,00+0,00

20 5 3 5 3 4 4,00+1,00

x+SD 4,75+0,50

*1. 2 % octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 2. 4 % octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 3. 2 % octena kiselina; 25 °C; 30
sekundi; 4. 4 % octena kiselina; 25 °C; 30 sekundi; 5. 2 % octena kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 6. 4 % octena kiselina; 80 °C;
10 sekundi; 7. 2 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 8. 4 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 9. 2 % mlije¢na kiselina; 25
°C; 10 sekundi; 10. 4 % mlijecna kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 11. 2 % mlijecna kiselina; 25 °C; 30 sekundi; 12. 4 % mlije¢na
kiselina; 25 °C; 30 sekundi; 13. 2 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 14. 4 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 15. 2
% mlijecna kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 16. 4 % mlijecna kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 17. voda; 25 °C; 10 sekundi; 18. voda;

25 °C; 30 sekundi; 19. voda; 80 °C; 10 sekundi; 20. voda; 80 °C; 30 sekundi
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Tablica 34. Rezultati ocjene okusa mesa nakon provedene dekontaminacije otopinama mlijecne

kiseline, octene kiseline i vode (x£SD)

Dekontaminacijski ocjenjivact x+SD

protokol 1 2 4 5

kontrola 5 5 5 5 5 5,0040,00?

1 5 5 5 5 5 5,00-+0,00

2 5 5 5 5 5 5,00+0,00

3 5 5 5 5 4 4,80+0,44

4 5 5 5 5 4 4,80+0,44

5 4 4 5 4 3 4,00+0,70

6 4 4 4 4 4 4,00+0,00

7 3 4 4 3 3 3,40+0,54

8 2 3 4 3 1 2,60+1,142

x+SD 4,20+0,86

kontrola 5 5 5 5 5 5,00+0,00

9 5 5 5 5 5 5,00+0,00

10 5 5 5 5 5 5,00+0,00

11 5 5 5 5 5 5,00+0,00

12 5 4 5 5 5 4,80+0,44

13 5 4 5 4 5 4,60+0,54

14 5 4 5 5 5 4,80+0,44

15 5 4 5 4 5 4,60+£0,54

16 5 4 4 4 4 4,20+0,44

x+SD 4.75+0,27

kontrola 5 5 5 5 5 5,00+0,00

17 5 5 5 5 5 5,00+0,00

18 5 5 5 5 4 4,80+0,44

19 5 5 5 5 4 4,80+0,44

20 5 5 5 5 4 4,80+0,44

x+SD 4,85+0,10

*vrijednosti oznadene istim malim i velikim slovima u istom stupcu statisti¢ki se razliku na razini 0,05

*1. 2 % octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 2. 4 % octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 3. 2 % octena kiselina; 25 °C; 30
sekundi; 4. 4 % octena kiselina; 25 °C; 30 sekundi; 5. 2 % octena kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 6. 4 % octena kiselina; 80 °C;
10 sekundi; 7. 2 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 8. 4 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 9. 2 % mlije¢na kiselina; 25
°C; 10 sekundi; 10. 4 % mlijecna kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 11. 2 % mlijecna kiselina; 25 °C; 30 sekundi; 12. 4 % mlije¢na
kiselina; 25 °C; 30 sekundi; 13. 2 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 14. 4 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 15. 2
% mlijecna kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 16. 4 % mlijecna kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 17. voda; 25 °C; 10 sekundi; 18. voda;

25 °C; 30 sekundi; 19. voda; 80 °C; 10 sekundi; 20. voda; 80 °C; 30 sekundi
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Tablica 35. Rezultati ocjene ukupnog dojma mesa nakon provedene dekontaminacije otopinama

mlije¢ne kiseline, octene kiseline i vode (x=SD)

Dekontaminacijski ocjenjivact x+SD
protokol 1 2 3 4 >

kontrola 5 5 5 5 5 5,000,002
1 5 5 4 5 5 4,80+0,44

2 4 4 4 4 5 3,80+0,44

3 4 4 5 4 4 3,80+0,44

4 4 4 4 4 4 4,00+0,00

5 4 4 3 4 4 3,80+0,44

6 4 3 3 3 4 3,40+0,54

7 3 3 3 3 3 3,00+0,00%

8 2 2 3 3 2 2,40+0,54°
x=SD 3,62+0,714°
kontrola 5 5 5 5 5 5,00+0,00
9 5 5 5 5 5 5,00+0,00

10 5 5 5 5 5 5,00+0,00

11 5 5 5 5 5 5,00+0,00

12 5 5 5 5 5 5,00+0,00

13 4 4 5 4 4 3,80+0,44

14 4 4 4 4 4 4,00+0,00

15 3 4 4 3 4 3,60+0,54

16 3 4 4 3 3 3,40+0,54

x£SD 4,35+0,71
kontrola 5 5 5 5 5 5,00+0,00
17 5 5 5 5 5 5,00+0,00

18 5 5 5 5 4 4,80+0,44

19 5 5 5 5 4 4,80+0,44

20 4 4 4 4 3 3,80+0,44
x+SD 4,60+0,54

*vrijednosti oznadene istim malim i velikim slovima u istom stupcu statisti¢ki se razliku na razini 0,05

*1. 2 % octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 2. 4 % octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 3. 2 % octena kiselina; 25 °C; 30
sekundi; 4. 4 % octena kiselina; 25 °C; 30 sekundi; 5. 2 % octena kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 6. 4 % octena kiselina; 80 °C;
10 sekundi; 7. 2 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 8. 4 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 9. 2 % mlije¢na kiselina; 25
°C; 10 sekundi; 10. 4 % mlijecna kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 11. 2 % mlijecna kiselina; 25 °C; 30 sekundi; 12. 4 % mlije¢na
kiselina; 25 °C; 30 sekundi; 13. 2 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 14. 4 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 15. 2
% mlijecna kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 16. 4 % mlijecna kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 17. voda; 25 °C; 10 sekundi; 18. voda;

25 °C; 30 sekundi; 19. voda; 80 °C; 10 sekundi; 20. voda; 80 °C; 30 sekundi
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Uzimajuéi u obzir parametar boje mesa (Tablica 31) nakon dekontaminacijskih
protokola octenom kiselinom, najmanji prosje¢ni broj bodova (1,80+0,83) u odnosu na
kontrolni uzorak dodijeljen je uzorku mesa tretiranom vru¢om 4 %-tnom otopinom octene
kiseline u trajanju od 30 sekundi (p<0,05). Sto se ti¢e protokola u kojima je koristena mlije¢na
kiselina, senzoricki najlosije ocjenjeno meso bilo je nakon provedenih dekontaminacija pomoc¢u
vru¢ih 2 %- 1 4 %-tnih otopina kiselina tijekom duljeg izlaganja, no bez znacajne razlike u
odnosu na kontrolni uzorak (p>0,05). Isto kao i kod octene kiseline, najlosije ocjenjena boja
mesa (2,60+0,54) bila je kod uzorka tretiranog vru¢om vodom u trajanju od 30 sekundi
(p<0,05). Promatrajué¢i prosjek dobivenih ocjena za svaku kiselinu, protokoli s octenom
kiselinom ocjenjeni su manjim brojem bodova (3,27+0,78) u odnosu na one s mlijeénom
kiselinom (4,15+0,81) (p<0,05).

Ocjenjujuéi parametar mirisa (Tablica 32), najmanji prosjeéni broj bodova (2,40+0,89)
dodijeljen je uzorku mesa tretiranom vru¢om 4 %-tnom otopinom octene kiseline u trajanju od
30 sekundi (p<0,05). Za razliku od toga, unutar dekontaminacijskih protokola pomoc¢u mlije¢ne
kiseline 1 vode, miris testnih uzoraka mesa nije se znacajno razlikovao od onoga procjenjenog
na netretiranim uzorcima (p>0,05). I u ovom sluc¢aju su protokoli s octenom kiselinom najnize
ocjenjeni u odnosu na protokole s mlije¢nom kiselinom i vodom (p<0,05).

Pri evaluaciji teksture mesa nakon provedenih dekontaminacija octenom kiselinom
(Tablica 33), i u ovom slucaju je najmanji broj bodova (2,00+0,54) dodjeljen uzorku mesa
tretiranom vru¢om 4 %-tnom otopinom octene kiseline u trajanju od 30 sekundi, no bez
znacajne razlike u odnosu na ostale uzorke (p>0,05). U promatranom parametru nisu utvrdene
znaCajne razlike ni nakon tretiranja mlijecnom kiselinom kao ni vodom, iako su najnize
ocjenjeni uzorci bili nakon dulje dekontaminacije vru¢im otopinama.

Sto se ti¢e parametra okusa (Tablica 34), statisticki znadajne razlike su uoGene na
uzorcima mesa tretiranim otopinama octene kiseline 1 to nakon dekontaminacije vru¢om 4 %-
tnom otopinom octene kiseline u trajanju od 30 sekundi (p<0,05) pri ¢emu je dominirao
"kiseli/octeni" okus mesa. U slucaju mlijecne kiseline i vode, dodjeljene ocjene su bile vece te
nije uo¢ena znacajna razlika u okusu u odnosu na kontrolni uzorak (p>0,05).

Ocjenjuju¢i ukupni dojam mesa (Tablica 35) nakon provedenih dekontaminacija
octenom kiselinom, a sukladno prethodnim rezultatima, najmanje su ocjene zabiljeZene nakon
dekontaminacije vru¢om 2 %- 1 4 %-tnom otopinom octene kiseline u trajanju od 30 sekundi
(p<0,05), a isto je zabiljezeno i u slucaju mlijeéne kiseline i vode, no bez znacajne razlike u

odnosu na kontrolni uzorak (p>0,05).
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Najveci prosjecni broj bodova dodjeljen je protokolima provedenim s vodom, dok je najmanji

protokolima sa octenom kiselinom (p<0,05).

ukupni dojam

okus

voda

boja

miris

tekstura

octena kiselina ~———mlije¢na kiselina

Slika 32. Graficki prikaz organolepticke procjene mesa nakon

provedbe dekontaminacijskih protokola otopinama organskih kiselina i vodom (N=20)
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Slika 33a. Izgled tretiranog mesa nakon provedbe dekontaminacijskih protokola s otopinama
octene kiseline (K. kontrola; 1. 2 % octena kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 2. 4 % octena
kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 3. 2 % octena kiselina; 25 °C; 30 sekundi; 4. 4 % octena kiselina;
25 °C; 30 sekundi)
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Slika 33b. Izgled tretiranog mesa nakon provedbe dekontaminacijskih protokola s otopinama
octene kiseline (K. kontrola; 5. 2 % octena kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 6. 4 % octena
kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 7. 2 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 8. 4 % octena kiselina;
80 °C; 30 sekundi)
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Slika 34a. Izgled tretiranog mesa nakon provedbe dekontaminacijskih protokola s otopinama
mlijecne kiseline (K. kontrola; 9. 2 % mlijecna kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 10. 4 % mlijecna
kiselina; 25 °C; 10 sekundi; 11. 2 % mlijecna kiselina; 25 °C; 30 sekundi; 12. 4 % mlije¢na
kiselina; 25 °C; 30 sekundi)

115



Slika 34b. Izgled tretiranog mesa nakon provedbe dekontaminacijskih protokola s otopinama
mlijecne kiseline (K. kontrola; 13. 2 % mlijec¢na kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 14. 4 % mlije¢na
kiselina; 80 °C; 10 sekundi; 15. 2 % mlije¢na kiselina; 80 °C; 30 sekundi; 16. 4 % mlijecna
kiselina; 80 °C; 30 sekundi)
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Slika 35. Izgled tretiranog mesa nakon provedbe dekontaminacijskih protokola s vodom (K.
kontrola; 17. 25 °C; 10 sekundi; 18. 25 °C; 30 sekundi; 19. 80 °C; 10 sekundi; 20. 80 °C; 30
sekundi)
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5.12. Analiza utjecaja provedenih dekontaminacijskih protokola na organolepticka

svojstva mesa

Biplot (axes F1 and F2: 93,44 %)

okus

tekstura

)
—
miris 4

ukupan dojam

/N Ir— 17
19

9 boja

2 L
F1 (88,29 %)

e protokoli e organolepticki pokazatelji ~ ® sojevi

Slika 36. Biplot dijagram PCA analize povezanosti dekontaminacijskih protokola (N=20) 1

organoleptic¢kih svojstava mesa 0. sat

Na slici 36. prikazana je projekcija protokola (redukcije 0. sat) u prostor odreden prvim
dvjema glavnim komponentama oznac¢enim na grafu s F1 1 F2. Glavne komponente F1 i F2
objasnjavaju 93,44 % varijance izmedu podataka za sve uzorke. Na dijagramu se primjecuje
tendencija grupiranja protokola temeljem koriStene vrste organske kiseline te temperature
njezine primjene. Tako su protokoli u kojima su primjenjene vruce otopine temperature 80 °C
grupirani unutar lijeve strane koordinatnog prikaza naglasavajuc¢i time najveci utjecaj na
negativna organolepticka svojstva mesa. Pritom su protokoli s vru¢om otopinom mlije¢ne
kiseline (oznake 13, 14, 15 1 16) smjeSteni u drugom kvadrantu zajedno sa protokolom br. 20
(primjena vrucée vode u trajanju od 30 sekundi) dok su istovjetni s octenom kiselinom grupirani
unutar treceg kvadranta. Sukladno tome, protokoli u kojima su koriStene hladne otopine
organskih kiselina smjesteni su u desnom dijelu prikaza pri ¢emu su na isti na¢in prva Cetiri

(primjena hladnih otopina octene kiseline) zauzeli prvi kvadrant dok su se istovjetni protokoli

118



s mlije¢nom kiselinom grupirali unutar cetvrtog kvadranta zajedno s preostalim protokolima u
kojima je koriStena voda (oznake 17, 18 i 19) ¢ime su pokazali najmanji utjecaj na negativna
organolepticka svojstva mesa. Na slici 37. prikazani su isti meduodnosi, no s podacima
redukcija izmjerenima nakon 24 sata. Na dijagramu je vidljiv isti trend grupiranja protokola

kao 1 na prethodnom grafu te je takoder obuhvacen visoki postotak (93,44 %) varijance izmedu

podataka.

Biplot (axes F1 and F2: 93,44 %)

3,,

202+, 2

41

okus

tekstura

F2 (5,15 %)

mygis 4

& T

ukupan dojam

(] =7 17 boja

2 4
F1 (88,29 %)

e protokoli e organolepticki pokazatelji = sojevi

Slika 37. Biplot dijagram PCA analize povezanosti dekontaminacijskih protokola (N=20) i

organoleptickih svojstava hladenog mesa 24. sat

S ciljem vizualizacije sli¢nosti/razlika ocjenjenih organoleptickih svojstava izmedu
pojedinih dekontaminacijskih protokola, na slici 38. prikazana je toplinska mapa (engl.
heatmap) koja sli¢nosti odnosno razlike u ocjeni pojedinog organoleptickog svojstva prikazuje
varijacijama u intenzitetu boja pri ¢emu su najnize ocjene oznacene tamnocrvenom bojom, a
gradacijom preko svjetlijih boja prikazuju se bolje ocjene sve do onih najvisih (tamnoplava
boja). Iz prikaza je vidljiva zastupljenost crvene boje unutar prvih osam protokola koji ukljucuju
primjenu otopina octene kiseline, a nijanse postupno gradiraju pa je tako kod protokola br. 8

dominantna najtamnija boja u svim pokazateljma, a najvise kod parametra boje.
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S druge strane, protokoli s mlijenom kiselinom (9-16) uklju¢uju podjednaku
zastupljenost obje boje od kojih kod prva Cetiri (primjena hladnih otopina) dominira plava boja.
Za razliku od protokola br. 8 (4 % octena kiselina; 80 °C; 30 sekundi), u istovjetnom protokolu
s mlijecnom kiselinom (br. 16) prevladava svjetlija nijansa crvene boje. U protokolima s vodom
uocljiva je zastupljenost plave nijanse s najve¢im odstupanjima u slu¢aju primjene vruce vode
tijekom duljeg izlaganja Sto je vidljivo i prikazom PCA analiza. Razmatrajuéi varijacije u
nijansama izmedu promatranih organoleptickih svojstava, parametri boje i mirisa imali su vecu

ulogu u procjeni cjelokupnog utjecaja dekontaminacije, u odnosu na parametre teksture 1 okusa.

organolepticki pokazatelji

protokol ukupan

boja miris tekstura okus

© 00O NO O~ WDN -

e el =
2 WN RO

e el i e
© o ~N o G
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Slika 38. Toplinska mapa ocjena organoleptickih svojstava mesa (N=5) ovisno o provedenom

dekontaminacijskom protokolu (N=20)

Na slici 39 prikazan je dendogram (grupiranje) dekontaminacijskih protokola ovisno o
organolepti¢koj ocjeni mesa, a slicnost/razlike su vidljive na isti na¢in kroz prikaz dvije boje,
odnosno varijacije u njihovom intenzitetu. Sukladno prethodnoj PCA analizi, grupa protokola
u kojima je dominantna crvena boja s pripadaju¢im nijansama obuhvaca one smjeStene na

lijevoj strani koordinatnog prikaza koje su 1 imale najvec¢i utjecaj na organolepticka svojstva.
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Svi oni ukljuc¢ivali su primjenu vru¢ih otopina Sto upucuje na vaznost temperature kao
presudnog faktora u promatranom skupu. Sto se ti¢e vrste kiseline, iz prikaza je jasan negativniji
utjecaj octene kiseline u odnosu na mlije¢nu kiselinu. Ve¢ina protokola koja je PCA analizom
grupirana na desnoj koordinatnog prikaza ovdje je oznaCena plavom bojom i to najtamnijom
nijansom ¢ime ukazuju na minimalni utjecaj na promatrana svojstva. Temeljem sli¢nosti u
pokazateljima, unutar obje skupine protokoli su grupirani (dendrogrami) ovisno o razini
sli¢nosti pri ¢emu se dodatno uocava razlika izmedu navedenih skupina. Isto je vidljivo i
prilikom grupiranja organoleptickih svojstava u kojima se parametri boje 1 mirisa izdvajaju od

ostalih.
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Slika 39. Toplinska mapa sa dendrogramima dekontaminacijskih protokola (N=20) temeljem

organolepti¢ke ocjene dekontaminiranog mesa
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6. RASPRAVA

Mikrobioloski status zivotinjskih trupova nakon klaonicke obrade, kao i porcioniranog
mesa, jedan je od osnovnih preduvjeta osiguravanja zdravstveno ispravne sirovine. U kontekstu
mikrobioloske ispravnosti, naglasak je primarno na patogenim bakterijama poput Salmonella
spp., Campylobacter spp., Y. enterocolitica te E. coli ¢ija zastupljenost je ponajvise uvjetovana
vrstom Zzivotinje, odnosno mesa. Tako se u inspekciji mesa svinja Salmonella spp. 1 Y.
enterocolitica navode kao prioritetne bioloske opasnosti, temeljem njihove pojavnosti u svinja,
potvrdenih slucajeva oboljenja ljudi te provedenih epidemioloskih studija (ALVSEIKE i sur.,
2018.). Za razliku od Salmonella spp., za Y. enterocolitica u ve€ini zemalja i dalje ne postoje
nacionalni programi kontrole unato¢ uzlaznom broju prijavljenih slucajeva jersinioze (EFSA i
ECDC, 2024.). Svinje su medu najucestalijim asimptomatskim nosiocima patogenih sojeva ove
bakterije koji koloniziraju primarno tonzile, limfne ¢vorove te crijeva (FOIS 1 sur., 2018.;
ANGELOVSKA i sur., 2023.; YUE i sur., 2023.). S tim u vezi, klaonicka obrada svinja smatra
se klju¢nom fazom u prevenciji kontaminacije trupa, a time i ulaska Y. enterocolitica u daljnji
lanac proizvodnje svinjskog mesa koje se smatra glavnim izvorom infekcije za ljude.
Dosada3nje intervencijske metode usmjerene na sprjecavanje generalne kontaminacije trupa, a
koje su svakako doprinijele nizoj prevalenciji Y. enterocolitica na mesu, ukljucivale su ve¢inom
postupke poput podvezivanja rektuma, vizualnog pregleda limfaticnog tkiva bez zarezivanja
kao 1 odvajanja tonzila od ostatka trupa. Ipak, ni one zajedno naj¢esce nisu dovoljne za potpunu
eliminaciju rizika, imaju¢i na umu visoku prevalenciju Y. enterocolitica u tonzilama kao 1
psihrotrofnost bakterije koja joj 1 u uvjetima hladenja omogucuje prezivljavanje. Imajuci na
umu znanstveno misljenje EFSE (EFSA, 2018.) u kojem se po uzoru na govede trupove
(ANONIMNO, 2013.) preispituje dekontaminacijski potencijal organskih kiselina u smanjenju
povrsinskog mikrobioloskog oneciS¢enja svinjskih trupova, svrha ovog istraZivanja bila je
ispitati ucinkovitost organskih kiselina prema Y. enterocolitica na svinjskom mesu s ciljem
moguce primjene u praksi. Naime, u gore spomenutom misljenju Y. enterocolitica je istaknuta
kao patogena bakterija od interesa u inspekciji mesa svinja, dok je pretrazena znanstvena
literatura ukazala na manjkavost istrazivanja kojima je ista obuhvacena, za razliku od primjerice
Salmonella spp.

U ovom istrazivanju dekontaminacijski potencijal mlijecne kiseline i octene kiseline
ispitivan je prema sojevima Y. enterocolitica 4/0:3 izoliranima iz tonzila svinja iz prethodnog
istrazivanja (PAZIN, 2021.) koje je i potvrdilo visoku prevalenciju (>40 %) patogenih sojeva

Y. enterocolitica u populaciji svinja u Hrvatskoj. Vec¢ina dosadasnjih istrazivanja s tematikom
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kemijske dekontaminacije trupova svinja obuhvacala je u najvecoj mjeri primjenu otopina
mlijecne kiseline (CHRISTIANSEN 1 sur.,, 2009.; MORILD i sur.,, 2010.; GRAJALES-
LAGUNES i sur., 2012.; BRUSTOLIN 1 sur., 2014.) ili kombinaciju s octenom kiselinom
(DAN 1 sur., 2007.; BURIN i sur., 2014.), dok prema naSem saznanju jo$ uvijek nema onih u
kojima je podrobnije istrazen ucinak octene kiseline. Dakako, u takvim i slicnim istrazivanjima
ispitivanje dekontaminacijskog uc¢inka usmjereno je na smanjivanje ukupnog mikrobioloskog
onecis$¢enja u vidu ukupne populacije bakterija ili enterobakterija, dok je u slucaju patogenih
bakterija fokus stavljen na Salmonella spp., $to je djelomi¢no otezalo usporedbu dobivenih
rezultata po pitanju Y. enterocolitica. lako neki autori (SMULDERS i GREER, 1998.;
HASTAOGLU i sur., 2022.) isticu kako je Y. enterocolitica generalno osjetljiva na djelovanje
organskih kiselina, nasi rezultati skupnih redukcija postignutih s obje vrste primjenjene kiseline
(0,33-1,24 logio CFU/g), ukazuju kako su sojevi Y. enterocolitica rezistentniji na djelovanje
kiselina u odnosu na rezultate ostalih istrazivanja (GREER 1 DILTS, 1995.; DAN i sur., 2007.;
CHRISTIANSEN i sur., 2009.). Dakako, pri usporedbama takvih rezultata bitno je uzeti u obzir
sve parametre koriStene u pokusu, a koji su u manjoj ili ve¢oj mjeri mogli utjecati na razlike u
postignutim redukcijama. Oni se prvenstveno odnose na vrstu kiseline, njezinu koncentraciju,
temperaturu i nacin primjene, duljinu izloZenosti, kao i pocetni broj inokuliranih bakterijskih
stanica, a kombinacije takvih varijabli su mnogobrojne pa i usporedba rezultata zahtjeva kriticki
pristup (ACUFF, 2005.).

Primjer toga je istraZzivanje GREER 1 DILTS (1995.) u kojem je pocetna redukcija broja
Y. enterocolitica nakon izlaganja 3 %-tnoj otopini mlijene kiseline pri 55 °C tijekom 15
sekundi iznosila 1 logio CFU/cm? da bi se tijekom sljede¢ih 7 dana poveéala ¢ak trostruko u
usporedbi s kontrolnim uzorkom. U naSem istraZivanju je prosjecna redukcija broja Y.
enterocolitica nakon protokola s otopinama mlije¢ne kiseline iznosila 0,87+0,22 logio CFU/g
te se nije mijenjala nakon 24 sata. Ipak, u oba ova istrazivanja zajednicki faktor je bila isklju¢ivo
vrsta kiseline, dok su se koncentracija, temperatura primjene, vrijeme izlaganja, nacin tretiranja
kao 1 pocetna koncentracija bakterija razlikovale. Pritom ne treba zanemariti ni uzorak mesa
koriStenog u pokusu, primarno u kontekstu teksture njegove povrSine, te fazi primjene
dekontaminacije (u klaonici na trupu/u laboratoriju na komadnom mesu). Kompleksnost
usporedbe takvih rezultata ocituje se i na primjeru istrazivanja CHRISTIANSENA i sur. (2009.)
u kojemu su redukcije postignute nakon primjene 1 %-2,5 %-tnih otopina mlije¢ne kiseline pri
80 °C bile gotovo trostruko veée (3,2-3,4 logio CFU/cm?) u odnosu na nase unato¢ tome §to su
neki od primjenjenih parametara i8li u korist smanjenoj osjetljivosti odnosno slabijem

inhibitornom ucinku. Primjerice, koncentracija otopine mlijec¢ne kiseline bila je manja (2,5 %)

123



u odnosu na nasu, vrijeme izlaganja krac¢e (15 sekundi), vrijeme prijanjanja bakterija znatno
duze (30 minuta), a koncentracija bakterija po cm? je bila ve¢a (10’ CFU), uz napomenu da su
pored Y. enterocolitica inokulirane i Salmonella spp. te E. coli. Sto se tice pak metode aplikacije,
autori navode da su s ciljem simulacije dekontaminacije na liniji klanja, uzorci mesa postavljeni
u vertikalni polozaj tijekom kojega je meso prskano pripremljenim otopinama, no parametri
poput tlaka primjene ili udaljenosti mesa od prskalice nisu navedeni. Pored nesrazmjera u
vrijednostima redukcija, autori su utvrdili kako je povecanje koncentracije kiseline utjecalo na
vecu redukciju Sto nije bio slucaj 1 u nasem istrazivanju. Isto tako, bolji dekontaminacijski
ucinak postignut je duljim tretiranjem kao 1 ve¢om temperaturom primjenjenih otopina dok je
kod nas primjena duljeg izlaganja bila znacajna samo tijekom primjene vruéih otopina i
obrnuto. Sukladno znacajno ve¢im redukcijama postignutima djelovanjem kiseline, primjenom
vruce vode od 80 °C tijekom 15 sekundi autori su uvrdili tek neznatno slabiji inhibitorni u¢inak
(2 logio CFU/cm?) od onoga postignutog nakon primjene otopine mlijecne kiseline iste
temperature i duljine izlaganja, $to je takoder vise nego dvostruko veéa redukcija od one u
nasem istrazivanju. Autori time zakljuCuju kako pri usporedbi ta dva dekontaminacijska
sredstva mlijeCna kiselina pokazuje ve¢i potencijal ¢ijom prilagodbom koncentracije se
smanjuje vrijeme izlaganja.

Prilikom usporedbe oba istrazivanja teSko je otkriti mogucée razloge navedenih
nesrazmjera u vrijednostima redukcijama, no paznju je potrebno usmjeriti na parametre s
najve¢om varijabilno$¢u, odnosno vjerojatno$¢u da unutar dva ista pokusa poluce razlicite
rezultate. Jedan od tih je svakako vrsta uzorka, tj. povrSina koja se tretira, ¢ija tekstura moze
utjecati na jace/slabije prijanjanje bakterijskih stanica, a time i na razliciti dekontaminacijski
ucinak. Kada govorimo o mesu kao uzorku, za oc€ekivati je kako ¢e bolji dekontaminacijski
ucinak biti postignut na dijelovima mis$i¢a prekrivenim fascijom, u odnosu na rasijeke u kojima
su miSi¢na vlakna izloZena te time podloZnija formiranju pukotina pogodnih za zadrZzavanje
bakterija. Tako su primjerice YOUSSEEF 1 sur. (2012.) kod takva dva uzorka utvrdili razliku u
redukciji broja E. coli od ¢ak 2,5 logio CFU/cm? nakon primjene 5 %-tne otopine mlije¢ne
kiseline. Sli¢na istrazivanja kojima bi se usporedio takav ucinak i na primjeru Y. enterocolitica
ne postoje, no MORILD i sur. (2011.) na nesSto drugacijem modelu dokazuju kako ne postoje
razlike u povrSinskom prijanjanju izmedu Y. enterocolitica, S. enterica te L. monocytogenes
¢ime upucuju na zanemarivu ulogu bakterijske vrste u navedenom, za razliku od karakteristika
tretiranih povrsina. Sukladno tome, slicni rezultati temeljeni na ostalim bakterijskim vrstama
¢ine se opravdanima za usporedbu i donoSenje zakljucaka u slucaju Y. enterocolitica. Ipak, u

pogledu istrazivanja CHRISTIANSENA i sur. (2009.) ne mozemo sa sigurnoscu tvrditi kako je
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prethodno navedeno razlog tako velikih odstupanja u vrijednostima redukcija obzirom da su
autori za inokulaciju bakterija koristili svinjske obrazine koje su prema njihovim navodima
izrezane s Celjusti te obrezane na odgovarajuée veli¢ine. Ono Sto bi svakako potkrijepilo
¢injenicu o utjecaju izgleda povrsine na vrijednosti redukcija su pojedinacni podaci za svaki
provedeni dekontaminacijski postupak koji u ovom radu nisu navedeni, a u naSem istrazivanju
su ba$ oni pokazatelj izrazite varijabilnosti pogotovo kada se promatraju pojedinacne
vrijednosti redukcija izmedu sojeva Y. enterocolitica, a unutar istog dekontaminacijskog
protokola. U teoriji, razlog takvih velikih odstupanja mogu biti urodene ili steCene razliCite
razine acidorezistencije pojedinih sojeva Y. enterocolitica, no to nije i slu¢aj u nasem
istrazivanju, pogotovo kada se naprave usporedbe sa ostalim dekontaminacijskim protokolima.
Daleko vjerojatniji uzrok takvih odstupanja su ve¢ spomenute karakteristike mesa, odnosno
njegove povrsine. Naime, to je jedini parametar kod kojega je bilo izazovno odrzati uniformnost
bez obzira §to su se pri svakom testiranju birali uzorci mesa istog proizvodaca, istog nacna
pakiranja te jednake svjezine odnosno roka trajanja. Obzirom da smo takve rezultate jednim
dijelom 1 ocekivali, vazno je bilo provoditi testiranje na $to veéem broju bakterijskih sojeva
kako bi skupni podaci ukazali na realne rezultate, $to je u naSem slucaju i potvrdeno.

Pored toga, temperatura takvih uzoraka prije inokulacije bakterija i tijekom provedbe
dekontaminacije je dodatni faktor za kojeg se ¢ini kako bi mogao imati veci utjecaj na prethodno
navedene razlike, pa pojedini autori (HASTAOGLU i sur., 2022.) navode kako su organske
kiseline najuc¢inkovitije kada se primjene na trupovima koji su jo§ uvijek topli. Naime, u
predmetnom istrazivanju je cjelokupni pokus proveden na mesu prije hladenja (uzorkovanje na
liniji klanja) dok je u naSem istraZzivanju meso nabavljano u maloprodaji. Obzirom da tijekom
pohrane mesa dolazi do postepenog isparavanja vode, s vremenom povrSina takvog mesa
poprima hrapaviju teksturu koja pogoduje zadrzavanju inokuliranih bakterijskih stanica, a time
1 manjoj izloZenosti prema dekontaminacijskim sredstvima $to je moguci razlog slabijih
redukcija u naSem istrazivanju, imaju¢i na umu kratko vrijeme prijanjanja bakterijskih stanica
(5 minuta). S tim u vezi opravdavaju se visoke vrijednosti redukcija postignute nakon
dekontaminacije neohladenog mesa (CHRISTIANSEN i sur., 2009.), a u prilog tome govore i
rezultati istrazivanja EASTWOOD 1 sur. (2021.) u kojemu su vrijednosti redukcija S.
Typhimurium i E. coli nakon primjene 2,5 %- 15 %-tnih otopina mlije¢ne kiseline na svinjskom
mesu prije hladenja bile dvostruko veée od onih postignutih na ohladenom mesu. Pritom je
pocetni broj inokuliranih bakterijskih stanica (8,7 logio CFU/mL) bio jednak za obje skupine

uzoraka kao 1 vrijeme njihovog prianjanja (30 minuta).
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Pored utjecaja vrste tretirane povrSine te njezine temperature, tlak primjene
dekontaminacijskog sredstva je zasigurno jo$ jedan faktor znacajan za varijabilnost rezultata,
kada govorimo o prskanju kao metodi dekontaminacije. Naime, u veéini istrazivanja to je
podatak koji je najceS¢e zanemaren, a navodi se uglavnom uz primjenu vode kao
dekontaminacijskog sredstva, no ne i kiselina (CASTILLO 1 sur., 2001.; SMULDERS 1 sur.,
2012.; BRUSTOLIN i sur., 2014.). Pojedini autori doduse (EGGENBERGER-SOLORZANO i
sur., 2002.) navode takve podatke i prilikom primjene kiselina u dekontaminaciji, no ne u svrhu
ispitivanja utjecaja njihovih razli¢itih vrijednosti na redukciju broja bakterija pa je time i teSko
donositi zakljucke o ucinku istoga. Ipak, primjena veceg tlaka svakako ima osnovu za
postizanje jaceg dekontaminacijskog ucinka obzirom da se na taj nadin primarno ostvaruje
mehanicki u€inak "ispiranja" bakterija s tretirane povrsine, a rezidualni kemijski u¢inak dodano
djeluje na njihovu inhibiciju rasta. U naSem istrazivanju otopine organskih kiselina primjenjene
su pri tlaku od 3 bara, no kao $to smo ve¢ spomenuli, zbog nedostatnih informacija tesko je
napraviti usporedbu s ostalim istrazivanjima 1 utvrditi znacaj tlaka prskanja na redukciju broja
Y. enterocolitica. Primjerice, EASTWOOD 1 sur. (2021.) su meso prskali otopinama mlije¢ne
kiseline tijekom 3-5 sekundi (ovisno o veli¢ini uzorka) ¢ime su utro$ili priblizno 15-25 mL
otopine. Obzirom da je u nasem istrazivanju tijekom istog vremena utroSena barem pet puta
manja koli¢ina otopine, mozemo zakljuciti kako je tlak primjene otopina mlijecne kiseline u
njithovom istrazivanju bio daleko ve¢i ¢ime su 1 opravdane nesSto vece vrijednosti redukcije
postignute u njihovom istrazivanju posebno ako se uzme u obzir znatno krace vrijeme trajanja
dekontaminacije. Dakako, navedene usporedbe temeljene su na redukcijama broja Sa/monella
spp- 1 E. coli. Sami autori (EASTWOOD 1 sur., 2021.) takoder pojedine nelogicnosti pri
usporedbama svojih rezultata s drugim istraZzivanjima pripisuju utjecaju koriStenja razli¢itih
vrsta prskalica pa sukladno tome i primjeni razlic¢itih tlakova pri prskanju.

Jedan od prvih ciljeva u naSem istrazivanju bio je usporediti dekontaminacijski u¢inak
mlijec¢ne kiseline 1 octene kiseline prema Y. enterocolitica na svinjskom mesu. Kao §to je vec
navedeno, broj sli¢nih istraZivanja dekontaminacije objim kiselinama daleko je manji od onih
koji se fokusiraju na zasebni ucinak mlije¢ne kiseline, no u veéini njih (EL-TABIY i
SOLIMAN, 2011.; COSANSU i AYHAN, 2012.; YODER i sur., 2012.; VAN BA i sur., 2018.;
SALLAM i sur., 2020.) autori zakljucuju kako mlije¢na kiselina ostvaruje bolje rezultate. Nase
istrazivanje rezultiralo je istim zaklju€kom, barem S§to se tice vrijednosti redukcija postignutih
neposredno nakon dekontaminacije. Ipak, uzimajuéi u obzir vrijednosti nakon 24 sata, uocava
se gotovo podjednak ucinak obje vrste kiseline obzirom da su se vrijednosti redukcija u vecini

protokola s octenom kiselinom povecale tijekom vremena promatranja, a u pojedinima i
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udvostrucile. Razlog za navedeno moze se pripisati izraZzenijem rezidualnom ucinku octene
kiseline na mesu koji unato¢ slabijem djelovanju 0. sat preostalim zivim, ali oSteenim
bakterijskim stanicama uvelike otezava rast i prezivljavanje, posebno ako se rast usporedi sa
netretiranim bakterijskim stanicama iz kontrolnih uzoraka. Do istih zakljucaka dosli su i DAN
i sur. (2007.) koji su utvrdili bolju u€¢inkovitost 3 %-5 %-tnih otopina octene kiseline u redukciji
broja Yersinia spp. S tim u vezi, zamjetne razlike u slu¢aju mlije¢ne kiseline nisu oucene zbog
inicijalno boljeg antimikrobnog ucinka 0. sat Sto ipak potkrijepljuje prethodno navedene
zakljucke vecine autora.

Sto se pak ti¢e koncentracije primjenjenih kiselina, iako su brojna istraZivanja dokazala
kako je njezino povecanje u korelaciji sa redukcijom broja bakterija (YODER i sur., 2012.;
MENCONI i sur., 2013.; KASSEM i sur., 2017.; VADDU i sur., 2021.), u nasem slu¢aju
primjena 4 %-tnih otopina obje vrste kiselina nije rezultirala 1 statisti¢ki ve¢im redukcijama
populacije Y. enterocolitica. Pojedini autori (CHOI 1 sur., 2009.; RODRIGUEZ-MELCON i
sur., 2017.) su dosli do istog zakljucka i kod primjene veéih raspona koncentracija kiselina.
Uzimajuéi u obzir pH vrijednosti takvih otopina, odnosno neznatna odstupanja izmedu
koristenih koncentracija (0,15-0,18), za ocCekivati je kako 4 %-tne otopine kiselina u veéini
slu¢ajeva nisu bile dostatne i za postizanje jateg antimikrobnog ucinka, barem ne u mjeri kao
ostali promatrani parametri poput temperature otopina ili vremena izlaganja. Navedeno ide u
prilog razmatranju ostalih potencijalnih negativnih ishoda dekontaminacije kao Sto je utjecaj na
organolepti¢ka svojstva mesa, primjerice u slucaju octene kiseline kod koje i1 blago povecanje
koncentracije moZe imati negativan utjecaj na miris mesa.

U odnosu na koncentraciju, primjena otopina kiselina razli¢itih temperatura tijekom
kra¢eg odnosno duljeg izlaganja se u naSem istraZzivanju pokazao kao znacajniji faktor u
redukciji broja bakterijske populacije pri ¢emu su vise temperature i dulji dekontaminacijski
protokol bili u medusobnoj ovisnosti. Pri tome su u sluc¢aju primjene otopine kiseline
temperature 80 °C statisticki znacajno vece redukcije zabiljezene samo tijekom tretiranja od 30
sekundi. U literaturi se po pitanju ovih faktora mogu naci opre¢ni podaci koji su opet rezultat
primjene razli¢itih metodologija pokusa pa je time i njihova interpretacija oteZana. Primjerice,
CHRISTIANSEN i sur. (2009.) su 5 sekundi duljom primjenom 2,5 %-tne otopine mlije¢ne
kiseline utvrdili znacajno vecu redukciju broja Salmonella spp., dok u istrazivanju LAURY i
sur. (2009.) ni 15 sekundi dulja primjena istovjetne vrste 1 koncentracije kiseline nije utjecala
na razlike u njthovom broju. Navedeni nesrazmjeri su zapravo realni za ocekivati, posebno ako
se sagledaju ostali parametri koji su se razlikovali, a ti¢u se vrste tretirane sirovine (svinjski

odresci; pileci trupovi s kozom), nacina tretiranja (prskanje kiselina, uranjanje u otopinu),
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temperature primjenjene otopine (55-80 °C; sobna temperatura) te broja inokuliranih
bakterijskih stanica (107 CFU/cm?; 10 CFU/mL) uz napomenu da su u prvom istraZivanju
pored Salmonella spp. kokultivirane 1 druge bakterijske vrste. Nasi rezultati pokazali su nesto
vecu redukciju broja Y. enterocolitica u svim protokolima s duljim izlaganjem, no kako smo
ve¢ spomenuli, statisticki znac¢ajno vece bile su jedino one postignute primjenom vrucih otopina
kiselina. Jedan od mogucih razloga za to je temperatura otopine koja je neposredno prije
primjene zagrijana na 80 °C, no prskanjem odnosno prolaskom kroz zrak brze dolazi do
njezinog hladenja, a time i slabije u¢inkovitosti koja se onda nadoknaduje duljom primjenom
od 30 sekundi. Vezano uz to, kod primjene hladnih otopina takve znaajne razlike izostaju, a
one utvrdene vjerojatno su rezultat mehanickog utjecaja, odnosno "efekta ispiranja".
Usporedujuci dva intervala mjerenja (0. i 24. sat) unutar testnih i kontrolnih uzoraka, iz
rezultata je jasno uocljivo kako primjena dekontaminacijskih protokola s otopinama organskih
kiselina pored inicijalne redukcije broja Y. enterocolitica postupno utjeCe i na daljne
smanjivanje populacije tijekom hladenja mesa. Navedeno je zapazeno i u slucaju kontrolnih
uzoraka, no u manjem obimu i bez statisticke znacajnosti. Ovi rezultati nisu iznenadujudéi,
imajuc¢i na umu psihrotrofnu narav Y. enterocolitica, koja joj 1 u uvjetima hladenja omogucava
prezivljavanje pa se njihov broj odrzava unutar stabilne populacije s tek neznatnim
odstupanjima. S druge strane, netom po izlaganju, u tretiranim se uzorcima inokulirana
bakterijska populacija smanji, a broj preostalih prezivjelih, ali oStecenih bakterijskih stanica
stagnira te s vremenom opada. Razlog tome je ve¢ spomenuti rezidualni utjecaj organskih
kiselina koji prema navodima RODRIGUEZ-MELCON 1 sur. (2017.) u sluc¢aju mlijecne
kiseline opstaje ¢ak 1 nakon 120 sati od njezine primjene 1 time dovodi do dodatne redukcije
broja bakterijske populacije (>2 log) u odnosu na kontrolni uzorak. Sli¢no je potvrdeno
istrazivanjem HAN 1 sur. (2021.) u kojem je primjena mlije¢ne kiseline povecala odrZivost
govedeg mesa tijekom pohrane uslijed redukcije broja enterobakterija. Uzevsi u obzir ¢injenicu
da se u nasem istrazivanju primjenjivalo ve¢ hladeno meso, za oCekivati je kako bi ovakav trend
smanjivanja bakterijske populacije bio i vec¢i kada bi se dekontaminacija provodila na liniji
klanja, u fazi prije hladenja mesa kada bi i inicijalni dekontaminacijski u¢inak bio jac¢i. U
svakom slucaju, pri usporedbi istovjetnih protokola s otopinama mlijecne kiseline i octene
kiseline, dokazano je kako se u oba sluc¢aja najbolji dekontaminacijski ucinak postize
primjenom vrucih otopina tijekom 30 sekundi od kojih mlije¢na kiselina ipak dominira. Ipak,
imaju¢i na umu kako utjecaj visoke temperature pored redukcije broja bakterija zasigurno
negativno utjece na organolepti¢ka svojstva mesa, pri kona¢noj evaluaciji potrebno je sagledati

1 taj aspekt dekontaminacije.
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lako 1 mlije¢na 1 octena kiselina u nedisociranom obliku postizu jaci
baktericidni/bakteriostatski ucinak od anorganskih kiselina, izmedu te dvije vrste postoji
odredena razlika u antimikrobnim svojstvima. Ona se definira kao specifi¢ni ucinak kiseline za
kojeg je poznato kako je najjace izrazen kod mlije¢ne kiseline (HASTAOGLU i sur., 2022.) §to
ide u prilog nasim rezultatima. Nedisocirane molekule organskih kiselina su najvaznije za
ispoljavanje antimikrobne aktivnosti koja ovisi o pH vrijednosti i koncentraciji kiseline. U
nasem istrazivanju praéen je pad pH vrijednosti povr§ine mesa nakon dekontaminacijskih
protokola kako bi se utvrdile njihove medusobne razlike te utjecaj koji imaju na redukciju broja
Y. enterocolitica. Obzirom da je standardnim pH sondama teSko odrediti pH vrijednost povrSine
mesa, mjerenje je provedeno u homogenizatu uzorka (MBANDI i SHELEF, 2002.) nakon
tretiranja, a trend vrijednosti usporeden s kontrolnim uzorkom. Usporedujuéi obje vrste
kiselina, iz rezultata je vidljiv izraZeniji pad pH mesa nakon dekontaminacija otopinama
mlijecne kiseline. Nadalje, medusobnom usporedbom protokola unutar obje skupine utvrdeno
je kako su protokoli s vru¢im otopinama kiselina primjenjenim tijekom 30 sekundi rezultirali
statisticki znacajno ve¢im padom pH vrijednosti mesa $to je dovelo i do najveéih redukcija u
broju Y. enterocolitica. Ipak, kada se ustanovljene pH vrijednosti izmedu promatranih
parametara usporede sa vrijednostima redukcija broja bakterija izmedu istih, dolazimo do
zakljucka kako one medusobno ne ovise jedna o drugoj $to nam ukazuje na vaznost ostalih
parametara koriStenih u pokusu. To je najbolje uocljivo na primjeru skupnih pH vrijednosti
mesa izmjerenih nakon 24 sata hladenja gdje se pod utjecajem snaznog puferskog kapaciteta
pH vraca na fiziolosku razinu, dok se istovremeno zabiljezava pad populacije inokuliranih
bakterijskih stanica.

Vodec¢i se preporukama navedenim u znanstvenom misljenju EFSE (EFSA, 2018.) koji
upucuju na manjkavost znanstvenih dokaza kojima bi se usporedio dekontaminacijski uc¢inak
mlijecne kiseline i vode kao jedinog dopustenog sredstva za dekontaminaciju kod svinja, jedan
od ciljeva ovog istrazivanja bio je utvrditi rezultira li primjena vode pri istim uvjetima jednakim
redukcijama broja Y. enterocolitica na mesu. Ispiranje (tuSiranje) trupova vodom je rutinski
postupak na liniji klanja koji se pokazao u¢inkovitim u uklanjaju prisutnih mikroorganizama
(HUGAS 1 TSIGARIDA, 2008.). Dekontaminacijski potencijal vode u istrazivanjima je
ve¢inom promatran u kontekstu ukljuc¢ivanja vode kao dodatnog sredstva u dekontaminacijske
protokole s organskim kiselinama i1 uglavnom su takve kombinacije rezultirale najve¢im
redukcijama ciljane bakterijske populacije (EGGENBERGER-SOLORZANO i sur., 2002.;
BRUSTOLIN isur., 2014.; TANGO i sur., 2014.). Usporedujuci koriStene parametre u tretiranju

mesa vodom s onima tijekom primjene otopina organskih kiselina, i ovdje je utvrdena vaznost
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temperature obzirom da je primjena vru¢e vode 0. sat rezultirala statisticki znac¢ajno vecim
redukcijama broja Y. enterocolitica, no samo tijekom duljeg izlaganja od 30 sekundi S§to je
dokazano i na primjeru organskih kiselina. To je u skladu s brojnim istrazivanjima (SOFOS i
SMITH, 1998.; EGGENBERGER-SOLORZANO i sur., 2002.; LI i sur., 2002.; BOSILEVAC
1 sur.,, 2006.) koji su dokazali kako se s povecanjem temperature vode KkoriStene u
dekontaminaciji povecavaju i vrijednosti redukcija promatranih bakterijskih populacija.
Mogu¢i razlog neutvrdenih razlika u slucaju kraéeg izlaganja je, kao i kod kiselina, brzo
hladenje vode tijekom prskanja ¢ija temperatura je kroz krac¢i period izlaganja nedostatna za
postizanje vecih redukcija broja bakterija. Suprotno od toga, dulje tretiranje tijekom 30 sekundi
rezultiralo je statisticki ve¢im redukcijama broja bakterija i kod hladne i vruée vode uz
napomenu kako su te razlike bilo znatno manje kod primjene hladne vode. Iz svega
zakljuujemo kako ¢e ucinkovitost primjene vode vece temperature biti bolja Sto je trajanje
prskanja dulje. Kod primjene hladne vode to je faktor koji dovodi tek do neznatnih promjena,
pa je za prepostaviti kako u tom slucaju utjecaj primjenjenog tlaka ima veéi znacaj. S druge
strane, SOFOS i SMITH (1998.) navode kako primjena veceg tlaka u pojedinim slu¢ajevima
moze djelovati i kontraproduktivno na nacin da rezultira boljim prijanjanjem bakterija u tkivo.

Kao i u protokolima s kiselinama, skupne vrijednosti redukcija pri dekontaminaciji
vodom su se nakon 24 sata povecale, no bez statistiCke znacajnosti. Obzirom da je bakterijska
populacija u kontrolnim uzorcima u oba mjerenja bila ista, razlog vecih redukcija je pad broja
bakterijskih stanica na tretiranim uzorcima tijekom hladenja mesa. Imajuci na umu kako u ovom
sluaju nije bilo rezidualnog utjecaja kiselina odnosno niskih pH vrijednosti, tesko je sa
sigurno$¢u utvrditi razlog navedenoga. S jedne strane, moguce je da je prilikom inokulacije na
tom dijelu uzorka zadrzan manji broj stanica, no kada se promatraju pojedinacne vrijednosti
izmedu svih 10 sojeva Y. enterocolitica, u kojima su takvi nizi brojevi podjednako zastupljeni,
jasno je kako su vjerojatnosti za to male. S druge strane, obzirom da razlike izmedu kontrolnih
1 testnih uzoraka upucuju na razliCiti trend kretanja broja bakterijskih stanica, razumljivo je
razmotriti ulogu primjene vode u navedenome. Naime, nakon primjene vode meso se podvrgava
naglom hladenju na 4 °C, pri ¢emu voda preostala na povrsini doprinosi ubrzanom hladenju te
izlaganju bakterijskih stanica tzv. "hladnom odgovoru". Kako navode brojni autori
(PHADTARE 1 INOUYE, 2004.; CAO-HOANG 1 sur.,, 2010.; BARRIA i sur, 2013.),
sposobnost prilagodbe takvim temperaturnim razlikama mora biti popracena nizom slozenih
biokemijskih 1 stanicnih promjena u bakterijskoj stanici poput membranske permeabilnosti,
konformacije proteina ili ekspresije gena. U istrazivanju LI i sur. (2020.) cilj je bio ispitati

fizioloSke procese odgovora na hladnoc¢u kod Y. enterocolitica usporedbom sposobnosti rasta,
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ekspresije gena 1 proteina kao i1 pokretljivosti stanica nakon izlaganja hladnim uvjetima.
Induciranje hladnog odgovora provedeno je na 55 sojeva Y. enterocolitica razli¢itih
bioserotipova, a rezultati su, izmedu ostalog, pokazali kako je razina indukcije takvog odgovora
specificna za soj te vremenski uvjetovana prilagodbom na hladne uvjete. Povezuju¢i navedene
tvrdnje s nasSim istrazivanjem, moguce da je pad broja populacije Y. enterocolitica u testnim
uzorcima nakon 24 sata hladenja mesa uvjetovan njihovom niskom razinom prilagodbe na
hladne uvjete pogotovo ako uzmemo u obzir da je takav trend izostao u kontrolnim netretiranim
uzorcima.

Usporedujuéi dekontaminacijski potencijal vode i organskih kiselina, iz skupnih
rezultata nultog sata mozemo zakljuciti kako primjena otopina mlijecne kiseline rezultira
najboljim u¢inkom. S druge strane, primjena vode i otopina octene kiseline pokazala se jednako
ucinkovitom. Temeljem ve¢ spomenutih povecanja redukcija tijekom hladenja mesa, nakon 24
sata njihov ucinak je izjednacen Sto u slucaju primjene kiselina (primarno octene) pripisujemo
prolongiranom antimikrobnom ucinku kiselina na mesu, dok se u protokolima s vodom takve
razlike objasnjavaju neadekvatnom prilagodbom sojeva Y. enterocolitica na uvjete hladenja koji
su onemogucili odrZzavanje bakterijske populacije na istoj razini.

Jo§ jedan od ciljeva ovog istraZivanja bio je utvrditi dovodi li opetovano izlaganje sojeva
Y. enterocolitica otopinama organskih kiselina do razvoja rezistencije na njihovo djelovanje te
povezati acidorezistenciju sa otpornoS¢u na antibiotike. Naime, poznato je da mikroorganizmi
izlozeni djelovanju kiselina imaju sposobnost indukcije metaboli¢kog odgovora na kisele uvjete
(eng. ATR — acid tolerance response) tijekom eksponencijalne 1 stacionarne faze rasta (HILL 1
sur., 1995.; BEARSON i sur., 1997.; KOUTSOUMANIS 1 sur., 2003.) §to ih s viemenom ¢ini
prilagodljivima te otpornima na okoliSne stresne ¢imbenike (SAMELIS 1 sur., 2002.; CHENG
isur., 2003.; THERON i LUES, 2007.). Iako su takve spoznaje ve¢ bile predmet brojnih starijih
istrazivanja (DICKSON i KUNDURU, 1995.; BRUL i COOTE, 1999.; ROERING 1 sur.,
1999.), do danas joS uvijek nije poznato pruzaju li uistinu zaStitu mikroorganizmima u
industrijskim uvjetima, u ovom slucaju prilikom kemijske dekontaminacije mesa. Pritom je
bitno naglasiti kako je fokus veéine istrazivanja bio usmjeren na patogene bakterije poput
Salmonella spp., L. monocytogenes te E. coli, dok za Y. enterocolitica nema dovoljno spoznaja.

Prvi zadatak u ovom dijelu istraZivanja bio je selektirati promatrane sojeve Y.
enterocolitica temeljem njihovog odgovora na stresne ¢imbenike koji su u ovom slucaju bili 2
%-tne otopine mlijecne i octene kiseline. 1z tih rezultata vidljiva je razlicita razina prilagodbe
iznimno kiselim uvjetima pa se tako kod dva soja dogodila potpuna redukcija inokulirane

populacije dok je kod pojedinih zabiljezen visoki stupanj prezivljavanja. Ocekivano, jaci
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antimikrobni u¢inak uoc¢en je nakon izlaganja otopini mlijecne kiseline, ali je razina osjetljivosti
kod svih sojeva bila u korelaciji s octenom kiselinom. Daljnjim analizama kojima je cilj bio
simulirati uvjete dekontaminacije mesa (izlaganje jednako kiselim uvjetima tijekom 24 sata)
zabiljezena je visoka stopa prezivljavanja sojeva kod kojih je prilagodbom na blago kisele
uvjete (5,2-5,8) induciran odgovor na iznimno niske pH vrijednosti. Prezivljavanjem takvih
uvjeta nakon svakog ciklusa bakterijska populacija dosegnula je stacionarnu fazu rasta od
minimalno 8 logio CFU/mL. Dakako, treba imati na umu da smo za ovo testiranje odabrali
sojeve koji su prethodnim rezultatima pokazali najvecu otpornost, pa pretpostavljamo da bi kod
ostalih ove vrijednosti mogle biti manje. Prilikom usporedbe pH vrijednosti s postignutom
razinom bakterijske populacije, uocava se kako navedene vrijednosti nisu u korelaciji, no to je
o¢ekivani rezultat obzirom na mala medusobna odstupanja. Ti rezultati u skladu su sa
istrazivanjem ALVAREZ-ORDONEZ i sur. (2009.) koji su prilagodbom Salmonella
Typhimurium na razli¢ite vrste kiselina (octena, limunska, mlije¢na 1 klorovodi¢na) pri
razli¢itim pH vrijednostima (6,4; 5,4; 4,5) inducirali rezistenciju na iznimno kisele uvjete (pH
2,5). Sli¢no su dokazali i ARVIZU-MEDRANO i ESCARTIN (2005.) nakon izlaganja
Salmonella Typhi i Salmonella Typhimurium kiselim uvjetima (pH 3,0-3,8) nakon kojih su kod
takvih stresiranih stanica pratili rast u blago zakiseljenom mediju (pH 4,5). Tijekom rasta autori
su utvrdili znatno skra¢enje lag faze S$to objasnjavaju prethodnom prilagodbom bakterijskih
stanica na kisele uvjete, posebno ako se uzme u obzir da navedeno nije zamijeceno tijekom
rasta u neutralnom mediju.

Nakon §to su se dekontaminacijski protokoli sa 2 %-tnim otopinama mlijecne i1 octene
kiseline ponovili na prethodno prilagodenim sojevima Y. enterocolitica (N=3), napravljena je
usporedba dobivenih vrijednosti redukcija sa onima iz prvotnog testiranja. lako su vrijednosti
redukcija u vecini protokola bile manje nego prvi put, ¢iji moguéi razlog su prethodno
spomenute prilagodbe na kisele uvjete, razlike izmedu tih vrijednosti nisu bile statisticki
znacajne. Osim toga, u pojedinim protokolima su pak bile vece nego prvi put §to ne ide u prilog
tvrdnji o stecenoj prilagodljivosti sojeva Y. enterocolitica tijekom ciklusa izlaganja kiselim
uvjetima. Sli¢no su dokazali VAN NETTEN i sur. (1998.) koji su kod sojeva S. Typhimurium
prilagodenih na kisele uvjete utvrdili ve¢u osjetljivost na mlije¢nu kiselinu u odnosu na one
neprilagodene. Nadalje, prilikom usporedbe razlika u redukcijama izmedu promatranih sojeva,
tijekom spomenutih izlaganja kod soja br. 40 utvrdena je najveca osjetljivost temeljem pracenja
dinamike rasta, pa smo ocekivali kako ¢e se 1 vrijednosti redukcija razlikovati u odnosu na
ostale promatrane sojeve. To nije utvrdeno, obzirom da su kod sva tri soja te vrijednosti u vise

od 50 % protokola bile manje. Razlike izmedu dekontaminacijskih protokola utvrdene prvotnim
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testiranjem, a koje se tiCu znacajnosti pojedinih ispitivanih parametara poput temperature,
trajanja izlozenosti, vrste i koncentracijske kiselina u vecini slucajeva nisu potvrdene i ovim
ponovljenim testiranjem. Razlog tome je manji broj sojeva Y. enterocolitica korisStenih u
naknadnom testiranju koji je time utjecao na znacajniju varijabilnost podataka. Kao $to smo
ve¢ prethodno spomenuli, manjkavost novije literature vezane uz razvoj acidorezistencije
bakterijskih sojeva prilagodenih na kisele uvjete je djelomi¢no otezala usporedbu dobivenih
rezultata, posebno u slucaju Y. enterocolitica. Prema nasem saznanju, jedino sli¢no istrazivanje
koje je ukljucivalo Y. enterocolitica provedeno je prije viSe od 25 godina (VAN NETTEN i sur.,
1997.b), a zakljucci takvog istrazivanja ve¢inom su u skladu s naSim spoznajama. Autori
temeljem dobivenih rezultata smatraju kako prilagodba sojeva Y. enterocolitica kiselim
uvjetima ne vodi prema razvoju acidorezistencije, a navedene tvrdnje podupiru s nekoliko
¢injenica koje se djelomicno odnose na uvjete provedbe takvog testiranja, odnosno razlike
izmedu onih stvarnih (industrijskih) te prilagodenih (laboratorijskih). Naime, iako je kod takvih
sojeva uoceno skrac¢enje lag faze rasta kao i generacijskog vremena, redukcije broja njihovih
stanica na mesu tretiranom mlijecnom kiselinom bile su i dalje zamjetno visoke unato¢ tome
Sto je primjena mlijecne kiseline rezultirala znac¢ajnim smanjenjem popratne mikrobiote mesa
¢ime su stvoreni uvjeti za olakSani rast na kiselinu prilagodljive Y. enterocolitica. Nadalje, u
prilog tome govore 1 usporedbe prethodno spomenutih uvjeta, a ti¢u se visokog broja stanica
namijenjenih inokulaciji (3 logio CFU/cm?) za koje je malo vjerojatno da ée se dogoditi pri
kontaminaciji u industrijskim uvjetima. Pretpostavlja se kako je kontaminacija trupa Y.
enterocolitica na liniji klanja manja od 1 logio CFU/cm?* (DE BOER i NOUWS, 1991;
KOTULA 1 SHARAR, 1993.), uz ¢injenicu kako takve stanice nisu prethodno prilagodene na
kisele uvjete. Isto tako, bakterijske stanice su u toku inokulacije bile u stacionarnoj fazi rasta
Sto je omogucilo njihovo bolje prijanjanje, a time i smanjenu osjetljivost na kiseline u odnosu
na one stresirane koje bi se tu nasle kontaminacijom u prirodnim uvjetima (DICKSON i
FRANK, 1993.). VAN NETTEN i sur. (1997.b) takoder isticu kako je aktivitet vode uzoraka
mesa koriStenih u analizama bio ve¢i (0,97-1) od onih koje se o¢ekuju na mesu u industrijskim
uvjetima gdje pod utjecajem struje hladenja dolazi do suSenja njegove povrSine i pada
vrijednosti na 0,91-0,94 (JAMES i BAILEY, 1990.; VEERKAMP, 1990.). U uvjetima nizeg
aktiviteta vode dolazi do izraZenijeg baktericidnog ucinka kiselina, a time i slabijeg rasta

inokulirane populacije bakterijskih stanica (DICKSON 1 SIRAGUSA, 1994.).
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Temeljem navedenoga, uoCene razlike izmedu dva testiranja u naSem istrazivanju ne
upucuju na moguénost prilagodbe sojeva Y. enterocolitica kiselim uvjetima, a time i stjecanja
otpornosti na kiseline. Ako takav proces zamislimo u realnim uvjetima, a to je linija klanja,
onda su takvi izgledi manje vjerojatni. Naime, kako EFSA (2018.) navodi, vjerojatnost da ¢e
svinje po dolasku u klaonicu biti nositelji sojeva Y. enterocolitica adaptiranih na kisele uvjete
je mala. Dakako, ukoliko se u objektu ne poStuju nacela dobre higijenske prakse pa se
potencijalno adaptiranim sojevima omoguci prezivljavanje i naknadna rekontaminacija mesa,
izgledi za Sirenje acidorezistencije postaju realniji. Iz tog razloga, program sanitacije objekta
mora ukljucivati viSe vrsta dezinficijensa ¢ijom izmjenom ¢e se sprije€iti razmnoZavanje i
odrzavanje rezistentne populacije bakterija u objektu.

Pored razjasnjavanja uloge dekontaminacije organskim kiselinama u razvoju
acidorezistencije bakterija, ve¢ dugi niz godina predmet brojnih rasprava je i pitanje krizne
rezistencije na antibiotike. Naime, izlaganjem bakterijske stanice okoliSnim ¢imbenicima stresa
potice se njezina prilagodba na fenotipskoj i genotipskoj razini koja ukljucuje niz zastitnih
mehanizama prema inicijalnom okidacu stresa, a koji pritom dovode do krizne zastite prema
ostalima, poput djelovanja antibiotika (ROWAN, 1999.; KATZIF i sur., 2003.). Ovo podrucje
je slabije istrazeno u odnosu na acidorezistenciju, a i u ovom slucaju podataka za Y.
enterocolitica gotovo da ni nema. U naSem istrazivanju je mogucnost razvoja antimikrobne
rezistencije razmatrana tijekom izlaganja sojeva Y. enterocolitica kiselim uvjetima 1 to
pra¢enjem promjena minimalnih inhibicijskih koncentracija (MIC) tijekom pet intervala
mjerenja. Antibiotici koriSteni u pokusu odabrani su temeljem njihove ucestale primjene u
terapiranju jersinioze, a kod kojih se redovito prate razine osjetljivosti prema kriterijima
Europskog odbora za testiranje antimikrobne osjetljivostti (EUCAST — eng. European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing). Y. enterocolitica je uglavnom rezistentna
na penicilin 1 prvu generaciju cefalosporina pa antibiotici od izbora ukljucuju trimetoprim-
sulfametoksazol, aminoglikozide, tre¢u generaciju cefalosporina, tetracikline 1 fluorokinolone.
Usporedujuc¢i promjene minimalnih inhibicijskih koncentracija antibiotika tijekom izlaganja
sojeva Y. enterocolitica 2 %-tnim otopinama mlijecne i octene kiseline, u vecini slucajeva
uocava se trend uniformnog povecanja/smanjenja MIC vrijednosti koje u oba slucaja nisu bile
ni priblizno blizu grani¢noj vrijednosti koja bakteriju proglaSava rezistentnom. Iznimka od
navedenoga odnosi se na gentamicin ¢ija se MIC vrijednost povecala dvostruko kod sojeva
izlaganih otopinama 2 %-tne mlijecne kiseline, $to potencijalno moze ukazati na opasnost od

razvoja rezistencije. Ipak, i na tom primjeru povecanje MIC vrijednosti nije bilo
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eksponencijalno dok je kod istog antibiotika u slucaju octene kiseline nulta i 5. MIC vrijednost
ostala nepromijenjena.

Privremena povecanja/smanjenja minimalnih inhibicijskih koncentracija uoc¢ena su i u
istrazivanju McMAHON 1 sur. (2007.) nakon izlaganja S. enterica subletalnim pH
vrijednostima koriste¢i klorovodic¢nu kiselinu. Autori takve oscilacije pripisuju kratkotrajnim
fenotipskim promjenama bakterijske stanice poput strukturiranja veznih mjesta na stani¢noj
membrani, amplifikacije gena ili indukcije Sok proteina. S tim u vezi, smatraju kako takve
promjene imaju zanemarivu ulogu u razvoju i Sirenju rezistencije obzirom na malu vjerojatnost
perzistiranja takvih ¢imbenika u hrani te dovodenja istoga u vezu sa potrosacem. Pojedini autori
(AL-NABULSI i sur., 2011.; KOMORA i sur., 2017.) pak, temeljem svojih rezultata smatraju
kako subletalne koncentracije kiselina u konzerviranoj hrani sluze kao podloga razvoju
antimikrobne rezistencije kod patogenih bakterija prenosivih hranom te time predstavljaju
opasnost za potrosaca. Ipak, u literaturi jo§ uvijek nema dovoljno dokaza koji bi poduprli
hipotezu o povezanosti acidorezistenije sa rezistencijom na antibiotike $to je potvrdeno i nasim
istrazivanjem. U prilog tome ponajprije idu cinjenice o dosadasnjim sveobuhvatnim
primjenama obje vrste kiselina kao 1 njihovoj prisutnosti u biljnim 1 Zivotinjskim tkivima §to je
jo§ davno prije dalo osnovu za potencijalni razvoj rezistencije.

Na kraju, cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi kako primjena pojedinih
dekontaminacijskih protokola utjee na organolepticka svojstva mesa. Za razliku od
istrazivanja acidorezistencije 1 s njom povezane otpornosti na antibiotike, pitanje utjecaja
dekontaminacijskih protokola na organolepticka svojstva mesa cesto je sastavni dio takvih
istrazivanja $to upucuje na njihovu vaznost pri kona¢noj evaluaciji dekontaminacije. Parametri
ukljuceni u takve analize u najvecem broju slucajeva obuhvacaju procjenu boje, mirisa i okusa,
no i ostalih poput so¢nosti, kiselosti ili teksture. Obzirom da je mlije¢na kiselina daleko vise
zastupljena u istrazivanjima dekontaminacijskog potencijala, rezultati vezani uz organolepticku
ocjenu mesa se u vecini slucajeva referiraju na nju, a manji broj usporeduje njezin utjecaj s
octenom kiselinom (SURVE i sur.,, 1991.; KOTULA i THELAPPURATE, 1994.; JENSEN i
sur., 2003., HECER i ULUSOY SOZEN, 2011.).

Promatraju¢i skupne vrijednosti, u naSem istrazivanju su prilikom ocjenjivanja
parametra boje najloSije ocijenjeni uzorci mesa tretirani otopinama octene kiseline dok su u
slu¢aju mlijecne kiseline ocjene bile nesto vise, ali 1 dalje manje u odnosu na vodu. Naime, boja
tretiranih uzoraka mesa opisuje se kao manje "Zivopisna", odnosno boja manjeg intenziteta u
odnosu na kontrolni uzorak obzirom da rezultira pojavom svjetlijih nijansi razli¢itih stupnjeva

ovisno o vrsti dekontaminacije. Ocekivano, unutar sve tri grupe, protokoli u kojima su se
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koristile vruce otopine tijekom duljeg izlaganja su rezultirali najve¢om promjenom u boji mesa
pa su i dodijeljeni bodovi bili statisticki zna¢ajno manji od bodova kontrolnih uzoraka, osim u
slu¢aju mlijecne kiseline. Navedeno vodi zaklju¢ku o minimalnom utjecaju mlijec¢ne kiseline
na promjenu boje mesa, Sto je i u skladu s ve¢inom dosadasnjih istrazivanja (GRAJALES-
LAGUNES i sur., 2012.; MANZOOR i sur., 2020.; RODRIGUEZ-MELCON i sur., 2020.;
EASTWOOD 1 sur, 2021.). U svakom slucaju pri usporedbama takvih razlika s drugim
istrazivanjima opet treba uzeti u obzir sve parametre koriStene u pokusu, a koji kao i u
redukcijama bakterijske populacije neposredno utjecu na izgled mesa. Primjerice, u istrazivanju
GRAJALES-LAGUNES i sur. (2012.) promjena boje promatrana je na uzorcima mesa koji su
izlagani tijekom duljeg perioda 3 %-tnim otopinama mlije¢ne kiseline (3 minute) te su bili
uranjani u otopine $to dodatno pojacava doticaj mesa s kiselinom. S druge strane, MANZOOR
1 sur. (2020.) su primjenjivali otopine mlijecne kiseline ve¢ih koncentracija (do 6 %) 1 tek na
najve¢ima utvrdili promjene u diskoloraciji mesa, dok je istovremeno primjena nizih
koncentracija unaprijedila njihova organolepticka svojstva. U oba slucaja, ali i kod vecine
ostalih istrazivanja, otopine mlijecne kiseline bile su sobne temperature u tijeku primjene. Nasi
rezultati vezani uz primjenu protokola s hladnim otopinama mlije¢ne kiseline su time o¢ekivani
obzirom da se dodijeljene ocjene nisu razlikovale od onih kontrolnih uzoraka. Kao $to smo ve¢
naveli, najloSije ocijenjeni uzorci mesa po pitanju boje bili su oni podvrgnuti vrué¢im otopinama
mlijecne kiseline S§to upucuje na vaznost temperature kao parametra, u odnosu na primjerice
koncentraciju kiseline ili duljinu trajanja dekontaminacije. To je potvrdeno PCA analizom iz
kojoj je jasno vidljivo kako su svi protokoli koji su ukljucivali primjenu dekontaminacijskog
sredstva visoke temperature (obje vrste kiseline 1 voda) smjeSteni s lijeve strane koordinanog
prikaza pokazav$i time najveéi utjecaj na promatrane parametre. Sukladno tome,
pretpostavljamo kako bi prethodno spomenuti rezultati ostalih istraZivanja bili tim losiji da je i
temperatura primijenjenih otopina bila veca.

Ipak, postoje i ona istrazivanja koja su potvrdila suprotno. Tako su STIVARIUS 1 sur.
(2002.) primjenjivali vru¢u vodu od 80 °C 1 5 %-tnu otopinu mlije¢ne kiseline na govedim
obrescima s ciljem procjene utjecaja na organolepticka svojstva (panel ocjenjivaca) te boju
mesa (instrumentalno, spektrofotometrijski). Prilikom odredivanja boje spektrofotometrijskim
putem, autori su zamijetili kako je govedina tretirana mlije¢nom kiselinom svjetlija te ima
manju razinu oksimioglobina, u usporedbi s kontrolnim uzrokom. Pri istoj ocjeni od strane
panelista, primjetna razlika izmedu uzoraka nije uocena. Sto je jo§ vise iznenadujuce, boja
uzoraka mesa tretiranih vru¢om vodom od 80 °C nije se razlikovala od kontrolnih prilikom oba

nacina ispitivanja. U naSem istrazivanju su takvi uzorci mesa ocijenjeni statisticki znacajno

136



nizim ocjenama od kontrolnog uzorka uz napomenu kako je vrijeme izlaganja bilo znatno krace
(30 sekundi naspram 3 minute). Obzirom da su u gore navedenom istrazivanju obje metode
pokazale iste rezultate, kao uzrok tome mozemo iskljuciti eventualnu subjektivnost ocjenjivaca
koji su izmedu ostalog bili i educirani u tu svrhu. Slicne rezultate potvrdili su i RODRIGUEZ-
MELCON 1 sur. (2020.) koji su uocili kako je boja govedeg mesa spektrofotometrijski bila
znatno svjetlija nakon primjene 2 %- i 4 %-tnih otopina mlije¢ne kiseline, no isto nije zapazeno
1 pri evaluaciji panelista. Autori time naglaSavaju kako takve rezultate treba uzimati s dozom
opreza obzirom na mali broj koristenih panelista koji nisu bili educirani u tu svrhu. lako na isto
upucuju i rezultati HARRIS 1 sur. (2012.), autori ovdje naglaSavaju vaZnost opazanja panelista
te smatraju kako su ona indikativnija za percepciju potrosaca na razini maloprodaje koji takve
jedva primjetne razlike vjerojatno ne bi ni uocili. S tim u vezi, smatrali smo kako ¢e ovoj fazi
istrazivanja organolepti¢ka ocjena mesa od strane panelista doprinijeti utvrdivanju osnovnih
razlika te time opravdati primjenjivost pojedinih dekontaminacijskih metoda, ali i pruziti
osnovu za daljnja istrazivanja.

Kao §to smo ve¢ spomenuli, primjena octene kiseline rezultirala je znatno svjetlijim
nijansama mesa u odnosu na mlije¢nu kiselinu, pa su i dodjeljeni bodovi bili znac¢ajno nizi
(p<0,05). Ti rezultati uglavnom nisu u skladu s onima ostalih autora iako je takvih istrazivanja
bilo daleko manje. Tako su HARRIS 1 sur. (2012.) zakljucili kako nije bilo razlike u boji
govedeg mesa nakon primjene 2 %-tne otopine octene kiseline i mlijecne kiseline, a zna¢ajnih
razlika nije bilo ni u odnosu na kontrolne uzorke. S druge strane, u istrazivanju HECER i
ULUSOY SOZEN (2011.) boja uzoraka pile¢eg mesa tretiranog mlije¢nom kiselinom ocjenjena
je nizim bodovima u odnosu na octenu kiselinu (p<0,05), no treba imati na umu da su
koncentracije primjenjenih otopina kiselina bile daleko manje (0,2-0,3 %) nego u vecini
istrazivanja. U neSto starijem istrazivanju (KOTULA i THELAPPURATE, 1994.) gdje su
takoder primjenjivane niZze koncentracije (0,6 % 1 1,2 %) octene i mlijecne Kkiseline,
spektrofotometrijskom analizom utvrdeno je kako su uzorci mesa tretirani s obje vrste kiseline
pri obje koncentracije bili znacajno svjetliji (p<0,05) u odnosu na kontrolni uzorak. Ipak,
usporedbom takvih uzorka od strane panelista razlika nije utvrdena, barem $to se tie parametra
boje, sto potvrduje prethodne zakljucke ostalih istrazivanja. Kao 1 u slucaju mlijecne kiseline,
u ovim istrazivanjima octena kiselina je primjenjena pri sobnoj temperaturi, $to je zasigurno
doprinijelo oCuvanju boje tretiranih uzoraka mesa. Tome u prilog govore nasi rezultati u kojima
su unutar protokola s octenom kiselinom (N=8) najnizim bodovima ocijenjeni uzorci mesa

tretirani vruéim otopinama, a posebno u tijeku duljeg izlaganja (p<0,05). U slucaju primjene
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hladnih otopina ti bodovi su bili veéi, no i1 dalje manji pri usporedbi s mlije¢nom kiselinom i
vodom.

Miris mesa ocijenjen je najnizim ocjenama nakon dekontaminacije octenom kiselinom
(p<0,05). Panelisti takav miris opisuju kao "po octu", a intenzitet mu se pojacava duljim
izlaganjem. Kiseli miris zabiljezen je i na mesu tretiranom mlijecnom kiselinom, no u manjoj
mjeri. Ovakvi rezultati bili su velikim dijelom ocekivani, imaju¢i na umu prodoran miris
koncentrirane octene kiseline koji se zadrzao i nakon njezinog razrjedivanja. I ostali autori (EL-
TABIY i sur., 2011.; HECER i ULUSOY SOZEN, 2011.; SMULDERS i sur., 2011.) uocili su
znatnija odstupanja u mirisu izmedu predmetnih vrsta kiselina, a pojedini isticu zadrzavanje
mirisa octene kiseline na mesu i nakon 24 sata (SMULDERS i sur., 2011.), pa ¢ak i tri dana
(EL-TABIY i sur., 2011.). Obzirom da se procjena mirisa na nas§im uzorcima mesa provodila
nakon 24 sata pohrane, za oc¢ekivati je njegovo zadrzavanje na mesu i tijekom duljeg perioda.
Navedeno ukazuje na vaznost procjene organoleptickih pokazatelja pri evaluaciji
dekontaminacijskih postupaka, iako neki autori (REYES CARRANZA i sur., 2013.) u takvoj
procjeni razmatraju iskljuivo njezin antimikrobni potencijal. U ovom slucaju, prethodni
navodi ne idu u prilog octenoj kiselini kao potencijalnom dekontaminacijskom sredstvu, unato¢
postignutim redukcijama bakterijske populacije.

Zarazliku od parametra boje 1 mirisa, u teksturi povrSine mesa nisu zamijecene znacajne
razlike izmedu promatranih skupina. Manjim bodovima ocjenjeni su uzorci podvrgnuti
protokolima vru¢im otopinama koji su rezultirali promjenama teksture vidljivima i nakon 24
sata. Ipak, takve promjene izraZenije su netom po izlaganju visokoj temperaturi, a karakterizira
th naborani izgled povrSine s istaknutijim pukotinama koje prate tracci vezivnog tkiva. Tijekom
pohrane mesa one postaju manje uoéljive dok u slu¢aju primjene hladnih otopina izostaju. Sto
se tice parametra okusa, izmedu skupina nije bilo znacajnijih razlika iako je i u ovom slucaju
najlosije ocijenjeno meso tretirano otopinama octene kiseline. Za razliku od mirisa koji je
procjenjivan na svjeZim uzorcima, kiseli okus mesa se djelomi¢no ublazio procesom kuhanja.
Unutar skupine octene kiseline je kao 1 u ostalim parametrima najmanji broj bodova dodjeljen
uzorku mesa tretiranom vru¢om otopinom u trajanju od 30 sekundi. Tretiranje otopinama
mlije¢ne kiseline nije rezultiralo znacajnijim odstupanjima od kontrolnih uzoraka, a takvi
rezultati su uglavnom u skladu s drugim istrazivanjima (KANG i sur., 2002.; GRAJALES-
LAGUNES i sur., 2012.; FERNANDEZ i sur., 2021.), dok pojedini autori ¢ak isti¢u kako niske
koncentracije mlije¢ne kiseline poboljSavaju okus mesa (GRAJALES-LAGUNES i sur., 2012.).
S druge strane, KANG i sur. (2002.) isticu kako se kiseli okus mesa nakon tretiranja octenom

kiselinom pojacava tek drugi dan nakon njegove pohrane pri 4 °C.
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Sumirajuci rezultate organolepticke pretrage mesa, evidentno je kako primjena octene
kiseline dovodi do razvoja nepozeljnih karakteristika mesa u gotovo svim promatranim
parametrima. Provedenom faktorskom analizom uoc¢ava se kako je primjena visoke temperature
u sve tri promatrane skupine (obje vrste kiselina te voda) najvise utjecala na nepozeljan izgled
mesa, ponajprije u pogledu njegove boje. S tim u vezi, zakljucujemo kako su ostali faktori
(koncentracija, duljina izlaganja) imali znatno manju ulogu. Boja je uglavnom prvi uocljivi
senzoricki parametar u sklopu kojeg se procjenjuje ukupni izgled mesa pa mu iz tog razloga
pridodajemo najvecu vaznost u odnosu na ostale parametre. Ako razmatramo to sa strane
potroSaca, nepoZzeljna boja mesa u vidu smanjene "Zivopisnosti" odnosno intenzivnije bljedoce
je Cesto i odlucujuéi faktor pri kupnji istog. S tim u vezi, dekontaminacijske protokole koji
rezultiraju takvim izgledom mesa trebalo bi izbjegavati, bez obzira na njihovu dokazanu
ucinkovitost u redukciji bakterijske populacije. Kao $to je ve¢ spomento, primjena hladnih
otopina imala je minimalni utjecaj na boju mesa pa su iz tog razloga bolji izbor, ovisno o
procjenjenom utjecaju na ostale promatrane parametre. Obzirom da su hladne otopine octene
kiseline u kontekstu boje, ali i mirisa polucile losije rezultate, zaklju¢ujemo kako primjena
mlije¢ne kiseline ima vec¢i potencijal, iako je njezin uc¢inak u ovom dijelu istovjetan ucinku
vode.

Uzevsi u obzir sve rezultate ovog rada, dekontaminacijski potencijal obje vrste kiseline
u redukciji broja Y. enterocolitica na svinjskom mesu je znacajan (ili evidentan). Ucinak je
uvjetovan vrstom dekontaminacijskog protokola, odnosno kombinacijom odredenih
parametara, primarno temperaturom otopine te duljinom izlaganja. Tako je u pogledu vrste
kiseline bolji dekontaminacijski u¢inak postignut primjenom mlije¢ne kiseline, a redukcije su
bile ve¢e u slucaju primjene vrucih otopina tijekom duljeg izlaganja. Ucinak postignut
primjenom mlijecne kiseline bio je znacajno veci pri usporedbi s u¢inkom vode. Uocene razlike
odnose se na inicijalni u¢inak kiselina odmah po tretiranju mesa, dok se nakon 24 sata njihov
ucinak izjednacava. Navedeno je rezultat stagnacije rasta netretirane populacije bakterijskih
stanica (kontrolni uzorci) i istovremenog pada broja populacije izlozenih stanica $to dovodi do
povecanja vrijednosti redukcija. U slu¢aju primjene kiselina uzrok tog pada je rezidualni utjecaj
kiselina koji onemogucuje odrZavanje bakterijske populacije na istoj razini, dok je u
protokolima s vodom on vjerojatno rezultat neadekvatnog odgovora stanica na hladne uvjete

kojima su izlozeni netom po izlaganju.
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Rezultati induciranja acidorezistencije Y. enterocolitica i s njom povezane rezistencije
na antibiotike ne upuéuju na mogucnost prilagodbe sojeva kiselim uvjetima, a time i stjecanja
otpornosti prema njihovom ucinku. Redukcije postignute ponovljenim testiranjem na
stresiranim sojevima nisu bile statisticki zna¢ajno manje u odnosu na prvotno testiranje, a za
ocekivati je kako bi u industrijskim uvjetima okolnosti za stjecanje prilagodbe na kiseline bile
jos§ vise otezane. Mogucnost pojave krizne rezistencije na antibiotike je time manja, a to je i
potvrdeno obzirom da u toku prilagodbe sojeva kiselim uvjetima nisu zamijecena znacajna
povecanja minimalnih inhibicijskih koncentracija.

Organolepticka svojstva mesa bila su naruSena primjenom vrucih otopina kiselina, ali 1
vruc¢e vode. Utjecaj ostalih parametara poput koncentracije kiseline i duljine izlaganja bio je
manje znacajan, za razliku od vrste kiseline pri ¢emu je dokazano kako primjena octene kiseline
naruSava organolepticka svojstva svinjskog mesa. Mlijecna kiselina time minimalno utjece na

konacni izgled mesa, a jednako je utvrdeno i nakon primjene vode.
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7. ZAKLJUCCI

1. Dekontaminacijski u€inak otopina organskih kiselina prema sojevima Y. enterocolitica
4/0:3 na svinjskom mesu uvjetovan je njihovom temperaturom primjene i duljinom

izlaganja, no ne 1 vrstom te koncentracijom

2. Najizrazeniji pocetni dekontaminacijski u€inak postignut je duljim izlaganjem mesa

vru¢im otopinama mlijecne kiseline

3. Medusobni dekontaminacijski u¢inak otopina mlije¢ne i octene kiseline, ali i vode

izjednacuje se tijekom hladenja mesa
4. Visoki postotak prezivljavanja sojeva Y. enterocolitica 4/0:3 u kiselim uvjetima te
izostanak povecanja minimalnih inhibicijskih koncentracija testiranih antibiotika ne

upucuje na mogucnost stjecanja otpornosti na organske kiseline i/ili antibiotike

5. Primjena vru¢ih otopina organskih kiselina 1 vode doprinosi negativnim

organolepti¢kim svojstvima tretiranog mesa

6. Hladne otopine mlijecne kiseline 1 vode ne mijenjaju znacajnije organolepticka svojstva

mesa za razliku od octene kiseline ¢ija primjena se iz tog razloga ne preporucuje
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