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SAZETAK
IZOLACIJA | IDENTIFIKACIJA Campylobacter spp. I1Z PILECEG
MESA

Kampilobakterije su sveprisutni mikroorganizmi koji uzrokuju bolest kampilobakteriozu,
vode¢u zoonozu u svijetu. Kampilobakterioza se smatra prije svega gastrointestinalnim
oboljenjem. Kod osoba zdravog imunoloskog sustava ocituje se kao blaga, samolimitirajuca
bolest, s pojavom vodenastog i/ili krvavog proljeva uz rijetku pojavu tezih komplikacija.
Smrtnost kao posljedica kampilobakterioze je rijetka i najceS¢e je zabiljezena kod
imunokompromitiranih osoba, djece i kod starije populacije. Meso peradi, naroCito svjeze
pile¢e meso, smatra se najznacajnijim izvorom infekcije za ljude. Prema zakonskoj regulativi
Uredba Komisije (EU) 2017/1495 od 23. kolovoza 2017. o izmjeni Uredbe (EZ) br.
2073/2005 u pogledu bakterija iz roda Campylobacter u trupovima brojlera kontrola
Campylobacter spp. provodi se jedino u koZzama vratova kao kriterij higijene procesa gdje
propisana grani¢na vrijednost iznosi 1000 CFU/g stoga je svrha ovog rada odrediti prisutnost
Campylobacter spp. u ostalim dijelovima pileCeg mesa. Kako bi se izolirale bakterije
Campylobacter spp. i utvrdio broj, metodom HRN EN ISO 10272 — 2:2017 sveukupno je
pretrazeno 120 uzoraka od kojih je 30 uzoraka koZe vratova tovnih pili¢a, 30 uzoraka svjezih
pile¢ih prsa bez koze, 30 uzoraka svjezih pile¢ih krilaca, te 30 svjezih pile¢ih bataka —
zabataka. Uzorci su uzorkovani u tri klaonice sa podru¢ja sjeverozapadne Hrvatske.
Ustanovljena prisutnost bakterija roda Campylobacter iznosila je 49,17%. Najveca prisutnost
Campylobacter spp. utvrdena je kod uzoraka koze vratova tovnih pili¢a (73,33%), zatim
pile¢ih bataka — zabataka (53,33%), nakon toga slijede pile¢a krilca (46,67%), te pileca prsa
bez koze (23,33%). Dobiveni rezultati ukazuju na visoku pojavnost kampilobaktera u svjezem
pile¢em mesu Sto je u skladu s ostalim istrazivanjima u Europskoj Uniji, te istrazivanjima u

drugim zemljama.

Kljuéne rijeci: Campylobacter spp., pileCe meso, koze vratova tovnih pili¢a, kontaminacija,
sigurnost hrane



SUMMARY

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF Campylobacter spp.. FROM
CHICKEN MEAT

Campylobacter are ubiquitous microorganisms that cause the disease campylobacteriosis, the
leading zoonosis in the world. Campylobacteriosis is considered primarily a gastrointestinal
disease. In people with a healthy immune system, it manifests itself as a mild, self-limiting
disease, with the appearance of watery and/or bloody diarrhea with the rare appearance of
more severe complications. Mortality as a result of campylobacteriosis is rare and is most
often recorded in immunocompromised persons, children and the elderly population. Poultry
meat, especially fresh chicken meat, is considered the most important source of infection for
humans. According to the legal regulations Commission Regulation (EU) 2017/1495 of
August 23, 2017 amending Regulation (EC) no. 2073/2005 regarding bacteria from the genus
Campylobacter in broiler carcasses, the control of Campylobacter spp. is carried out only in
the neck skins as a process hygiene criterion where the prescribed limit value is 1000 cfu/g,
therefore the purpose of this work is to determine the presence of Campylobacter spp. in other
parts of chicken meat. In order to detect and enumerate Campylobacter spp., 120 samples, of
which 30 samples were the skin of the necks of broiler chickens, 30 samples were fresh
chicken breasts without skin, 30 samples were fresh chicken wings, and 30 fresh chicken
drumsticks, were analyzed according to HRN EN 1SO 10272 - 2:2017 method. The samples
were sampled in three slaughterhouses from the area of northwestern Croatia. Campylobacter
spp. prevalence was 49.17%. The highest presence of Campylobacter spp. was found in skin
samples from the necks of broiler chickens (73.33%), followed by chicken drumsticks
(53.33%), followed by chicken wings (46.67%), and skinless chicken breasts ( 23.33%). The
obtained prevalence data indicate that contamination of fresh chicken meat, is in conformance
with the avearge prevalence in the European Union, as well with studies in other countries.

Key words: Campylobacter spp., ckicken meat, skins of broiler necks, contamination, food safety
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1. UvOD



Zdravstveno ispravna hrana ima vodecu ulogu u kvaliteti Zivota, te je kao takva nuzna za
pravilan rast i razvoj svakog pojedinca. Trovanja hranom kao posljedica kontaminacije hrane
su u kontinuiranom porastu, kako u zemljama u razvoju, tako i u razvijenim zemljama zapada,
te predstavljaju jedan od najvaznijih javnozdravstvenih problema u svijetu. Razlog tome su
promjene nacina zivota, promjene nacina proizvodnje hrane, globalizacija opskrbe i1 dakako,
sve vece industrijsko zagadenje okoliSa iz kojeg kontaminanti mogu prije¢i u hranu i tako
dospjeti u organizam covjeka (Capak, 2007). Prema podacima Svjetske zdravstvene
organizacije (engl. World Health Organisation - WHO) (2007) bolesti koje se prenose
hranom pojavljuju se znatno ¢e$¢e nego ikad prije. Smatra se kako je priblizno 30% svih
novonastalih bolesti u proteklih 60 godina uzrokovano patogenima koji se uobic¢ajeno prenose

hranom (Jones i sur., 2008).

Bolest koju od 2005. godine prati trend porasta u Europskoj Uniji i svijetu je
kampilobakterioza. Kampilobakterioza zauzima vodece mjesto kao najéeSce prijavljivana
zoonoza koja se prenosi hranom u Europskoj Uniji i svijetu, predstavlja znacajan problem u

javnom zdravstvu te uzrokuje ogromne financije gubitke (Silva i sur., 2011).

vvvvv

manjoj mjeri C. coli, a moguée su i C. lari i C. upsaliensis kao i neke druge vrste
kampilobaktera (Pate i Ocepek, 2015). Bakterije roda Campylobacter su zakrivljeni Stapici
nalik slovu ,,S*“ ili galebovim krilima i spiralama i to u prigodi kad se dvije stanice ili vise njih
nalazi zajedno. Stanice kampilobaktera posjeduju bi¢ na jednom ili na oba kraja stanice Sto im

omogucuje zivahno, uglavnom rotacijsko kretanje (Nagli¢ i sur., 2005).

Glavnim rezervoarom kampilobaktera smatraju se toplokrvne Zivotinje koji kao
komenzal boravi na sluznicama njihovih probavnih organa. Kampilobakteri su ubikvitarno
prosireni u prirodi, a u okoli§ dospijevaju prije svega izmetom razliCitih vrsta sisavaca i ptica.
Izolacija sojeva dokazana je iz velikog broja razli¢itih izvora, koji ukljucuju vodu, zemlju,

insekte, domace i divlje sisavce, domacu perad i divlje ptice (Levin, 2007).

Smatra se kako je izvor zaraze najc¢esce nedovoljno termicki obradeno meso kontaminirano

tijekom obrade, nepasterizirano mlijeko, voda zagadena izlucevinama inficiranih Zivotinja, a
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takoder do infekcije moze do¢i izravnim kontaktom s inficiranom Zivotinjom bilo
profesionalno ili s kuénim ljubimcem (Kapperud i sur., 2003). Iako su kampilobakteri
izolirani iz razli¢itih namirnica, meso peradi smatra se glavnim izvorom ovog patogena, a
kontaminacija pileCeg mesa Siroko varira u cijelom svijetu. Pile¢e meso predstavlja relativno
jeftin izvor visokokvalitetnih bjelancevina, bogat esencijalnim aminokiselinama, vitaminima i
mineralima, a proteklih godina konzumacija pileCeg mesa, kao i proizvoda podrijetlom od
pile¢eg mesa, Cesto je vezana s brojnim slucajevima akutne kampilobakterioze, posebice u

djece te starijih i imunokompromitiranih osoba (Mikuli¢ i sur., 2016a).

U Republici Hrvatskoj se od 2009. godine provodi program pracenja bakterija roda
Campylobacter u primarnoj proizvodnji i klaonicama kao pokazatelj higijene procesa iz koza
vratova. Budu¢i da se pilee meso ne pretrazuje na bakterije roda Campylobacter, a postoji
potreba s obzirom na visoku pojavnost kampilobakterioze kako u svijetu tako i u Republici
Hrvatskoj cilj ovog rada bio je:

1. Standardiziranom metodom HRN EN ISO 10272 — 2:2017 u tri klaonice pili¢a na
podrucju sjeverne Hrvatske pretraziti uzorke koza vratova tovnih pili¢a, pile¢ih prsa
bez koze, pile¢ih krilca i pile¢ih bataka — zabataka podrijetlom iz uzgoja u Republici

Hrvatskoj kako bi se ustvrdio broj Campylobacter spp.

2. Rezultate usporediti sa dostupnim podacima istrazivanja u znanstvenoj literaturi



2. TEORIJSKI DIO



2.1.  Povijesni pregled

Bakterije roda Campylobacter klasificirane su prema slijedeCem rasporedu u
taksonomskoj shemi:

e Domena: bakterije

e Kaoljeno: proteobakterije

e Razred: epsilonproteobakterije
e Red: Campylobacterales

e Porodica: Campylobacteriaceae

Rije¢ Campylobacter dolazi od grckih rijeci ,,kampylos* §to znaci savijen i ,,bakteria*
Sto znaci Stapi¢ (Nagli¢ 1 sur., 2005). Smatra se kako je prvo izvjeS¢e o enteropatogenim
kampilobakterima 1884. godine napisao Theodore Escherich koji ih je izolirao iz uzorka
fecesa pacijenta oboljelog od proljeva (Shulman i sur., 2007). Godine 1906. Campylobacter
su izolirala dva britanska veterinara u sluzi maternice gravidne ovce te ih opisali kao “velik
broj osebujnog organizma” (Skirrow, 2006; Zilbauer i sur., 2008). Nakon toga, 1913. godine
te iste mikroorganizme izolirali su McFadyean 1 Stockman iz pobacenih govedih fetusa naziva
Vibrio fetus. Kasnije 1927. godine Smith i Orcutt nazvali su skupinu bakterija, izoliranu iz
izmeta goveda s proljevom, Vibrio jejuni. Sedamnaest godina kasnije, 1944., Doyle je izolirao
vibrio iz izmeta svinja s proljevom i klasificirao ga kao Vibrio coli (Vandamme i sur., 2010).
Naziv novog roda Campylobacter prvi su 1963. godine predlozili Sebald i VVéron (Skerman i
sur., 1980). Nakon toga su iz roda Vibrio u rod Campylobacter svrstani C. jejuni i C.
sputorum, dok Vibrio coli 1973. godine postaje C. coli. Od svog pocetka, taksonomska
struktura roda Campylobacter dozivjela je opsezne promjene, ¢ak su neki dijelovi trenutne
taksonomije roda i dalje predmet kontroverzi i zahtijevaju daljnje istrazivanje (On, 2001,
Debruyne i sur., 2005).



2.2.  Znacajke bakterija iz roda Campylobacter

2.2.1. MorfoloSke, uzgojne i biokemijske znacajke

Bakterije roda Campylobacter su gram negativni mikroorganizmi, duzine 2 do 5 pum,
promjera 0,3 pm. Kampilobakteri su obi¢no tanki Stapi¢i, zavijeni poput zareza nalik
galebovim krilima, ponekad spiralni ili ,,S“ oblika. Posjeduju po jedan bi¢ na jednom ili na

oba kraja bakterijske stanice, ¢ime im je omogucena pokretljivost (Cvetni¢ i sur, 2013).

Kampilobakteri su mikroaerofilne bakterije Sto znac¢i da im za rast trebaju uvjeti sa
smanjenom koli¢inom kisika, odnosno atmosferski uvjeti sa priblizno 10% CO2 5% O2 i 85%
N2 te se znatno razlikuje od ostalih patogenih uzroc¢nika bolesti koje se prenose hranom
(Humphrey i sur., 2007). S obzirom da su mikroaerofilne bakterije, prezivljavanje C. jejuni u
aerobnim uvjetima pripisuje se metabolickom komenzalizmu s bakterijama roda
Pseudomonas i stvaranju zastitnog biofilma (Hilbert i sur., 2010). Poznato je da u njihovom
prezivljavanju vaznu ulogu ima sposobnost stvaranja biofilma, gdje mogu opstati u okolisu i
do 24 dana, zasti¢eni od za njih nepovoljnih uvjeta, ali se ne mogu razmnozavati (Joshua i

sur., 2006).

Vecina kampilobaktera je termofilna, ali ih visoke temperature kao i temperatura
pasterizacije brzo uniStavaju. Dobro podnose niske temperature, pa tako u smrznutom pile¢em
mesu mogu prezivjeti i do 3 mjeseca. Optimalni pH iznosi od 6,0 do 8,0. Vecina
kampilobaktera moze rasti uz koncentraciju kuhinjske soli (NaCl) od 1,5%, a termofilni
kampilobakteri otporni na nalidiksi¢nu kiselinu mogu rasti uz koncentraciju NaCl i do 4%.
Metabolizam Campylobactera nije fermentativan, niti oksidativan, a razgradnjom
aminokiselina dobivaju potrebnu energiju. Sve vrste Campylobacter spp. izlu¢uju oksidazu,

ne razgraduju ugljikohidrate 1 biokemijski su slabo aktivni (Mlinari¢ Galinovi¢ i sur., 2003).



U tablici 1 prikazane su biokemijske znacajke medicinski vaznih kampilobaktera.

Tablica 1. Biokemijske znacajke medicinski vaznih kampilobaktera (Mlinari¢ Galinovi¢ i
sur., 2003)

Osjetljivost
Rast | Rast | Rast na Osjetljivost

Vrste na na na Redukcija | Redukcija | Indoksil- | Redukcija | nalidiksicnu | na
kampilobaktera 15°C | 25°C | 42°C | hipurata nitrata acetat nitrita kiselinu cefalotin
C. jejuni - - v v v + - v R
C. jejuni p. doylii ) ) ) Y ) * ) S S
C. coli - - * - * * - S R
C. lari ) ) * ) * ) ) R R
C. fetus p.fetus B * B - * B B v S
C. helveticus . ) * . + + E S S
C. upsaliensis B - * - * + - S S
C. sputorum . . + . + B + R S

- + - + - - R S

C. hyointestinalis

2.2.2. Patogenost

Specificni mehanizmi virulencije jo§ nisu jasno razjasnjeni za Campylobacter spp.
vjerojatno zbog nedostatka sli¢nosti u patogenezi izmedu kampilobaktera i drugih patogena.
Cimbenici virulencije smatraju se pokretljivost posredovana flagelama, prianjanje bakterija na
crijevnu sluznicu, invazivna sposobnost i sposobnost proizvodnje toksina (Dastia i sur.,
2010). Nakon ingestije, kampilobakteri prolaze kroz Zeludac i adheriraju te koloniziraju
distalni dio ileuma i kolon. Kao posljedica adhezije na stanice crijevnog epitela dolazi do
promjene u apsorpciji crijeva. Ovisno o soju kampilobaktera i imunoloSkom statusu
domacina, to moze biti posljedica oSteCenja epitelnih stanica invazijom i/ili produkcijom

toksina ili izazivanjem upalnog odgovora domacina (Vuckovi¢ i Abram, 2009).



Invazija, koja uzrokuje stani¢nu upalu, vjerojatno je posljedica proizvodnje citotoksina,
a pracena je smanjenjem apsorpcijske sposobnosti crijeva. Smatra se da je sposobnost ovog
patogena da dospije u crijevni trakt djelomi¢no posljedica otpornosti na zelucane kiseline i

zucne soli (Van Deun 1 sur., 2007).

2.3.  lzvor i rasprostranjenost Campylobacter spp. u prirodi

Sa epidemioloskog aspekta, kampilobakterioza je Siroko rasprostranjena zoonoza.
Postoji mnogo izvora zaraze, najceS¢e je to meso peradi i meso domacih Zivotinja, sirovo
mlijeko, mesne 1 mlije¢ne preradevine, jaja, pitka voda i dr. Kampilobakteri ekskretima mogu
dospjeti u okoli§ (tlo, otpadne vode). Na taj nacin postaju ubikvitarni 1 ubrajaju se medu
naj¢eSée uzrocnike crijevnih infekcija. Njihovoj ubikvitarnosti u prirodi pridonosi svakako
njihova sposobnost brze prilagodbe na razli¢ite uvjete okoliSa zahvaljujuéi hipervarijabilnosti

genetskog materijala (Miller i Mandrell, 2005; Guti¢, 2015).

Uzrocnici kampilobakterioze ljudi najéesce su C. jejuni, C. coli, C. lari i C. upsaliensis
koji se joS nazivaju i termofilni kampilobakteri jer rastu pri temperaturama od 41°C do 43°C,
ali ne pokazuju odlike pravih termofila buduci da ne rastu na temperaturama od 55°C 1 viSim
(Levin, 2007). Termofilni kampilobakteri izolirani su iz razli¢itih vodenih sustava,
ukljucujuéi rijeke, jezera i potoke. Njihova prisutnost u rijekama, potocima, i jezerima
pokazatelj je nedavnog zagadenja izmetom divljih ptica i/ili stoke odnosno kanalizacijskih
i/ili poljoprivrednih otpadnih voda, a pojavnost je povremena i sezonski varira. U vodi mogu
prezivjeti duze od Cetiri mjeseca pri temperaturi od 4°C, ali nije dokazana moguénost
razmnoZavanja (Jones, 2001). Smatra se da zaStithu ulogu u njihovu prezivljavanju u

razli¢itim vodenim sustavima imaju protozoe (Snelling i sur., 2006).

Vaznim vektorima u prijenosu se smatraju insekti, posebno kuéna muha koja moze
unositi i Siriti mikroorganizme u uzgojima peradi (Hald i sur., 2008) kao i glodavci koji se

nalaze unutar ili van nastambi za tov pili¢a (Meerburg i Kijlstra, 2007).



Kampilobakteri su Siroko rasprostranjeni medu populacijama divljih ptica ¢ijim
izmetom dospijevaju u okolis. Ujedno se smatra da su i glavni izvor u prirodi s obzirom da

temperatura tijela u vecini ptica iznosi izmedu 40°C — 44°C (Ketley, 1997).

Campylobacter jejuni je kao komezal prisutan u crijevu mnogih domacih i divljih
zivotinja, sisavaca i1 ptica. U cekalnom sadrzaju domacée peradi posebice kokoSi moze
sadrzavati i do 108 CFU/g (engl. Colony forming unit/gram) ovog mikroorganizma
(Rosenquist 1 sur., 2006). Pojedine vrste kampilobaktera imaju razli€iti afinitet prema
bioloskim vrstama. Tako C. jejuni ima najSiri raspon te ga se izdvaja kod stoke, peradi,
macaka, pasa i glodavaca. C. coli nalazi se kod svinja, dok je C. lari endemski kod galebova,
poglavito vrste Larus, a moze se naci i u Skoljkama. C. upsaliensis je naden uglavnom kod
pasa, dok C. fetus moze prouzroéiti sistemne infekcije u ljudi i djece s oslabljenim
imunitetom, a neke njegove podvrste su pripadnici probavnog i spolnog sustava stoke, peradi
i gmazova (Mlinari¢ Galinovié, i sur., 2003). C. upsaliensis Cest je laboratorijski nalaz u
fecesu kako bolesnih, tako i u zdravih pasa i macaka, s mogué¢im rasponom prevalencije od
5%-66% u macaka, te 5%-48% u pasa (Hald i Madsen, 1997). lako je u peradi zabiljezena
vrlo niska stopa kolonizacije s C. upsaliensis, takoder se smatra moguc¢im rezervoarom i
uzro¢nikom kampilobakterijskog enteritisa ljudi (Labarca i sur., 2001). Svinje se ¢esto u
literaturi navode kao glavni izvor vrste C. coli, i smatra se da je ta vrsta, odnosno njeni
odredeni genotipovi posebno prilagodeni okoliSu u farmama svinja, a utvrdena prevalencija u

uzgojima svinja moze iznositi i do 100% (Saenz i sur., 2000).



Tablica 2. Prikaz najvaznijih vrsta iz roda Campylobacter, nositelja i infekcija koje izazivaju

(Cvetnic, 2013)

Vrsta
Campylobacter coli

Campylobacter helveticus

Campylobacter hyoileri
Campylobacter
hyointestinalis
Campylobacter lari

C. jejuni subsp. doyle

Campylobacter mucosalis

C. sputorum biovar
sputorum

C. sputorum biovar fecalis

Campylobacter upsaliensis

Campylobacter lanienae

Nositelj
svinja
covjek

pas, macka

svinja

svinja
pas, ptice i druge
Zivotinje ¢ovjek

covjek
svinja
govedo, ovca

ovca, govedo
govedo

psi, macke
covjek

svinja, govedo
Covjek

Obitavaliste
prisutan u crijevima
uzrokuje enterokolitis

prisutan u izmetu

prisutan u izmetu

prisutan u izmetu
prisutan u izmetu
moZe uzrokovati enteritis

izdvojen iz klini¢kih uzoraka

prisutan u izmetu
prusutan u spolnom sustavu

prusutan u probavnom i spolnom sustavu
izdvojena u slucajevima digitalnog dermatitisa

prisutan u izmetu, dokazan u slucajevima s dijarejom
moze uzrokovati dijareju u djece

prisutan u izmetu zdravih svinja i goveda i mesu junadi
prisutan u izmetu ljudi

2.4.  Prisutnost Campylobacter spp. u hrani

Izvori infekcije kampilobakterioze su viSestruki. Termicki neobradene ili nedovoljno

obradene namirnice zivotinjskog podrijetla, nepasterizirano mlijeko 1 proizvodi od

nepasteriziranog mlijeka, jaja, kontaminirana voda itd. Hrana se moze onecistiti primarno i

sekundarno. Primarno kontaminirane namirnice potje¢u od zarazene Zivotinje, primjerice

mlijeko i jaja. Do sekundarne kontaminacije namirnica najceS$¢e dolazi u klaonicama,

mesnicama i kuhinjama uslijed krizne kontaminacije necistim priborom, stolovima za obradu

namirnica, radnih povrSina itd. Takoder, bolesnik ili kliconoSa svojim rukama moze

kontaminirati hranu, kao i1 kontakt s izmetom pasa, macaka, ptica i ostalih zivotinja koje mogu

biti izvor bakterija roda Campylobacter. Zna¢ajan udio bolesti povezanih s mesom peradi
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pripisuje se loSim higijenskim navikama u kuhinjama kucanstava (Bolton 1 sur., 2014).
Temeljito ¢iS¢enje radnih povrSina, suda i pribora uz koriStenje deterdZenata, vrué¢e vode i
dezinficijensa vaZan su proces kako bi se razina kampilobaktera u kuhinji smanjila na
najmanju mogucu mjeru (de Jong 1 sur., 2008). Istrazivanja su pokazala kako primjena
ruzmarina u kuhinji pomaze smanjivanju broja C. jejuni u pilecem mesu (Abramovi¢ i sur.,
2012), dok primjena ceSnjaka djeluje inaktiviraju¢e na stanice kampilobaktera (Lu i sur.,

2012).

2.4.1. Pileée meso

Pile¢e meso predstavlja znacajan izvor visokokvalitetnih proteina u vecini zemalja,
bogato je esencijalnim aminokiselinama te vitaminima i mineralima. Medutim, konzumacija
piletine 1 pile¢ih proizvoda cesto se povezuje s velikim brojem izbijanja akutne
kampilobakterioze u ljudskoj populaciji diljem svijeta, kako u industrijaliziranim zemljama
tako i u zemljama u razvoju, a posebno kod djece, starijih osoba i pacijenata s oslabljenim
imunitetom (Corry i Atabay, 2001). Probavni trakt kokosi, posebno cekum (slijepo crijevo) i
debelo crijevo, mogu sadrZavati veliki broj Campylobacter spp. Tijekom obrade, crijevni trakt
moze procuriti ili puknuti i na taj nacin kontaminirati povrSinske dijelove mesa i kozu
(Berrang i sur., 2001). Svjeza piletina moze ucestalo biti kontaminirana bakterijama roda
Campylobacter, cesto s prevalencijom visSom od 50% (Wilson, 2002). Takoder broj
kampilobaktera na svjezem pile¢em trupu moZe iznositi i vise od 108 CFU/g (Jorgensen i sur.,
2002). Neka istrazivanja su pokazala kako je rast kampilobaktera mogu¢ na pilecoj kozi koja
je pohranjena na sobnoj temperaturi u pakiranju s kontroliranom atmosferom. S time se
povecava rizik za potroSace ako se kontaminirana piletina ne skladisti ili se njome ne rukuje
na odgovaraju¢i nain (Lee 1 sur., 1998; Scherer i sur., 2006). Od izrazite vaznosti u
sprjecavanju pojave kampilobakterioze je poStivanje nacela ispravnog skladiStenja kuhanih
jela gotovih za konzumiranje, Sto se odnosi na skladiStenje pri temperaturama visim od 63°C,
ili skladiStenje pravilnim brzim hladenjem u cilju sprjeCavanja rasta patogenih
mikroorganizama pri temperaturama od 5°C ili nize. U kozi pile¢eg mesa, u odnosu na samo

meso, bakterije prezivljavaju u veéem broju pri temperaturama od 4°C tijekom 11 dana u
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odnosu na temperaturu od -3°C tijekom 11 dana, tj. prevalencija bakterija veca je u

proizvodima od pile¢eg mesa s kozom nego u otkozenom mesu (Davis i Coner, 2007).

2.4.1.1. Kolonizacija peradi bakterijama iz roda Campylobacter

Smatra se kako je intenzivan uzgoj peradi, prije svega brojlera, glavni izvor
kampilobakterioze. Neprestanom razmnozavanju ovih bakterija u probavnom sustavu peradi
omogucuju mikroaerofilni uvjeti i temperatura tijela od oko 42°C (Mikuli¢, 2006Db).
Kampilobakteri su prisutni u jatima koja se drZze na otvorenom, kao i u jatima uzgojenim na
ekoloski nacin, gdje prevalencija moze iznositi i do 100% (Vandeplas i sur., 2010). Netom
izvaljeni pili¢i su slobodni od kampilobaktera, a vaznu ulogu u zastiti pilica od kolonizacije
tijekom prvih nekoliko tjedana Zivota imaju kampilobakter — specifi¢na majéinska protutijela
(Sahin i sur., 2003). Vecina pili¢a podlijeze kolonizaciji nakon §to udu u uzgojne objekte, ali
obi¢no ne pokazuju klinicke simptome (Newel i Fearnley, 2003). U literaturi se spominju dva
prijenosa kampilobaktera, horizontalni i vertikalni prijenos. Smatra se kako je horizontalni
prijenos najznacajniji uzrok kolonizacije jata tovnih pilia, a dokazano je kako je okoli$
najces¢i izvor kolonizacije (Bull 1 sur., 2006). Jedan o faktora prijenosa kampilobaktera u
jatima su radnici na farmama koji ne mijenjaju odje¢u i obucu prilikom utovara i istovara
novo pristiglih pili¢a. Vertikalni prijenos nije do kraja razja$njen jer netom izvaljeni pili¢i koji
su potjecali od sigurno pozitivnih roditeljskih jata nisu kolonizirani (Berndtson i sur., 1996).
Ukoliko perad pije zagadenu vodu, vec¢ina ¢e ih biti zaraZzena unutar sedam dana. Ovako brz
prijenos dogada se jer infektivna doza za perad iznosi svega 35 stanica (Miller i Mandrell,
2005). Do naseljavanja bakterija u crijevima tovnih pili¢a najéeS¢e dolazi od 2. do 5. tjedna
starosti, pri ¢emu izluc¢ivanje putem izmeta traje tjednima, a da Zivotinja ne pokazuje nikakve
znakove bolesti (Waldenstrom i sur., 2002; Zglavnik i Sokolovi¢, 2009). Medutim, osim
tijekom uzgoja pili¢a, do kontaminacije kampilobakterima moze do¢i i tijekom klanja, pri
¢emu su glavne kritine tocke za kontaminaciju trupova prilikom Cupanja, evisceracije i

prilikom pranja.
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2.4.1.2.  Smanjenje rizika

Kako bi se doprinijelo ¢im vecoj zastiti jata od kolonizacije kampilobakterom, od
presudne je vaznosti pridrzavanje svih biosigurnosnih i higijenskih mjera, pravilno ¢is¢enje i
dezinfekcija objekata. Kao preventivhu mjeru u sprjeCavanju kampilobakterioze na farmi,
spominje se mogucnost obrade stelje pripravcima Al — sulfata ili Na — biosulfata $to dovodi
do smanjenja vlaznosti stelje i nepovoljnih uvjeta za daljnje odrZavanje bakterija (Line, 2002).
Budu¢i da su kampilobakteri ¢esti kod divljih i domacih Zivotinja, a time i u okoliSu, vazno je
minimizirati kontaminaciju objekata za uzgoj pili¢a iz takvih izvora. Postavljanje higijenskih
barijera izmedu vanjskog i unutarnjeg okruzenja, kao §to je kontrola ulaska osoblja na farmi,
stroge higijenske mjere kao Sto su pranje i dezinfekcija ruku, mijenjanje c¢izama i
kombinezona prije ulaska, pokazali su se ucCinkovitim. Isto tako uporaba probiotika i
zakiseljivaca u hrani za zivotinje smatra se prikladna u prevenciji kampilobakterioze u jatima
peradi jer pomaZzu pri uspostavi optimalne kompetitivne antagonisticke mikroflore u mlade
peradi (Mead, 2002). Preporuka je smanjiti prisutnost glodavaca i1 insekata te ograniCiti

kontakt s divljim pticama.

Uzgoj pili¢a u sustavu slobodnog drzanja ima puno ve¢i rizik od infekcije u usporedbi s
konvencionalnom proizvodnjom i stoga povecane poteSkoce u kontroli (Humphrey 1 sur.,
2007). Kako bi se izbjegla moguca kontaminacija pile¢eg mesa prilikom klaonicke obrade od
izuzetne je vaznosti odrzavati higijensko — sanitarne mjere, odrzavati higijensku Cisto¢u
osoblja, opreme kao i prijevoznih sredstava. Tretiranje vodom na temperaturama iznad 60°C
uzrokuje smanjenje broja bakterija, medutim, povecava se tijekom ¢upanja kada moze do¢i do
krizne kontaminacije. Porast broja bakterija moze se dodatno povecati tijekom evisceracije
zbog izlijevanja crijevnog sadrzaja (Facciold i sur., 2017). Jedna od ucinkovitih mjera
kontrole kampilobaktera u klaoni¢kim objektima je odvajanje pozitivnih i negativnih
brojlerskih jata prije ulaska u pogone te njihova odvojena klaoni¢ka obrada u samim
pogonima. U slu¢ajevima proizvodnje ve¢ onecis¢enog mesa u cilju znacajnog smanjenja
broja kampilobaktera preporucuje se mjera naknadnog smrzavanja mesa (Wagenaar i sur.,
2006). Odvajanje i uklanjanje koze od mesa trupova dovodi do znacajnih smanjenja u broju
kampilobaktera (Berrang i sur., 2002) jer ukoliko je koZa kontaminirana, vjerojatnost da je i

meso kontaminirano je 35 puta vec¢a u odnosu na kozu koja nije kontaminirana (Jeffrey i sur.,
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2001). Uklanjanje kloake brojlera prije ulaska trupova u tankove za Surenje pokazalo se kao
pozitivna mjera u redukciji broja onecis¢enih pile¢ih trupova (Musgrove i sur., 1997). Neka
od istrazivanja ukazuju na smanjenje broja kampilobaktera, primjerice povecanje
koncentracija klora u procesnoj vodi (Mead i sur., 1995), uporaba vodenih sprejeva s 1%
mlijecne kiseline (Cudjoe i sur., 1991) kao i uranjanje trupova u 10%-tnu tri-natrij-fosfatnu
otopinu vode koja dovodi do 1,7 logio/g smanjenja broj Campylobacter spp. (Whyte i sur.,

2001). Svakako se preporuca odgovaraju¢i odmor objekta.

2.4.2. Mlijeko, voce, povrée, voda

Nepasterizirano kravlje mlijeko 1 mlijeCni proizvodi uobiCajeni su prijenosnici
Campylobacter spp. Slucajevi kampilobakterioze potvrdeni su u Los Angelesu i u
Ujedinjenom Kraljevstvu uslijed konzumacije sirovog mlijeka. lako su po prirodi
termotolerantni, kampilobakteri se lako inaktiviraju toplinskom obradom i ne prezivljavaju
postupak pasterizacije i uobiCajene kulinarske procedure (Konkel i sur., 1998).
Kampilobakteri su osjetljivi na viSe temperature te ¢e ih inaktivirati temperatura pasterizacije
primjenjiva za svjeze mlijeko (pri 60°C — 70°C tijekom minimalno 16,2 sekunde) (D'aoust i
sur., 1988). Brojna istrazivanja pokazala su prisutnost C. jejuni i C. coli u salati, Spinatu,
rotkvici i graSku. Takoder konzumacija voca 1 povréa, narocCito pakiranog, vazan je ¢imbenik

rizika za kampilobakteriozu. (Facciola i sur., 2017).
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2.5. Karakterizacija opasnosti

2.5.1. Kampilobakterioza u ljudi

Kampilobakterioza je zoonoza prenosiva putem lanca hrane, a glavni izvor zaraze
smatra se pile¢e meso buduci da su kampilobakteri komenzali u probavnom sustavu peradi
(Kaakoush i sur., 2015). Kampilobakteriozu uzrokuju Campylobacter jejuni, C. coli, C. lari i
C. upsalinesis. Najcesce zabiljezen je C. jejuni (80%-85% slucajeva), zatim C. coli (10%-
15% slucajeva), dok su najmanje zastupljeni C. lari, C. fetus i C. upsaliensis (Cvetni¢, 2013).
Infekcije kod ljudi najceS¢e su posljedica konzumiranja nedovoljno termicki obradenog
pileCeg mesa (C. jejuni) ili svinjskog mesa (C. coli) kontaminiranog prilikom obrade,
nepasteriziranog mlijeka ili vode zagadene ekskretima inficiranih Zivotinja (Vuckovié¢ i
Abram, 2009).

Prema nekim ranijim istrazivanjima ustanovljeno je da infektivna doza za C. jejuni
iznosi 500 CFU/g (Robinson, 1981), dok su Black i sur. (1988) na zdravim dobrovoljcima
potvrdili infektivnu dozu od 800 CFU/g. Dobivene vrijednosti sukladnih uzoraka nisu
zanemarive uzimajuci u obzir infektivnu dozu koja moze ovisiti o fizickom statusu i dobi
pacijenta. Neka od istrazivanja pokazuju kako konzumacija kontaminirane hrane koja sadrzi i
manji broj bakterija od navedenog mozZe kod nekih osjetljivih pojedinaca uzrokovati bolest,
dok kod nekih ta doza mora biti viSestruko ve¢a (Marinculi¢ i sur., 2009; Levak, 2015).
Smatra se kako ¢es¢e obolijevaju mladi musSkarci u odnosu na istu starosnu skupinu zena, §to
se povezuje s navikama u postupanju hranom (Altekruse i sur., 1999). Od kampilobakterioze
najces¢e obolijevaju imunokompromitirane osobe, djeca i starije osobe (Marinculi¢ 1 sur.,

2009).

Sezonska pojavnost vazna je u samoj epidemiologiji kampilobakterioze. Smatra se kako
svoj vrhunac u podru¢jima umjerene klime doseze u kasno proljece i rano ljeto (Nylen 1 sur.,
2002). Neka od objasnjenja sezonske pojavnosti svakako su pojava migracije divljih ptica,
pojava veceg broja kuénih muha i ostalih insekata kao i1 povezanost s porastom
kontaminiranog pile¢eg mesa tijekom navedenog vremenskog razdoblja (Humphrey i sur.,
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2007). Osim toga, promjene u ljudskim aktivnostima tijekom toplijeg doba poput rostiljanja
kao 1 ostala dogadanja koja su vezana za boravak i rekreaciju u prirodi jedan su od objasnjenja
sezonske pojavnosti kampilobaktera (Nylen i sur., 2002). Takoder, kampilobakterioza je

ucestalija ljeti jer viSe temperature pogoduju rastu uzroc¢nika ove bolesti (Patrick 1 sur., 2004).

2.5.1.1. Klini¢ka slika

Kampilobakaterioza je crijevna infekcija koja se pojavljuje kao akutna dijareja. Zaraza
se u ljudi ocituje ve¢ nakon 1 — 7 dana inkubacije. Klinicka slika varira od blagih
enterokolitisa do tezih oblika bolesti. Kod osoba zdravog imunoloSkog sustava bolest je samo
ogranicavajuca 1 najcesc¢e se ocituje proljevom, vru¢icom i abdominalnim gréevima, moguca
je glavobolja i mijalgija. Tjelesna temperatura je najéeS¢e umjereno povisena, no moze biti i
do 40°C i trajati do tjedan dana (Butzler, 2004). Pacijenti mogu izluciti uzro¢nika fecesom i
do nekoliko tjedana nakon infekcije. Bolest je teSko klinicki razlikovati od ostalih akutnih
crijevnih infekcija poput salmoneloze i Sigeloze, pa se konacna dijagnoza temelji na dokazu
bakterija u fecesu bolesnika (Blaser, 1997). Naknadne posljedice mogu nastati kao
komplikacija gastroenteritisa te rijetko zbog pretjerane imunoloske reakcije organizma.
Leukociti i eritrociti mogu se naci u stolici inficiranih osoba u 75% sluc¢ajeva. Campylobacter
spp. najprije prianja uz epitelne stanice jejunuma, ileuma i kolona, kolonizira crijevo, a potom
napada epitelne stanice, te dovodi do njihova oSteCenja. Uz intestinalne bolesti,
kampilobakteri mogu uzrokovati i infekcije drugih organskih sustava, meningitis, pankreatitis,
septicni artritis (Vuckovi¢ 1 sur., 2007). KliconoStvo moze trajati prosjecno 14 dana, kod
dojencadi i duze. Uslijed infekcije kampilobakterima mogu se razviti tezi oblici bolesti kao
Sto su Guillain-Barréov sindrom (GBS), reaktivni artritis (REA) i sindrom iritabilnog crijeva.
Miller Fisherov sindrom, varijanta GBS-a, takoder moze biti povezan s prethodnom
infekcijom kampilobakterima (Facciold i sur., 2017). Smrtnost kao posljedica
kampilobakterioze je rijetka i zabiljezena je najceS¢e kod imunokompromitiranih pacijenata,
djece 1 starijih osoba. Slucajevi su najcesce sporadicne prirode, dok su izbijanje zaraze rijetka
i dovode se u vezu s konzumacijom sirovog mlijeka (Wood i sur., 1992) i zagadenim vodama
(Andersson i sur., 1997). C. jejuni kod trudnica moze uzrokovati spontani pobacaj ili prerani
porod, perinatalnu sepsu i neonatalni meningitis (Jansen i sur., 2008). Moguce su fekalno —
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oralne zaraze, uglavnom medu djecom. Epidemioloska istrazivanja pokazuju da se kao
rezultat infekcije moze razviti imunitet, koji moZze sprijeciti nastanak simptoma bolesti, ali
ne¢e nuzno djelovati u sprjeCavanju kolonizacije. Otpornost se pojavljuje u osoba koje su
profesionalno izloZzene kampilobakterima, poput doktora veterinarske medicine, radnika na

farmi ili u klaonicama (Wassenaar i Blaser, 1999.; Levak, 2015).

25.1.2. Lijecenje

Bolest se dijagnosticira na temelju bakterioloske pretrage 1 identifikacije uzrocnika.
Lijecenje kampilobakterioze kod ljudi je simptomatsko, te se kao i kod svih crijevnih oblika
bolesti preporuca nadoknada tekucine i elektrolita. Prilikom tezih oblika bolesti koriste se

antibiotici i to eritromicin, azitromicin i fluorokinoloni.

Bitne mjere za prevenciju kampilobakterioze svakako su veterinarsko — zdravstveni
nadzor na farmama, klaonicama, zdravstveni nadzor u prehrambenoj industriji, kao i

sanitacija vodoopskrbnih objekata.

KoriStenje antibiotika u uzgoju zivotinja viSe nije prihvatljiv pristup budu¢i da je to
dovelo do pojave sojeva otpornih na antibiotike, ozbiljno ograniavaju¢i ucinkovitost
antibiotika u lijeCenju ljudskih bolesti. Medutim, uporaba prebiotika i probiotika, tj. slozenih
polisaharida i1 sojeva bakterija mlijecne kiseline, pokazala se uc¢inkovitom (Hariharan i sur.,

2004) i mogla bi se dalje ispitivati.

2.6. Kampilobakterioza u svijetu

Infekcije vrstama Campylobacter proSirene su po cijelome svijetu. Prema literaturnim
podacima, u Americi se godisnje inficira oko 2 do 3 milijuna ljudi, a procjenjuje se da u
zapadnoj Europi godisnje oboli oko 1% ljudi. Procjenjuje se da su C. jejuni i C. coli u svijetu
uzroc¢nici 5% do 14% dijareja. Na Novom Zelandu je vrlo visoka incidencija (578/100 000)

djece u dobi od 1. do 4. godine oboljele od kampilobakterioze. Smatra se da su otvorena
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igraliSta na kojima borave divlje ptice cesti izvor infekcije koje svojim fekalijama
kontaminiraju taj prostor. U Japanu su opisani pobacaji i smrt novorodencadi prouzro€eni
infekcijom Zena s C. fetus. subs. fetus, a kao moguci se izvor uzro¢nika navodi sirovo mlijeko,

govedina, te u jednom slucaju i pas (Cvetni¢ 1 sur., 2013).

2.6.1. Kampilobakterioza u Republici Hrvatskoj

Prvi radovi o kampilobakteriozi u ljudi u Hrvatskoj po¢inju se pojavljivati 1982. godine,
te se njima ova bolest obraduje s mikrobioloSkog i epidemioloskog glediSta. Prema
rezultatima niza radova od 1982. do 1989. godine, epidemiolosSka obiljezja bolesti kod nas
odgovaraju onima u razvijenim zemljama, no epidemiolosku osobitost kampilobakterioze na
zagrebackom podrucju ¢ini relativno ¢e$¢a pojava infekcija s C. coli u seoskim sredinama,
gdje je incidencija tih infekcija 4 puta veca nego u Cetvrtima gradskog sredista te 2 puta veca

nego u perifernim dijelovima grada (Popovi¢ — Uroi¢, 1989.; Balen Topi¢, 2007).

U razdoblju od 1994. do 2002. godine u klinici za infektivne bolesti ,,Dr. Fran
Mihaljevi¢®, Zagreb kampilobakterioza je dokazana u 1632 bolesnika, kojima su iz uzoraka
stolica izdvojene bakterije iz roda Campylobacter kao uzro¢nik bolesti. C. jejuni je izdvojen
kod 170 bolesnika (71,7 %), dok je C. coli izdvojen kod 462 bolesnika (28,3 %). Najveéi broj
oboljelih zabiljezen je kod djece mlade od tri godine, zatim u starosnoj skupini 18-28 godina.
U svim skupinama prevladavaju muskarci osim u onoj s bolesnicima starijim od 60 godina.
Najveci broj oboljelih i hospitaliziranih je tijekom lipnja i kolovoza s time da se bolest javila

sporadi¢no u njih 83,9% te u 13,1% bolesnika nakon inozemnih putovanja (Balen Topi¢,
2007).

U Republici Hrvatskoj, humana kampilobakterioza se obavezno prijavljuje od 2007.
godine. Prema posljednjim javno dostupnim podacima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo
(HZJZ) u 2020. godini prijavljeno je 1082 slucajeva humane kampilobakterioze (HZJZ,
2020). U tablici 3 prikazan je broj prijavljenih slucajeva kampilobaterioze u Republici
Hrvatskoj u razdoblju od 2011. do 2020. godine.
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Tablica 3. Broj prijavljenih slu¢ajeva kampilobakterioze u Republici Hrvatskoj u razdoblju od
2011. do 2020. godine

GODINA

BROJ
OBOLJELIH U
REPUBLICI
HRVATSKOJ

U Republici Hrvatskoj, od 2011. godine pa sve do 2018. godine broj oboljelih od
kampilobakteioze je bio u blagom porastu, dok se u 2019. i 2020. godini biljezi pad broja

oboljelih od kampilobakterioze.
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2.6.2. Kampilobakterioza u Europskoj Uniji i svijetu

U zemljama c¢lanicama Europske Unije, od 2011. godine pa sve do 2018. godine broj
oboljelih od kampilobakterioze je bio u blagom porastu, dok se u 2019. i 2020. godini biljeZi
pad broja oboljelih (tablica 4).

Tablica 4. Broj prijavljenih slucajeva kampilobakterioze u Europskoj uniju u razdoblju od
2011. do 2020. godine

GODINA EUROPSKA UNIJA

2011. 220 209
2012. 214 268
2013. 214 779
2014. 236 851

2015. 229 213

2016. 246 307
2017. 246 158
2018. 246 571
2019. 220 682
2020. 120 946

U 2020. godini 27 drzava ¢lanica Europske Unije (EU) prijavilo je 120 946 potvrdenih
slucajeva kampilobakterioze kod ljudi, Sto odgovara stopi prijavljivanja u EU od 40,3 slucaja
na 100 000 stanovnika. Za vecinu (98,5%) prijavljenih slucajeva kampilobakterioze poznatog
podrijetla, izvor zaraze je u EU. Devetnaest zemalja prijavilo je podatke o uvozu slucajeva.
Udio domacih slucajeva s poznatim podacima bio je preko 95% u svim zemljama osim u

nordijskim zemljama, koje su prijavile najvec¢i udio slucajeva povezanih s putovanjem: Finska
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(49,2%), Svedska (25,6%), Danska (10,3%), Island ( 16,5%) i Norveska (14,8%). Od 2676
slu¢ajeva povezanih s putovanjem medu clanicama Europske Unije s poznatom zemljom
infekcije, 1090 slucajeva (40,7%) bilo je povezano s putovanjem unutar EU-a, a vecina
infekcija ste¢ena je u Spanjolskoj, Hrvatskoj, Francuskoj i Austriji. Tajland, Indija, Maroko i
Indonezija bile su najceS¢e prijavljene zemlje vjerojatne infekcije izvan EU. Slucajevi
kampilobakterioze prijavljeni su u svim dobnim skupinama, a najve¢i udio prijavljenih
slucajeva pripada najmladoj dobnoj skupini od 0 do 4 godine (15,6%). Izmedu 2011. 1 2020.
godine broj potvrdenih slucajeva kampilobakterioze prijavljenih u EU-u pokazao je jasan
sezonski trend, s vrhuncem u ljetnim mjesecima. Najveci broj oboljelih tijekom zimskih
mjeseci biljezi se u sije¢nju od 2011. do 2020. godine, iako je broj slucajeva manji od onih
zabiljezenih tijekom ljeta. U 2020. zabiljezen je pad broja sluCajeva, osobito u ozujku i
travnju, vjerojatno zbog pandemije COVID-19. Medutim, ukupni trend kampilobakterioze u
razdoblju od 2016. do 2020. godine pokazao je nestatisticki znacajan porast ili pad. Finska,
Madarska, Poljska, Slovenija i Svedska zabiljezile su trendove znadajnog pada (p<0,01)
tijekom razdoblja od 2016. do 2020. godine. Latvija 1 Italija izvijestile su o znaCajno rastu¢im
trendovima u istom razdoblju. Podaci o statusu hospitalizacije pruzeni su za 33,9% svih
slucajeva kampilobakterioze od strane 14 c¢lanica EU u 2020. godini, a ukupno je
hospitalizirano 21% slucajeva. U 2020. godini prijavljeno je 45 smrtnih slucajeva od
kampilobakterioze, Sto je rezultiralo stopom smrtnosti u EU od 0,05%. Prosjecni postotak
smrtnih ishoda ostao je nepromijenjen u posljednjih 5 godina. Informacije o spolu prikazane
su za 120 514 potvrdenih sluc¢ajeva u EU: 54,1% bili su muskarci, a 45,9% zene. 20 drzava
¢lanica dostavilo je podatke o izolatima kampilobaktera za 64,7% potvrdenih slucajeva
prijavljenih u EU-u. Od ovih slucajeva, 88,1% odnosilo se na C. jejuni, 10,6% C. coli, 0,16%
C. fetus, 0,11% C. upsaliensis i 0,09% C. lari. Druge bakterije iz roda Campylobacter cinile
su 0,94% slucajeva, no vecina tih slucajeva prijavljena je na nacionalnoj razini kao 'C.
jejuni/C. coli/C. lari - nediferenciran’. Belgija, Bugarska, Danska, Gr¢ka, Litva, Luksemburg
i Svedska nisu dale nikakve informacije o vrsti (EFSA, 2021).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1.  Materijal

3.1.1. Uzorci

Istrazivanje je provedeno na ukupno 120 uzoraka od kojih je 30 uzoraka koZe vratova
tovnih pili¢a, 30 uzoraka svjezih pile¢ih prsa bez koze, 30 uzoraka svjezih pilecih krilaca, te
30 uzoraka svjezih pilec¢ih bataka - zabataka. Uzorci su uzorkovani u tri klaonice (tablica 5).
Navedeni uzorci podrijetlom su od razliitih proizvodata mesa peradi sa podrucja
sjeverozapadne Hrvatske. Uzorci su dostavljeni u laboratorij u prijenosnom hladnjaku uz
odrZavanje temperaturnog rezima te su istog dana stavljeni u obradu.

Tablica 5. Broj prikupljenih uzoraka prema mjestu uzorkovanja

Koza vratova
tovnih piliéa

Pileéa prsa bez
koze

Pilec¢a Kkrilca

Pileéi batak -
zabatak
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3.1.2. Pribor i oprema

Pribor i oprema koji su koristeni prilikom uzorkovanja i obrade uzoraka:

e sterilne vrecice za uzorkovanje

e sterilne Skare

e rukavice

e zaStitna odjeca i obuca

e prijenosni hladnjak

e sterilne vrecice za homogenizaciju

e sterilne pipete

e sterilni L Stapici

o sterilne mikrobioloske uSice

e termostati 25°C, 41,5°C (Memmert, Njemacka)

e oprema za postizanje mikroaerofilnih uvjeta (GENbox microaer — Biomerieux,

Francuska i posuda)
e vortex
e predmetna stakalca i pokrovnice

e mikroskop (Zeiss, Njemacka)
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3.1.3. Hranjive podloge i reagensi

Priprema i provjera sastava hranjivih podloga kao i provjera u svrhu osiguranja kvalitete
provode se u Laboratoriju za pripremu podloga i sterilizaciju u Veterinarskom zavodu

KriZevci. Za istrazivanje su koristeni:
e puferirana peptonska voda (BPV - engl. buffered peptone water, Biokar, Francuska)

o fizioloSka otopina (priprema u Veterinarskom zavodu Krizevi, NaCl — GramMol,
Republika Hrvatska)

e mMCCDA (engl. modified charcoal cefoperazone deoxycholate agar, Oxoid,UK)

e Columbia agar (priprema u Veterinarskom zavodu KriZzevci, krv — Biognost,

Republika Hrvatska
e oksidaza test (Merck, Njemacka)

o Kkatalaza (priprema u Veterinarskom zavodu Krizevci, vodikov peroksid — Kemika,

Zagreb, Republika Hrvatska)

e anisol (Merck, Francuska)

3.2. Metode

3.2.1. Odredivanje broja kolonija Campylobacter spp.

Za izdvajanje 1 odredivanje broja kolonija koriStena je standardna metoda za
dokazivanje prisutnosti i odredivanje broja Campylobacter spp. prema ISO normiranoj metodi
(slika 1) i to Mikrobiologija u lancu hrane -- Horizontalna metoda za dokazivanje prisutnosti i
odredivanje broja Campylobacter spp. -- 2. dio: Postupak odredivanja broja kolonija, oznake
HRN EN ISO 10272 — 2:2017 (medunarodne oznake i naziva ISO 10272 - 2:2017 -
Microbiology of the food chain -- Horizontal method for detection and enumeration of
Campylobacter spp. -- Part 2: Colony-count technique).
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priprema ispitnog dijela uzorka
+
priprema decimalnih razrijedenja iz ispitnog dijela uzorka
(9 x g il1 9 x ml otopine za razrijedenje)

V

daljnja serija decimalnih razrijedenja

y

mokulacija na mCCD agar

y

inkubacija u mikroaerofilnim uvjetima
na 41,5° tijekom 40-48h

Y

brojanje karakteristi¢nih koloniyja

V

potvrda

y

identifikacija (opcionalno)

y

1ZraZavanje rezultata

Slika 1. Shema postupka HRN EN 1SO 10272-2:2017 metode

Laboratorij za mikrobiologiju hrane i hrane za zivotinje Veterinarskog zavoda Krizevci
koji je jedan od podruznica Hrvatskog veterinarskog instituta akreditirani je laboratorij prema
zahtjevima norme EN ISO/IEC 17025. Laboratorij ima 18 akreditiranih metoda od kojih je
akreditirana i metoda HRN EN 1SO 10272-2:2017 prema kojoj je provedeno ovo istrazivanje

postivajuci sva nacela i zahtjeve navedene norme.

Ispitni dio sacinjavao je 10 g uzorka koji je razrijeden sa 90 mL puferirane peptonske
vode (engl. Buffered Peptone Water; BPW, Biokar, Francuska) Sto predstavlja pocetno
razrjedenje uzorka. Nakon toga uzorci su homogenizirani u homogenizatoru (Smasher,

Biomeérieux, Francuska). Iz pocetnog razrjedenja napravljena su daljnja razrjedenja kako bi se
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odredio broj kolonija. Za izradu svih razrjedenja koriStena je puferirana peptonska voda. Za
rast kampilobaktera koriStena je selektivna podloga mCCDA (engl. modified charcoal
cefoperazone deoxycholate agar) proizvodaca Oxoid LtD, Basingstoke, UK. Podloge koje su
koriStene u svrhu odredivanja broja Campylobacter spp. kao i puferirana peptonska voda
pripremljene su prema uputama proizvodaca. Kako bi se odredio broj kolonija po gramu
uzorka (CFU/g), svaki uzorak je raden uzastopce u seriji od pet razrjedenja u omjeru 1:10, od
10 do 10°. Svako razrjedenje nacijepljeno je po 0,1 mL na mCCD agaru u dvostrukom
postupku te razmazano kruznim pokretima sterilnim L — Stapi¢em. Nakon toga nacijepljene
ploce stavljene su u posude sa GENbox microaer vreficom (proizvoda¢ Biomerieux,
Francuska) za postizanje mikroaerofilnih uvjeta sa priblizno 10% CO2, 5% O2 i 85% N2 i u
termostat na temperaturu od 41,5° kroz 40-48 h. Nakon inkubacije sukladno metodi za
odredivanje broja izbrojane su karakteristi¢ne kolonije. Tipicne kolonije na mCCD agaru su
sivkaste, glatke, vlazne, sjajne, plosnate, ¢esto nepravilnog rasta (slika 2). Svaka odabrana
karakteristi¢na kolonija nacijepljena je na Columbia agar s dodatkom 5% defibrinirane ovcje
krvi (Biognost, Republika Hrvatska) i inkubirana u mikroaerofilnim uvjetima na temperaturi
od 41,5 °C tijekom 18-24 sati.

Slika 2. Prikaz dobivenih kolonija na mCCD agaru (izvor: Veterinarski zavod Krizevci)
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Zbog brzog propadanja Campylobacter spp. u aerobnim uvjetima, postupci potvrde
moraju se izvrsiti u $to kraCem vremenu. Za potvrdu bakterija roda Campylobacter provedeno

je slijedece:

e porasle sumnjive kolonije nacijepljene su na krvni agar koji je inkubiran u aerobnim
uvjetima na temperaturi od 25 °C tijekom 48 h. Izostanak rasta kulture Campylobacter
spp. na krvnom agaru jedan je od potvrdnih pokazatelja prisutnosti Campylobacter

Spp. u uzorku

e test oksidaze (Bactident Oxidase, Merck, Njemacka) — koriStene su gotove trakice
kojima se dokazuje enzim citokrom oksidaza. Sterilnom mikrobioloSkom uSicom se
izuzima kolonija porasla na neselektivnom agaru (Columbia agar), razmaze se po
testnom dijelu. Ukoliko dode do pojave svijetlo ljubicaste, ljubicaste ili tamno plave

boje, test je pozitivan

o Kkatalaza test — kapljica 3% - tnog vodikovok peroksida stavi se na predmetno stakalce.
Nakon toga se sterilnom mikrobioloSskom uSicom izuzima kolonija porasla na
neselektivnom agaru (Columbia agar) i razmaze se u kapljici vodikovog peroksida.
Ukoliko se pojavi reakcija, tj. dode do nastanka mjehuri¢a, reakcija se smatra

pozitivhom.

e mikroskopski pregled nativnog preparata sa pokrovnicom - tipi¢an oblik zavojitih ili

zakrivljenih Stapica i karakteristi¢na pokretljivost bakterija roda Campylobacter

Nakon potvrde bakterija Campylobacter spp. izra¢unat je broj kolonija po gramu uzorka
(CFU/g) prema HRN EN 1SO 10272-2:2017 i HRN EN ISO 7218:2008 (Mikrobiologija hrane
I hrane za zivotinje - Op¢i zahtjevi i upute za mikrobioloska ispitivanja (ISO 7218:2007/Amd
1:2013, ispravljena verzija 2014-04-15; EN ISO 7218:2007/A1:2013), medunarodne oznake i
naziva [ISO 7218:2007/Amd 1:2013, Corrected version 2014-04-15; EN ISO
7218:2007/A1:2013 - Microbiology of food and animal feeding stuffs -- General requirements

and guidance for microbiological examinations)

28



3.2.2. Verifikacija metode HRN EN I1SO 10272-2:2017

Verifikacija je postupak koji se koristi kako bi se dokazalo da mikrobioloSka metoda
dosljedno daje ono Sto se ocekuje s odgovarajuom tocnoS¢u i precizno$éu odnosno
verifikacija dokazuje da je mikrobioloSka metoda prikladna za namjenu za koju se koristi.
Verifikacija metode je postupak za metode koje su ve¢ validirane (npr. ISO standardi) gdje

laboratorij provjerava da li svojim izvodenjem metode postize odgovarajuce rezultate.

Tocnost metode je postupak pravilno identificiranih uzoraka. Kod pozitivnih se naziva

osjetljivost, a kod negativnih specifi¢nost.

Ponovljivost (repetibilnost) je usporedba brojcanih rezultata unutar rezultata od
svakog analiticara pojedinacno koji koriste istu opremu, dobivenih uz primjenu iste metode na

identicnom ispitnom materijalu.

Obnovljivost (reproducibilnost) je usporedba brojéanih rezultata izmedu rezultata svih
analiticara koji koriste razli¢itu opremu, razli¢it lot podloge, dobivenih uz primjenu iste

metode na ispitnom materijalu.

Mjerna nesigurnost (MN) je parametar koji je povezan s rezultatom mjerenja koji
karakterizira rasprSenost vrijednosti koje bi razumno mogle biti pripisane mjerenoj velicini.
Mjerna nesigurnost je nesigurnost broj¢anih rezultata izrazena kao standardna devijacija, te se
izraCunava kao relativna standardna devijacija obnovljivosti rezultata. Postupak odredivanja
mjerne nesigurnosti provodi se s ciljem osiguranja kvalitete analitickih rezultata kako bi se sa
sigurnoS¢u moglo odrediti u kojim intervalima se kre¢e dobiveni rezultat odredene metode.

IzraCunava se kao slozena nesigurnost rezultata vise uzoraka od najmanje dva analitiCara.

U Laboratoriju za mikrobiologiju hrane i hrane za Zivotinje Veterinarskog zavoda u
Krizevcima provedena je verifikacija metode HRN EN 1SO 10272-2:2017 koja je ujedno i
akreditirana prema zahtjevima norme EN ISO/IEC 17025. Postupak verifikacije proveden je
prema internoj proceduri OP 19 — Verifikacija (validacija) mikrobioloskih metoda i normi

Mikrobiologija hrane i hrane za zivotinje — Smjernice za procjenu mjerne nesigurnosti oznake
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HRS ISO/TS 19036: 2006 (medunarodne oznake i naziva ISO/TS 19036 — Microbiology of
food and animal feeding stuffs — Guidelines for the estimation of measurement uncertainty for
Quantitative determinations). Parametri verifikacije metode odredeni su na kozi vratova
brojlera. Postupkom verifikacije metode odredeni su parametri: to¢nost (specificnost i

osjetljivost), sukladnost (ponovljivost), podudarnost (obnovljivost) i mjerna nesigurnost.

U postupku verifikacije koriSteni su uzorci zaprimljeni u svrhu rutinskih laboratorijskih
pretraga. Parametar to¢nosti odreden je na uzorku prirodno kontaminiranog bakterijama, a
koji ne sadrzi bakterije roda Campylobacter. Za umjetnu kontaminaciju koristena je preko
nocna kultura bakterijskog soja Campylobacter (RM 183/1, ploc¢a oznake SLC LJ) na nacin
da se &isti soj koji je namnoZen preko noéi u 10 mL BPV na 37°C inokulirao (1 mL - 10°
CFU/mL) u 9 mL fizioloske otopine da bi se dobilo razrjedenje 10, Zatim se napravila serija
decimalnih razrjedenja do 10°. Sa jednim mililitrom svakog razrjedenja kontaminiran je

matriks (koza vrata). Postupak je ponavljan 10 puta od strane dva analiticara.

Mjerna nesigurnost odredena u Laboratoriju za mikrobiologiju hrane prilikom izvodenja
postupka prema HRN EN ISO 10272-2:2017 iznosi 0,16 logio CFU/g, dok proSirena mjerna
nesigurnost iznosi U= 0,3 logio CFU/g.

3.3.  Statisticka obrada podataka

Podaci su obradeni statistickim programom Stata 13.1 (USA, Stata Corp.). Razlike u
ucestalosti izdvajanja bakterija roda Campylobacter iz razli¢itih kategorija pileceg rasjeka
provjerene su hi-kvadrat testom. Razlike CFU vrijednosti testirane su Kruskal-Wallis

neparametrijskim testom te Dunn-ovim testom.
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4. REZULTATI



Za istrazivanje prisutnosti

i odredivanje CFU
Campylobacter pretrazeno je ukupno 120 uzoraka od kojih je 30 uzoraka koZa vratova tovnih

vrijednosti

roda

pili¢a, 30 uzoraka svjeZzeg mesa peradi - pileca prsa bez koze, 30 uzoraka pilecih krilaca i 30

uzoraka pile¢ih bataka — zabataka. Prisutnost Campylobacter spp. odredena je na temelju

izgleda rasta na selektivnom agaru, pozitivnim testom oksidaze, pozitivnim testom katalaze,

mikroskopskom pretragom i izostanku rasta na krvnom agaru u aerobnim uvjetima na 25 °C.

Rezultati istraZivanja prikazani su u tablicama 6-10.

Tablica 6. Prisutnost Campylobacter spp. u pretrazenim uzorcima

Koza
vratova
tovnih pili¢a

73,33%

26,67%

Pile¢a prsa
bez koze

23,33%

76,67%

Pileéa krilca

46,67%

53,33%

Pileci batak
- zabatak

53,33%

46,67%

UKUPNO

49,17%

50,83%
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U tablici 7. prikazane su dobivene CFU vrijednosti bakterija roda Campylobacter iz
uzoraka koza vratova tovnih piliéa. Od 30 pretrazenih uzoraka, u 22 uzoraka je utvrdena
prisutnost bakterija roda Campylobacter, s rasponom vrijednosti od 545 CFU/g do 10636
CFU/qg.

Tablica 7. Prisutnost Campylobacter spp. u kozama vratova tovnih pili¢a izrazeno kao CFU/g

1.
2.
3.
4.
)
6.
7.
8.
9.
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U tablici 8. prikazane su dobivene CFU vrijednosti bakterija roda Campylobacter iz

uzoraka pile¢ih prsa bez koze. Od 30 pretrazenih uzoraka, u 7 uzoraka je utvrdena prisutnost

bakterija roda Campylobacter, s rasponom CFU vrijednosti od 272 CFU/g do 1182 CFU/qg.

Tablica 8. Prisutnost Campylobacter spp. u uzorcima pileé¢ih prsa bez koze izrazeno kao
CFU/g

1.
2.
3.
4.
S.
6.
7.
8.
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U tablici 9. prikazane su dobivene CFU vrijednosti bakterija roda Campylobacter iz
uzoraka pile¢ih krilaca. U 30 pretrazenih uzoraka, u 14 uzoraka je utvrdena prisutnost
bakterija roda Campylobacter, a raspon dobivenih vrijednosti kretao se od 455 CFU/g do
2364 CFU/g.

Tablica 9. Prikaz dobivenih vrijednosti Campylobacter spp. u uzorcima pile¢ih krilaca
izrazeno kao CFU/g

1.
2.
3.
4.
52
6.
7.
8.
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U tablici 10. prikazane su dobivene CFU vrijednosti bakterija roda Campylobacter iz
uzoraka pile¢ih bataka - zabataka. U 16 uzoraka je utvrdena prisutnost bakterija roda

Campylobacter, a raspon dobivenih vrijednosti kretao se od 455 CFU/g do 2182 CFU/qg.

Tablica 10. Prikaz dobivenih vrijednosti Campylobacter spp. u uzorcima pile¢ih bataka —
zabataka izrazeno kao CFU/g

0100 N O (O L3 (P 1=

Raspon vrijednosti svih analiziranih uzoraka kod kojih je utvrdena prisutnost bakterija roda

Campylobacter spp. kretao se od 272 CFU/g sve do 10636 CFU/qg.

Rezultati prisutnosti Campylobacter spp. prema mjestu uzorkovanja prikazani su u
tablicama 11 - 14.
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U tablici 11. prikazani su rezultati prisutnosti i raspon vrijednosti (CFU/g) za

Campylobacter spp. u uzorcima koZe vratova tovnih pili¢a za tri odabrane klaonice. Najveci

broj pozitivnih uzoraka dokazan je u klaonici 2, zatim u klaonici 1, a najmanji u klaonici 3.

Tablica 11. % pozitivnih uzoraka koze vratova tovnih pili¢a i raspon CFU/g prema mjestu

uzorkovanja

KLAONICA 1 8 80,00%

636-4273

KLAONICA 2 9 90,00%

545-5182

KLAONICA 3 50,00%

2364-10636

UKUPNO (n=30) 73,33%

545-10636
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U tablici 12. prikazani su rezultati pozitivnih uzoraka pile¢ih prsa bez koze prema

mjestu uzorkovanja. Najvec¢i postotak pozitivnih uzoraka bio je u klaonici 2, ali s manjim

rasponom CFU/g u odnosu na ostala mjesta uzorkovanja.

Tablica 12. % pozitivnih uzoraka pile¢ih prsa bez koze i raspon CFU/g prema mjestu

uzorkovanja

Uzorak: pileé¢a
prsa bez koze

Utvrdena
prisutnost
Campylobacter spp.

Mjesto
uzorkovanja

n/10

%

Raspon vrijednosti
CFU/g

KLAONICA1

20,00%

636-1182

KLAONICA 2

30,00%

272-818

KLAONICA 3

20,00%

818-1090

UKUPNO (n=30)

23,33%

272-1182
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U tablici 13. prikazani su rezultati pozitivnih uzoraka pile¢ih krilaca prema mjestu

uzorkovanja. Najveéi postotak pozitivnih uzoraka bio je u klaonici 2, zatim u klaonici 1 dok

je u klaonici 3 Campylobacter spp. utvrden u najmanjem broju uzoraka.

Tablica 13. % pozitivnih uzoraka pilecih krilaca i raspon CFU/g prema mjestu uzorkovanja

KLAONICA 1

50,00%

455-2364

KLAONICA 2

60,00%

1000-2364

KLAONICA 3

30,00%

1636-2182

UKUPNO(n=30)

46,67%

455-2364
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U tablici 14. prikazani su rezultati pozitivnih uzoraka pile¢ih bataka — zabataka za tri
odabrane klaonice. Najveci postotak pozitivnih uzoraka bio je u klaonici 2, zatim u klaonici 1
gdje se raspon dobivenih vrijednosti kretao do maksimalnih 2182 CFU/g. U klaonici 3 je

Campylobacter spp. utvrden u najmanjem broju uzoraka, ali s visokim vrijednostima CFU/g.

Tablica 14. % pozitivnih uzoraka pile¢ih bataka — zabataka i raspon CFU/g prema mjestu

uzorkovanja

Uzorak: pile¢i

batak - zabatak Utvrdena prisutnost

Campylobacter spp. | Raspon vrijednosti
CFU/g

Mjesto Broj

[0)
uzorkovanja n/10 L

KLAONICA 1 50,00% 636-2182
KLAONICA 2 80,00% 455-1909
KLAONICA 3 30,00% 1364-1727

UKUPNO (n=30) 53,33% 455-2182
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Na slici 3. su prikazani rezultati ukupnog broja pozitivnih uzoraka u kojima je dokazana
prisutnost Campylobacter spp. prema mjestu uzorkovanja. U svakoj klaonici uzorkovano je
ukupno 40 uzoraka (10 uzoraka koza vratova, 10 uzoraka pilecih prsa bez koze, 10 uzoraka

pile¢ih krilaca i 10 uzoraka pilecih bataka — zabataka).

30
26 27
25
2020
20 m utvrdena prisutnost
14 Campylobacter spp.
151 M nije utvrdena prisutnost
Campylobacter spp.
10
5 -4
0 T T 1
KLAONICA 1 KLAONICA 2 KLAONICA 3

Slika 3. Broj pozitivnih uzoraka Campylobacter spp. prema mjestu uzorkovanja
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4.1. Rezultati statisticke analize uzoraka

Podaci su obradeni statistickim programom Stata 13.1 (USA, Stata Corp.). Razlike u
ucestalosti izdvajanja bakterija roda Campylobacter iz razlicitih kategorija pile¢eg rasjeka
provjerene su hi-kvadrat testom. Hi — kvadrat test se upotrebljava u vecini sluc¢ajeva ako se
usporeduju kvalitativni podaci ili ako distribucija znacajno odstupa od normale. Razlike
CFU/qg vrijednosti testirane su Kruskal-Wallis neparametrijskim testom te Dunn-ovim testom.
Dunn — ov test je neparametrijski post hoc test, odnosno sluzi za medusobnu usporedbu

skupina ako je u osnovnoj analizi usporedeno vise od dvije skupine

Tablica 15. Razlike u ucestalosti izdvajanja bakterija roda Campylobacter iz razlicitih

kategorija pileceg rasjeka odredene hi — kvadrat testom

Campylobacter spp.
KATEGORIJA . o

Pozitivni
n (%)
koZa vrata 22 (73,3) 8

pileca prsa bez koze 7 (23,3) 23

Negativni

pileca krilca 14 (46,67) 16
pile¢i batak -
zabatak
UKUPNO 59 (49,1) 61

P (y? test) p=0,02

16 (46,6) 14

Opazene razlike u ucestalosti izdvajanja kampilobaktera iz razli¢itih kategorija

statisti¢ki su znacajne (p=0,02).
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Tablica 16. Broj (CFU/g) bakterija iz roda Campylobacter u razli¢itim dijelovima pileceg
rasjekla odreden je Kruskal — Wallis neparametrijskim testom

KATEGORIJA Median

koza vrata 2273

pile¢a prsa bez koze

(file) 818

pile¢a krilca 1681.5

pile¢i batak - zabatak 1364

U tablici 16. prikazani su statisticki dobiveni podaci. Najvise vrijednosti CFU/g dobivene su
pretragom koZe vratova, a najmanje pretragom prsa bez koZze. OpaZzene razlike u
vrijednostima CFU/g iz razli¢itih dijelova pile¢eg mesa i koze statisticki su znacajne

(p=0,0086).

Tablica 17. Prikaz rezultata Dunn — ovog testa usporedbe broja Campylobacter spp. izmedu

dijelova pileceg rasjeka

USPOREDBA z

koza vrata : prsa 3,293398

koza vrata : krilca 1,299872

koza vrata : batak 2,251551

prsa : krilca -2,127333

prsa : batak -1,521276

krilca : batak 0,807124

U tablici 17. prikazane su medusobne usporedbe vrijednosti CFU/g te je utvrdeno kako

se statisticki znacajno razlikuju CFU/g koze vratova i prsa bez koze (p=0,003).
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5. RASPRAVA



Do danas kampilobakterioza je najces¢e prijavljivana zoonoza u Europskoj Uniji. Broj
prijavljenih potvrdenih slucajeva pojave kampilobakterioze u 2020. godini iznosio je 120,946.
U 2019. godini u dvije tre¢ine drzava ¢lanica EU-a smanjen je broj potvrdenih slucajeva
kampilobakterioze. Pad sluCajeva takoder je primijeCen 2020. godine, vjerojatno zbog
pandemije COVID-19 i izlaska Ujedinjenog Kraljevstva iz Europske Unije. Medutim, ukupni
trend kampilobakterioze u razdoblju 2016. — 2020. nije pokazao statisticki znacajan porast ili
pad. U usporedbi s 2019. godinom uoceno je veliko smanjenje slucajeva kampilobakterioze
povezanih s putovanjem. Zatvaranje granica diljem Europe, kao i medunarodna ogranic¢enja
mobilnosti uzrokovana zatvaranjem zra¢nih, morskih i kopnenih granica u nekim zemljama,
potencijalni su razlog smanjenja slucajeva kampilobakterioze. Znafajno smanjenje broja
zabiljezenih slucajeva u proljece 2020. godine vjerojatno je posljedica pandemije COVID-19 i
provedbe mjera karantene diljem EU-a. Unutar EU-a hospitalizirano je viSe od 8 500
slucajeva kampilobakterioze. Od 2020. godine postalo je obavezno prijavljivanje podataka za
Campylobacter spp. u kozama vratova rashladenih trupova tovnih pili¢a. Prema podacima
Europske agencije za sigurnost hrane (EFSA), pojavnost bakterija iz roda Campylobacter
prati se u pet glavnih Zivotinjskih vrsta, te postoji i kategorija ,,ostale Zivotinje* koju sa¢injava
viSe od 50 razli¢itih Zivotinjskih skupina. Od 20 891 uzoraka, pojavnost Campylobacter spp.
biljezi se u 4 638 (22,2%) uzoraka. Ukupno je 17 drzava ¢lanica i Cetiri drzave Clanice
izvijestilo o podacima, koji se prvenstveno odnose na brojlere (65,2%), a slijede goveda, pure,
macke i psi te svinje. Sesnaest zemalja prijavilo je podatke za brojlere, dok je samo nekoliko
zemalja dostavilo podatke za ostale Zivotinjske vrste. Udio pozitivnih jedinica bio je najveci
kod purana (62,1%) i svinja (58,5%), zatim brojlera (24,5%), macaka i pasa (15%) i na kraju
goveda (5,1%). lako je manji broj uzoraka testiran na "drugim Zzivotinjama", znatan udio
pozitivnih uzoraka otkriven je kod ovaca (30,6%, N=1077), divljih svinja (19,6%, N=61) i
divljih ptica (15,4%, N=279) (EFSA, 2021).

Stoga su u ovom radu bakterioloSkom analizom prema HRN EN 1SO 10272 — 2:2017 u tri
klaonice pili¢a na podrucju sjeverne Hrvatske analizirani uzorci koza vratova tovnih pilica,

pile¢ih prsa bez koze, pilecih krilca i pilecih bataka — zabataka na prisutnost Campylobacter
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spp. Ukupno je pretrazeno 120 uzoraka, a u uzorcima je prisutnost bakterija roda
Campylobacter bila 49,17%.

Dobiveni rezultati ukazuju na visoku pojavnost kampilobaktera u svjezem pileCem
mesu. Usporedujuci rezultate ostalih istrazivanja diljem Europske Unije i ostalih zemalja
diljem svijeta moze se re¢i kako kampilobakteri i tekako zahtjevaju veliku pozornost u smislu
bakterioloskog ispitivanja pileCeg mesa koje se smatra glavnim izvorom kampilobaktera.
Pruzinec Popovi¢ i sur. (2019) su u svom istrazivanju ispitali ukupno 60 uzoraka trupova
svjezih pilica uzorkovanih u maloprodaji na podru¢ju grada Rijeke gdje su ustanovili
prisutnost od 31,7%. U istrazivanju koje su proveli Alagi¢ 1 sur. (2016) utvrdena je prisutnost
Campylobacter spp. u 27,4% uzoraka pile¢ih trupova sa pripadaju¢om jetrom. Hadziabdi¢ i
sur. (2013) u uzorcima koza i trupova brojlera na liniji klanja u Bosni i Hercegovini dobili su
prisutnost kampilobaktera od 58,1%. Prema istrazivanju Kozacinski i sur. (2006) prikazano je
ispitivanje mikrobioloske kakvoce mesa peradi u prodaji na trziStu Republike Hrvatske.
Bakterioloskom analizom pretrazeno je 66 uzoraka svjezeg pile¢eg mesa u maloprodaji od
kojih je 21 uzorak pileca prsa bez koze - “file”, 19 uzoraka pileéih prsa s kozom, te smrznuto
mljeveno pile¢e meso (26 uzoraka). Uzorci su ispitani na prisutnost bakterija Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Enterobacteriaceae, Campylobacter spp. i
sulfitreducirajuce klostridije. Bakterije iz roda Campylobacter nisu pronadeni ni u jednom od
analiziranih uzoraka. U istrazivanju koje su proveli Grani¢ 1 sur. (2009), ispitali su 15 uzoraka
pileceg mesa, od kojih je 66,6% bilo pozitivno na prisutnost Campylobacter spp. U
konzumnom mesu peradi Suzuki i Yamamoto (2009) dali su pregled prisutnosti u svjezem
mesu peradi diljem svijeta, pa je tako u Sjevernoj Americi prisutnost kampilobaktera iznosila
63,8%, u Srednjoj i Juznoj Americi 82,3%, u Europi 53,3%, u Africi 73,1%, u Aziji 60,3%
dok je u Oceaniji iznosila visokih 90,4%.

Gotovo polovica danas poznatih tzv. ,,foodborne* patogena otkrivena je u posljednjih
30-tak godina, a ¢emu je pridonijela 1 poveéana konzumacija mesa i mesnih proizvoda
(Tauxe, 2002, Guti¢, 2015). Proizvodnja i potroSnja mesa peradi i proizvoda od mesa peradi
pokazuje rastuci trend, a upravo je meso peradi glavni izvor bakterija roda Campylobacter.
To, naravno, zahtijeva odgovarajuc¢u kontrolu u svim fazama, od uzgoja peradi, klaonickim

objektima, pogonima za preradu i trgovinama. Potro$a¢i su takoder vazan faktor za
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mikroorganizme koji se prenose hranom, zbog nacina na koji ¢uvaju i pripremaju hranu.
Ucinkovit nacin prevencije bolesti koje se prenose hranom je pracenje mikrobioloske kakvoce
mesa peradi i mesnih proizvoda tijekom proizvodnje, skladistenja i distribucije (Kozacinski i
sur., 2006).

Zakonskom regulativom nije propisano bakterioloSko ispitivanje pile¢eg mesa na
bakterije iz roda Campylobacter. Kontrola kampilobaktera provodi se u klaonickim objektima
kao kriterij higijene mikrobioloSkog procesa Sto je definirano Uredbom Komisije (EU)
2017/1495 od 23. kolovoza 2017. o izmjeni Uredbe (EZ) br. 2073/2005 u pogledu
Campylobactera u trupovima brojlera gdje je propisana grani¢na vrijednost kao kriterij
higijene mikrobioloskog procesa od 1000 CFU/g na kozi vratova tovnih pili¢a. Uzorkovanje u
klaonickim objektima provodi se svaki tjedan. Ucestalost uzorkovanja na parametar
Campylobacter spp. mozZe se smanjiti na svaka dva tjedna ako se u 52 uzastopna tjedna dobiju
zadovoljavaju¢i rezultati. Cilj kriterija higijene procesa za Campylobacter u trupovima
brojlera je stalno pracenje ucestalosti ove bakterije u klaonickim objektima kako ne bi doslo
do kontaminacije iznad koje su potrebne korektivne mjere u svrhu poboljSanja higijene.
Kontrola Campylobacter spp. i dalje je izazov jer se ¢ini da vertikalni prijenos nije vazan
¢imbenik rizika i sve ovisi o ucinkovitosti biosigurnosnih mjera u uklanjanju kampilobaktera
iz brojlera. U Republici Hrvatskoj se pojava humanih slucajeva kampilobakterioze sluzbeno
prati od 2007. godine. Zbog porasta broja humanih slucajeva kampilobakterioze te izrade
mjera 1 preporuka neophodnih za sprjecavanje oboljenja ljudi, Uprava za veterinarstvo i
sigurnost hrane od 2009. godine provodi programe praéenja bakterija roda Campylobacter u
primarnoj proizvodnji i klaonicama kao i njihove otpornosti na antimikrobne pripravke u

jatima tovnih pili¢a u Republici Hrvatsko;.

Ovim istrazivanjem ukupno je pretrazeno 120 uzoraka od kojih je 30 uzoraka koze
vratova tovnih pili¢a, 30 uzoraka svjezih pile¢ih prsa bez koze, 30 uzoraka svjezih pile¢ih
krilaca, te 30 svjezih pile¢ih bataka — zabataka. Uzorci su uzorkovani u tri klaonice. Najveca
prisutnost Campylobacter spp. utvrdena je kod uzoraka koze vratova tovnih pili¢a (73,33%),
zatim pile¢ih bataka — zabataka (53,33%), nakon toga slijede pilec¢a krilca (46,67%), te pileca
prsa bez koze (23,33%) (tablica 6). Raspon vrijednosti svih analiziranih uzoraka kod kojih je

utvrdena prisutnost bakterija Campylobacter spp. kretao se od 272 CFU/g do 10636 CFU/g.
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Najveci raspon je zabiljezen kod uzoraka koza vratova 1 iznosio je od 545 CFU/g do 10636
CFU/g, najmanji kod uzoraka pilecih prsa bez koze s vrijednostima od 272 CFU/g do 1182
CFU/g, a kod uzoraka pilecih krilaca i pile¢ih bataka — zabataka raspon dobivenih vrijednosti
kretao se od 455 CFU/g do 2364 CFU/g odnosno 455 CFU/g do 2182 CFU/g (tablice 7 — 10).
Posebnu pozornost u proizvodnji mesa peradi treba posvetiti Cinjenici da su zive Zivotinje
domacini velikog broja razli¢itih mikroorganizama koji se nalaze na njihovoj kozi, perju i u
probavnom sustavu. Tijekom klaoni¢ke obrade veéina ovih mikroorganizama biva unistena,
ali je moguca kontaminacija u kasnijim fazama procesa proizvodnje (od Cupanja perja,
evisceracije, pranja, pohranjivanja, rashladivanja do zamrzavanja), putem ruku radnika,
opreme ili iz same okoline (Zivkovi¢, 2009; Levak, 2015). Poznato je da bakterije iz roda
Campylobacter mogu prezivjeti u okoliSu, posebice u netretiranoj povrSinskoj vodi, no
primarno se prenosi na trupove peradi putem tekucine i fecesa iz gastrointestinalnog trakta
ptice, zbog velikog broja organizam koji se nalazi u tim teku¢inama (Franco i Williams,
2001), tako ostaje na kozi i u krajnjem proizvodu (Benefield, 1997). Koza peradi predstavlja
jedan od glavnih izvora Campylobacter spp. zbog slijevanja sadrzaja s povrsine trupova te se
pretpostavlja da je to podruje trupa peradi najéeS€e kontaminirano bakterijama.
Campylobacter spp. ostaju na koZi i mogu stvarati biofilm Sto im pruza povoljan okoli$ za
opstanak 1 daljnje onecis¢enje (Chantarapanont i sur., 2003). Ovi podaci upuéuju na to da je
koza peradi glavni izvor kampilobaktera. Koze vrata brojlera su dobri pokazatelji onec¢is¢enja
pili¢a vrstama Campylobacter spp. (Berndtson i sur., 1992.). Da koZa peradi predstavlja izvor
Campylobacter spp. pokazuje i ovo istrazivanje sa visokim postotkom prisutnosti u uzorcima
koza vratova. Povrh toga u uzorku koze vrata odredena je najvisa vrijednosti Campylobacter

spp. od 10636 CFU/qg.

Odvajanje i uklanjanje koZe od mesa trupova dovodi do znacajnih smanjenja u broju
kampilobaktera (Berrang i sur., 2002), a to se i pokazalo dobivenim rezultatima ovog
istrazivanja gdje je prevalencija utvrdena u 7 (23,33%) uzoraka pilec¢ih prsa bez koze (tablica
6). Kod uzorka pile¢ih prsa bez koze ustanovljena je najmanja vrijednost Campylobacter spp.
od 272 CFU/g (tablica 8) . Opc¢enito je misljenje da kampilobakteri oneciS¢uju pile¢e meso
tijekom proizvodnog procesa prezivljavajuc¢i unutar lanca proizvodnje te tako postaju rizik za
zdravlje ljudi. Dokazano je da tijekom proizvodnje uslijed kriznog onecis¢enja uzrocnikom

koji se nalazi u crijevu prije svega oneciste povrSinski dijelovi pile¢eg mesa, te su vrijednosti
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na povrSinama znacajno vec¢e u odnosu na unutrasnjost (Luber i Bartelet, 2006; Mikuli¢,
2013). Smatra se kako svjeza piletina moze ucestalo biti oneciS¢ena bakterijama roda

Campylobacter, ¢esto s prisutnoscu visom od 50% (Wilson, 2002).

U tablicama 11- 14 prikazani su rezultati prisutnosti i rasponi vrijednosti CFU/g za
Campylobacter spp. prema mjestu uzorkovanja. Od svih pretrazenih uzoraka najveci broj
pozitivnih uzoraka bio je u klaonici 2 s ukupno 26 uzoraka, zatim u klaonici 1 20 uzoraka,
dok je u klaonici 3 u 13 uzoraka utvrdena prisutnost bakterija iz roda Campylobacter (slika 2).
Prema rasponu dobivenih vrijednosti s obzirom na mjesto uzorkovanja, u klaonici 1 raspon
dobivenih vrijednosti kretao se 455 CFU/g do 4273 CFU/g, u klaonici 2 od 272 CFU/g do
5182 CFU/g, a u klaonici 3 od 818 CFU/g do 10636 CFU/g. 1z dobivenih rezultata vidljivo je
da je raspon vrijednosti priblizan u klaonici 1 i 2, dok je u klaonici 3, iako je Campylobacter
spp. dokazan u manjem broju uzoraka, vrijednost CFU/g znatno vec¢a u odnosu na vrijednosti
u klaonici 1 i 2. S obzirom da se kroz duze vremensko razdoblje prati higijena navedenih
objekata kroz parametar Campylobacter spp. u kozama vratova tovnih pili¢a, dobiveni
rezultati prate pojavnost i u ostalim dijelovima pileCeg rasjeka. Gledaju¢i dobivene
vrijednosti, u klaonici 3 je odrzavan najmanji stupanj higijene Sto je bilo vidljivo i prilikom
uzorkovanja, dok je u klaonici 1 i 2 stupanj higijene podjednak. lako je u klaonici 3, broj
uzoraka kod kojih je utvrdena prisutnost, najmanji, ali su dobivene vrijednosti CFU/g najvece,
dobiveni rezultati mogli bi se objasniti rjedim ali temeljitijem odrzavanjem objekta. U
klaonici 1 i 2 je pribliZzan broj pozitivnih uzoraka kao i priblizan broj dobivenih vrijednosti
CFU/g sto ukazuje na ucestalije odrzavanje pogona ali ne toliko temeljito. Dobiveni rezultati,
takoder bi se mogli povezati i sa uzgajivac¢ima pili¢a i u kakvom su stanju pili¢i prije klanja,
da li su mozda jata Campylobacter spp. pozitivna, ali o tome ne postoji informacija u

klaoni¢kim objektima u kojima su uzorci uzeti.

Glavni cilj Europske komisije za sigurnost hrane je osigurati visoku razinu sigurnosti
ljudskog zdravlja provodenjem kontrola ,,od polja/farme do stola®. Stoga je za sprjeCavanje
Sirenja bolesti povezanih s hranom vazno kontrolirati mikrobioloSku kakvoc¢u mesa peradi i
njegovih proizvoda tijekom proizvodnje, pohrane i distribucije na trziste (Kozacinski i sur.,
2006; Levak, 2015). Osim toga, za u¢inkovito djelovanje pri postupku klanja i preradi moraju

se poznavati kritine to¢ke kontaminacije, Sto zahtijeva dobro promisljeno, pazljivo planirano
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i ciljano istrazivanje. Vazno je prenijeti znanje u praksu, a to zahtijeva dobru suradnju s
proizvodacima peradi kao i vlasnicima i radnicima koji se bave klanjem i obradom peradi, te
stavljanje gotovog proizvoda na trziste. U istrazivanju koje je provedeno u Sloveniji utvrdeno
je kako se tijekom procesa klanja kontaminiraju gotovo svi trupovi, a najveéi udio
kontaminacije dogodi se jo$ prije ulaska u evisceracijski dio linija klanja, kod omamljivanja,
Surenja i1 Cupanja. Upravo taj dio procesa klanja je onaj gdje je moguce kontaminaciju jo$
smanjiti i na taj nacin pridonijeti sigurnosti gotovog proizvoda. Potvrdeno je kako postojeci
tradicionalni tehnoloski procesi (pranje, hladenje) smanjuju stupanj kontaminacije, ali ne
dovoljno. Za smanjenje kontaminacije mesa peradi nije dovoljna samo poboljSana tehnologija
I higijena klanja, nego je bitna i visoka osposobljenost proizvodnih radnika. Osim toga
odrzavanje hladnog lanca, dobra higijenska praksa u pripremi hrane, odgovarajuéa termicka
obrada namirnica osnovne su mjere kako bi se sprijecile infekcije uzrokovane hranom (Pate 1

Ocepek, 2015).

Prilikom statisticke obrade podataka koristen je hi — kvadrat test, Kruskal — Wallis
neparametrijski test te Dunn — ov test. Hi- kvadrat testom utvrdeno je kako je ucestalost
izdvajanja kampilobaktera iz razli¢itih kategorija pileceg mesa statisticki znacajna (p=0,02
(tablica 15). Odredene su minimalne, maximalne i srednje vrijednosti dobivenih rezultata iz
kojih je Kruskal — Wallis neparametrijskim testom dobivena statisticki znacCajna razlika
izmedu razli¢itih dijelova pileCeg mesa i koze (p=0,006) (tablica 16). Dunn — ovim testom
usporedene su dobivene vrijednosti CFU/g izmedu dijelova pileeg mesa kojim je utvrdena
statisticki znacajna razlika izmedu koza vratova i prsa bez koze (p=0,003) (tablica 17). 1z
dobivene statisticke obrade vidljivo je kako su koze vratova najviSe kontaminirane
bakterijama Campylobacter spp. Sto su objasnili mnogi autori, koje se ujedno pretrazuju kao
kriterij higijene procesa u klaonickim objektima, dok su pile¢a prsa bez koZze najmanje
kontaminirana Sto je vidljivo iz dobivenih rezultata. Dokazano je kako se u kozi zadrzava

najveci broj mikroorganizama.
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6. ZAKLJUCAK



Iz dobivenih rezultata istrazivanja prisutnosti bakterija roda Campylobacter u uzorcima koze
vratova tovnih pili¢a i1 svjezeg pileCeg mesa — pile¢a prsa bez koZe, pileca krilca i pilecih
bataka — zabataka uzorkovanih u tri klaonice podrijetlom od razlicitih proizvodaca mesa

peradi sa podrucja sjeverozapadne Hrvatske, moze se zakljuciti:

1. Od ukupno 120 uzoraka u 49,17% uzoraka dokazana je prisutnost bakterija roda

Campylobacter.

2. Najve¢i broj pozitivnih uzoraka odnosi se na uzorke koza vratova tovnih pilica
(73,33%), slijede ih uzorci pile¢ih bataka — zabataka (53,33%) i pile¢ih krilca
(46,67%), a 23,33% pozitivna uzorka su uzorci pileéih prsa bez koze.

3. Najvece vrijednosti CFU/g za Campylobacter spp. dokazane su u uzorcima pile¢ih
vratova s kozom (10636 CFU/g), a najmanje u uzorcima pilecih prsa bez koze (272
CFU/qg).

4. Opazene razlike u ucestalosti izdvajanja kampilobaktera iz razlicitih kategorija pilec¢eg

rasjeka statisticki su znacajne (p=0,02).
5. Opazene razlike u vrijednostima CFU/g iz razli¢itih dijelova pileteg mesa i koze

statisticki su znacajne (p=0,0006).

6. S obzirom na visoku pojavnost bakterija roda Campylobacter u klaonicama vazno je
provoditi higijensko - sanitarne mjere s ciljem sprjeavanja kontaminacije pileceg

mesa.
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