STRUCNI RAD

Mikrobioloska cistoca povrsina hladnjaka
za cuvanje hrane u kuéanstvima

Microbial contamination of food refrigerators in households

Vujic, K., M. Kis?**, N. Zdolec’

"Kristina Vujic, dr. med. vet.
2 Marta Kis, dr. med.

vet., Zavod za higijenu,
tehnologiju i sigurnost
hrane, Veterinarski fakultet
Sveucilista u Zagrebu

3 izv. prof. dr. sc. Nevijo
Zdolec, Zavod za higijenu,
tehnologiju i sigurnost
hrane, Veterinarski fakultet

Sazetak

strazena je mikrobioloSka Cisto¢a unutrasnjih povrsina hladnjaka za ¢uvanje hrane u ku¢anstvima.
Obrisci su uzeti u 25 hladnjaka te je odredivana prisutnost bakterija Salmonella spp. i Listeria spp.
te broj Yersinia enterocolitica, psihrofilnih bakterija, kvasaca i plijesni, enterokoka, enterobakterija
i Pseudomonas spp. Salmonella spp. i Listeria spp. nisu izolirane, dok je broj Yersinia enterocolitica,
Pseudomonas spp. i enterokoka bio ispod praga detekcije. Psihrofilne bakterije utvrdene su u 13
obrisaka (52 % hladnjaka), a njihov se broj kretao u rasponu od 1 do 141 CFU/cm?. Kvasci i plijesni

Sveucilista u Zagrebu utvrdeni su u 11 obrisaka (44 % hladnjaka) u broju od 0,1 do 280 CFU/cm?. Enterobakterije su pro-
 o-adresa: nadene na povrsini jednog hladnjaka u broju 2,6 CFU/cm?. Temperature hladnjaka kretale su se u
mi}g@gszg},r rasponu od 1 do 11,3 °C uz srednju vrijednost od 6,56 °C. Nije utvrdena povezanost temperature

hladnjaka s brojem psihrofilnih bakterija i gljivica. Varijabilnost mikrobnih populacija i temperatur-
nog rezima hladnjaka vjerojatno je posljedica razli¢itosti navika i Zivotnog stila vlasnika ku¢anstava.

Abstract

his paper investigates the microbiological cleanliness of the inner surfaces of food refrigera-

tors in households. Swabs were taken from 25 refrigerators, and the presence of Salmonella
spp. and Listeria spp., and the number of Yersinia enterocolitica, psychrophilic bacteria, yeasts and
molds, enterococci, enterobacteria and Pseudomonas spp. was evaluated. Salmonella spp. and Li-
steria spp. were not isolated, while the number of Yersinia enterocolitica, Pseudomonas spp. and
enterococci was below the detection level. Psychrophilic bacteria were found in 13 swabs (52 %
of samples), and their number ranged from 1 to 141 CFU/cm?. Yeasts and molds were found in 11
swabs (44%) in numbers from 0.1 to 280 CFU/cm?. Enterobacteria were found on the surface of
one refrigerator at 2.6 CFU/cm?. Refrigerator temperatures ranged from 1 to 11.3 °C with a mean
value of 6.56 °C. There was no correlation between the refrigerator temperature and the number of
psychrophilic bacteria and fungi. The variability of microbial populations and temperature regime
of refrigerators was probably due to the diversity of the habits and lifestyles of household owners.
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uvoD

Tehnologija hladenja uvelike je promijenila
koncept sigurnosti hrane u smislu o€uvanja odr-
Zivosti i dostupnosti hrane. U domacinstvima
se hladnjaci neprekidno koriste, stoga je vaz-
no redovito i primjereno odrzavati uredaje, ali
i njihovu higijenu. Preporucuju se temperature
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hladenja hrane u ku¢anstvima u rasponu od 0 do
5°C (James i sur., 2016.). No taj se raspon rijet-
ko biljezi u velikom broju ku¢anstava, a ¢este su
temperaturne oscilacije odnosno porast tempe-
rature hladnjaka zbog razlicitih ¢imbenika poput
frekvencije otvaranja hladnjaka ili loSeg odrza-
vanja sustava hladenja.
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Mikroorganizmi koji rastu na temperatura-
ma hladenja hrane mogu prouzro¢iti brze kva-
renje hrane i zadrzavati se na kontaminiranim
povrsinama hladnjaka (Stratford, 2006., Gram
i sur.,, 2002.). 0d patogenih bakterija mogu se
ocekivati Listeria monocytogenes i Yersinia
enterocolitica, kao i drugi mikroorganizmi iz
skupine psihrofilnih mikroorganizama poput
kvasaca i plijesni, Pseudomonas spp. i drugi
(Ray i Bhunia, 2013.). Opcenito je nalaz mikro-
organizama na unutrasnjim povrsinama hlad-
njaka uvjetovan kontaminacijom preko hrane
i drugih hladenih artikala, a opstanak i rast te
mikroflore uvjetuju postupci (ne)cisc¢enja i de-
zinfekcije te temperatura hladenja i oscilacije
temperatura. Istrazivanja mikrobne kontami-
nacije povrsina hladnjaka znacajno se razlikuju
s obzirom na utvrden broj pojedinih mikrobnih
skupina, Sto je razumljivo zbog utjecaja broj-
nih ¢imbenika, od ljudskog faktora, hrane koja
se ¢uva u hladnjaku ili rezima hladenja. Npr. Ye
i suradnici (2019.) na povrsinama hladnjaka
utvrdili su ukupan broj bakterija od 3,18 do 7,82
log CFU/100 cm?, psihrotrofnih bakterija 2,37 —
8,13 log CFU/100 cm?, a gljivica 3,57 — 7,46 log
CFU/100 cm? $to pokazuje veliku varijabilnost.
Patogeni mikroorganizmi rijetko se izoliraju, no
ima izuzetaka, posebno u slucaju L. monocyto-
genes. Stoga se hladnjaci iz ku¢anstava smatra-
ju potencijalnim izvorom uzro¢nika te alimen-
tarne infekcije (James i sur., 2016.).

U skladu s navedenim cilj je ovog rada bio
istraziti mikrobioloSku ¢isto¢u unutrasnjih povr-
Sina hladnjaka za ¢uvanje hrane u kuc¢anstvima
na podrucju Zagreba i okolice, uglavnhom u ku-
¢anstvima s mladom populacijom. Istodobno je
pracena temperatura hladenja hrane u svakom
hladnjaku radi uvida u njezinu povezanost s bro-
jem mikroorganizama na povrsinama.

MATERLJAL | METODE

Uzorkovanje

Uzorkovane su unutrasnje povrsine hladnja-
ka za ¢uvanje hrane iz 25 ku¢anstava pri ¢emu
je uzimano po tri brisa (dokaz Salmonella spp. i
L. monocytogenes te brojenje preostalih mikro-
organizama). Vlasnici su prethodno obavijesteni
o planu i vremenu uzorkovanja, a svoj su prista-
nak potvrdili potpisom u obrazac.
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Primijenjeni su sterilni brisovi, a uzorkovano
je po 100 cm?povrsina hladnjaka na kojoj je ¢u-
vana hrana. Prilikom uzorkovanja izmjerena je
temperatura u hladnjaku umjerenim termome-
trom. Brisovi su dopremljeni na analizu u mikro-
bioloski laboratorij Zavoda za higijenu, tehnolo-
giju i sigurnost hrane Veterinarskog fakulteta u
roku od 12 sati od uzorkovanja.

Mikrobioloska obrada uzoraka

Radi odredivanja broja mikroorganizama u 1
mL obriska u bris je dodano 10 mL slane pep-
tonske vode te je napravljena homogenizacija
i daljnja serijska razrjedenja. Utvrdivan je broj
Yersinia enterocolitica, Pseudomonas spp., en-
terobakterija, enterokoka, kvasaca i plijesni te
psihrofilnih bakterija.

Nakon homogenizacije i serijskih razrjediva-
nja uzet je 1 mLili 0,1 mL inokuluma na hranjive
podloge: PCA (BioMerieux, Francuska) za psihro-
filne bakterije uz inkubaciju 10 dana na 6,5 °C,
VRBG agar (Merck, Njemacka) za enterobakterije
uz inkubaciju 24 sata pri 30 °C, CIN agar (Merck,
Njemacka) za Y. enterocolitica tijekom 24 h pri
30 °C, cetrimidni agar (Merck, Njemacka) za Pse-
udomonas spp. tijekom 48 h pri 25 °C, Compass
Enterococcus agar (Biorad, SAD) za enterokoke
tijekom 37 h pri 44 °C i YGC agar (Merck, Nje-
macka) za kvasce i plijesni tijekom 72 h pri 25
°C. Prisutnost Salmonella spp. odredivana je
dodavanjem 10 mL puferirane peptonske vode
(Biorad, SAD) u bris (postupak predobogaci-
vanja). Nakon inkubacije od 24 h pri 37 °C 0,1
mL je prebac¢en u 10 mL Rappaport Vassiliadis
soja bujona (Biorad, SAD). Nakon inkubacije na
41,5 °C tijekom 24 h utinjeno je nacjepljivanje
na ksiloza-lizin-dezoksikolatni agar (XLD, Bioli-
fe, Italija) koji je potom inkubiran tijekom 24 h
pri 37 °C. Prisutnost Listeria spp. odredivana je
dodavanjem 10 mL Half-Fraser bujona (Biorad,
SAD) u bris (predobogacivanje) sto je inkubirano
tijekom 24 h pri 30 °C. Potom je 0,1 mL kulture
prebaceno u 10 mL Fraser bujona te inkubirano
24 h pri 37 °C. Oba su obogaéenja ezom nasa-
dena na Listeria selektivni agar prema Ottaviani
i Agosti (ALOA agar) i inkubirana 24 h pri 37 °C.

Nakon provedenih inkubiranja ocitani su re-
zultati u smislu provjere porasta i morfologije
kolonija na selektivnim agarima za Salmonella
spp. i Listeria spp. Porasle kolonije na preosta-
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lim agarima izbrojene su te je izraCunat broj mi-
kroorganizama (CFU) po cm? (CFU/mL x koli¢ina
dodane otopine (10 mL) / uzorkovana povrsina
(100 cm?).

Statisticka obrada

Rezultati su obradeni metodama deskrip-
tivne statistike (Statistica 13.5). Statisticki je
provjerena povezanost broja mikroorganizama
s temperaturom hladnjaka testom korelacije (r).

REZULTATI

Iz tablice 1 vidljivo je da s povrsSina hladnja-
ka za hranu nisu izolirane Salmonella spp. ni
Listeria spp. Broj enterokoka, Y. enterocolitica
Pseudomonas spp. bio je ispod granica detekcije
metoda (< 1 CFU/cm?). Psihrofilne bakterije utvr-
dene su u 13 obrisaka (52 % hladnjaka), a njihov
se broj kretao u rasponu od 1 do 141 CFU/cm?.
Kvasci i plijesni utvrdene su u 11 obrisaka (44 %
hladnjaka) i njihov se broj kretao od 0,1 do 280
CFU/cm?. Obje skupine mikroorganizama, odno-
sno psihrofilne bakterije i gljivice istodobno su
bile prisutne u osam hladnjaka. Enterobakteri-
je su pronadene na povrsini jednog hladnjaka u
broju 2,6 CFU/cm?2.

RASPRAVA

Ovim istrazivanjem pokazalo se da je mikro-
bioloSka Cistoca hladnjaka za ¢uvanje hrane u
pretrazenim domacinstvima zadovoljavajuca.
Tomu u prilog ide odsutnost najvaznijih patoge-
na, Salmonella spp., L. monocytogenes i Y. en-
terocolitica. Pretpostavka moguc¢nosti nalaza L.
monocytogenes i Y. enterocolitica temelji se na
njihovoj psihrotrofnosti, odnosno sposobnosti
rasta na temperaturama hladnjaka. Takoder,
pokazatelji one¢iS¢enja — enterobakterije i en-
terokoki nisu utvrdeni, osim u jednom hladnja-
ku (enterobakterije). S druge strane, varijabilna
populacija psihrofilnih bakterija i gljivica pri-
sutna je u priblizno pola pretrazenih hladnjaka
Sto upucuje na moguce propuste u odrzavanju
higijene. Ye i suradnici (2019.) na povrSinama
hladnjaka utvrdili su ukupan broj bakterija od
3,18 do 7,82 log CFU/100 cm?, psihrotrofnih
bakterija 2,37 — 8,13 log CFU/100 cm?, a gljivica
3,57 - 7,46 log CFU/100 cm?Sto pokazuje veliku
varijabilnost mikrobne populacije utvrdene i u
nasem istrazivanju.
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Niz razli¢itih patogenih bakterija pronaden
je u kuhinjama i na specifitnim pozicijama, po-
put rucke vrata hladnjaka koja je njihov najce-
§¢i izvor (Haysom i Sharp, 2005.; Azevedo i sur.,
2005.). Stoga je uloga hladnjaka u trovanjima
hranom u kuéanstvima posljednjih godina po-
stala ¢esta tema istrazivanja, a poznato je da su
L. monocytogenes i Y. enterocolitica jedine pa-
togene bakterije iz hrane sposobne rasti ispod
5 °C. Nasi rezultati u pogledu nalaza patogena
u hladnjacima odgovaraju vedini istrazivanja
koja pokazuju njihovu nisku incidenciju u unu-
trasnjosti hladnjaka (James i sur., 2016.). Ipak,
Macias-Rodriguez i suradnici (2013.) izvje$¢uju
o ¢estom nalazu L. monocytogenes (20,5 — 59,5
%) i Salmonella spp. (8 — 32,5 %) u hladnjacima
na podrucju Meksika. Pri usporedbama ovakvih
istrazivanja treba u obzir uzeti demografske,
kulturoloske i socijalne ¢imbenike koji se znatno
razlikuju u razlic¢itim regijama svijeta. Kennedy i
suradnici (2005.) utvrdili su da je veca incidenci-
ja patogena i veci broj aerobnih bakterija u hlad-
njacima urbanih sredina u odnosu na kucanstva
ruralnog podrucdja, kao i da je nalaz patogenih
bakterija u hladnjacima vjerojatniji u ku¢anstvi-
ma s mladim ukucanima (< 25 godina). U nasem
istrazivanju nismo usporedivali rezultate s obzi-
rom na podrijetlo uzorka (adresu kué¢anstva) jer
su svi bili na podrucju Zagreba i blize okolice, ali
se ve¢inom radilo o studentskoj populaciji.

Istrazivanja povezanosti Cisto¢e hladnjaka
te ostalih uvjeta u hladnjaku s pojavom trovanja
hranom oskudna su, ali upuéuju na moguc¢nost
pozitivne korelacije (James i sur., 2016.). Osim
opce higijene i sanitacije hladnjaka kao predu-
vjeta nalaza mikroorganizama, njihov je rast
ovisan o temperaturi. U naSem istrazivanju tem-
perature hladnjaka u kuéanstvima kretale su se
od 1 pa sve do 11,3 °C. Opsezan pregled tem-
peratura hladnjaka u ku¢anstvima proveli su Ja-
mes i suradnici (2016.) koji navode ukupnu pon-
deriranu aritmeticku srednju vrijednost srednjih
temperatura izmjerenih u svijetu oko 6,1 °Ci bi-
ljeZze da viSe od 50 % hladnjaka djeluje na sred-
njoj temperaturi iznad ove. Obitno se preporu-
Cuje da hladnjak hladi na temperaturama izme-
du 0i5-°C. S obzirom na te preporuke u naSem
istrazivanju tek je sedam hladnjaka radilo u tom
rasponu. Srednja vrijednost temperature hlad-
njaka u nasem je istrazivanja bila nesto iznad
svjetskog prosjeka (6,56 °C), no vidljive su ve-
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Tablica 1. Rezultati mikrobioloske pretrage (CFU/cm?) obrisaka unutrasnjih povrsina hladnjaka za ¢uvanje hra-

ne u ku¢anstvima.
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1 8,2 <1 <1 <0,1 <1 <0,1 <0,1
2 7,3 <1 <1 1 <1 <0,1 <0,1
3 8 <1 <1 1 <1 <0,1 <0,1
4 3,5 <1 <1 77 <1 280 <0,1
5 8,3 <1 <1 1,5 <1 6 <0,1
6 6,4 <1 <1 126 <1 30 2,6
7 6,4 <1 <1 3 <1 2 <0,1
8 4,7 <1 <1 20 <1 <0,1 <0,1
9 8,5 <1 <1 3 <1 10 <0,1
10 7,2 <1 <1 2 <1 10 <0,1
11 6,7 <1 <1 1 <1 3 <0,1
12 7,5 <1 <1 <0,1 <1 <0,1 <0,1
13 6,2 <1 <1 <0,1 <1 0,1 <0,1
14 9,0 <1 <1 <0,1 <1 <0,1 <01
15 a7 <1 <1 <0,1 <1 <0,1 <0,1
16 3,5 <1 <1 <0,1 <1 <0,1 <0,1
17 1,0 <1 <1 <0,1 <1 <0,1 <0,1
18 6,0 <1 <1 10 <1 <0,1 <0,1
19 5,0 <1 <1 <0,1 <1 0,5 <0,1
20 8,0 <1 <1 141 <1 0,4 <0,1
21 4,0 <1 <1 <0,1 <1 <0,1 <0,1
22 7,2 <1 <1 <0,1 <1 0,1 <0,1
23 11,3 <1 <1 38 <1 <0,1 <0,1
24 8,5 <1 <1 <0,1 <1 <0,1 <0,1
25 7,0 <1 <1 <0,1 <1 <0,1 <0,1

*Salmonella spp. i Listeria spp. nisu izolirane
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Tablica 2. Deskriptivna statistika broja mikroorga-
nizama (CFU/cnv) i temperature hladnjaka (°C).

o
2 = =
= © 0
2 2 =
= a &
(=
X 6,56 32,65 31,1
SD 2,18 49,82 83,01
Min-Max | 1-11,3 1-141 | 0,1-280
Median 7 3 3

like oscilacije odnosno Sirok raspon izmjerenih
vrijednosti. Posebno se Sirok raspon vrijednosti
vidi u broju psihrofilnih bakterija i gljivica, dok
im je prosjecan broj po cetvornom centimetru
podjednak. S tim u vezi, povezanost tempe-
rature s brojem psihrofilnih bakterija i gljivica
nije statisticki potvrdena, dok su medusobno
slabo korelirali broj gljivica i psihrofilnih bakte-
rija. Mjerenja temperature u nasem istrazivanju
provedena su jednokratno prilikom uzorkovanja
te u obzir nisu uzete moguce oscilacije u tem-
peraturama istog hladnjaka, Sto je uobicajeno i
uvjetovano frekvencijom otvaranja vrata. Anke-
te o temperaturama hladnjaka pokazale su da
temperaturne fluktuacije u hladnjacima sli¢ne
srednje temperature mogu biti vrlo razli¢ite, no
ne postoje istrazivanja dinamike rasta i preziv-
ljavanja patogenih bakterija u hladnjacima u ku-
¢anstvu (Jamesi sur., 2016.).

Zaklju¢no, mikrobioloSka Cisto¢a unutrasnjih
povrsina hladnjaka u smislu sigurnosti potrosa-
¢a zadovoljavajuca je zbog odsutnosti patoge-
nih bakterija L. monocytogenesi Y. enterocolitica
koje rastu na temperaturama hladenja hrane. U
onecis¢enim hladnjacima prisutne su psihrofilne
bakterije te kvasci, a njihov se broj, kao i tem-
perature hladnjaka, krece u Sirokim rasponima
Sto je vjerojatno posljedica razlic¢itosti navika i
Zivotnog stila vlasnika ku¢anstava.

Napomena

Clanak je proizasao iz diplomskog rada Kri-
stine Vuji¢ naslova ,MikrobioloSka Cistoca povr-
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sina u hladnjacima za ¢uvanje hrane“ (mentor
izv. prof. dr. sc. Nevijo Zdolec). Autori zahvaljuju
tehnickoj suradnici Ani Konjevi¢ na pomoc¢i pri
provedbi laboratorijskih analiza.

LITERATURA

e AZEVEDO, I., M. REGALO, C. MENA, G. ALMEIDA,
L. CARNEIRO, P. TEIXEIRA, T. HOGG, P. A. GIBS
(2005): Incidence of Listeria monocytogenes
in domestic refigerators in Portugal. Food
Control 16, 121-124.

¢ GRAM, L., RAVN, L., RASCH, M., BRUHN, J. B.,
CHRISTENSEN, A. B., GIVSKOV, M. (2002): Food
spoilage: interactions between food spoilage
bacteria, Int. J. Food Microbiol. 78, 79-97.

* HAYSOM, I. W., A. K. SHARP (2005): Bacterial
contamination of domestic kitchens over a
24-hours period. Brit. Food J. 107, 453-466.

* JAMES, C., B. A. ONARINDE, S. J. JAMES (2016):
The use and performance of household refrig-
erators: a review. Compr. Rev. Food Sci. Food
Saf. 16, 160-179.

¢ KENNEDY, J., V. JACKSON, I. S. BLAIR, D. A. MC-
DOWELL, C. COWAN, D. J. BOLTON (2005): Food
safety knowledge of consumers and the mi-
crobiological and temperature status of their
refrigerators. J. Food Prot. 68, 1421-1430.

« MACIAS-RODRIGUEZ, M. E., V. HAVARRO-HI-
DALGO, J. R. LINARES-MORALES, M. A.
OLEA-RODRIGUEZ, A. VILLARUEL-LOPEZ, ).
CASTRO-ROSAS, C. A. GOMEZ-ALDAPA, M. R.
TORRES-VITELA (2013): Microbiological safety
of domestic refrigerators and the dishcloths
used to clean them in Guadalajara, Jalisco,
Mexico. J. Food Prot. 76, 984-990.

* RAY, B., A. BHUNIA (2013): Fundamental food
microbiology, 5% ed., CRC Press, Taylor and
Francis Group. Boca Ration.

« STRATFORD, M. (2006): Food and beverage
spoilage yeasts. U: Yeast in food and beverag-
es. (Querol, A., G. Fleet, ur.). Springer. Berlin,
Heidelberg. str. 335-379.

* YE, K., J. WANG, Y. HAN, C. WANG, C. Ql, X. GE
(2019): Investigation on microbial contam-
ination in the cold storage room of domestic
refrigerators. Food Control 99, 64-67.

27



