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Uzorkovanje hrane, vode za
ljludsku potrosnju te obrisaka
povrsina na mikrobiolosku

ispravnost
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Sazetak

Postupci uzorkovanja za mikrobiolosku
analizu hrane mogu utjecati na krajnji
rezultat mikrobioloske pretrage. Uzorkovanje
trebaju provoditi educirane i stru¢ne osobe;
pribor i oprema za uzorkovanje moraju
biti sterilni; uzorak koji se uzorkuje mora
biti reprezentativan, Sto zna¢i da mora
predstavljati jednu seriju ili lot proizvoda
iz koje je uzet. Vrlo je vazno uzorkovati
dostatnu koli¢inu uzorka koja je dovoljna za
mikrobiolosku analizu. Transport uzoraka
do laboratorija i pocetak pretrage mora se
provesti u sto kracem vremenu uz postivanje
temperaturnog rezima. Sa svim se uzorcima
treba postupati tako da bi se izbjeglo bilo

Uvod

Iako je u danasnje vrijeme proizvod-
nja i distribucija hrane poprac¢ena vrhun-
skom tehnologijim, osiguranje zdrav-
stveno ispravne hrane i dalje predstavlja

kakvo oStecenje ambalaze. Uzorci moraju
biti propisno upakirani te pravilno oznaceni.
Subjekt u poslovanju s hranom sam odreduje
ucestalost uzorkovanja hrane, vode i povrsina
koje dolaze u dodir s hranom koja je definirana
planom samokontrole, a nadlezna tijela
kontroliraju provedbu propisanih planova.
Osim uzorkovanja tijekom samokontrole
koje provode osobe u poslovanju s hranom
u Republici Hrvatskoj postoje i sluzbene
kontrole koje su propisane od nadleznih tijela
u Republici Hrvatskoj.

Kljucéne rijeci: uzorkovanje, hrana, voda,
obrisci, mikrobioloska analiza

jedan od glavnih izazova prehrambene
industrije. Zdravstveno ispravna hrana
nuzna je za pravilan rast i razvoj svake
osobe te ima vodecu ulogu u kvaliteti
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zivota ljudi. Prema izreci Hipokrata, naj-
poznatijeg antickog grckog lijec¢nika i oca
medicine “Sve sto putem hrane unosimo u
organizam, gradi nas i mijenja, a o tome sto
smo unijeli ovisi nasa snaga, nase zdrav-
lje i nas Zivot”, neka nam bude vodilja u
konzumaciji kvalitetne i mikrobioloski
ispravne hrane, a mikrobioloski ispravna
hrana je prvi korak u postizanju zdrav-
stvene ispravnosti hrane.

Mikrobioloski status hrane, vode
te Cistoce objekata procjenjuje se na
temelju mikrobioloskih kriterija koji
su definirani zakonskom regulativom.
Uredbom Komisije (EZ) br. 2073/2005
o mikrobioloskim kriterijima za hranu,
mikrobioloski kriterij je definiran kao
kriterij kojim se ustvrduje prihvatljivost
jednog proizvoda, serije proizvoda
ili procesa, na temelju odsutnosti,
prisutnosti ili broja mikroorganizama i/
ili koli¢ine njihovih toksina/metabolita
po jedinici mase, volumena, povrsine
ili serije. Razlikujemo kriterij sigurnosti
hrane kojim se ustvrduje prihvatljivost
proizvoda ili serije hrane i primjenjuje se
na proizvode stavljene na trziste te kriterij
higijene procesa kojim se oznacava
prihvatljivo funkcioniranje proizvodnog
procesa.

Sam postupak pravilnog uzorkovanja
jedan je od najbitnijih cimbenika u
dobivanju stvarne mikrobioloske slike
proizvoda. Osim pravilnog uzorkovanja,
transport i cuvanje uzoraka do same
pretrage imaju veliki utjecaj na krajnji
rezultat mikrobioloske pretrage. Osim
zdravstvene ispravnosti krajnjeg
proizvoda, vaznu ulogu prije svega
ima higijena objekata u kojima se hrana
proizvodi, pakira i distribuira, kao i
zdravstvena ispravnost vode za ljudsku
potrosnju, bilo vodovodne ili bunarske,
koja se upotrebljava u proizvodnji hrane,
postupcima pranja i ¢iS¢enja objekata
(Humski i Pleadin, 2014.).

Proizvodacdi i distrubuteri hrane,
odnosno svi subjekti u poslovanju s
hranom, moraju imati uspostavljen

sustav samokontrole, odnosno HACCP
(engl. Hazard Analysis an Critical Control
Point) kojim se propisuje redovita
kontrola proizvoda te higijenski uvijeti
u svim fazama proizvodnje, prerade i
distribucije hrane (Uredba 852/2004.).
Pravilno uzorkovanje uzoraka hrane
u svrhu mikrobioloskog pretrazivanja
od izuzetnog je znacenja s obzirom da
postupak uzorkovanja uvelike mozZe
utjecati na krajnji rezultat same analize.
Prema Uredbi 2073/2005, wuzorak
predstavlja skup sastavljen od jedne
ili nekoliko elementarnih jedinica te
je namijenjen za dobivanje podataka
0 jednoj populaciji ili tvari, kao i za
donoSenje odluke o toj populaciji ili
tvari, ili o procesu u kojem je proizveden.
Prilikom uzorkovanja posebnu pozornost
treba obratiti na reprezentativnost samog
uzorka. Reprezentativan uzorak je onaj
uzorak koji u najvedoj mogudoj mjeri
predstavlja znacajne karakteristike cijelog
lota ili serije proizvoda iz kojeg je uzet
i koji tijekom uzorkovanja, transporta
i ¢uvanja nije oStecen te do pocetka
analize nije promijenio svoja svojstva
koja bi mogla utjecati na mikrobiolosku
kvalitetu proizvoda (HRS CEN ISO/TS
17728:2015.).

Postupci  pravilnog  uzorkovanja
neizostavan su proces u dobivanju stvarne
mikrobioloske slike uzorka, stoga je cilj
ovog rada dati pregled postupaka koji se
koriste u pravilnom uzorkovanju hrane,
vode za ljudsku potrosnju i obrisaka
povrsina za mikrobiolosku analizu.

Postupak uzorkovanja hrane

za mikrobiolosku analizu

Rezultati mikrobioloskog ispitivanja
uzoraka hrane ovise o postupku uzorko-
vanja, uvjetima i trajanju transporta do
laboratorija, kao i postupanju s uzorcima
u samom laboratoriju (Durakovi¢ i Dura-
kovic, 2001.).

Kako bi se odredio mikrobioloski
status finalnog proizvoda, uzorkovanje
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je kljucan segment koji zahtijeva educi-
ranost, tehniku i metodologiju. Uzima-
nje uzoraka moze biti ciljano kad nad-
lezni inspektor, vlasnik ili proizvodac s
opravdanim razlogom =zatraZzi analizu
odredenog uzorka, ali moze biti i slucaj-
nim odabirom u procesu proizvodnje ili
iz prometa namirnica. Pri uzorkovanju se
moraju uvazavati nacela dobre higijenske
prakse kao i moguce dodatne odredbe
koje vrijede za objekt iz kojeg se uzima
uzorak. Prilikom uzimanja uzoraka ob-
vezna je upotraba odgovarajuce zastitne
opreme kao $to su; pokrivala za glavu,
rukavice, kute i maske (Slika 1.).

Slika 1. Zastitna oprema [(izvor: Veterinarski
zavod Krizevci)

Postupci uzorkovanja nikako ne
smiju utjecati na mikrobioloski status
proizvoda, stoga ambalaza i pribor
za uzorkovanje moraju biti sterilni te
pakirani na nacin kako bi se sprijecila bilo
kakva mogucnost krizne kontaminacije
(Slika 2.).

Sa svimuzorcima treba se postupati na
nacin da bi se sprijecilo njihovo ostecenje
ili gubitak informacija, primjerice tocan
naziv proizvoda, datum proizvodnje,
kraj roka trajanja te lot proizvoda. Od
izuzetnog je =znadenja temperatura
pohrane koja je propisana za svaku
kategoriju proizvoda, kao i odrzavanje
temperaturnog rezima tijekom transporta
sve do pocetka analize (Slika 3.) (Vodic za
mikrobioloske kriterije za hranu, 2011.).

Slika 2. Pribor za uzorkovanije (izvor: Veterinarski
zavod KriZevci)

| E

Slika 3. Transportno vozilo s hladnjacom i
prijenosne rashladne kutije za pohranu i dostavu
uzoraka do laboratorija (izvor: Veterinarski zavod
Krizevci)

Mikrobioloska  pretraga  svjezih
i ohladenih uzoraka mora uslijediti
najkasnije 24 sata nakon zaprimanja
(Miokovic i sur., 2004.).

Dostatna  koli¢ina  uzorka za
mikrobiolosku analizu sastoji se od pet
elementarnih jedinica iste proizvodne
serije/lota proizvoda ako se wuzorak
pretrazuje na parametre propisane
Uredbom 2073/2005. Za mikrobiolosku
analizu nabolje je uzorkovati originalno
pakiranje proizvoda. Ukoliko ne postoji
mogucnost uzimanja originalnog
pakiranja proizvoda, prema Vodicu za
mikrobioloske kriterije za hranu iz 2011.
godine preporucena minimalna koli¢ina
uzorka (jedna elementarna jedinica
uzorka) za mikrobiolosko ispitivanje
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je 500 g/mL ili jedinicno pakiranje. U
situaciji u kojoj nije mogude osigurati
tu koli¢inu, uzorkova¢ se mora prije
samog uzorkovanja posavjetovati s
laboratorijem o koli¢ini uzorka koji ce
biti dostatan za propisano mikrobiolosko
ispitivanje. Ako se uzorak sastoji od
visSe elementarnih jedinica (Vodi¢ za
mikrobioloske kriterije za hranu, 2011.)
kod nezapakiranih proizvoda ili dijelova
proizvoda svaka elementrana jedinica
mora teziti najmanje 300 grama.

Takoder, kada subjekt u poslovanju s
hranom sama uzima uzorke ili provodi
ispitivanja hrane u okviru svog vlastitog
procesa proizvodnje, metoda i nacin
uzorkovanja te veli¢ina i broj uzoraka
moraju biti obrazloZeni u preduvjetnim
programima (dobra higijenska i dobra
proizvodacka praksa) ili postupcima
temeljenim na nacelima HACCP sustava
(Slika 4.).

Slika 4. vrsta uzoraka

razlicitih
dostavljenih na mikrobiologku analizu (izvor:
Veterinarski zavod Krizevci)

Prikaz

Ovisno o planu uzorkovanja subjektu
u poslovanju s hranom dopusteno je
uzorkovati i manje od 5 elementarnih
jedinica nanacin da unutar svojih planova
samokontrole moze predvidjeti uzimanje
uzoraka na parametre koji nisu propisani
regulativom kao kriteriji higijene u
procesu te dokazivati i/ili odredivati broj
mikroorganizama i njihovih grani¢nih

vrijednosti. Iz navedenog moZemo
zakljuciti kako subjekt u poslovanju
s hranom ima glavnu odgovornost
u distribuciji mikrobioloski pa tako
i zdravstveno ispravnog proizvoda
(Pinter, 2010.).

Mikrobioloski kriteriji za hranu de-
finirani su Uredbom 2073/2005 kroz kri-
terije sigurnosti hrane i kriterije higijene
procesa u razli¢itim kategorijama hrane.
Mikrobioloski pokazatelji kao kriterij
sigurnosti hrane u proizvodima koji su
stavljeni na trziste tijekom njihovog roka
trajanja su Listerin monocytogenes, Sal-
monella spp., stafilokokni enterotoksini,
Enterobacter sakazakii te Escherichia coli u
zivih 8koljkasa i bodljikasa, plastenjaka i
puZzeva dok su mikrobioloski pokazatelji
kao kriterij higijene procesa na kraju ili
za vrijeme proizvodnog procesa aerobne
mezofilne bakterije, E. coli, Enterobacte-
riaceae te koagulaza — pozitivni stafilo-
ki. U Republici Hrvatskoj osim Uredbe
2073/2005, mikrobioloska ispravnost
razlicitih kategorija hrane procjenjuje se
i prema Vodi¢u za mikrobioloske krite-
rijima za hranu iz 2011. godine (Uredba
2073/2005, Vodic¢ za mikrobioloske krite-
rije za hranu, 2011.).

Postupak uzorkovanja vode za
ljudsku potrosnju

Kao $to je hrana prijeko potrebna
za funkcioniranje Zzivih organizama,
isto je tako i voda vazna za normalno
funkcioniranje organizma. Osim Sto je
neophodna za normalno funkcioniranje
svih Zzivih bica, voda je nezamjenjiv
sastojak hrane, rasprostranjena je svugdje
na Zemlji te se smatra pokretacem Zivota
(Vukic¢ Lusici sur., 2017.).

Voda za ljudsku potrosnju mora
ispunjavati parametre za provjeru
sukladnosti na mjestima potrosnje vode,
na slavini cisterne (ako se koristi kao voda
za ljudsku potrosnju), na mjestu punjenja
u boce ili drugu ambalazu za vodu u
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originalnom pakiranju te tijekom trajanja
roka valjanosti proizvoda i u objektima
za poslovanje s hranom, na mjestu gdje
se voda koristi u proizvodnji hrane,
predmeta koji dolaze u neposredan
dodir s hranom i predmeta opce uporabe
(Zakon o vodi za ljudsku potrosnju NN
56/13.).

Sadasnjim nacinom zivota, razvojem
industrije i poljoprivrede, sve vise
dolazi do zagadenja izvorista voda.
Mikrobioloski pokazatelji su jedan od
glavnih segmenata zdravstveno ispravne
vode za ljudsku potros$nju te je zbog
toga izuzetno vaZzno pradenje njezinog
mikrobioloskog statusa. Najces¢i i
najbrze uocljivi zdravstveni problemi
povezani s vodom nastaju zbog njenog
mikrobioloskog sastava (Marjanovi¢ i
Tofant, 2008., Denzi¢ i sur., 2016.).

Uzorak vode =za mikrobiolosku
pretragu najceS¢e se uzima iz slavine
koristedi ¢istu, sterilnu bocu u kolic¢ini
od 500 mL do 1 L, ovisno o parametrima
koji se traze. Najcesce se koriste staklene
boce koje se steriliziraju na 175°C /1h te
koje pri tim uvjetima ne proizvode ili
ispustaju kemikalije koje bi sprijecavale
biolosku aktivnost, prouzrocile ugibanje
ili potpomagale rast mikroorganizama.
Ako je uzorak vode prethodno obogacen
sredstvom na bazi klora u svrhu
dezinfekcije, uzorak se puni u bocu
koja sadrzi natrijev tiosulfat dodan
prije sterilizacije, kako bi se eliminirala
inaktivacija bakterija klorom. Prilikom
uzorkovanja vode iz slavine, slavinu
je potrebno prethodno odistiti, ukloniti
sve nastavke te pustiti vodu da tece oko
3 minute i nakon toga se uzima uzorak.
Takoder, treba paziti da ne dode do
sekundarnog oneciséenja boce, poklopca
ili slavine. Prilikom uzorkovanja vode
za mikrobiolosku analizu, boca se nikad
ne puni do vrha kako bi se omogudilo
pravilno homogeniziranje uzorka prije
same pretrage (Frece i Markov, 2015.).
Transport se uzoraka do ispitnog
laboratorija treba odvijati u sto kracem

roku - unutar 6 do 8 sati, uz postivanje
temperaturnog rezima od 5+3 °C (HRN
EN ISO 19458:2008.).

Propisani mikrobioloski parametri
zdravstvene ispravnosti vode koji se
odreduje u uzorcima voda su E. coli,
koliformne  bakterije, Enterococcus
spp. te Pseudomonas aeruginosa koji su
pokazatelji fekalnog onecis¢enja vode
Sto moZze upudcivati i na prisutnost
patogenih crijevnih mikroorganizama
Sto predstavlja potencijalnu opasnost za
potrosace. S tim u vezi, kontrola vode
za ljudsku potro$nju od izuzetnog je
znacenja za ljude kako bi se sprijecile
bolesti koje se prenose vodom, kao i
hidriéne epidemije. Osim navedenih
parametara, odreduje se i ukupan broj
kolonija mikroorganizama na 22° i 36 °C
(NN 125/2017.).

Na temelju Direktive Vijeca 98/83/EZ
o kvaliteti vode namijenjene za ljudsku
potroSnju i njezinoj izmjeni Direktivi
komisije 2015/1787 donesen je Pravilnik
o parametrima sukladnosti, metodama
analize, monitoringu i planovima
sigurnosti vode za ljudsku potrosnju
te nacinu vodenja registra pravnih
subjekata koje obavljaju djelatnost
javne vodoopskrbe (NN 125/2017.)
prema kojem se procjenjuje zdravstvena
ispravnost vode za ljudsku potrosnju.

Postupak uzorkovanja s

povrsina
Ciséenje je postupak uklanjanja
nezeljenih  tvari, poput prljavstine,

zaraznih uzrocnika i drugih necistoca
s povrSina te je neizostavan proces u
radnom okruzenju (Dillon i Griffith,
1999.).

Mikrobioloska cistoca objekata u
kojima se hrana proizvodi ili priprema,
prodaje i distribuira od izuzetne je
vaznosti kako bi krajnji proizvod bio
mikrobioloski ispravan. Kako bi se
osigurao kvalitetan i siguran proizvod,
subjekti u poslovanju s hranom moraju
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primjenjivati glavne zahtjeve dobre
higijenske prakse, a to su: higijena,
ciS¢enje i dezinfekcija (Griffith, 2005.).
Provjera uspjesnosti  CiScenja i
dezinfekcije provodi se uzimanjem
obrisaka ili otisaka kao kontrola procesa
proizvodnje hrane prema potrebama
subjekta u poslovanju s hranom u
svrhu dobivanja sigurnog proizvoda te
nadzora pracdenja prisutnosti patogenih
mikroorganizama. Mikroorganizmi
se mogu nad¢i na naizgled Cdistim
povrsinama, stoga se uzorkovanje
treba provesti i na teSko pristupacnim
mjestima, na povrSinama koje dolaze u
doticaj s hranom, kao i na mjestima koje
nisu u direktnom kontaktu s hranom.
Uzorkovanje se moze provoditi u
tijeku procesa proizvodnje, kao i nakon
Cis¢enja i dezinfekcije, a provodi se
prema planu subjekata u poslovanju s
hranom. Zbog utjecaja dezinficijensa na
mikroorganizme koji mogu biti prisutni,
najbolje je uzorkovati prije pocetka rada
ili dva sata nakon provedene dezinfekcije.
Neophodan pribor kojim se ispituje
mikrobioloSka cistoca su: otisne plocice,
sterilni brisevi, spuzve ili tkanine. Za
povrsine manje od 100 cm?® koriste se
sterilni brisevi, dok se za vece povrsine
koriste sterilne spuzve ili tkanine (HRN
EN ISO 18593:2019.).
- Otisne plocice s obje strane obloZene
su hranjivom podlogom na kojima se
s jedne strane nalazi hranjiva podloga
za porast aerobnih mezofilnih
bakterija, dok se s druge strane
nalazi hranjiva podloga za porast
bakterija iz roda Enterobacetriaceae.
Uzorkovanje otisaka pogodno je za
ravne povrSine kao Sto su stolovi
za obradu i pakiranje hrane dok su
brisevi, tkanine i spuzve primjenjivi
na svim ostalim tipovima povrsina.
Uzorkovanje  otisnim  ploc¢icama
provodi se na nacin da se ¢ep savije
pod kutem od 90 °C te se obje strane
oko 10 sekundi ¢vrsto pritisnu za
povrsinu.

- Sterilni jednokratni brisevi se koriste
za uzorkovanje teSko dostupnih
mjesta kao Sto su pukotine, neravna
oprema i pribor te predmeti s
naborima. Koriste se za uzimanje
obrisaka povrsina koje dolaze u dodir
s hranom kao Sto su: transportne
trake, rezaci strojevi za mljevenje,
guljenje, punilice i dr. te mjesta koja
nisu u direktnom kontaktu s hranom
kao sto su odvodi, podovi, pribor
za CiScenje, kotaci viljuskara i kolica
za prijevoz. Uzimanje uzoraka brisa
provodi se pomocu sterilne Sablone
odgovarajuce dimenzije unutar koje se
brise pripremljenim standardiziranim
brisom u horizontalnom i vertikalnom
smjeru. Povrsina uzimanja uzoraka
brisa za mikrobiolosku cisto¢u
iznosi 5 x 5 cm, dok za odredivanje
patogena kao $to su L. monocytogenes
ili Salmonella spp. povrsina iznosi 10
x 10 ecm. Nakon toga bris se asepticki
vraca natrag u epruvetu.

- Uzorkovanje sterilnom spuzvom ili
tkaninom provodi se za uzorkovanje
veéih povrSina. Spuzva ili tkanina
mora biti natopljena diluentom.
Uzorkovanje se provodi na nacin
da se spuzva ili tkanina uzme sa
sterilnom pincetom ili rukavicom te
se prebriSe povrsina u horizontalnom
i vertikalnom smjeru. Nakon brisanja,
spuzva ili tkanina stavlja se u sterilnu
vredicu i asepticki zatvara.

Nakon uzorkovanja, povrsina se
ocisti i dezinficira sterilnom tkaninom
namocenom u alkohol zbog potencijalne
opasnosti od ostatka podloge, vlage,
kemijskih ili fizickih elemenata. Uzorci
se  transportiraju do  laboratorija
u prijenosnoj rashladnoj kutiji uz
postivanje temperaturnog rezima od 1 °C
do 8 °C u vremenu od 4 sata. Pretraga u
laboratoriju mora zapoceti sto prije (HRN
EN ISO 18593:2019.).

Normativi mikrobioloske cistoc¢e za
predmete, povrsine i ruke koji dolaze u
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dodir s hranom popisani su u Vodicu za
mikrobioloske kriterije za hranu (2011.)
te u Pravilniku o ucestalosti kontrole i
normativima mikrobioloske cistoce u
objektima pod sanitarnim nadzorom
(NN 137/2009.).

Zakljucak

Kao S§to je vazna mikrobioloska
ispravnost finalnog proizvoda, tako je
vazna i mikrobioloska ¢isto¢a okoliSa
u kojem se hrana proizvodi, pakira i
distribuira te voda za ljudsku potrosnju
koja je neophodna u proizvodnji hrane.
Postupci pravilnog uzorkovanja uvelike
mogu utjecati na rezultat mikrobioloske
pretrage, stoga uzorkovanje trebaju
provoditi educirane i strucne osobe sa
svom potrebnom opremom i priborom
uz postivanje svih pravila i specifi¢nosti
vezanih za odredenu grupu uzoraka.
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Sampling procedures for microbiological
analysis may affect the final result of the
microbiological test. Sampling should only
be performed by professionally educated
personnel. All sampling equipment and
utensils must be sterile. The sample to be taken
must be representative, i.e. it must represent
one lot of the product from which it was
taken. It is very important to take a sufficient
quantity of samples for microbiological
analysis. Transporting samples to the
laboratory and commencing testing should
be carried out as soon as possible, respecting
the temperature regime. All samples should

be handled in such a way as to avoid any
damage to the packaging. Samples must
be properly packed and labelled. The food
business operator determines the frequency
of sampling of food and water, and areas
coming into contact with food in its self-
control plan, while the competent authorities
control the implementation of the prescribed
plans. In addition to sampling conducted
as part of the self-control by food business
operators, official controls are prescribed by
competent bodies.

Key words: sampling; food; water; swabs;
microbiological analysis
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