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U ovom radu je određivan ukupan broj aerobnih mezofilnih bakterija, ukupan broj kvasaca i plijesni, te prisustvo Escherichia coli, Salmonella vrsta, sulfitoredukujućih klostridija i koagulaza pozitivnih stafilokoka  na površini i u dubini listova zelene salate prije i nakon pranja. Uzorci za analize (160) su kupovani na tržnici u Banjoj Luci u proljeće i jesen 2015. godine. Ukupan broj aerobnih mezofilnih bakterija na površni zelene salate pranjem se redukuje za log 2.27 dok je u unutrašnjosti listova redukcija mnogo manja i iznosi svega log 0,42.  Ukupan broj kvasaca i plijesni na površini listova zelene salate se nakon pranja redukuje za log 1.16, dok u dubini listova ne dolazi do redukcije. E. coli nije konstatovana ni na površini, ni u dubini listova zelene salate. Salmonella vrste identifikovane su u jednom uzorku na površini listova neoprane salate. Najviše uzoraka je bilo kontaminirano koagulaza pozitivnim stafilokokama koje su pronađene na površini zelene salate u 57,5 % neopranih i 12,5 % opranih uzoraka. U dubini listova zelene salate ove bakterije nisu konstatovane. Sulfitoredukujuće klostridije detektovane su u 7,5% uzoraka oprane i neoprane zelene salate na površini listova i u 22,5% uzoraka u dubini listova. 
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UVOD

Svježe povrće je jeftin izvor velikog broja hranljivih materija neophodnih za rast i razvoj djece, kao i održavanje zdravlja odraslih ljudi. To su namirnice koja se odlikuju: malom energetskom vrijednošću, velikim sadržajem vode, malom količinom masti, znatnim sadržajem složenih ugljikohidrata, mineralnih materija i vitamina, kao i sadržajem drugih sastojaka kao što su enzimi, organske kiseline, tanini i sl. Korištenje svježeg, termički neobrađenog povrća, kao što je zelena salata (Lactuca sativa L.), u ishrani nosi sa sobom opasnosti od trovanja hranom kome su uzročnici različite vrste mikroorganizama (FAO/WHO, 2008, Berger i sar., 2010). Zadnjih godina se bilježi trend povećanja broja infekcija mikroorganizmima na svježem povrću i voću, u poređenju sa konzumacijom namirnica životinjskog porijekla (CDC, 2013). Neka od trovanja o kojima se najviše govorilo su infekcije sa E. coli O157 koja proizvodi zloglasni šiga toksin. Infekcija ovom bakterijom se najćešće vezuje za lisnato povrće, posebno zelenu salatu (Friesema et al., 2008; Slayton et al., 2011). Infekcija Salmonella vrstama je obično karakteristična za hranu životinjskog porijekla, kao što su jaja, mlijeko i meso. Veliko istraživanje provedeno u Evropskoj Uniji pokazalo je da su infekcije Salmonella vrstama uzrokovane konzumacijom svježeg voća i povrća sa učestalošću od 0.1% do 2.3% (Werner et al., 2007; Westrell et al., 2009). Kombinovane infekcije sa E. coli O157 i Salmonella vrstama takođe nisu rijetke i najčešće su vezane za konzumaciju lisnatog povrća, u prvom redu zelene salate i klica (Mohle-Boetani et al., 2001; Tournas, 2005; FAO/WHO, 2008). Infekcija sa Campylobacter jejuni se slično kao i sa Salmonella vrstama vezuje za hranu životinjskog porijekla, najčešće za razne vrste mesa.  Međutim, istraživanja su pokazala da se bolesti izazvane ovom bakterijom javljaju i nakon konzumacije svježeg voća i povrća (FAO/WHO, 2008; Gu et al., 2013), naročito salate, kupusa i špinata.
Kontaminacija kvascima i plijesnima, nosi sa sobom pored promjene izgleda, ukusa i kvaliteta povrća, opasnosti od kontaminacije mikotoksinima (Tournas, 2005; Moss, 2008; Barth et al., 2009). Mikotoksini su proizvodi nekoliko vrsta toksigenih plijesni. Uslovi za razvoj plijesni, nisu uvijek i uslovi za produkciju mikotoksina, ali povećan broj plijesni je uvijek indikacija mogućeg prisustva i mikotoksigenih vrsta. 
Borba za zdravu hranu je dovela do pojave tzv. „organskog uzgoja“, pri čemu se misli na korištenje stajskog đubriva i izbjegavanje korištenja pesticida. Upotreba stajskog đubriva, kako pokazuju istraživanja, je povećala ukupan broj koliformnih bakterija na zelenoj salati i drugom povrću, a time i opasnost od kontaminacije patogenim mikroorganizmima (Mukherjee et al., 2004; Loncarevic et al., 2005, Maffei et al., 2013)). 
Uobičajenim pranjem salate redukuje se broj mikroorganizama za 0,75-2 log, što najčešće zavisi od početne kontaminacije (Smith et al., 2003; Almeida de Oliveira et al., 2012) Topalić-Trivunović et al., 2014). Mikroorganizmi imaju sposobnost da se pričvršćuju za površinu listova zelene salate kao i da prodru u dubinu njihovih tkiva. U unutrašnjosti listova zelene salate nalazi se celuloza, hemiceluloza, škrob, šećeri, minerali i voda. Preživljavanje bakterija je naročito izraženo u povrtlarskim kulturama zbog odgovarajuće pH vrijednosti. Povrede na listovima zelene salate nastale tokom branja, transporta i skladištenja su najčešća mjesta prodora mikroorganizama u unutrašnja tkiva. Plijesni, takođe luče pektolitičke i celulolitičke egzoenzime kojima razaraju ćelijske zidove biljaka i time otvaraju puteve prodora za sopstvene hife, ali i za druge mikroorganizme (Brandl, 2008; Shikora et al., 2012) 
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Zbog teškoća kod grafičkog prikazivanja ovako varijabilnih uzoraka oni su grupisani u 6 grupa kako je to


REZULTATI I DISKUSIJA

Analizirani uzorci zelene salate pokazuju ogromnu varijabilnost u ukupnom broju mikroorganizama, kako na povšini tako i u dubini listova. Ukupan broj aerobnih mezofilnih bakterija (UBB) u uzorcima kupovanim u proljeće 2015. godine na površini neopranih listova kretao se u ogromno rasponu od 1,05 do 5,19 log10 cfu/g. Isto se može konstatovati i za uzorke kupovane u jesen 2015. godine gdje se UBB na površini neoprane salate kretao od 2,05 do 5,61 log10 cfu/g. U usitnjenim neopranim listovima salate varijabilnost nešto manja pa se UBB kretao od 3,73 do 5,74 log10 cfu/g, a kod opranih listova taj broj je od 3,08 do 5,27 log10 cfu/g. Nakon pranja, prosječna redukcija UBB na površini listova je iznosila log 2,27, a u dubini svega log 0,42. S obzirim da se usitnjavanjem uzoraka na podlogu nasijavaju bakterije i sa površine i iz dubine lista, onda je veći UBB nakon usitnjavanja listova razumljiv, naročito prije pranja. Pri tome se ne može uočiti nikakva korelacija između početne kontaminacije i UBB nakon pranja i mljevana listova. Tako npr. u uzorku kupljenom u proljeće (6. mart) UBB na površini neopranih listova je iznosio 1,05 log10 cfu/g, a u dubini listova 4 log10 cfu/g. Nakon pranja UBB na površini listova istog uzorka se redukovao za svega log 0,24, a u dubini listova nije došlo do redukcije. U uzorku kupljenom u jesen (26. novembar) UBB na površini neopranih listova zelene salate je iznosio 5,19 log10 cfu/g, a u dubini 5,69 log10 cfu/g. Nakon pranja UBB ovog uzorka se redukovao na površini listova za 3,49 log10 cfu/g a u dubini listova za 2,29 log10 cfu/g. Na nepostojanje korelacije između početne kontaminacije i UBB nakon pranja ili usitnjavanja utiče više faktora. Iako su za analize birani zdravi i neoštećeni listovi, oni su ipak mogli da imaju sitne povrede koje se nisu vidjele golim okom u kojima se se umnožavale bakterije i kroz koje su prodirale u dubinu listova. Takođe, vlažnost listova tokom rasta salate, branja, transporta i čuvanja do momenta analize može uticati na raspoloživost nutrijenata, a time i razmnožavanje mikroorganizama, njihovo pričvrćivanje na površinu kao i prodiranje kroz stome i intercelulare (Hirano and Upper, 2000). Visoka početna kontaminacija zdravih i suvih listova ne mora da znači i veliki broj mikroorganizama u unutrašnjim tkivima lista. Isto tako manja početna kontaminacija na listovima koji su bili vlažni i sa sitnim povredama, može da znači veliki broj mikroorganizama u dubini listova. 
Na osnovu srednje vrijednosti se ipak može reći da pranje vodovodnom vodom značajnije mijenja UBB na površini listova zelene salate dok se ta promjena ne odnosi na usitnjene listove. (Slika 1). Prosječan UBB u opranim i usitnjenim listovima zelene salate (4,53 log10 cfu/g)  ne odstupa značajnije od broja konstatovanog u drugim istraživanjima (Almeida de Oliveira, et al., 2012; Wulfkuehler et al., 2013) iako početna kontaminacija može da bude i mnogo veća (Maffei et al., 2013). 

Slika 1. Prosječan UBB na površini (A) i u dubini listova (B) zelene salate 
prije (1) i nakon pranja (2) 
Figure 1. 

Uzgajanje na hranljivim podlogama kao metoda određivanja UBB je ograničena samo na kulturabilne vrste i sojeve bakterija. U kvalitativnom smislu u epifitnoj mikroflori na površini zelene salate se najčešće nalaze bakterije familija Pseudomonaceae i Enterobacteriaceae i to rodova Pseudomonas, Pantoea  i Erwinia (Hunter, et al., 2010; Oliveira et al., 2010). Epifitne bakterije imaju sposobnost da se pričvrste pojedinačno ili u grupama za površinu lista duž provodnih sudova i oko stoma. Mnoge od njih imaju sposobnost formiranja biofilma. U istraživanjima Nongkhlaw i Joshi (2014) utvrđeno je da od 20 izolata epifitnih bakterija koje su se mogle uzgajati na podlogama čak 13 ima sposobnost formiranja biofilma. Iz tog razloga dolazi do redukcije UBB na površini listova nakon pranja, jer nakon pranja ostane mali broj ćelija koje se mogu odvojiti brisom i uzgojiti na hranljivoj podlozi (Slika 1, Tabela 1). Međutim, usitnjavanjem listova na hranljivu podlogu se nasijavaju i mnogobrojne ćelije koje nisu odvojive od lista, (adhezirane i u biofilmu) i one koje su prodrle u unutrašnjost listova, tako da se UBB u usitnjenim listovima prije i nakon pranja ne mijenja znatno. 
Tabela 1. Procentualna zastupljenost grupa log10 cfu/g UBB u uzorcima zelene salate
	log10
	% uzoraka neoprane salate
	% uzoraka oprane salate

	
	Površina lista
	Dubina lista
	Površina lista
	Dubina lista

	0-1
	0,00
	0,00
	25,00
	0,00

	1-2
	2,50
	0,00
	37,50
	0,00

	2-3
	20,00
	0,00
	25,00
	0,00

	3-4
	15,00
	20,00
	12,50
	40,00

	4-5
	47,00
	50,00
	0,00
	47,50

	5-6
	15,00
	30,00
	0,00
	12,50



Taškoća sa određivanjem UBB endofitske mikroflore je u nekim istraživanjima riješena sa kratkrotrajnom sterilizacijom hlorom (Hunter et al., 2010). Iako je aktivni hlor obezbojio površinu lista i prošao nekoliko mm u dubinu lista, autori smatraju da je većina bakterija na listovim različitih vrsta salate pripada epifitskoj mikroflori. Međutim, biofilm nekih vrsta bakterija može omogućiti preživljavanje drugih, pa i humanih patogena (Yaron and Römlong, 2014), tako da sa stanovišta zdravstvene ispravnosti skoro i nema značaja da li su ili nisu bakterije prodrle u dubinu lista. Pranje vodovodnom vodom koje je uobičajeno u domaćinstvima slabo redukuje UBB i ne otklanja biofilm. Da bi se obezbijedila zdravstvena ispravnost i održivost zelene salate u industrijskoj proizvodnji stalno istražuju novi i efikasniji načini pranja (Gil et al., 2009; Almeida de Oliveira, et al., 2012; Wulfkuehler et al., 2013). 
Od 160 analiziranih uzoraka samo na jednom uzorku površine listova neoprene zelene salata konstatovano prisustvo Salmonella vrsta, dok E. coli nije konstatovana ni u jednom uzroku. Rečenica dvije diskusije oko toga
Najviše uzoraka je bilo kontaminirano koagulaza pozitivnim stafilokokama koje su pronađene na površini zelene salate u 57,5 % neopranih i 12,5 % opranih uzoraka. U dubini listova ove bakterije nisu pronađene ni u jednom uzorku. Čovjek, kao uzrok kontaminacije uzorka zelene salate na tržnici u Banjoj Luci 
Sulfitoredukujuće klostridije detektovane su u 7,5% uzoraka oprane i neoprane zelene salate na površini listova i u 22,5% uzoraka u dubini listova. 
Ukupan broj kvasaca i plijesni (KiP) takođe varira, naročito na površini neopranih listova salate (od 0,56 do 4,32 log10 cfu/g), dok je variranje u usitnjenim listovima nešto manje što se posebno odnosi ne neoprane listove (od 3,08 log 4,98 log10 cfu/g). Prosječan broj KiP u usitnjenim uzorcima prije pranja je 4,03 log10 cfu/g, što je konstatovano i u drugim sličnim istraživanjima (Maffei et al., 2013; Oliveria et al, 2010). Na slici 2 je vidljivo da se ukupan broj KiP u usitnjenim listovima ne redukuje pranjem. Prosječna redukcija broja KiP nakon pranja, na površini listova je 1,16 log, ali nije najveća kod uzorka sa najvećom početnom konatminacijom. Najveća redukcija nakon pranja je na površini listova uzorka kupljenog u jesen (23 oktobar) i iznosi 2,10 log, a najmanja je u uzroku kupljenom u proljeće (2 april). 


Slika    Prosječan ukupan broj KiP na površini (A) i u usitnjenim listovima (B) zelene salate prije (1) i nakon pranja (2) 

U usitnjenim listovima je konstatovan veći broj kvasaca i plijesni prije, a naročito nakon pranja (Slika 2 i Tabela 2). 
Tabela 2. Procentualna zastupljenost grupa log10 cfu/g KiP u uzorcima zelene salate
	Raspon log10 cfu/g
Range log10 cfu/g
	% uzoraka neoprane salate
	% uzoraka oprane salate

	
	Površina lista
	Dubina lista
	Površina lista
	Dubina lista

	0-1
	7,50
	0,00
	32,50
	0,00

	1-2
	22,50
	0,00
	40,00
	0,00

	2-3
	37,50
	0,00
	25,00
	15,00

	3-4
	30,00
	57,00
	2,50
	52,50

	4-5
	2,50
	43,00
	0,00
	30,00

	5-6
	0,00
	0,00
	0,00
	2,50



Plijesni koje kontaminiraju salatu formiraju hife i njima se pričvrćuju za površinu listova prodiruću kroz stome, intercelulare i povrede na listovima u dubinu lista. Usitnjavanjem uzorka, hife se lome i kidaju, a svaki segment hife može da da novu koloniju, čak i kada plijesni ne sporuliraju. To je razlog da je u usitnjenim listovima konstatovan znatno veći broj kvasaca i plijesni nego na površini. Pranje, dodatno kida hife, a ne može sve da ih ukloni, tako da se nakon pranja i sitnjenja uzorka na hranljivoj podlozi pojavljuje više kolonija. Ova činjenica je značajna ako se salata pere, sitni i stavlja u promet kao gotov proizvod, jer će se kvasci i plijesni u tom slučaju umnožavati. Ovu činjenicu potvrđuje istraživanje populacije gljiva na usitnjenoj salati koja se pojavljuje u marketima (ready-to-eat) u Italiji gdje je utvrđen veliki broj KiP u gotovim proizvodima već drugog dana roka trajanja (Corato, 2012). Takođe je uočena velika varijabilnost ukupnog broja KiP u pojedinačnim uzorcima (od 2,6 do 5,47 log10 cfu/g) i mala razlika varijabilnosti broja između proljećnje i ljetnje sezone. Od kvasaca su u zelenoj salati najzastupljeniji rodovi Candida oleophila  i vrste roda Rhodotorula, a od plijesni Cladosporium fulvum, Penicillium italicum i Aspergillus flavus. S obzirom da su P. italicum i A. flavus mikotoksigene njihovo umnožavanje u usitnjenoj salati nikako nije poželjno. Osim toga razmnožavanje plijesni pomaže prodiranje i učvrćivanje patogenih vrsta bakterija (Richards i Beuchat, 2005).
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