ZASTUPLJENOST MIKROORGANIZAMA NA POVRŠINI I U DUBINI  LISTOVA ZELENE SALATE 


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 2.27 log10 cfu/g, dok je u unutrašnjosti listova redukcija mnogo manja i iznosi svega 0,42 log10 cfu/g. Ukupan broj kvasaca i plijesni na površini listova zelene salate se nakon pranja redukuje za 1.16 log10 cfu/g, 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 koje se odlikuju: malom energetskom vrijednošću, velikim sadržajem vode, malom količinom masti, znatnim sadržajem složenih ugljenih-hidrata, mineralnih materija i vitamina, i drugim veoma bitnim sastojcima kao što su enzimi, organske kiseline, tanini i sl. Korištenje svježeg, termički neobrađenog povrća u ishrani, kao što je zelena salata (Lactuca sativa L.), nosi sa sobom opasnosti od trovanja hranom kome su uzročnici različite vrste mikroorganizama [1,2]. Zadnjih godina se bilježi trend povećanja broja infekcija mikroorganizmima na svježem povrću i voću, u poređenju sa konzumacijom namirnica životinjskog porijekla [3]. 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 [4,5]. 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% [6,7]. 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 [1,8,9]. 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 [1,10], naročito salate, kupusa i špinata.
Kontaminacija kvascima i plijesnima, nosi sa sobom pored promjene izgleda, ukusa i kvaliteta povrća, opasnosti od kontaminacije mikotoksinima [9,11,12]. 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, povećava ukupan broj koliformnih bakterija na zelenoj salati i drugom povrću, a time i opasnost od kontaminacije patogenim mikroorganizmima [13-15]. 
Uobičajenim pranjem salate redukuje se broj mikroorganizama za 0,75-2 log, što najčešće zavisi od početne kontaminacije [16-18]. 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 [19,20]. 
Uzimajući u obzir sve prethodno navedeno, cilj ovog rada je određivanje ukupnog broja aerobnih mezofilnih bakterija, ukupnog broja 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.
Materijal i metode rada
Za analize su birani neoštećeni listovi iste starosti iz središta glavice i korištene su klasične uzgajivačke metode. Osnovno razrjeđenje (10-1) za određivanje broja mikroorganizama (osim  Salmonella vrsta) na površini listova pravljeno je primjenom metode briseva, tako što je svaki list salate dva puta, sa lica i sa naličja, prebrisan vatenim štapićem uronjenim u fiziološki rastvor. Vateni štapić je zatim vraćen u epruvetu sa 10 mL fiziološkog rastvora i zatim je na Vortex-u (ZX3, Velp, Italy) sve dobro homogenizovano. Za dokazivanje prisustva Salmonella vrsta sa površine salate dva puta, sa lica i sa naličja, brisevi su uzimani vatenim štapićem uronjenim u tečnu podlogu za obogaćivanje dvostruke koncentracije (Selenit bujon). Vateni štapić je zatim uronjen u 10 mL Selenit bujona, nakon čega je sve dobro izmiješano i stavljeno na inkubaciju 18-24 sata na 37oC. Nakon inkubacije, ezom su nasijavani SS agar i WB agar.

Osnovno razrjeđenje za određivanje broja i prisustva mikroorganizama (osim Salmonella vrsta) u dubini listova salate je pravljeno tako što je odvagano 20 g listova neoprane ili oprane salate i usitnjeno u homogenizatoru (BAGMIXER 400 P, Interscience, France) sa 180 mL fiziološkog rastvora. Za dokazivanje prisustva Salmonella vrsta odvagano je 20 g listova neoprane ili oprane salate i usitnjeno u homogenizatoru (BAGMIXER 400 P, Interscience, France) sa 180 mL tečne podloge za obogaćivanje dvostruke koncentracije (Selenit bujon).

Za dalje analize nasijavano je po 1 mL određenog razrjeđenja na hranljivi agar za određivanje ukupnog broja aerobnih mezofilnih bakterija (UBB) i na Sabouraud dekstrozni agar za određivanje ukupnog broja kvasaca i plijesni (KiP). Broj mikroorganizama je izražavan na gram težine svježeg lista.

Za dokazivanje prisustva Escherichia coli 1 mL osnovnog razrjeđenja je zasijavan na Andrade laktoza peptonski bujon sa obrnutom Durham-ovom cjevčicom. Nakon inkubacije od 24 sata na 37oC ezom je, iz epruveta u kojima se pojavio gas u Durham-ovim cjevčicama, nasijavan EMB agar. Za izolaciju koagulaza pozitivnih stafilikoka su, nakon 24 sata rasta u podlozi za obogaćivanje (slani bujon), nasijavane Champan-ova podloga i ETGP podloga po Baird-Parkeru. Anaerobne sporogene sulfitoredukujuće klostridije izolovane su tako što je 1 mL osnovnog razrjeđenja zagrijavan 10 minuta na 80oC, a zatim je otopljeni, i na 45oC ohlađeni sulfitni agar, nalijevan u epruvete do vrha. 
Sve nasijane podloge su stavljene na inkubaciju 24 do 48 sati na 37 oC, osim  Sabouraud dekstroznog agara koji je inkubiran na 25 oC 3 do 5 dana i sulfitnog agara koji je inkubiran 72h na 37 oC.
Izrasle kolonije na selektivnim podlogama dalje su bojene po Gramu i zasijavane na seriju podloga za biohemijske testove: katalaza test, test iskorištavanja šećera, IMViC test (Indol test, Metil crveno i Voges Proskauer testovi i iskorištavanje Citrata), Ureaza test, Fenilalanin test i ONPG test. Podloge za IMVIC, Ureaza i Fenilanalin testove su proizvedene u Torlak, Beograd, Srbija, a ONPG test u Sigma-Aldrich, St.Louis, USA.

Rezultati i diskusija
Zbog teškoća kod grafičkog prikazivanja ovako varijabilnih uzoraka oni su grupisani tako da uzorci sa brojem mikroorganizama od 0-1 log10 cfu/g čine grupu 1, uzorci sa brojem mikroorganizama od 1-2 log10 cfu/g čine grupu 2 i tako redom (Tabele 1 i 2).
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 je bila nešto manja pa se UBB kretao od 3,73 do 5,74 log10 cfu/g, a kod opranih listova taj broj se kretao 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 obzirom 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 mljevenja 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 njima su se umnožavale bakterije i kroz njih su prodirale u dubinu listova. Takođe, vlažnost listova tokom rasta salate, branja, transporta i čuvanja do momenta analize može uticati na raspoloživost nutrijenata, a samim tim i na razmnožavanje mikroorganizama, njihovo pričvršćivanje na površinu kao i prodiranje kroz stome i intercelulare [21]. 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 [17,22], iako početna kontaminacija može da bude i mnogo veća [15]. 

Slika 1. Prosječan UBB na površini (A) i u dubini listova (B) zelene salate 
prije (1) i nakon pranja (2) 
Figure 1. Average value of aerobic plate count on the surface area (A) and in the interior parts of lettuce before (1) and after washing (2)

[bookmark: _GoBack]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 Pseudomonadaceae i Enterobacteriaceae i to rodova Pseudomonas, Pantonea  i Erwinia [23,24]. 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 istraživanju[25] utvrđeno je da od 20 izolata epifitnih bakterija koje su se mogle uzgajati na podlogama čak 13 ima sposobnost formiranja biofilma. Iz tog razloga se UBB nakon pranja redukuje samo na površini listova. Nakon pranja vodovodnom vodom, na površini listova 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 stiče utisak male redukcije UBB u usitnjenim listovima i prije i nakon pranja. 

Tabela 1. Procentualna zastupljenost grupa log10 cfu/g UBB u uzorcima zelene salate
Table 1. A percentage of groups log10 cfu/g  total bacterial count in lettuce samples
	Raspon log10 cfu/g
Range log10 cfu/g
	% uzoraka neoprane salate
% of unwashed lettuce samples
	% uzoraka oprane salate
% of washed lettuce samples

	
	Površina lista
Surface area
	Dubina lista
Interior parts
	Površina lista
Surface area
	Dubina lista
Interior parts

	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



Teškoća sa određivanjem UBB endofitske mikroflore je u nekim istraživanjima riješena sa kratkrotrajnom sterilizacijom površine lista hlorom [23]. Iako je aktivni hlor obezbojio površinu lista i prošao nekoliko mm u dubinu lista, autori smatraju da većina bakterija na listovim različitih vrsta salate pripada epifitskoj mikroflori. Međutim, biofilm nekih vrsta bakterija formiran na površini lista, uz stome i provodne sudove može omogućiti preživljavanje drugih, pa i humanih patogena [26]. Zbog toga 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 se istražuju novi i efikasniji načini pranja [17,22,27].

Od 160 analiziranih uzoraka samo je na jednom uzorku površine listova neoprane zelene salata konstatovano prisustvo Salmonella vrsta, dok E. coli nije konstatovana ni u jednom uzroku. Mnogi sojevi E. coli, kao i Salmonella vrsta mogu da se pričvrste, formiraju biofilm i umnožavaju na površini i u dubini listova zelene salate [19,20,26,28-30]. Odsustvo E. coli u analiziranim uzorcima ukazuje na nepostojanje fekalne ili neke druge kontaminacije tokom obrade, branja i prometovanja salatom. Detekcija Salmonella vrsta u jednom uzorku se može povezati sa kontaminacijom prilikom manipulacije na tržnici i može biti iz različitih izvora (ptice, insekti, ljudi i sl.).  
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. Kontaminacija sa Staphylococcus aureus se uvijek povezuje sa lošom higijenom ljudi koji rukuju hranom, što je najverovatniji uzrok i velikom broju pozitivnih uzoraka zelene salate. U prilog tome govori i detekcija ove bakterije u proizvodima spremnim za korištenje [31,32]. Poznato je da S. aureus formira biofilm na medicinskoj opremi i tkivima [33]. Moguće je da je formiranje biofilma na površini biljaka inhibirano biološki aktivnim materijama koje one sadrže [34].  Sulfitoredukujuće klostridije detektovane su u 7,5% uzoraka oprane i neoprane zelene salate na površini listova i u 22,5% uzoraka u dubini listova. To su sporogene anaerobne bakterije koje se nalaze u zemljištu i njihove spore se lako mogu naći na listovim salate. Kontaminacija zelene salate sporama je vjerovatnija iako je uzgojnim metodama nemoguće razdvojiti spore od vegetativnih oblika. Detekcija ovih bakterija je vrlo značajno kod pakovanja svježe rezane salate u vakuum pakovanje [35]. 
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 [15,24]. 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 (26. oktobar) i iznosi 2,10 log, a najmanja je u uzroku kupljenom u proljeće (7. april). 


Slika 2.  Prosječan ukupan broj KiP na površini (A) i u usitnjenim listovima (B) zelene salate prije (1) i nakon pranja (2) 
Figure 2. Average value of total fungi count on the surface area (A) and in the interior parts of lettuce before (1) and after washing (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
Table 2. A percentage of groups log10 cfu/g  total fungi count in lettuce samples
	Raspon log10 cfu/g
Range log10 cfu/g
	% uzoraka neoprane salate
% of unwashed lettuce samples 
	% uzoraka oprane salate
% of washed lettuce samples

	
	Površina lista
Surface area
	Dubina lista
Interior parts
	Površina lista
Surface area
	Dubina lista
Interior parts

	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 [36]. 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 [37].
Zaključci
Pranje vodovodnom vodom značajnije redukuje ukupan broj mikroorganizama samo na površini listova zelene salate, dok je redukcija u usitnjenim listovima mnogo manja ili je uopšte nema. Prosječan UBB u opranim usitnjenim listovima (4,53 log10 cfu/) je veći nego na njihovoj površini (2,52 log10 cfu/g) i samo za 0,42 log10 cfu/g manji od prosječnog UBB usitnjenih neopranih listova. UBB na površini i u usitnjenim listovima zelene salate je vrlo varijabilan i zavisi od uslova uzgoja, manipulacije, vlažnosti, starosti i oštećenosti listova. Mnoge epifitske bakterije imaju sposobnost pričvršćivanja za površinu listova i formiranja biofilma u kojem mogu da prežive i humani patogeni. Prosječan broj KiP u usitnjenim listovim se ne redukuje pranjem što je posljedica najvećim dijelom kidanja hifa kod pranja i usitnjavanja. Ova činjenica je naročito značajna kod salate koja se usitnjava i pakuje za prodaju jer može da utiče na rok trajanja proizvoda i umnožavanje patogena u unutrašnjosti listova.
Zahvalnost
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THE OCCURRENCE OF MICROORGANISMS  ON LEAF SURFACE AND IN INTERIOR PARTS OF LETTUCE

Consumption of fresh fruit and vegetables is imposed as a necessity of modern man. However, the use of thermally unprocessed foods carries the risk of food poisoning caused by various microorganisms. In this study was determined the total count of aerobic mesophilic bacteria, yeasts and molds, as well as the presence of Escherichia coli, Salmonella species, sulphite-reducing clostridia, coagulase positive staphylococcus, on the surface and in the interior parts of lettuce leaves before and after washing. Samples for analysis were purchased from the local market place in Banja Luka in spring and autumn 2015. 160 samples were tested. The total count of aerobic mesophilic bacteria on lettuce leaf surface is reduced by 2.27 log by washing while the reduction in the interior parts of lettuce leaves was much smaller and was only 0.42 log. Total count of yeast and molds on lettuce leaves surface after the washing is reduced by log 1.16, while in the interior parts of lettuce leaves reduction does not occur. E. coli was not found neither on the surface, nor in the interior parts of lettuce leaves. Salmonella species were identified in one sample on the leaves surface of unwashed lettuce. Most of the samples were contaminated with coagulase-positive staphylococci that were found on the lettuce leaf surface in 57.5% of unwashed and 12.5% ​​of washed samples. In the interior parts of lettuce leaves these bacteria were not found. Sulphite-reducing clostridia were detected in 7.5% of washed and unwashed samples on lettuce leaves surface and in 22.5% of samples in the interior parts of the leaves.

Keywords: lettuce, microbiological quality, surface area, interior parts
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