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Uvod

VisegodiSnja epizootiolosko-epidemioloska istraziva-
nja salmoneloza ukazuju da su temeljni vektori prijenosa
ovih patogena u lanac ljudske prehrane nedvojbeno
namirnice animalnog podrijetla. Na prvom mjestu
svakako valja spomenuti piletinu, kao i meso peradi
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Strucni ¢lanak

U ovom radu izneseni su podaci o rezultatima viSegodisnjeg pracenja
salmoneloza kojima su vektori bili kontaminirano povrée, sjemenke, klice i
voce. Najpoznatije epidemije u SAD-u i Zapadnim zemljama javile su se kao
posljedica kontaminacije klica alfalfa (lucerna — djetelina sedmaca), rajcica,
salate, kikirikija, lubenica, dinja, rize i sl. Uobi¢ajeno misljenje kako salmonele
kontaminiraju povrce i vo¢e samo povrsinski, napusteno je u svjetlu otkri¢a da
ovi mikroorganizmi, kao i drugi patogeni mogu penetrirati u stabljiku, lis¢e 1
plodove kroz neosteceni korjenski sustav ali i zbog oste¢enja ovih struktura.
Istrazivanja su pokazala da je na molekularnoj razini potreban sustav TTSS
efektorskih proteinskih molekula pomocu kojega razliciti patogeni prodiru kroz
neosteceni korjenski sustav u biljku. U fazi klijanja sjemena, zbog otpustanja
hranjivih spojeva, bakterijski biofilm na sjemenju i klicama moze posti¢i in-
vazivne koncentracije od 106107 CFU/g biljne mase. Temeljni je izvor patoge-
na u poljoprivrednoj proizvodnji kontaminirana voda, pa se preporucuju pos-
tupci njenog kondicioniranja prije navodnjavanja poljoprivrednih kultura, ali i
postupci dezinfekcije vocéa i povréa koje se konzumira bez termicke obrade i to
uranjanjem u otopine Na hipoklorita, H,O, i sl.

Fruit and vegetables as vehiculi of salmonelosis Professional paper
The results of a long term study of salmonelosis caused by contaminated veg-
etables, seeds, sprouts and fruit have been reported in the paper. The most fa-
mous outbreaks in the USA and the Western countries resulted from the contam-
inated alfalfa sprouts, tomatoes, cantaloupe, lettuce, peanuts, etc., were de-
scribed. Common opinion that Sa/monella can be found only on the surfaces of
fruit and vegetables has recently been abandoned due to the discovery of the fact
that Sa/monella as well as the other pathogenic microorganisms can penetrate
stem, leaves and fruites of the plant through both damaged and undamaged
roots. Molecular researches have proved that type III protein secretion system
(TTSS) is necessary to the pathogenic microorganisms while penetrating the un-
damaged roots of the plant. During the phase of seed germination, nutrients are
released enabling the bacterial biofilm on seeds and sprouts to reach the invasive
concentrations of 106107 CFU/g of sprouts biomass. The main source of path-
ogenic microorganisms in agriculture is, obviously, contaminated water so the
procedure of its conditioning prior to the irrigation together with the desinfec-
tion of fruit and vegetables using Na hypochlorite or H,O, has been strongly
suggested.

opcenito, konzumna jaja, svinjetinu, odnosno jela
pripremljena od ovih sirovina [1, 2].

Nazalost, istrazivanja ovog problema u posljednjih de-
setak godina ukazuju na neke nove, dosada nepoznate
mogucénosti adaptacije ovih mikroorganizama na namir-
nice biljnog podrijetla (primarno povrée) koje su vise puta
bile vehikulumi salmoneloza.
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Povrce i voce kao vehikulumi salmoneloza

Epidemioloski podaci

Saznanja da povrée i voce mogu biti vektori
salmoneloza nisu nova ve¢ sezu do 1960-ih godina
proslog stoljeca. Navodenje svih do sada poznatih epi-
demija salmoneloza, kojima su vehikulumi bile namirnice
biljnog podrijetla, izlazilo bi iz okvira ovog ¢lanka, pa
¢emo u daljem prikazu iznijeti podatke o najpoznatijim
epidemijama u posljednjih desetak godina, a koje su ne-
dvojbeno vezane uz povrée.

Klice alfalfa

Alfalfa klice (lucerna — djetelina sedmaca) u vise su
navrata bile vehikulumom salmoneloza, osobito u SAD, u
kojima je, za razliku od nase zemlje, konzumacija svjezih
sirovih klica uobicajena. Tijekom jeseni 1995. na
podrucju 6 saveznih drzava SAD, a osobito u prosincu iste
godine u Oregonu i Britanskoj Kolumbiji (Kanada), re-
gistrirana su 133 oboljela kod kojih je iz uzorka stolice
izolirana S. enterica serotip newport (S. newport). Isti
serotip izoliran je iz Sarze alfalfa klica koje su se u tom pe-
riodu nalazile na trzistu. Sojevi S. newport bili su izolirani
prema molekularnom profilu odredenom gel elektrofore-
zom u pulsiraju¢em polju (PFGE), neodvojivi od sojeva
izoliranih iz suspektnih klica. Nakon povlacenja inkrimi-
nirane Sarze iz prometa, epidemija je prestala. Ova otkrica
ukazala su na pitanje nerijeSenog vehikuluma salmoneloze
iz 1973. Isti vehikulum bio je odgovoran za pojavu epi-
demije u Finskoj tijekom 1980-ih i 1990-ih. Valja naglasiti
da su ove epidemije pobudile relativno malo paznje epi-
demiologa u smislu spoznaje da klice alfalfa mogu biti ve-
hikulumi ovih patogena. Tijekom 1995. na podrucju
Skandinavije izbila je Sira epidemija ovim vektorom koja
je pobudila znatno vise paznje. Iste godine izbila je na po-
drucju Sjeverne Amerike poznata epidemija sa S. stanley,
koja je prethodila ranije spomenutoj epidemiji sa S. new-
port. Procjenjuje se da je ovom prilikom S. newport infici-
rala vise od 20 000 ljudi [3].

Od veljace do ozujka 2001. »Odjel za zdravstvo«
drzave Kalifornije registrirao je epidemiju (23 oboljela)
izazvanu sa S. kottbus. I ovom prilikom vehikulum su bile
klice alfalfa uvezene iz Australije tijekom studenog 2000.
godine. Usporedba klinickih izolata S. kottbus sa sojevima
iz uskladistene Sarze klica PFGE tehnikom pokazala su da
se radi o identi¢nom uzro¢niku [3a].

Svjeze rajcice

U posljednjih desetak godina u svijetu je registrirano
nekoliko znacajnih epidemija salmoneloza u kojima su
kao vehikulum bile dokazane sirove raj¢ice. Odjeli za
zdravstvo drzava Illinois, Michigan, Minnesota i
Wisconsin registrirali su Siru epidemiju izazvanu
salmonelama tijekom 1990. (S. javiana/176 oboljelih),

odnosno 1993. (S. montevideo/100 oboljelih). U oba
sluc¢aja vehikulum su bile sirove raj¢ice podrijetlom iz
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pakirnice povréa u Juznoj Karolini u kojoj je povrée prije
pakiranja uranjano u zajednicki bazen s vodom [3b].

Od prosinca 1998. do veljace 1999. S. baildon bila je
uzrokom epidemije, koja je zahvatila ukupno 15 grofovija
drzave Kalifornije, ali i 7 drugih saveznih drzava SAD. |
ovom su prilikom sirove rajé¢ice bili dokazani vehikulum
epidemije [3c].

S. javiana bila je uzrokom epidemije medu ucesnicima
sportskih igara osoba s transplantiranim organima u
Orlandu na Floridi tijekom lipnja 2002. (141 oboljeli iz 32
savezne drzave SAD). I ovom su prilikom kao inkrimi-
rane namirnice dokazane svjeze raj¢ice narezane na koc-
kice [3d].

Ostalo povrée i voce

Krajem ljeta 2001. izbila je epidemija medunarodnih
razmjera sa S. stanley isa S. newport u Australiji, Kanadi i
Velikoj Britaniji. Oba uzro¢nika izolirana su iz
neotvorenih pakiranja Shandong kikirikija u Australiji i
Kanadi, kao i kikirikija s aromom luka u Engleskoj. Obje
Sarze kikirikija potjecale su iz Kine, a na trziSte su
izvezene preko Singapura. Iz neotvorenih pakiranja
kikirikijau Kanadi izolirana je i S. lexington, na sre¢u, bez
obolijevanja konzumenata [3e, 3g].

U periodu travanj—svibanj 2000. u Kaliforniji,
Washingtonu, Nevadi, Novom Meksiku, Oregonu i
Koloradu registrirana je epidemija sa S. poona (47 obo-
ljelih). Tom prilikom su vehikulum bile rebraste dinje, po-
drijetlom iz Meksika. Isti je uzro¢nik bio odgovoran za
Siru epidemiju iz perioda oZzujka i svibnja 2002. u nizu
saveznih drzava SAD i1 Kanadi.

Kao i u prethodnoj epidemiji, vehikulum su bile re-
braste dinje iz Meksika [31].

Od ostalih namirnica biljnog podrijetla, kazuistika
salmoneloza navodi ljutike, maline, rotkvice, salatu i
lubenice [4] . Pored salmonela povrée i voée nerijetko je
bilo vehikulumom E. coli O157:H7, sigela i Bacillus
cereus.

Mehanizam invazije biljnog tkiva

Uobicajeno je misljenje, da je unutrasnjost zdravog i
neoste¢enog voca i povréa nacelno sterilna. Kao suprot-
nost ovakvim stavovima ve¢ je duze vrijeme poznato da
endofitske bakterije perzistiraju u brojnim vrstama
biljnog tkiva [5].

Proucavajuci 10 vrsta voca i povréa Samish i sur. ve¢
su 1962. dokazali da odredene vrste bakterija, primarno
pseudomonade i enterobakterije, perzistiraju u unutrasnjosti
zdravih neoStecenih sirovih krastavaca i rajéica [6].
Istrazivanja su, naime, pokazala da Ralstonia solanacearum,
koja inace izaziva bakterijsko uvenuce rajcica, kroz kori-
jenski sustav ulazi u biljku, prodire kroz ksilem, te siste-
matski kolonizira stabljiku [6].
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Nadalje je dokazano da Pseudomonas syringae, inace
uzro¢nik bakterijske pjegavosti rajéica, obitava u trihomi-
ma lis¢a [5].

Posebno su instruktivna otkrica Hara-Kudoa i sur. te
Itoha i sur. koji su, prouc¢avajuc¢i kontaminaciju klica
rotkvica s E. coli O157:H7 nakon velike epidemije medu
Skolskom djecom u Japanu, nedvojbeno utvrdili da je
uzro¢nik iz kontaminirane vode prodro u klice rotkvica
kroz korijenski sustav. Naime, iako su klice servirane kao
salata bile propisano oprane u kloriranoj vodovodnoj vo-
di, a soj patogena izoliran iz uzoraka pacijenata nije mo-
gao prezivjeti koncentraciju rezidualnog klora, ipak je
doslo do velike epidemije s oko 6000 oboljele Skolske
djece. Jedino prihvatljivo objasnjenje bio je prodor pato-
gena u unutrasnjost klica iz vode za navodnjavanje, $to su
autori uporabom fluorescirajué¢ih proteina ugradenih u
inkrimirani soj, nedvojbeno dokazali [7, 8].

Istrazivanja Baraka i sur. po pitanju razlika u adheren-
ciji S. enterica 1 E. coli O157:H7 na klice alfalfa ukazuju
darazliciti sojevi S. enterica brze i lak$e adheriraju na ove
klice od E. coli O157:H7. Ponovljenim pranjem klica so-
jevi E. coli O157:H7 bili su prakti¢no isprani s povrsine,
dok to nije bio slucaj sa S. newport [9].

Pokusi Howarda i Hutchesona u svezi s dinamikom
rasta razlicitih sojeva S. enterica (Bovismorbificans,
Stanley, Newport, Montevideo, Meleagridis, Infantalis,
Anatum, Senftenberg, Havana, Tennessee, Saint Paul,
Goldcoast, Mbandaka 1 Enteritidis), nedvojbeno su
pokazali da niska pocetna kontaminacija klica alfalfa
moze tijekom germinacije kroz nekoliko dana posti¢i in-
vazivne vrijednosti od 100~107 CFU po gramu svjeze
mase klica.

Prema ovim istrazivanjima testirani sojevi S. enterica
rastu saprofitski zahvaljujuci nutrijentima koje otpusta
sjemenje klica u fazi klijanja. Kao $to je poznato, nakon
pucanja endosperma sjemenje otpusta u vodu za navod-
njavanje reduktivne Secere kao i1 druge organske
molekule. Upravo ova ¢injenica pogoduje brzom rastu
salmonela na klicama u fazi klijanja. Time se objasnjava
relativno visoka koncentracija ovih patogena ve¢ nakon
48-72 sata [10].

Istrazujuci odnos izmedu kontaminiraju¢ih salmonela
iz voda za navodnjavanje i raj¢ica koje se uzgajaju u vo-
denim bazenima, Xuang Guo i sur. dokazali su da nakon
izlaganja korijenja rajc¢ica vodi s definiranom koncen-
tracijom salmonela, u roku od jednog dana, broj ovih
mikroorganizama, na hipokotilima i kotiledonima, kao i u
stabljici, postize vrijednosti od 3,01 CFU/log 10 do 3,40
CFU/log 10 po gramu [5].

Molekularne osnove invazivnosti

Prema Howardu i Hutchensonu, bakterijska kolo-
nizacija korijenja geneticki je slozen proces. U slucaju
Pseudomonas fluorescens za kolonizaciju rizosfere kori-
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jenja neophodan je sekretorni sustav proteina tip III
(TTSS). Drzi se da Ps. fluorescens koristi TTSS sustav
kako bi postigao prednost nad ostalim bakterijama iz ri-
zosfere tako da translocira efektorske molekule u cito-
plazmu stanica domacina. Ova translokacija ima za
posljedicu luc¢enje nutrijenata u rizosferu. TTSS sustav
neophodan je za rast brojnih bakterija koje egzistiraju na
biljkama, pa tako i Pseudomonas syringae. Cini se da,
pored stimuliranja lucenja nutrijenata, efektorski proteini
TTSS sustava suprimiraju i obrambeni odgovor stanica
domacina. Autori su dokazali sa S. enterica da se ekspri-
mira dva razli¢ita TTSS sustava koje kodiraju odsjecci
njenog genoma odgovorni za patogenost oznaceni s SPI1 i
SPI2. TTSS funkcija koja je u svezi sa SPII kodira inva-
ziju stanica domacina, dok se SPI2 eksprimira nakon in-
vazije stanica domacina. Zanimljivo je istaknuti da barem
jedan od izlucenih efektorskih proteina translociranih
preko SPII/TTSS sustava iskazuje homolognost s
izlucenim efektorskim proteinima mnogih fitopatogena.
Postoje takoder i dokazi da neki faktori virulencije pato-
gena sisavaca mogu djelovati ne samo kod zivotinjskih
vec i kod biljnih domacéina. Npr., klinicki izolat Ps. aerug-
ynosa, koji je bio uzrokom oportunistickih infekcija ljudi,
imao je sposobnost izazvati i patoloske simptome kod
biljke Arabidopsis thaliana (pripada obitelji gorusica).
Utvrdeno je, nadalje, da je najmanje 17 gena Ps. aerugy-
nosa bilo u svezi s nastankom patoloskih procesa i kod bi-
ljaka i kod pokusnih mieva. Sto se ti¢e sojeva S. enterica,
dokazano je da mutanti ovih bakterija, kojima je suprimi-
ran sustav gena koji kodiraju SPI1/TTSS sustav (#il4::Tn
mutanti), kao i mutanti kojima nedostaje kriticni gen
(prgH) neophodan za kompletiranje TTSS, ipak rastu na
sjemenju alfalfa koje klija. Posto se TTSS sustav kojega
kodira SPI2 eksprimira nakon invazije stanica sisavaca
¢ini se da je rast sojeva S. enterica na klicama nezavisan
od poznatih determinanta patogenosti [10].

Izvor kontaminacije i preventiva

Proucavanja su pokazala da je najcesc¢i izvor pato-
genih enterobakterija u biljnoj proizvodnji voda za navod-
njavanje [10]. Naime, navodnjavanje vec¢ih poljoprivred-
nih povrsina tijekom uzgoja voca i povréa zahtijeva i vece
koli¢ine vode, osobito ljeti. Zbog objektivnih razloga, ali i
zbog smanjivanja troSkova proizvodnje, uzgajivaci za
navodnjavanje nerijetko koriste vodu jezera, potoka ili ri-
jeka bez prethodne obrade. Drugi problem predstavlja
navodnjavanje poljoprivrednih povrsSina neobradenim ot-
padnim vodama s farma i to onima koje potjecu izravno iz
Stalskog uzgoja peradi, svinja, goveda i sl. Prate¢i trend
proizvodnje tzv. zdrave hrane, poljoprivrednici nerijetko
koriste prirodno gnojivo iz svojih §tala bez prethodno
provedene tople fermentacije. Mogu¢ izvor kontaminaci-
je nadzemnog dijela biljaka svakako moze biti izmet pti-
ca, prasina, a u rijetkim slu¢ajevima i ruke kliconosa, koji
manipuliraju ubranim voé¢em i povréem [5].
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Temeljem kumuliranih spoznaja o vocu i povréu kao
vektorima salmoneloza, kao i drugih alimentarnih patoge-
nau SAD je Center for Food Safety and Nutrition pri U.S.
Food and Drug Administration, razradio preporuke za re-
dukciju mikrobnih uzro¢nika na klijaju¢em sjemenju [11].

Sliéne naputke i preporuke publicirao je Beuchat u
svezi povrsinske dekontaminacije voca i povréa u SAD.
Piernas i Guiraud publicirali su svoja iskustva za dezin-
fekciju sjemenja rize prije klijanja [12, 13]. Vecina pre-
porucenih postupaka dezinfekcije temelji se na uranjanju
klica, voéa ili povréa u otopinu Na hipoklorita koncen-
tracije od 20 g/L za sjemenje ili klice, odnosno 100-200
mg/L aktivnog klora za lisnato povrce koje se termicki ne
obraduje. Pored dezinfekcije aktivnim klorom, preporuca
seiobrada povréa, vocaisjemenjas H,O,, Tween 80, mli-
jecnom i octenom kiselinom [14]. Kao posebno ucinkovit
postupak dekontaminacije preporucena je i pasterizacija
ioniziraju¢im zracenjem. Nazalost, izvije$¢a ukazuju da
niti jedan postupak ne moze potpuno obeskliciti konta-
minirano voce i povrée osobito ako je doslo do prodora in-
fekata u unutrasnjost stabljike ili plodova [14].

Mikrobioloska kakvoéa povréa u Hrvatskoj

Unato¢ ¢injenici da medu vektorima salmoneloza u
Hrvatskoj dominiraju namirnice animalnog podrijetla,
odnosno jela i slastice na¢injenih pomocu ovih sirovina,
ipak se ne smije zanemariti moguénost pojave salmoneloza
preko povréa ili voca koje se konzumira bez termicke
obrade. Ovo tim vise jer u svijetu, ali i kod nas, vlada trend
konzumiranja zdrave —nekonzervirane hrane. S druge pak
strane, prestankom politi¢ke podjele svijeta na Istok i
Zapad, kao i1 zbog snaznog pritiska »Svjetske trgovinske
organizacije« (WTO), doslo je do potpunog rusenja bari-
jera pri uvozu i izvozu svih vrsta namirnica. [z navedenih
razloga na nasem se trzistu danas moze naci povrce i voce
iz Citavog svijeta.

Ovdje, na zalost, moramo istaknuti da na§ aktualni
normativni akt o mikrobioloskim standardima za namir-
nice, iako kvalitetan, nema razradene mikrobioloSke stan-
darde za sirovo voce i povrée [15]. Na tragu ovih spoznaja
Sira radna skupina sekcije za mikrobiologiju namirnica
Hrvatskog mikrobioloskog drustva izvrsila je tijekom
proljeca i ljeta 2004. kolaborativno istrazivanje mikrobne
kontaminacije povréa iz maloprodaje kontinentalnog i
primorskog dijela Hrvatske. Rezultati ovih istrazivanja
objavljeni su na 3. hrvatskom mikrobiloskom kongresu
(Pore¢ 2004.). Analizirana je kontaminacija povrca s
mikroorganizmima roda Salmonella, Listeria monocyto-
genes, E. coli, Enterobacteriaceae, kao i bakterije roda
Enterococcus (slika »Mikrobioloska kontaminacija sv-
jezeg povrca«). Od ukupno 229 pretrazenih uzoraka sv-
jezeg povréa, svega je 15 uzoraka bilo iz uvoza (Italija,
Spanjolska, Nizozemska, Austrija, Makedonija i BiH),
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dok je 214 uzoraka bilo domace proizvodnje. Domace
povr¢e bilo je nacelno podrijetlom iz vrtova regija u koji-
ma je iuzorkovano. S. enteritidis bilaje izolirana iz vrtnog
uzgoja salate (Istra), za ¢iji je uzgoj uporabljeno prirodno
gnojivo. U svim pretrazenim uzorcima dokazane su entero-
bakterije (kontaminacija 100 %), enterokoki su dokazani
kod 48 % uzoraka, dok je E. coli izolirana iz 37 % uzoraka
lisnatog povréa, 25 % uzoraka povréa s plodovima, te iz
31 % korijenastog povr¢a.

lako preliminarno, ovo istrazivanje nedvojbeno
ukazuje na visoki stupanj kontaminacije povréa u malo-
prodaji Hrvatske indikatorima fekalnog zagadenja.

Zakljucéak

Rezimirajucéi izneseno o povréu, klicama i voéu kao
potencijalnim vektorima salmoneloza, ali i ostalih cri-
jevnih patogena, mislimo da bi sustavnom edukacijom
poljoprivrednika u proizvodnji povrca, osobito onog koje
se termicki ne obraduje, valjalo strogo provoditi nacela
dobre poljoprivredne prakse. Ovom bi prilikom trebalo:

—navodnjavanje povréa provoditi bakterioloski Cis-
tom vodom bez fekalne kontaminacije;

—u slucaju koristenja netretiranih voda (jezera, potoci,
rijeke, otpadne vode) izvrsiti prethodno obesklice-
nje;

— pri koriStenju prirodnog gnojiva prethodno izvrsiti
toplu fermentaciju u svrhu eliminacije nesporogenih
alimentarnih patogena;

—prije serviranja sirovog povréa u obiteljskoj prehrani
izvr§iti visekratno pranje u vodovodnoj vodi;

— kod hotelskih objekata, kao i ostalih objekata
masovne prehrane, oprano i o¢is¢eno povrée valjalo
bi dodatno obeskliciti uranjanjem u otopinu Na
hipoklorita preporucene koncentracije.

Unato¢ iznesenom, zbog dokazane sposobnosti pene-
tracije patogena u korijenje, stabljiku, lis¢e i plodove voca
ipovréa, realna opasnost izbijanja salmoneloza ovim vek-
torima ostaje i dalje prisutna.
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