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Sazetak

Listeria monocytogenes i druge bakterijske vrste roda Listeria su koje ukoliko se nalaze u mesu i mesnim proizvodima mogu izrazito
Stetno djelovati na zdravlje potrosaca. Zanimala nas je mogucnost aerogene kontaminacije mesa i mesnih proizvoda ovim mikroor-
ganizmima koji ¢ine bioaerosol. Ovaj rad proucava prisutnost bakterije Listeria monocytogenes i Listeria spp u bioaerosolu u zraku
mesno-preradivackih objekata te vaznost izbora izmedu impakcijske ili ciklonske metode uzorkovanja zraka.

Ciklonska metoda pokazuje vecu osjetljivost za otkrivanje bakterije L. monocytogenes i drugih vrsta Listeria spp u uzorcima bioaero-
sola u zraku mesnih industrija. Ciklonskim nacinom uzorkovanja bioaerosola pronasli smo prisutnost Listeria spp u 41% uzorka od

cega je u 24% potvrdena prisutnost L. monocytogenes.

Rezultati ukazuju na znacajnu mogucnost aerogene kontaminacije mesa i mesnih proizvoda bakterijom L. monocytogenes putem
bioaerosola u mesnoj industriji. Ciklonska metoda uzorkovanja zraka za otkrivanje prisutnosti L. monocytogenes u bioaerosolima

pokazala se pouzdanijom od impakcijske metode.

Kljucne rijeci: Listeria monocytogenes, impakcijska i ciklonska metoda uzorkovanja zraka, proizvodnja mesa

Uvod

Listeria monocytogenes je jedan od najvaznijih hra-
nom prenosivih patogena koji uzrokuje listeriozu u ¢ovje-
kaiZivotinja. lako je listerioza rjeda od kampilobakterioze
ili salmoneloze, ona u 92 posto slu¢aja zahtijeva bolnicko
lijecenje. Moguc¢nosti kontaminacije zraka bakterijom L.
monocytogenes u mesno-preradivackoj industriji sma-
traju se znacajnim rizikom mikrobioloske kontaminaci-
je. Mnoga izvjes¢a vezana za izolaciju listerije iz Sirokog
spektra prehrambenih proizvoda, s posebnim naglaskom
na sirovo meso i proizvode od sirovog mesa, ukazala su
na razli¢cite moguce putove prijenosa listerije u mesno-
preradivackoj industriji. Listeria spp je sveprisutna i Siroko
rasprostranjena u okolisu, zbog ¢ega su moguca oneci-
$¢enja klaonica i preradivackih objekata prepoznata kao
vazan izvor kontaminacije hrane listerijom (EFSA, 2006;
Nesbakken, Kapperud i Caugant, 1996). Listeria spp se
prvenstveno prenosi putem zivotinjskog krzna i perja te
stoga sve dodirne povrsine i trupovi u klaonici mogu biti
izloZzeni kontaminaciji listerijjom. Izvori Sirenja bakterija
roda Listeria u okruzenju mogu biti razni, kao primjerice
podovi, kanalizacija, staja¢a voda, oprema, zaposlenici,
Zivotinje, prehrambeni aditivi, materijal za pakiranje i
drugi (Griffiths, 2003). Stovise, tretman zivotinja pri kla-
nju, postupci prerade mesa i sanitarni procesi uvijek po-
ticu stvaranje bioaerosola koji su zagadeni razli¢itim vr-
stama bakterija pa tako i bakterijama Listeria spp (Zhang
i sur,, 2007;. Kang i Frank, 1990). Bioaerosoli predstavljaju
znacajan rizik od kontaminacije jer se lako Sire zrakom
koji prolazi kroz razlicite objekte za preradu mesa, uklju-
¢ujudi liniju klanja te odjele za hladenje, preradu, pakira-
nje i otpremu mesa (Spurlock i Zottola, 1991; Prendergast

i sur.,, 2004). Zbog toga zrak zasi¢en bioaerosolom one-
¢isc¢enim bakterijom Listeria spp moze biti vazan vektor
ovog patogena i nakon postupaka cis¢enja, a taloZenje
kapljica biaerosola na ve¢ oprane i dezinficirane povrsine
moze ih ponovno kontaminirati. S obzirom na ¢injenicu
da bakterija preferira vlazna i hladna podrucja u pogoni-
ma za preradu mesa te ima snaznu tendenciju stvaranja
bio-filma koji je stiti od sredstava za dezinfekciju, ne ¢udi
da brojna istrazivanja pokusavaju otkriti putove listerije,
ukljucujuci zrak.

Do danas je vecina istrazivanja o zrakom prenosivoj
bakteriji Listeria spp u zraku mesne industrije napravljena
uglavnom u eksperimentalnim uvjetima. Studije o zra-
kom prenosivoj listeriji jos uvijek se vrlo rijetko provode
u realnim uvjetima i ne pokazuju jasnu sliku ovog feno-
mena. Samo nekoliko autora (Byrne i sur., 2008.; Zhang i
sur. 2007.) izvje$€uju o istrazivanjima u mesnoj industriji,
no razlozi za Sirenje zrakom prenosive listerije zrakom jo3
uvijek nisu dovoljno razjadnjeni, a posebice izostaje opis
adekvatnih metoda njenog uzorkovanja u realnim uvje-
tima. Klasi¢ne metode utvrdivanja bioaerosola poput se-
dimentacije nisu ucinkovite jer listerija ne djeluje poput
drugih bakterija. Stoga je cilj naseg rada bio usporediti
impakcijsku i ciklonsku metodu koje bi mogle biti poten-
cijalno pouzdane metode za utvrdivanje zrakom preno-
sive listerije u zraku te istraZiti potencijalnu prisutnost
zrakom prenosive listerije tijekom klanja i prerade mesa.

Materijal i metode

Prikupljanje uzoraka

IstraZivanje za ovaj rad provedeno je u klaonici peradi,
a prisutnost zrakom prenosive bakterije Listeria spp utvr-
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divali smo koristeci se ciklonskom metodom uzorkova-
nja. Rezultati nasih prethodnih istraZivanja, provedenih u
klaonicama crvenog mesa i pogonima za preradu mesa u
kojima smo prisutnost zrakom prenosive bakterije Liste-
ria spp utvrdivali impakcijskom metodom, upotrijebljeni
su radi usporedbe dviju metoda. Uzorci utvrdeni pomocu
ciklonske metode (n=81) prikupljeni su u 14 perioda tije-
kom jedne godine, dok su uzorci dobiveni impakcijskom
metodom (n=158) prikupljeni u razdoblju od jedne i pol
godine. Testirana postrojenja vodena su u skladu sa stan-
dardima EU (Direktivama 852, 853, 854/2004).

Uzorkovanje zrakom prenosive listerije -

impakcijska metoda

Kao $to smo izvijestili, u prethodnom smo se istra-
Zivanju koristili impakcijskom metodom za utvrdivanje
zrakom prenosive listerije (Dobeic i sur., 2011). Koristili
smo se MAS-om 100 (Microbial Air Monitoring Systems
® —uzorkivac zraka za mikrobiolosku analizu) kao jedno-
faznim impakcijskim uzorkivacem koji djeluje na principu
Andersenovog uzorkivaca zraka (Anderson, 1958; Merck,
2001) i udovoljava zahtjevima op¢ih regulatornih instru-
menata za medicinsku opremu u EU i EN ISO 14698-1/2
(Kelly, 2005).

Osnovni princip rada MAS-a 100 jest metoda impakcije
kao aktivno usmjeravanje strujanja zraka neposredno na
Petrijeve plo¢e premazane agarom (56,72 cm? povrsine).
Pumpa uzorkivaca (MAS 100 Microbial Air Monitoring
Systems ©), kao jednofazni uzorkivac zraka, privlaci stalan
protok zraka kapacitetom od 100 I/min izravno na ploc¢u
u skladu s EN ISO 14698-1/2 normom. Zrak struji brzinom
od 0,45 m/s, slojevitim tijekom, medutim brzina Sirenja
zraka izravno na medij ne prelazi 20 m/s (Slika 1.).

Slika 1.: Impakcijski uzorkivac zraka MAS 100
(Microbial Air Monitoring Systems ©, Merck)

lako je impakcijska metoda pomocu MAS-a 100 na
povriinama obloZenim agarom adekvatna za utvrdivanje
zrakom prenosivih mezofilnih bakterija (CFU), ova meto-
da nije se pokazala pouzdanom za utvrdivanje listerije.
Ostale bakterije okolisa ¢esto prerastaju povrsinu nese-
lektivnog medija, 5to nije prikladno za izolaciju listerije. U
eksperimentu je umjesto agara kao medija, postavljen fil-
tar zraka (Univerzalni filtar za nape debljine 2-3 mm i pro-
pusnosti zraka 3600 |/m/s - (ETIS doo, Slovenija)) na povr-
sinu Petrijeve zdjelice natopljene s 2 ml bujona koji ¢ini
mjedavina Fraser-ovo bujona (Oxoid, doo, Basingstoke,
Hampshire, Velika Britanija) i pola koli¢ine koncentracije
antibiotika kako bi se sprijecio rast ostalih bakterija (Slika
2.) Zbog porozne strukture filtra, zrak cirkulira kroz medij
Fraser-ovog bujona unutar filtarskih kanala u kojem se li-
sterija moze akumulirati ili zadrzati na strukturi filtarskih
kanala. Okrugli filtri (promjera 9 cm) su sterilizirani auto-
klaviranjem na 121° C tijekom 15 minuta, a nakon toga
stavljeni u Petrijeve ploce. Uzorci su predstavljeni filtrima
kroz koje je propusteno 1500 i 1000 litara zraka. Uzorci
uzeti MAS-om 100 uzimani su iz klaonica i pogona za pre-
radu mesa 1 sat prije i tijekom proizvodnog procesa. Prije
svakog uzorkovanja zraka pumpa MAS-a 100 se sterilizi-
rala (121°C/15min). Tijekom uzorkovanja uzorkiva¢ zraka
se dezinficirao s 70% etilnog alkohola.

Slika 2.: Zra¢ni filtar natopljen Fraser bujonom (Oxo-
id, Ltd., Basingstoke, Hampshire, Ujedinjena Kraljevina)

Uzorkovanje zrakom prenosive listerije -
ciklonska metoda

Koristenjem ciklonskog uzorkivaca zraka (Coriolis Del-
ta Air Sampler) postignuto je nekoliko prednosti (Slika 3.).
Umjesto da se bakterije prikupljaju na ravne povrsine,
zrak se isisava kroz tekucinu i kovitla duz zaobljene stjen-
ke boce za uzorke u turbulentnom strujanju. Budu¢i da
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ciklonski uzorkiva¢ zraka povlaci turbulentno strujanje
zraka kapacitetom od 100 I/min, mikroorganizmi se aku-
muliraju na bo¢noj povrsini boce za uzorke. Za uzorko-
vanje zraka u tekucini kao medij za prikupljanje moze se
koristiti destilirana voda ili bilo koji bujon, sto poboljsava
Zivotne uvjete za bakterije u vrijeme uzimanja uzoraka i
tijekom transporta do laboratorija. Uzorci za kultiviranje
listerije prikupljeni su pomocu ciklonskog uzorkivaca zra-
ka u teku¢em bujonu koji se sastoji od mjesavine Fraser
medija (Oxoid, doo, Basingstoke, Hampshire, Ujedinjena
Kraljevina) i pola koncentrata antibiotika kako bi se spri-
jecio rast drugih bakterija. 10 ml Fraser-ovog bujona uli-
veno je u sterilne boce za uzorke. Bujon prozracen je s
po 3000 litara zraka za svaki uzorak uzet u klaonici peradi
tijekom klanja i prerade mesa. Uzorci su transportirani u
laboratorij u roku od nekoliko sati. Prije svakog uzorko-
vanja zraka pumpa se sterilizirala (121°C/15min). Tijekom
uzorkovanja, sterilne boce za uzorke redovito su se mije-
njale. Validaciju Coriolis® tehnologije provela je Agencija
za zastitu zdravlja (HPA- Health Protection Agency) u Por-
ton Downu (Ujedinjena Kraljevina). Fizikalna i bioloska
ucinkovitost utvrdena je u skladu s normom 1SO14698-1,
u usporedbi s referentnim metodama impakcije na posu-
de sagaromiili filtrima. Coriolis® oprema takoder odgova-
ra CE/UL/CEM normama i kriterijima.

Slika 3.: Ciklonski uzorkivac zraka (Coriolis Delta Air
Sampler) kao pumpa turbulentnog strujanja zraka

Determinacija bakterije Listeria spp

u laboratoriju

Prije inkubacije u svaku je posudu dodano jos 8 ml
polu-Fraserovog bujona te se sadrZaj njezno protresao.
Kulture su inkubirane pri 30°C tijekom 24 sata, a potom je
0,1 ml kulture preneseno u 10 ml bujona za obogadivanje
F2 (Fraser-ov bujon, s punom koncentracijom antibiotika,
Oxoid). Iz primarnog obogacivanja nacijepljene su selek-
tivne podloge: ALOA agar (Biolife Italiana, Milano, Italija)
i Palcam agar (oksoid, Basingstoke, England) te su inkubi-
rane pri 37°C tijekom 24-48 sati. Isti postupak je ponov-
lien s kulturom dobivenom na bujonu za obogacivanje,
nakon 48 sati inkubacije. Do pet tipi¢nih kolonija Listeria

sp. izrasle na ALOA i Palcam agaru prenesene su na krvni
agar u svrhu utvrdivanje hemoliti¢ke aktivnosti. Kona¢na
identifikacija je izvedena pomocu komercijalnog bioke-
mijskog seta API Listeria (Bio Merieux, Francuska) prema
uputama proizvodaca.

Vrednovanje rezultata

Statisticko vrednovanje rezultata, t-test i analizu kore-
lacije provela je ANOVA, koristeci se racunalnim progra-
mom GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc, SAD,
2014). Pearsonov koeficijent korelacije umnozaka i line-
arne regresije ABS u odnosu na vrijeme su prihvaceni za
r> 0,95, a vrijednosti nagiba linije korelacije manje od P
<0,05 smatrane su statisticki znacajnima.

Rezultati i rasprava

Zrakom prenosiva listerija

U ranijim istrazivanjima (Dobeic i sur.,, 2011) koriste-
na je modificirana impakcijska metoda uzorkovanja zra-
ka. U uzorcima iz klaonica za crveno meso Listeria spp je
utvrdena u 4,6% uzoraka (7/151), a bakterija je utvrdena
u 14,3% (1/7) uzoraka iz preradivackih pogona. Tom pri-
likom nije izolirana zrakom prenosiva L. monocytogenes,
unato¢ koristenju modificirane impakcijske metode koja
je prikladna za utvrdivanje zrakom prenosive bakterije
roda Listeria.

U ovom istrazivanju za izolaciju Listeria spp u klao-
nici peradi koristen je ciklonski postupak. Sveukupno je
40,8% (33/81) uzoraka bilo pozitivno na Listeria spp. (Slika
4.). Medu njima je 23,5% (19/81) uzoraka bilo pozitivho
na L. monocytogenes (0,24+0,43) a 17,3% (14/81) uzoraka
na L. innocua (0,18+0,39) (Slika 5.). Razlike izmedu vrsta li-
sterije nisu bile znacajne (r = 0,24). Najvedi broj pozitivnih
uzoraka izoliran je u zraku prostorije za evisceraciju (n =
18), koja je zasi¢ena aerosolom i u zraku prostorije za pa-
kiranje (n =7), $to je vazan podatak sa stajalista sigurnosti
hrane (Byrne i sur.; 2008).

0.8 4
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0.44
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0.2 1

0.0-
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Slika 4.: Prosjecne vrijednosti pozitivnih uzoraka na L.
monocytogenes i L. innocua dobiveni ciklonskom meto-
dom u klaonici peradi
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Figure 4.: Pozitivni uzorci L. monocytogenes i L. innocua dobiveni ciklonskom metodom u klaonici peradi tijekom

14 razdoblja uzorkovanja

U ovom je istrazivanju utvrdeno da se u zraku klao-
nica peradi moze utvrditi relativno velik broj listerije, kao
$to je to slucaj i u klaonicama crvenog mesa i mesno-pre-
radivackoj industriji, za $to su se prikupili podaci u pret-
hodnim eksperimentima. Metode kojima mozemo utvr-
diti prisutnost aerobnih bakterija jo$ su uvijek u razvoju,
dok je medu ispitanim metodama metoda ciklonskog
uzorkovanja vjerojatno ucinkovitija jer smo identificirali
znatno vedi postotak bakterija roda Listeria u zraku u od-
nosu na broj identificiran impakcijskom metodom. Osim
toga, koristeci ciklonsku metodu identificiran je najvedi
broj bakterije L. monocytogenes, dok se impakcijskom
metodom ne mogu utvrditi bakterije roda Listeria. lpak
treba napomenuti da su rezultati prikupljeni impakcij-
skom i ciklonskom metodom u nasim eksperimentima
medusobno tesko usporedivi zbog razli¢itih pogona za
preradu mesa, uvjeta uzorkovanja i razli¢itih volumena
uzorkovanja zraka. Medutim glavna prednost ciklonske
metode za utvrdivanje Listeria spp jest bujon koji se ko-
risti kao standardni postupak uzorkovanja, $to nije slucaj
kod impakcijske metode gdje je prikladnija kruta podlo-
ga.Vjerojatno je selektivni bujon bio prikladniji za izolaci-
ju L. monocytogenes.

U svakom slucaju, postotak zrakom prenosive listerije
utvrden u uzorcima putem obje metode alarmantno je
visok. Buduci da su zrakom prenosive bakterije, pa tako
i one roda Listeria, ¢esto vezane uz prasinu i organske
otpatke i dio su bioaerosola, sto lako kontaminira hranu
tijekom prerade mesa ili ponovno kontaminira ve¢ oci-
$¢ene i dezinficirane povrsine, posebno brine velik broj
pozitivnih uzoraka patogene bakterije L. monocytogenes
u zraku (McEvoy i sur., 2006;.Posh i sur., 2006). U ovom ek-
sperimentu utvrden je ¢ak i veci broj pozitivnih uzoraka
L. monocytogenes nego L. innocua Cija prisutnost takoder
neizravno upucuje i na mogucu prisutnost bakterije L.
monocytogenes. U svakom slucaju, gotovo 41% uzoraka
pozitivnih na zrakom prenosivu Listeria spp, a medu nji-
ma 24% uzoraka pozitivnih na L. monocytogenes, su alar-
mantne brojke s obzirom da su uzorci uzeti u klaonicama
peradi koje se vec susre¢u s kontaminacijom bakterijama
roda Campylobacter. U buducnosti valja staviti naglasak

na istrazivanje glavnih izvora zrakom prenosive Listeria
spp jer postoji velika mogucnost da svi pronalasci listerije
u mesno-preradivackoj industriji ukazuju na prisutnost
patogene L. monocytogenes.

Zakljucci

Bududi da je Listeria spp izolirana iz zraka tijekom kla-
nja i obrade trupova, rizik kontaminacije hrane zrakom je
znacajan. U cilju poboljsanja sigurnosti hrane, u budu¢-
nosti se mora intenzivirati analiza u podrucju mikrobio-
loske kvalitete zraka u prehrambenoj industriji, a poslje-
di¢no i provoditi posebne mjere protiv kontaminacije
zrakom prenosivim mikroorganizmima.
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Isolierung von Listeria in der Fleischverarbeitungsindustrie

Zusammenfassung

Listeria monocytogenes und andere Listeriasorten sind Mikroorganismen, die mit Fleisch und Fleischerzeugnissen eingetragen wer-
den, kénnen dul3erst negativ auf die Gesundheit der Verbraucher wirken. Wir interessierten uns fiir die M6glichkeit der aerogenen
Kontamination von Fleisch und Fleischerzeugnissen durch Mikroorganismen aus Bioaerosol. Die Arbeit untersucht die Anwesenheit
von Mikroorganismen Listeria monocytogenes und anderen Listeriasorten in Bioaerosol in der Luft der Fleischverarbeitungsobjekte
sowie die Wichtigkeit der Inpaktionswahl oder der Zyklonmethode der Luftmusterung. Die Zyklonmethode zeigt eine h6here Empfin-
dsamkeit fiir die Entdeckung von Listeria monocytogenes und anderen Listeriasorten in den Mustern von Bioaerosol in der Luft der
Fleischindustrie. Durch die Zyklonart der Luftmusterung fanden wir die Anwesenheit von Listeria in 41 % der Muster, wovon bei 24 %
die Anwesenheit von Listeria monocytogenes bestdtigt wurde. Die Resultate weisen auf die bedeutende Mdglichkeit der aerogenen
Kontamination von Fleisch und Fleischerzeugnissen mit Bakterie Listeria monocytogenes durch Bioaerosol in der Fleischindustrie hin.
Die Zyklonart der Luftmusterabnahme zeigte sich verldflicher als die Impaktionsmethode fiir die Entdeckung der Anwesenheit von
Listeria monocytogenes in Bioaerosol.

Schliisselworter: Listeria monocytogenes, Impaktions- und Zyklonmethode der Luftmusterabnahme, Fleischproduktion

La isolacion de listeria en la industria del procesamiento de carne

Resumen

Listeria monocytogenes y otros tipos de Listerias son microorganismos que se ingestionan por los productos cdrnicos y tienen una
influencia fuerte y negativa sobre la salud de los consumidores. Nos interesé la posibilidad de la contaminacién aerégena de la carne
y los productos cdrnicos por los microorganismos del bioaerosol. Este trabajo estudia la presencia del microorganismo Listerie mo-
nocytogenes y otros tipos de Listeria en las muestras del bioaerosol del aire de las plantas de procesamiento de carne y laimportancia
del método de muestreo de impacto o del método cicldnico del muestreo del aire.

El método ciclénico muestra una mayor susceptibilidad a la deteccion del Listerie monocytogenes y otros tipos de Listeria en las mue-
stras de bioaerosol en el aire de las industrias cdrnicas. Usando el método ciclénico del muestreo del bioaerosol detectamos la pre-
sencia de Listeria en 41% de las muestras, de lo cual la presencia de Listerie monocytogenes fue confirmada en el 24% de muestras.
Los resultados indican la posibilidad de significante contaminacién aerégena de la carne y de productos cdrnicos por la bacteria
Listerie monocytogenes a trevés del bioaerosol en la industria cdrnica. El método ciclénico del muestreo se mostré mds seguro que el
método de muestreo de impacto para detectar la presencia de Listerie monocytogenes en bioaerosoles.

Palabras claves: Listeria monocytogenes, método de muestreo de impacto y el método ciclénico del muestreo del aire, produccion
de carne
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