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Zastupljenost enterobakterija
u rizosferi ekoloski uzgojene zelene salate

Sadrzaj

Cilj ovog rada bio je odrediti ukupan broj mikroorganizama te zastupljenost enterobakterija u rizos-
feri ekoloski uzgojene zelene salate (Lactuca sativa L.). Ukupno je sakupljeno 18 uzoraka rizosfernog
tla tri sorti zelene salate (kristalka, puterica i hrastov list) s podrucja VaraZdinske (OPG1) i Istarske Zu-
panije (OPG2). Uzorci su sakupljeni u ljeto 2023. godine i analizirani na ukupan broj mikroorganizama
koji su uzgojeni aerobno na 30°C dok su Gram-negativne bakterije obitelji Enterobacteriaceae uzgo-
jene anaerobno na istoj temperaturi. Prosjecne vrijednosti ukupnog broja mikroorganizama iznosile
Su6,92+0,12 log CFU/g za OPG1 te 7,09 + 0,16 log CFU/g za OPG2, dok je ukupni broj enterobakterija
bio 5,68 + 0,26 log CFU/g za OPG1, te 5,23 + 0,42 log CFU/g za OPG2. lako su zamijecene statisticki
znacajne razlike u ukupnom broju mikroorganizama i enterobakterija izmedu dva gospodarstva (p <
0,05), razlike u brojnosti obje skupine mikroorganizama izmedu razlicitih sorti uzoraka zelene salate
nisu bile statisticki znacajne. Rezultati ovog rada pokazuju da je rizosferno tlo ekoloski proizvedene
zelene salate rezervoar enterobakterija koje Cine znacajan udio ukupne mikrobiote rizosfere zelene
salate (1,3 do 8,8%) te da je potreban konstantan nadzor u cilju zastite zdravlja potrosaca.

Kljucne rijeci: ekoloski proizvedena zelena salata, Enterobacteriaceae, ukupan broj mikroorgani-
zama, rizostera

Uvod

Rizosferni mikrobiom ¢ine razli¢iti mikroorganizmi, korisni i patogeni, koji naseljavaju po-
drucje tla koje je pod direktnim utjecajem korijena biljke. Brojnost obje skupine mikroor-
ganizama vrlo je velika u zoni rizosfere zahvaljujuéi prisutnosti razli¢itih biljnih izlucevina
koji poticu rast i razvoj mikroorganizama (Sun i sur., 2023). Korisni mikroorganizmi rizosfere
imaju vaznu ulogu u kruZenju elemenata, poticanju rasta biljaka, razgradnji organske tvari
te u obrani biljaka od Stetnika (Pantigoso i sur., 2022). S druge strane fitopatogeni mikroor-
ganizmi djeluju Stetno na rast i zdravlje biljaka te mogu dovesti do gubitka prinosa. Narociti
problem predstavljaju patogeni mikroorganizmi koji mogu uzrokovati ozbiljne posljedice
po zdravlje u slucaju kontaminacije biljnih proizvoda namijenjenih prehrani ljudi (Mendes i
sur., 2013). Povrée poput zelene salate koje se uobicajeno konzumira bez termicke obrade
predstavlja poseban rizik (Martinez i sur., 2015; Turner i sur., 2019; Ziarovska i sur., 2022). Pa-
togeni u tkivo biljke mogu uéi nakon Zetve, ali i prilikom proizvodnje usjeva kroz ostecenja
ili na mjestima boc¢nog izbijanja korijena te se potom mogu prenositi u jestivi dio sustavom
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Zila biljke (Mendes i sur., 2013; Thomas i sur., 2024). Nepropisno tretirani stajski gnoj, kao
i voda za navodnjavanje upitne mikrobioloske Cistole, Cesti su izvori patogenih bakterija
(Mendes i sur., 2013; Broszat i sur., 2014). Urbanizacija i globalno zatopljenje kontinuirano
dovode do nedostatka kvalitetne vode za navodnjavanje, zbog Cega se u poljoprivrednoj
proizvodniji koristi otpadna voda koja moZe sadrzavati lijekove, fekalije te ljudske patogene
koji predstavljaju prijetnju globalnom zdravlju. Takoder, netretirana otpadna voda osloba-
da organske spojeve ugljika i druge hranjive tvari koji mogu stimulirati rast bakterija, kako
korisnih, tako i patogenih. Posebno zabrinjava Cinjenica proizasla iz istraZivanja obradenih
otpadnih voda u Republici Hrvatskoj kojom je dokazana prisutnost multirezistentnih pa-
togenih bakterija porodice Enterobacteriaceae i u prociséenoj otpadnoj vodi (Puljko i sur.,
2022), sto predstavlja znacajan zdravstveni rizik ukoliko se takva voda koristi za navodnja-
vanje povréa poput zelene salate. Sekvenciranjem bakterijskih 16S rRNA gena iz DNA za-
jednice tla navodnjavanog otpadnom vodom u usporedbi s tlom navodnjavanim kiSnicom,
utvrdena je veca relativna brojnost bakterija porodice Enterobacteriaceae u otpadnoj vodi
(Broszat i sur., 2014; Bottichio i sur., 2020). Velik broj ¢lanova ove porodice su uzrocnici
bolnickih i izvanbolnickih infekcija od kojih su najznacajnije infekcije mokraénog sustava,
bakterijemija, infekcije probavnog sustava, meningitis i kozne infekcije (Jeli¢, 2018; Taggar
i sur., 2020). Ova porodica spada u red Enterobacteriales kojeg Cine i porodice Budviciace-
ae, Erwiniaceae, Pectobacteriaceae, Yersiniaceae, Hafniaceae i Morganellaceae sa ukupno
60 rodova i vide od 250 vrsta. Clanovi reda Enterobacteriales su $tapicaste, Gram-negativne,
fakultativno anaerobne bakterije koje ne produciraju spore, te su ubikvisti i nastanjuju citav
niz ekoloskih nisa, od tla i vode do Zivih organizama ukljucujuéi i ljude. Pojedine su vrste,
poput Salmonella spp., Shigella spp. i Yersinia pestis obligatni patogeni, dok su Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae i Proteus mirabillis oportunisticki patogeni koji Cine tipicnu mi-
krobiotu gastrointestinalnog (Gl) trakta, usne Supljine i spolnog sustava (Adeolu i sur., 2016;
Jeli¢,2018) te se zbog toga smatraju indikatorima onecis¢enja otpadnih voda (Encyclopedia
Britannica). Obligatni i oportunisticki patogeni prisutni u vodi za navodnjavanje ili u staj-
skom gnoju su izrazit problem buduci da je dokazano da E. colii Salmonella enterica serovar
Typhimurium, koje i u niskim koncentracijama predstavljaju znacajan rizik za ljudsko zdrav-
lie, preZivljavaju na zelenoj salati tijekom cijele vegetacije i do nekoliko dana nakon branja
(Brandlisur.,2023). Takoder, u slucaju uzgoja stoke u blizini obradivih zemljista za proizvod-
nju voca i povrca, nezreo stajnjak ili kontaminirana povrsinska voda takoder mogu dodi u
dodir s usjevima (Nag i sur., 2022), cime se mogu Siriti patogene bakterije koje Cine tipicnu
Gl mikrobiotu. Yuisur. (2018) potvrdili su ovaj put kontaminacije detektiravsi K. pneumoniae
u zelenoj salati sugerirajuéi na koristenje gnojiva na bazi izmeta tijekom uzgoja povréa bu-
dudi da K. pneumoniae Cini sastavni dio mikrobiote Gl trakta Zivotinja. Tijekom 2018. i 2019.
godine izbila je epidemija povezana s rimskom salatom kontaminiranom patogenim sojem
E. coli 0157:H7 u Sjedinjenim Americkim Drzavama. lako konacan put kontaminacije nije
bio utvrden, smatra se da je izvor oneciséenja bio spremnik oneciséene vode koristene za
zalijevanje prilikom uzgoja zelene salate 2018. godine te kontaminacija fecesom stoke koja
je pasla na susjednom gospodarstvu 2019. godine (Waltenburg i sur., 2021). Zastupljenost
i brojnost mikroorganizama, a time i prisutnost patogena, u rizosferi pojedine biljke ovisi
o vise faktora. Neki od tih faktora su vrsta i otpornost mikroorganizma i biljke, tip tla, te
klimatski i antropogeni utjecaji. Upravo zbog kombinacije navedenih faktora, raznolikost
mikroorganizama varira ovisno o lokacijama, sorti biljaka, ali i o vremenu uzorkovanja tla
(Berg i Smalla, 2009; RedZepovi i sur., 2012; Ktapel i sur., 2016; Yu i sur., 2018). S obzirom
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na rizik unosa patogenih bakterija termicki neobradenom hranom te s obzirom na sve vedi
interes za ekolo3ki uzgojeno povrée, u ovom je radu provedeno istraZivanje odredivanja
ukupnog broja bakterija iz porodice Enterobacteriaceae u rizosferi ekoloski uzgojene zelene
salate na dva lokaliteta u Republici Hrvatskoj kako bi se dobio uvid u zastupljenost entero-
bakterija u ukupnoj rizosfernoj mikrobioti te kako bi se dobio uvid u potencijal rizosferenog
tla u Sirenju enterobakterija na svjeZe lisnato povrce.

Materijali i metode

Uzorkovanje rizosfernog tla

Uzorci tla koristeni za izolaciju i identifikaciju bakterija su sakupljeni na dva geografski uda-
liena obiteljska poljoprivredna gospodarstva (OPG). Oba se obiteljska gospodarstva bave
ekoloskim uzgojem povréaivoca. OPG1 nalazi se na podrudju Varazdinske zupanije u blizini
grada Varazdina, a OPG2 na podrucju Istarske Zupanije u blizini grada Pule. Za izolaciju i
identifikaciju bakterija su uzorkovani uzorci rizosfernog tla tri sorte zelene salate: kristalka
(K), puterica (P) i hrastov list (H). Za svaku je sortu salate sakupljeno po tri uzorka na svakom
OPG-u (n=18) tijekom ljeta 2023. godine.

Izolacija mikroorganizama iz tla

Mikroorganizmi su izolirani iz tla metodom razrjedenja kako bi se odredio ukupni broj mikro-
organizama te broj enterobakterija. Po 10 g pojedinog uzorka rizosfernog tla je pomijesano
s 90 ml fizioloSke otopine (0,85 % NaCl, VWR, Belgium) u Erlenmeyerovoj tikvici u koju su
prethodno stavljene kvarcne kuglice za razbijanje agregata tla. Usitnjavanje fragmenata i ho-
mogenizacija tla je provedena na Shakeru (Orbital Shaker-Incubator ES-20, BioSan, Latvia)
na sobnoj temperaturi pri 250 rpm/30 minuta. Potom je od homogeniziranog tla u fiziolos-
koj otopini (0,85% NaCl) pripremljena serija razrjedenja do 10° razrjedenja u omjeru 1:10.
Ukupan broj mikroorganizama odreden je na neselektivnoj hranjivoj podlozi TSA (Tryptic soy
agar, Biolife, Italija) nakon inkubacije ploca na 30°C, aerobno, u trajanju od 24h. Brojnost
bakterija porodice Enterobacteriaceae odredena na VRBG selektivnoj hranjivoj podlozi (Vi-
olet red bile glucose agar, Biolife, Italija) nakon anaerobne inkubacije inokuliranih ploca na
30°C u trajanju od 24h. Po zavrSetku inkubacije, kolonije porasle na TSA i VRBG podlogama su
izbrojene pomocu brojaca kolonija (ColonyStar, Funk Gerber, Njemacka) te je prema formuli
(1) izraCunata CFU vrijednost (eng. Colony Forming Unit) izraZena po gramu tla (CFU/g).

Formula 1.
CFU= (broj kolonija/volumen koriStenog uzorka) x recipro¢na vrijednost decimalnog razr-
jedenje.

Rezultati ovog istraZivanja su prikazani kao log,  CFU/g srednje vrijednosti s pripadaju¢om
standardnom devijacijom. Za statisticku je obradu rezultata koristen Studio R (Verzija 4.3.3.,
R Core team 2023). Statisticki znacajne razlike su odredene Kruskal-Wallis testom te su sma-
trane znacajnima ukoliko je p <0,05.

Rezultati i rasprava

Na temelju izracunatih CFU vrijednosti za ukupan broj mikroorganizama i broj enterobakte-
rija, za svaki je uzorak izraCunat prosjecan CFU/g tla s pripadaju¢om standardnom devijaci-
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jom te su takoder izracunati i prosjeci za oba OPG-a, a na temelju sorte salate. Rezultati su
objedinjeni i prikazani u tablici 1.

Tablica 1. Ukupan broj mikroorganizama i broj enterobakterija s pripadajuéim
standardnim devijacijama (log CFU/g + sd) za OPG1 i OPG2 / Table 1. Total number of
microorganisms and number of enterobacteria with associated standard deviations (log
CFU/g + sd) for OPG1 and OPG2

Sorta Uzorak
K1
Kristal- K2
ka
K3

Kristalka X + sd

Puterica P2

P3

Puterica x + sd

H1

Hra.stov H2
list

H3

Hrastov list X + sd

X *sd

OPG1
Ukupan broj MO ai’::ﬁ:;éfg;g]
[log CFU/g]® a
7,07+0,03 6,10+ 0,03
6,02 +0,02 5,85+ 0,02
6,87 +0,02 5,64+0,03
6,95+ 0,10 5,87 +0,23
7,03+0,02 5,85+0,02
6,74 +0,01 5,73+0,02
6,81+0,01 5,84 +0,02
6,86 0,15 5,81:0,07
7,00+ 0,03 5,43+ 0,02
7,03+0,03 5,41+0,01
6,82 +0,03 5,29 +0,02
6,95 + 0,12 5,38+0,08
6,92+ 0,12 5,68+ 0,26

OPG2
Ukupan broj MO Enterobacteri-
[log CFU/g]® aceae [l(:g CFU/g]
7,12+0,00 5,18 + 0,05
6,85+ 0,02 4,45+0,05
7,13+0,03 5,41 +0,02
7,03 +0,16 5,01 + 0,50
6,96 £0,01 4,97 +£0,04
7,17+ 0,04 5,19+ 0,04
7,01+0,03 5,32+0,01
7,04£0,11 5,16 +0,18
6,97 +0,01 5,18 + 0,00
7,40+0,01 6,06 % 0,06
7,17 0,02 5,34+ 0,04
7,18 £0,22 5,53 + 0,47
7,09 0,16 5,23 + 0,42

a-b CFU vrijednosti unutar istog reda oznacavaju statisticki znacajne razlike (Kruskal-Wallis test,
p <0,05)/ CFU values within the same row indicate statistically significant differences
(Kruskal-Wallis test, p <0.05)
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Statistickom su analizom utvrdene znacajne razlike (Kruskal-Wallis test, p < 0,05) izmedu
CFU vrijednosti ukupnog broja mikroorganizama na OPG1 (6,92 + 0,12 log CFU/g) i OPG2 (7,09
+0,16log CFU/g), a isti trend je zabiljezen i za ukupni broj bakterija porodice Enterobacteria-
ceae (OPG1 5,68 + 0,26 log CFU/g; OPG2 5,23 + 0,42 log CFU/g), Sto pokazuje znacajan utjecaj
faktora vezanih za razlicite geografske lokacije iz kojih je uzorkovano tlo (Ktapedisur., 2016).
Bududi da se lokaliteti s kojih su uzorkovani uzorci rizosfere nalaze na geografski udaljenim
podrucjima, te da OPG1 pripada nizinskoj Hrvatskoj, a OPG2 primorskoj Hrvatskoj, moZe se
pretpostaviti da ih odlikuju razliciti klimatski uvjeti, ali i razlicita vrsta i sastav tla te da je
upravo korelacija navedenih ¢imbenika razlog detektiranih znacajnih razlika u mikrobioti
rizosfere. Zbog navedenih razlika u prosjecnim vrijednostima CFU ukupnog broja bakterija
i ukupnog broja bakterija porodice Enterobacteriaceae, provedena je i analiza korelacije te
je utvrdeno da je korelacija neznatna i pozitivna (Spearmanov koeficijent; 0,06), odnosno
porast ukupnog broja bakterija znaci i porast ukupnog broja enterobakterija. Iz tablice 1. je
vidljivo da je najveci prosjecni CFU na OPG1 u rizosferi tla na kojem je uzgajana sorta kristal-
ka s prosjecnom vrijednos¢u od 6,95 + 0,10 log CFU/g, dok je najmanji broj ukupnih mikroor-
ganizama na rizosfernom tlu na kojem se uzgaja sorta puterica te iznosi 6,86 + 0,15 log CFU/g.
Prosjecna CFU vrijednost za Enterobacteriaceae je u korelaciji s ukupnim brojem mikroorga-
nizama i najveca je u rizosferi sorte kristalke (5,87 + 0,23 log CFU/g), no za razliku od ukupnog
broja mikroorganizama, ukupan broj enterobakterija je najmaniji u rizosferi sorte hrastov list
(5,38 +0,08log CFU/g). Najveli prosjecni broj ukupnih mikroorganizama izoliranih iz rizosfere
OPG2 se nalazi u tlu u kojem je uzgajana sorta hrastov list i iznosi 7,18 + 0,22 log CFU/g, dok
je najniza vrijednost zabiljeZena u rizosferi sorte kristalka (7,03 + 0,16 log CFU/g). Prosjecna
CFU vrijednost bakterija porodice Enterobacteriaceae je takoder najveca u tlima u kojima je
uzgajana sorta hrastov list (5,53 + 0,47 log CFU/g), a najniza kod sorte kristalke i iznosi 5,01 +
0,50 log CFU/g, sto je u korelaciji s ukupnim brojem mikroorganizama. Unatoc navedenim ra-
zlikama u prosje¢nim CFU vrijednostima obje skupine mikroorganizama u rizosferi razlicitih
sorti na OPG1 i OPG2, statistickom analizom nisu utvrdene znacajne razlike u CFU vrijedno-
stima izmedu sorti (Kruskal-Wallis, p > 0,05), odnosno sorta uzgajane salate nije utjecala niti
na ukupan broj mikroorganizama niti na ukupan broj enterobakterija. 1z rezultata je vidljivo
da bakterije porodice Enterobacteriaceae Cine znacajan udio ukupne mikrobiote rizosfere ze-
lene salate s prevalencijom od 1,3 do 8,8% (Graf 1; Graf 2).
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Graf 1. Graficki prikaz udjela bakterija porodice  Graf 2. Graficki prikaz udjela bakterija porodice
Enterobacteriaceae u ukupnom broju mikroorga-  Enterobacteriaceae u ukupnom broju mikroorga-
nizama na OPG1 / Graph 1. Graphic representa- nizama na OPG2 / Graph 2. Graphic representa-
tion of the proportion of Enterobacteriaceae fami-  tion of the proportion of Enterobacteriaceae fami-

ly in the total number of microorganisms on OPG1  ly in the total number of microorganisms on OPG2
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Na OPGL je udio bakterija porodice Enterobacteriaceae u ukupnom broju mikroorganizama vedi
iako je prosjecni ukupni broj mikroorganizama manji u odnosu na OPG2. Takoder, obzirom na ve-
lik udio enterobakterija u ukupnom broju mikroorganizama i na OPG2, moze se pretpostaviti da
postoji problem s mikrobioloskom ispravno3¢u vode za navodnjavanje na oba gospodarstva, a
Sto je u razgovoru s proizvodacem s podrucja Istarske Zupanije i potvrdeno za OPG2. lako postoji
velik broj istraZivanja ukupne i patogene mikrobiote svjeZe ubranog zelenog lisnatog povréa (Berg
i Smalla, 2009; Guron i sur., 2019; Ibekwe i sur., 2020; Bigott i sur., 2022), mali je udio istraZivanja
u kojima se prati brojnost ukupnog broja mikroorganizama i broja enterobakterija u rizosfernom
tlu. Broj bakterija porodice Enterobacteriaceae u listovima zelene salate proizvedenoj konvencio-
nalnim uzgojem na podrucju Poljske (Ktapec i sur., 2016) kretao se od 3,48-5,48 log CFU/g, dok je
u rizosferi zelene salate zabiljeZena vrijednost od 2,92-4,39 log CFU/g za enterobakterije i 4,92-5,41
log CFU/g za ukupan broj mikroorganizama. Ove vrijednosti vezane uz rizosferno tlo nize su za
1,29-2,31 log CFU/g za bakterije porodice Enterobacteriaceae te 1,64-2,0 log CFU/g za ukupan broj
mikroorganizama u odnosu na vrijednosti dobivene u naSem istraZivanju. Medutim, poznato je iz
istrazivanja Oliveira i sur. (2010) i Maffeia i sur. (2016) kako postoje znacajne razlike u prevalenciji
patogena s obzirom na ekolosku ili konvencionalnu proizvodnju. Tako je u zelenoj salati proizve-
denoj na podrudju Spanjolske detektiran znacajno veéi broj enterobakterija u ekolo3koj (5,16 log
CFU/g) u odnosu na konvencionalnu (3,80 log CFU/g) proizvodnju (Oliveira i sur., 2010). Medutim,
autori zakljuCuju da iako postoji opée prihvaéeno misljenje da organski proizvodi predstavljaju
vedi rizik od prijenosa bolesti koje se prenose hranom nego konvencionalni proizvodi, povecane
razine enterobakterija u rizosferi zelene salate ne moraju nuzno biti povezane s fekalnom konta-
minacijom. Naime, pojedine vrste enterobakterija mogu predstavljati sastavni dio korisne mikro-
biote biljaka (Oliveira i sur., 2010) te je stoga nuzno provesti njihovu detaljnu identifikaciju.

Zakljucak

Provedbom ovog istraZivanja odreden je ukupan broj mikroorganizama i utvrdena je za-
stupljenost bakterija porodice Enterobacteriaceae u rizosfernoj mikrobioti ekoloski uzgoje-
ne zelene salate. Evidentirane su statisticki znacajne razlike u dobivenim rezultatima izme-
du dviju geografski udaljenih lokacija (OPG1, Varazdin; OPG2, Pula). S obzirom na znacajan
udio bakterija porodice Enterobacteriaceae na oba OPG-a, pretpostavlja se da je njihov izvor
mikrobioloski neispravna voda za navodnjavanije i/ili stajnjak, koji su i naj¢eséi izvori pato-
genih bakterija u ekoloskom uzgoju lisnatog povréa. Bududi da se zeleno lisnato povrée naj-
Cesée konzumira bez termicke obrade, kontaminacija potencijalno patogenim baterijama
porodice Enterobacteriaceae moze predstavljati znacajan zdravstveni rizik. Stoga su nuzna
daljnja istrazivanja rizosferne mikrobiote zelene salate s ciljem identifikacije i karakterizaci-
je enterobakterija koje mogu predstavljati prijetnju za zdravlje potrosaca.

Napomena

Rezultati prezentirani u radu nastali su u okviru diplomskog rada studentice Marte Bacani
pod naslovom “Potencijal rizosferenog mikrobioma ekoloski uzgojene zelene salate u Sirenju
antibioticki rezistentnih enterobakterija’.
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Prevalence of enterobacteria in the rhizosphere
of organically grown lettuce (Lactuca sativa L.)

Abstract

The aim of this study was to determine the total number of microorganisms and the prevalence of bacteria
of the familly Enterobacteriaceae in the rhizosphere of organically grown lettuce (Lactuca sativa L.). A total
of 18 rhizosphere soil samples of three varieties of lettuce (Iceberg, Butterhead and Oak leaf) were collected
from VaraZdin (OPG1) and Istria (OPG2) Counties. The samples were collected in the summer of 2023 and
analyzed for the total number of microorganisms grown aerobically at 30°C and Gram-negative bacteria
of the Enterobacteriaceae family, grown anaerobically at the same temperature. The average values of
the total number of microorganisms were 8.6x106 + 2.2x106 CFU/g for OPGI1 and 1.3x107 + 5.2x106 CFU/g
for OPG2, while the total number of enterobacteria was 5.7x105 + 3.2x105 CFU/g for OPG1 and 2.7x105 +
3.3x105 CFU/g for OPG2. Although statistically significant differences were observed in total number of
microorgnisms and enterobacteria between the two farms (p < 0.05), the differences in abundance of both
groups of microorganisms between different varieties of lettuce samples were not statistically significant.
The results of this work show that the rhizosphere soil of organically produced lettuce is a reservoir of en-
terobacteria that make up a significant proportion of the total microbiota of the lettuce rhizosphere (1.3 to
8.8% ) and that constant monitoring is needed in order to protect the health of consumers.

Key words: organically produced lettuce, Enterobacteriaceae, total number of microorganisms,
rhizosphere






