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Namen naloge je bil preveriti, ali nacin pridelave, kot so integriran, ekoloski,
konvencionalni, biodinamic¢en in hidroponski, ter 10 dnevno skladis¢enje zelene
solate (Lactuca sativa L.) pri 3+1 °C, vplivajo na Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij
in Stevilo kvasovk ter plesni. Na vzorcih solat, smo preverili tudi naravno prisotnost
bakterij vrst Listeria monocytogenes in Escherichia coli. Poleg mikrobioloske
kakovosti ter varnosti solate, smo dolo¢ili stopnjo adhezije bakterij vrst E. coli in L.
monocytogenes po umetni kontaminaciji solate z omenjenimi bakterijami in sicer po
1 urni inkubaciji pri 25 °C, ter po 24 in 48 urni inkubaciji pri 10 °C. Eksperimentalno
delo je bilo izvedeno v treh bioloskih ponovitvah in dveh tehni¢nih paralelkah.
Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij in $tevilo kvasovk ter plesni je bilo po 10 dnevih
skladis¢enja pri 3+1 °C vecje. Na solati, pridelani na biodinami¢en nacin, smo
dolocili najvecje Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij in Stevilo kvasovk ter plesni.
Najmanjse $tevilo aerobnih mezofilnih bakterij in $tevilo kvasovk ter plesni smo
dolo¢ili na solati, pridelani na integriran nacin. Na 2 vzorcih sveze in 2 vzorcih 10
dni stare solate smo dolog¢ili naravno prisotnost bakterij vrste E. coli. Na dolo¢itev
stopnje adhezije bakterij vrst E. coli in L. monocytogenes ni vplivala starost solatnega
lista (skladis¢enega 10 dni pri 5+1 °C). BoljSo stopnjo adhezije na solatni list smo
doloc¢ili pri bakterijah vrste E. coli v primerjavi z bakterijami vrste L. monocytogenes.
Adhezijo bakterij vrste L. monocytogenes smo potrdili tudi z opazovanjem solatnega
lista z adheriranimi listerijami z vrstiénim elektronskim mikroskopom (SEM).
Nadaljnje raziskave naravne mikrobiote in adhezije bakterij na solati bodo doprinesle
k boljsi kakovosti in vecji varnosti Zivil.
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Sl
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The purpose of this thesis was to determine whether integrated, organic,
conventional, biodynamic and hydroponic agricultural practice as well as 10 days
storage of green lettuce (Lactuca sativa L.) at 3£1 °C, have any impact on the
population of aerobic mesophilic bacteria, yeasts and moulds. Samples of lettuce
were analysed for the natural presence of Listeria monocytogenes and Escherichia
coli. In addition to the microbiological quality and safety of lettuce, the adhesion
level of E. coli and L. monocytogenes on artificially contaminated lettuce after 1 h
incubation at 25 °C, and also after 24 h and 48 h incubation at 10 °C have been
determined. Experimental work was carried out in three biological repetitions and
two technical parallels. Population of aerobic mesophilic bacteria, yeasts and moulds,
increased after 10 days of storage at 3+1 °C. The maximum number of aerobic
mesophilic bacteria, yeast and moulds was determined on biodynamic lettuce, and
the minimum number of aerobic mesophilic bacteria, yeast and moulds was set on
integrated lettuce. Natural presence of E. coli was determined on 2 samples of fresh
salads and 2 samples of 10 days old salad. The strength of adhesion did not depend
on the age of the salad leaf (10 days of storage at 3+1 °C). Greater ability of adhesion
was determined by E. coli in comparison with L. monocytogenes. The adhesion of L.
monocytogenes was confirmed by observing green salad leaf with adhered listeria
with a scanning electron microscope (SEM). Further studies of natural microbiota
and adhesion of bacteria on lettuce will contribute to improvements in quality and
food safety.
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1 UVvOD

Razliéne vrste bakterij najdemo v razli¢nih Zivilih. Zal se na in v sadju ter zelenjavi pojavijo
tudi patogeni mikroorganizmi, ki povzro¢ijo okuzbe in zastrupitve z zivili. Svezi solatni listi
vsebujejo gramnegativne in grampozitivne bakterije, kvasovke, ter plesni. Naravna
mikrobiota solate obic¢ajno ne vsebuje patogenih mikroorganizmov. V katerem koli koraku
(npr. pridelava, transport, pakiranje, predelava, trgovina na drobno) »od kmeta do vilic, se
lahko naravna mikrobiota kontaminira s patogenimi mikroorganizmi iz razli¢nih virov.

Ene izmed zaskrbljujocih bakterij za ¢loveka so bakterije vrste Listeria monocytogenes. Gre
za patogene bakterije, najpogostejsi vir okuzbe pa je kontaminirana hrana. Bakterije vrste
Escherichia coli najdemo v ¢revesju ¢loveka in zivali. Prisotnost bakterij vrste E. coli v
zivilu je pogosto indikator fekalne kontaminacije. Adhezija patogenih mikroorganizmov na
solatni list je kljub Stevilnim raziskavam Se vedno slabo pojasnjena. Znano je, da bakterijske
celice, ki se adherirajo na povrSino rastlinskega lista tvorijo biofilm, na katerega vplivajo
Stevilni dejavniki. Mesta bakterijske adhezije na povrsini solatnega lista so razli¢na. Nekateri
raziskovalci so z vrsti¢no elektronsko mikroskopijo (SEM) dolo¢ili mesto bakterijske
adhezije na solatnih listih okoli stomate, trihome ter na poskodovanih mestih solatnega lista.
Kaksna bo stopnja adhezije bakterijskih celic je odvisno od stevilnih dejavnikov. Zaradi
hidrofobne kutikule, naj bi se na solatni list lazje adherirale bolj hidrofobne bakterijske
celice, kot so npr. bakterije vrste E. coli.

Poleg patogenih mikroorganizmov lahko na mikrobiolosko kakovost ter varnost solate
vpliva Se nacin pridelave ter skladiS¢enje solate. Pri ekoloskem in biodinami¢nem nacinu
pridelave se topnih mineralnih gnojil, pesticidov ter drugih fitofarmacevtskih sredstev ne
uporablja. Posledi¢no je stevilo acrobnih mezofilnih bakterij, kvasovk, ter plesni veje v
primerjavi s solato, ki je pridelana na hidroponski, integriran in konvencionalen nacin. Z
ve¢dnevnim skladis¢enjem solate lahko pride do tkivne izgube vode, zniza se pH, poveca se
Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij, kvasovk ter plesni, ki lahko povzro€ijo kvar zivila.

1.1 NAMEN DELA

Glavni namen magistrske naloge je bil preveriti, ali nacin pridelave, kot je integriran,
ekoloski, konvencionalni, biodinami¢ni in hidroponski, ter 10 dnevno skladi$¢enje solat pri
3+1 °C vpliva na mikrobiolosko kakovost (Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij, kvasovk ter
plesni) ter varnost (naravna prisotnost bakterij vrst L. monocytogenes ter E. coli) solate
kristalka (Lactuca sativa L.). Poleg mikrobioloSke kakovosti ter varnosti solate, smo Zeleli
dolociti stopnjo adhezije bakterij vrst E. coli in L. monocytogenes po umetni kontaminaciji
solate z omenjenimi bakterijami po 1 urni inkubaciji pri 25 °C, ter po 24 in 48 urni inkubaciji
pri 10 °C. Eksperimentalno delo je bilo izvedeno v treh bioloskih ponovitvah in dveh
tehni¢nih paralelkah.



Trdan K. Mikrobioloska kakovost in varnost zelene solate (Lactuca sativa L.). 2
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2015

1.2 HIPOTEZE

Predpostavili smo naslednje hipoteze:

Deset dnevno skladisc¢enje zelene solate (Lactuca sativa L.) pri 3+1 °C bo vplivalo
na Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij ter na stevilo kvasovk in plesni.

Razli¢ni nadini pridelave solate (ekoloski, biodinamicen, konvencionalni, integriran
ter hidroponski) bodo vplivali na Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij, ter na stevilo
kvasovk in plesni. Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij ter §tevilo kvasovk in plesni,
bo najvecje pri solati pridelani na ekoloski nacin, najmanjSe pa pri solati pridelana
na konvencionalen nacin.

Predpostavljamo, da na nobenem vzorcu solate ne bodo naravno prisotne bakterije
vrst E. coli in L. monocytogenes.

Tretiranje solatnih listov z UV-svetlobo bo zmanjsalo Stevilo aerobnih mezofilnih
bakterij.

Uporaba razli¢nih vrst gojis¢ za umetno kontaminacijo solatnih listov z bakterijami
vrst E. coli in L. monocytogenes bo vplivala na adhezijo teh bakterij

Na svezi in 10 dni stari solati skladis¢eni pri 5+1 °C, bo adhezija bakterij vrst E. coli
in L. monocytogenes razli¢na.

Spiranje solatnih listov bo vplivalo na dolocitev Stevila adheriranih bakterij vrst E.
coli in L. monocytogenes.

Stopnja adhezije bakterij vrste E. coli na solatni list bo vecja kot stopnja adhezije
bakterij vrste L. monocytogenes.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ZELENA SOLATA (Lactuca sativa L.)

Solata Lactuca sativa L. je ena izmed najbolj pomembnih zelenjadnic. Pridelava solate je
raz§irjena po vsem svetu. Kitajska, ZdruZzene drzave Amerike, Spanija, Italija, Indija ter
Japonska so ene izmed najvecjih pridelovalk solate na svetu. Lactuca sativa L. je
agronomsko uvr$éena v druzino Asteraceae. Vecina korenin te enoletne rastline sega v
globino 30 cm od tal. Premer korenin je enak premeru rozete. Listi so spiralno razporejeni
in tvorijo gosto rozeto. Tekom razvoja, je struktura ter oblika lista solate Lactuca sativa L.
pridobila ve¢ varietet. List je zguban ali gladek, majhen, srednje velik ali velik, ovalne,
okrogle ali lopaticaste oblike. Barve lista so svetlo zelena, rumeno zelena, rdeckasta ter rjava.
Steblo je v vegetativni fazi kratko. Solatna glava je lahko jajéaste, okrogle ali plos¢ate oblike
ter majhne, srednje ali velike velikosti (Kristkova in sod., 2008; Lesi¢ in sod., 2004).

Slika 1: Lactuca sativa L. (FAO, 2015)

2.2 NARAVNA MIKROBIOTA ZELENE SOLATE

Rastogi in sod. (2012) so v svojem raziskovalnem delu mikrobiolosko analizirali filosfero
(listi ter steblo) solate, ki je bila pridelana v zimskem in poletnem ¢asu v razli¢nih krajih v
Ameriki. Analizirali so 106 vzorcev iz Kalifornije in Arizone. Ugotovili so, da so kljub
letnim ¢asom in mestu pridelave, na filosferi vedno prisotne bakterije rodov Xanthomonas,
Erwinia, Pantoea, Pseudomonas, Alkanindiges, Acinetobacter, Naxibacter, Massilia,
Duganella, Flavobacterium, Bacillus, Exigubacterium ter Arthrobacter. V najvecji meri se
nahajajo gramnegativne bakterije kot so bakterije vrste Pseudomonas syringae ter rodu
Erwinia (Pantoea). Poleg grampozitivnih in gramnegativnih bakterij se v veliki meri
nahajajo tudi plesni in kvasovke, npr. rodovi Cladosporium, Alternaria, Botrytis,


https://en.wikipedia.org/wiki/Asteraceae
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Helminthosporium, Auerobasidium, Rhodotorula, Hanseniaspora, Cryprococcus, Pichia,
Metschnikowia, Sporobolomyces in Bullera.

V veliki meri se nahajajo plesni rodu Fusarium, ki med drugim lahko sintetizirajo nevarne
toksine (Adamic¢ in sod., 2003). Povecano Stevilo kvasovk in plesni pomeni kvar zivil, saj le
te niso naravna mikrobiota filosfere in so obicajno posledica nepravilnega rokovanja z
zivilom oz kontaminacije med samo pridelavo in/ali predelavo zivila. Mle¢no kislinske
bakterije se v manjsi meri nahajajo na filosferi solate in so ravno tako v povezavi s kvarom
zivila, saj tvorijo etanol, organske kisline, estre in CO., Visoka koncentracija bakterij rodu
Pseudomonas je na filosferi nezazeljena. Le-te tvorijo pektinoliti¢ne encime, ki povzrocijo
razpad pektina v rastlinskih celicah. Posledi¢no pride do kvara zivila (Oliviera in sod., 2010).

2.3 MIKROBIOLOSKA KAKOVOST IN VARNOST ZELENE SOLATE

Sveza zelenjava ima naravno mikrobioto, ki v ve€ini ne vsebuje patogenih
mikroorganizmov. V katerem koli koraku (npr. pridelava, transport, pakiranje, predelava,
trgovina na drobno) »od kmeta do vilick, se lahko Zzivilo kontaminira s patogenimi
mikroorganizmi iz razli¢nih virov (iztrebki zivali, voda, insekti, zemlja, kmetijska oprema).
Dejavniki, ki vplivajo na rast in prezivetje patogenih mikroorganizmov so vrsta in sev
mikroorganizmov, fiziolosko stanje rastline in njena odpornost na mikrobne metaboli¢ne
procese, kot tudi intrinzi¢ni dejavniki rastline (pH, aktivnost vode — aw in sestava atmosfere)
(WHO, 2008). Pridelava sveze zelenjave se je v zadnjem desetletju mocno povecala in s tem
posledi¢no prihaja do vecjega Stevila izbruhov bolezni povezanih z uZzivanjem sveze
zelenjave. Patogeni mikroorganizmi, kot so bakterije vrst L. monocytogenes in E. coli,
obicajno v naravni mikrobioti listnate zelenjave niso vkljuceni, vendar se le te lahko v ¢asu
pridelave ter predelave adherirajo na zelenjavo. Uzivanje zelenjave kontaminirane s
patogenimi mikroorganizmi privede do izbruhov razli¢nih obolenj (Oliviera in sod., 2012).

2.3.1 Bakterije rodov Listeria in Escherichia

Ene izmed patogenih bakterij, ki povzrocijo zastrupitve s hrano, so bakterije vrst E. coli in
L. monocytogenes. Bakterije vrst E. coli in L. monocytogenes so lahko prisotne na/v zeleni
solati. Bakterije rodu Listeria so ubikvitarne, aerobne do mikroaerofilne, grampozitivne in
nesporogene, gibljive, palicaste bakterije. Bakterije vrste L. monocytogenes so malo
drugacne od ostalih bakterij, saj rastejo tudi pri nizjih temperaturah, npr. pri temperaturi
hladilnika, kot tudi v pakiranih Zzivilih, ki so pripravljena za takoj$nje uzivanje, zaradi
njihove zmoznosti rasti pri nizkih koncentracijah kisika. RazmnoZujejo se pri temperaturah
od 1 do 45 °C, pri vrednosti pH od 4,4 do 9,6 in pri vrednosti aw do 0,92. Gre za zelo odporne
Med rizi¢na Zivila uvr§¢amo predvsem termi¢no neustrezno obdelana zivila, kot npr. mle¢ni
izdelki, meso, suhi mesni izdelki, slabo oprana zelenjava, predpakirana zelenjava, mehki siri,
surove dimljene ribe, sladoled in razni delikatesni izdelki. Povzroc¢ijo okuzbo, ki ji reCemo
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listerioza. Lahko se pojavi v razli¢nih oblikah. Gre za oportunisti¢no infekcijo, ki ogroza
predvsem rizi¢ne skupine. Najbolj nevarna je za otroke, starejSe ljudi, nosecnice,
novorojencke in za osebe, ki imajo oslabljen imunski sistem. Pri zdravih ljudeh se listerioza
kaze kot slabost, bruhanje in driska. Pri nastetih rizi¢nih skupinah se bolezen lahko izkaze
kot gripa, spontani splav, meningitis in encefalitis (Smole Mozina in Bem, 2003; CDC,
2015). Prvi potrjeni izbruh listerioze je bil leta 1983 v porodni$nici v Halifaxu, Nova Scotia,
Kanada. Pacientom so servirali kontaminirano zeljno solato (Schlech in sod., 1983; Poroc¢ilo
0 zoonozah..., 2013)

Bakterije vrste E. coli najdemo v ¢revesju ¢loveka in zivali. Gre za gramnegativne palicaste
bakterije, ki se razmnoZzujejo v Sirokem obmocju od 10 do 46 °C. Nekateri sevi rastejo tudi
pri 4 °C. Za rast je pomembno obmocje aw med 0,93 in 0,96. Najnizja vrednost pH pri kateri
Se rastejo je 4,3. Posamezne tipe se lo¢i na podlagi O-K-H antigenov. O-antigen je
liposaharid na zunanji celi¢ni ovojnici, K-antigeni so kapsularni polisaharidi in H-antigeni
so flagelarni proteini. Enteropatogeni (EPEC), enterotoksigeni (ETEC), enteroinvazivni
(EIEC) in enterohemoragi¢ni serotip (EHEC) (npr. H7:0157) lahko povzrocijo alimentarne
toksikoinfekcije. Enteropatogene bakterije vrste E. coli tvorijo enterotoksin in s tem
povzrocijo driske pri dojenckih. Enterotoksigene bakterije vrste E. coli tvorijo toksine, ki so
termo-labilni in stabilni, tvorijo se v organizmu. Termo-labilni enterotoksin (eksotoksin)
povzorici drisko. Enterotoksigene bakterije vrste E. coli so lahko prisotne v vodi, ki je
kontaminirana s ¢loveskimi iztrebki. Ce se to vodo uporablja pri pripravi Zivila, lahko pride
do navzkrizne kontaminacije. Enterohemoragi¢ne bakterije vrste E. coli izlo¢ajo eksotoksin
(verotoksin oz. Siga toksin) in povzro€ijo zastrupitev s hrano. Okuzbe z
enterohemoragi¢nimi bakterijami vrste E. coli so posledica uzivanja rizi¢nih Zivil, kot so
nezadostno toplotno obdelano surovo mleto meso, surova zelenjava, surovo mleko, sadni
sokovi in kontaminirana voda. Pot okuzbe je fekalno-oralna, preko vode ali hrane. Pri okuzbi
se pojavijo trebusni kr¢i in driska (Milohnoja, 2003; Porocilo o zoonozah..., 2013).

2.3.2 Mikrobioloske smernice za varnost zivil

Zivila ne smejo vsebovati mikroorganizmov, njihovih toksinov ali metabolitov v koli¢ini, ki
bi lahko predstavljala tveganje za zdravje potro$nikov, zato je bila sprejeta Uredba komisije
(ES) st. 2073/2005 o mikrobioloskih merilih za Zivila. Poleg Uredbe komisije (ES) st.
2073/2005, je institut za varovanje zdravja Republike Slovenije leta 2009 v sodelovanju z
Zvezo potrosnikov Slovenije pripravil Smernice za mikrobiolosko varnost zivil, ki so
namenjene konénemu potro$niku (Smernice..., 2008). Uredba komisije (ES) §t. 2073/2005
doloca sploSne zahteve v zvezi z varnostjo zivil, v skladu s katerimi se hrana, ki ni varna, ne
sme dajati v promet. Oblikovana so usklajena varnostna merila za dopustnost hrane v zvezi
s prisotnostjo nekaterih patogenih mikroorganizmov. V ¢lenu 2 opredeljuje pojem
»mikrobioloSko merilo« kot merilo, ki dolo¢a sprejemljivost zivila, serije Zzivil ali
proizvodnega postopka na podlagi odsotnosti, prisotnosti ali Stevila mikroorganizmov in/ali
njihove toksine/metabolite na enoto mase, povrsine, prostornine ali serije. V prilogi 2.5
prikazuje mikrobioloske kriterije za svezo narezano zelenjavo (Uredba komisije ES
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2073/2005, 2005). V preglednici 1 so prikazani mikrobioloski kriteriji za sveZo narezano
zelenjavo, gobe ter kalcke.

Preglednica 1: Mikrobiolo$ki kriteriji za svezo narezano zelenjavo, sadje, gobe in kal¢ke (Smernice..., 2008;
Uredba komisije ES 2073/2005, 2005)

Zivilo Nabor priporocenih Plan vzorcenja Kriteriji
parametrov n c
5 0 n.nv2sg®
*

. L. monocytogenes 5 0 M in m = 100 cfu/g®
SveZza narezana m = 100 cfu/
zelenjava, sadje, gobe in E. coli 5 2 _ans g

o M = 10° cfu/g
kalcki 3

Plesni in kvasovke 5 2 m = 10° cfu/g
M = 5x10° cfu/g
Legenda:

* pri izdelkih brez nadaljnje toplotne obdelave

n.n. = ni najdeno.

n = §tevilo vzorénih enot, ki sestavljajo vzorec.

¢ = Stevilo vzorénih enot, v katerih je Stevilo bakterij lahko med »m« in »M«, pri ¢emer vzorec velja za
sprejemljivega, Ce je Stevilo bakterij v drugih vzorénih enotah »m« ali man;.

m = mejna vrednost, pod katero se vse rezultate Steje za zadovoljive.

M = mejna dopustna vrednost, nad katero se rezultati ne tejejo ve¢ za zadovoljive. Ce en sam rezultat preseze
to vrednost, je vzorec nezadovoljiv.

@ = To merilo se uporablja, e proizvajalec pristojnemu organu dokaZe, da mejna vrednost 100 cfu/g v Zivilu
med rokom uporabnosti ne bo presezena. Nosilec lahko med proizvodnim postopkom dolo¢i mejne vrednosti,
ki morajo biti dovolj nizke, da se zagotovi, da mejna vrednost 100 cfu/g ob koncu roka uporabnosti ne bo

preseZena.
@ = To merilo se uporablja za Zivila, ki jih nosilec Zivilske dejavnosti $e ni dal v promet in pristojnemu organu

zanje ne more dokazati, da mejna vrednost 100 cfu/g v Zivilu med rokom uporabnosti ne bo presezena.
Razlaga rezultatov mikrobioloskih preiskav za bakterije vrste E. coli v vnaprej narezani zelenjavi:
e Rezultat je zadovoljiv, ¢e so vse ugotovljene vrednosti < m;
e Rezultat je sprejemljiv, ¢e je najve¢ ¢/n vrednosti med m in M ter ostale ugotovljene vrednosti < m;
e Rezultat je nezadovoljiv, Ce je ena ali ve€ ugotovljenih vrednosti > M ali je ve¢ kot ¢/n vrednosti med
min M.
Razlaga rezultatov mikrobioloskih preiskav za bakterije vrste L. monocytogenes v svezi narezani zelenjavi:
e Rezultat je zadovoljiv, ¢e s0 vse ugotovljene vrednosti < m;
e Rezultat je zadovoljiv, ¢e bakterije vrste L. monocytogenes niso prisotne v 25 g vzorca Zivila;
e Rezultat je nesprejemljiv, e so vrednosti > M.
Razlaga rezultatov mikrobioloskih preiskav za plesni in kvasovke na svezi narezani zelenjavi:
e Rezultat je zadovoljiv, ¢e so vse ugotovljene vrednosti < m;
e Rezultat je sprejemljiv, ¢e je najvec c/n vrednosti med m in M ter ostale ugotovljene vrednosti < m;
e Rezultat je nezadovoljiv, &e je ena ali veé ugotovljenih vrednosti > M ali je veé kot ¢/n vrednosti med
m in M (Uredba komisije ES 2073/2005, 2005).
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2.3.3 Biofilm na povrsini solate

Biofilmi so sluzaste zdruzbe na povrSini predmeta ali zivila, v katerih najdemo veliko Stevilo
razli¢nih ali enakih mikroorganizmov. Tvorba biofilma je mehanizem, ki ga je osvojilo
veliko mikroorganizmov, kot nacin prezivetja v stresnih razmerah. Priblizno 99 % vseh
mikroorganizmov zivi v biofilmih. Biofilmi so na povrsini lahko predstavljena kot dvo ali
tridimenzionalna vecceli¢na struktura, katerih integriteta je odvisna od ekstraceli¢nih
polimernih snovi (EPS) bakterijskih celic. Osemdeset odstotkov mikroorganizmov na solati
je zdruzenih v obliki biofilma (Stopar, 2007; Matthews., 2014; Yaron, 2014).

2.3.4 Vpliv nadina pridelave na mikrobioto solate

Poznanih je Ze 5 nacinov pridelave sadja in zelenjave. Lahko pridelujemo na ekoloski,
hidroponski, konvencionalen, integriran in biodinamicen nacin.

Ekoloski nacin pridelave sadja in zelenjave ima v slovenskem kmetijstvu vse vecji pomen.
Pridelava rastlin in reja zivali se pri takSnem nacinu pridelave eno z drugim dopolnjujeta.
Hrana, ki je pridelana na ta nacin, ima visoko vsebnost vitaminov, mineralov, ter
antioksidantov. Uporaba topnih mineralnih gnojil, fitofarmacevtskih pripravkov, gensko
spremenjenih mikroorganizmov oz. proizvodov iz gensko spremenjenih mikroorganizmov
ter rastni regulatorji, so pri tem na¢inu uporabe prepovedani. Pridelovalci, ki Zelijo svoje
pridelke prodajati z ekoloskim certifikatom, so pod nadzorom nadzornih organov, ki
zagotavljajo, da se ekoloski pridelovalec drzi predpisov evropske zakonodaje. Pridelovalci
nato prejmejo ekoloski certifikat (MKGP, 2015a).

Biodinami¢no kmetovanje poleg nacel ekoloskega kmetovanja uposteva $e vplive Lune in
kozmi¢nih energij. Sattler in Wistinghausen (1995) opisujeta, da sile Zemlje in Vesolja v
obmodcju kmetijstva delujejo na elemente, kot so ogljik, vodik, zveplo, dusik, kisik in fosfor.
Vsi ti elementi tvorijo DNA, ki velja za nosilko dednih snovi. Poleg teh snovi, na kmetovanje
vplivajo $e luna, planeti in zvezde stalnice. Pri tem nacinu pridelave se uporablja tri preparate
za Skropljenje in sicer, gnoj ter kremen iz kravjega roga in kravjek po Mariji Thun. Z gnojem
iz roga Skropimo po zemlji pred setvijo, s kremenom iz roga Skropimo rastline, s kravjekom
po Mariji Thun pa skropimo po zemlji, pod rastlinami. Za pripravo komposta uporabljajo
koprivo, kamilico, rman, hrastovo lubje, regrat ter baldrijan. Zelenjava, pridelana na
biodinamicen nacin, se prodaja pod oznako Demeter (Demeter, 2015).

Konvencionalen nacin pridelave Zivil je ravno v nasprotju z ekoloSkim na¢inom pridelave
zivil. Pri tem nacinu pridelave je uporaba snovi, kot so hormonski regulatorji rasti, sredstva
za predCasno prekinitev rasti, sinteticnih gnojil ter topnih fosfatov dovoljena, medtem ko je
uporaba teh snovi pri ekoloskem nacinu pridelave prepovedana (MKGP, 2015b).
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Oliviera in sod. (2010) so raziskovali mikrobioto solate, ki je bila pridelana na ekoloski in
konvencionalni na¢in. Znano je, da se zivalski gnoj uporablja tako pri ekoloski kot tudi pri
konvencionalni pridelavi rastlin. Ekolosko pridelana zelenjava je v primerjavi s
konvencionalno pridelano zelenjavo veliko bolj tvegana za potroSnika, saj je pri ekoloski
pridelavi uporaba kemi¢nih snovi za zmanjSevanje mikrobne populacije na solati
prepovedana (McMahon in Wilson, 2001). Ekoloski pridelovalci so v tej raziskavi
uporabljali razli¢ne vrste zivalskih odpadkov, kot so ov¢ji in kravji gnoj, ter rastlinski
kompost, konvencionalni pridelovalci Zivalskega gnoja niso uporabljali. Izkazalo se je, da
uporaba razlicnih vrst gnoja ni vplivala na mikrobiolosko kontaminacijo solate.
Kontaminacija z aerobnimi mezofilnimi bakterijami, kvasovkami, ter plesnimi, je bila ve¢ja
na solati, ki je bila pridelana na ekoloski nacin, kot na solati pridelani na konvencionalni
nacin. Bakterije vrste E. coli so bile prisotne v 16 vzorcih solate (22,2 %) pridelanih na
ekoloski nacin in v 9 vzorcih solate (12,5 %) pridelanih na konvencionalen nacin. Do
kontaminacije z bakterijami vrste E. coli je lahko pri§lo zaradi ne upoStevanja dobre
higienske prakse ali s sporadicno kontaminacijo z vodo, ki se uporablja za namakanje.
Izkazalo se je, da so bile prisotne bakterije vrste E. coli, ki niso patogene za ¢loveka. Bakterij
rodu Salmonella in vrste L. monocytogenes na vzorcih solate niso dokazali. V nasprotju s
Stevilnimi raziskavami so v tej raziskavi prikazali, da je solata, ki je pridelana na ekoloski
nacin, varna za potrosnika. Do kontaminacije z bakterijami vrste L. monocytogenes lahko
pride preko zemlje in vode. Carlin in sod. (1996), Babic in sod. (1997) ter Liao in Fett (2001)
so potrdili, da ima mikrobiota (Enterobacteriaceae in Pseudomonas spp.) na solati lahko
inhibitorni u€inek na bakterije vrste L. monocytogenes.

Osvald in Kogoj Osvald (2003) sta integriran nacin pridelave zelenjave poimenovala Zdrav
nacin pridelovanja zelenjave. Gre za kombinacijo agrotehni¢nih ukrepov, kjer se uposteva
bioloske, biotehnoloske, genetske, tehni¢ne in varstvene ukrepe. Pri tem nacinu pridelovanja
je pomembno kolobarjenje, semena, sorte, gnojenje, tla, zemljis¢a, setve, posevki,
namakanje, varovanje pred pleveli, boleznimi ter Skodljivci. Uporaba gensko spremenjenih
organizmov je prepovedana, potreben je nadzor nad uporabo gnojil ter fitofarmacevtskih
sredstev, gnojenje z organskimi gnojili ima prednost pred mineralnimi gnojili, izvajajo se
redne analize pred gnojenjem in s tem prepreCevanje prehoda nitratov v podtalnico in
posledi¢no kopicenje le-teh v rastlinah (MKGP, 2015c).

Hidroponika je znanost o gojenju rastlin brez zemlje. Gre za nacin gojenja rastlin v vodi, ki
ji dodajamo hranila. Pri tem nac¢inu pridelave je potrebna primerna posoda, hidroponsko
polnilo (mivka, pesek, opeka, vermikulit, perlit,), gnojilo z dusikom, fosforjem, kalijem,
kalcijem, magnezijem, Zelezom, cinkom in manganom. Pri zalivanju je pomembno, da je
polnilo vedno vlazno, a ne mokro (Krese, 1989; Benton Jones, 2014). Pri tem nacinu
pridelave je hranilna vrednost in kontaminacija solate bolje nadzorovana. Vir kontaminacije
pri hidroponski pridelavi solate je voda. Selma in sod. (2012) so zeleli ugotoviti razliko v
mikrobioloski kontaminaciji solate sorte maslenka, hrastolistna z rde€imi listi in lollo rosa,
pridelane na hidroponski nacin oz. brez zemlje in na ekoloski nacin. Solate so nato embalirali
nato $e 9 dni pri 7 °C. Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij je bilo ve&je (0,9 log enot) pri
vseh treh sortah solate, ki so bile pridelane na ekoloski nacin. Tekom skladiscenja se je tako
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pri hidroponski solati, kot pri solati pridelana na ekoloski nacin, stevilo aerobnih mezofilnih
bakterij poveéalo. Stevilo plesni in kvasovk je bilo pri obeh naginih pridelave enako (4 — 4,6
log enot). V casu skladiscenja se je Stevilo plesni in kvasovk povecalo, izjema je bila sorta
maslenka, saj je Stevilo plesni in kvasovk ostalo nespremenjeno.

2.3.5 Skladiscenje solate

Sveza listnata zelenjava ima po pridelavi, e je izpostavljena neugodnim razmeram, kratek
rok trajanja. Rok trajanja sveze listnate zelenjave je dinamicen proces, ki je odvisen od
interakcij med naravno mikrobioto, temperaturo in relativno vlago (Moreira in sod., 2003).
Izguba vlage med skladiS¢enjem vodi do zmanjSanja teze in kréenja solate (Roura in sod.,
2000). Drugi pojav, ki vpliva na rok trajanja sveze zelenjave je rast in razvoj
mikroorganizmov. Poznavanje naravne mikrobiote sveze zelenjave je v razlicnih razmerah
shranjevanja temeljnega pomena, ¢e se ta izdelek trzi kot svez izdelek, saj imajo
mikroorganizmi pomembno vlogo pri ohranjanju kakovosti (Ponce in sod., 2002).
Zivljenjska doba solate (Lactuca sativa L.) je omejena z dehidracijo. Ce je zelenjava
skladiS¢ena v optimalnih razmerah, kot je npr. 95-98 % relativna vlaga, ne pride do izgube
vlage. Nizka relativna zra¢na vlaga med skladis¢enjem lahko privede do tkivne izgube vode
v solati (Herppich in sod., 1999).

Namen raziskovalne naloge, ki so jo izvedli Agiiero in sod. (2011) je bilo ovrednotiti
spremembe razli¢nih indeksov kakovosti solate med shranjevanjem pri optimalni
temperaturi (0-2 °C), ter pri relativni vlagi, 70-72 % in 95-98 %. Kakovostni parametri so
bili: izguba teze solate in vsebnosti vode, vsebnost klorofila, naravna mikrobiota, ohranitev
askorbinske kisline in splo$na senzori¢na sprejemljivost izdelka. Naravno mikrobioto solate
so analizirali v notranjosti, sredini in na zunanji strani solatne glave pri optimalni (95-98 %)
ter pri nizki relativni vlagi (70-72 %). Zacetne mikrobioloske analize niso pokazale bistvenih
razlik v stevilu aerobnih mezofilnih bakterij v razli¢nih predelih solate. Zacetno Stevilo
aerobnih mezofilnih bakterij je bilo 7-7,4 log cfu/g. Po 6 dnevnem skladis¢enju pri optimalni
relativni vlagi (95-98 %) je bilo stevilo aerobnih mezofilnih bakterij 8,0-9,0 log cfu/g, pri
nizji relativni vlagi (70-72 %) pa je bilo stevilo aerobnih mezofilnih bakterij 8,7-9,0 log
cfu/g. Nasolati, ki je bila 6 dni skladi$¢ena pri optimalni relativni vlagi (95-98 %), so dolo¢ili
vedje Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij na zunanjem delu solatne glave. Stevilo kvasovk
in plesni je bilo v zacetnem stanju vecje na zunanjem delu (6,3-6,5 log cfu/g), kot pa v
srednjem in notranjem delu solatne glave (5,3-5,5 log cfu/g). Po 6 dnevnem skladis¢enju pri
optimalni relativni vlagi (95-98 %) je rast plesni in kvasovk sledila znacilni rastni krivulji,
Stevilo je bilo Se vedno vedje na zunanjem delu solatne glave. Stevilo kvasovk in plesni pri
nizji relativni vlagi (70-72 %) je bilo ve¢je v primerjavi s skladis¢enjem pri optimalni
relativni vlagi (95-98 %), vendar razlik v razli¢nih predelih solatne glave ni bilo mo¢ opaziti.
Na zacetku analiz je bila vsebnost vode druga¢na v zunanjem delu solatne glave, kot v
srednjem in notranjem delu solatne glave. Razlike v srednjem in notranjem delu solatne
glave niso opazili. Med skladi§¢enjem pri nizki relativni vlagi (70-72 %), so zabelezili visok
upad vsebnosti vode v zunanjem delu solatne glave, do ¢im v srednjem in notranjem delu je
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bil zabelezen konstanten upad. Skladis¢enje solate pri optimalni relativni vlagi (95-98 %) ni
pokazalo nobenih razlik v vsebnosti vode pri razli¢nih delih solatne glave.

2.4 ADHEZIJA BAKTERNSKIH CELIC NA ZELENO SOLATO

Patogeni mikroorganizmi prehajajo na povrsino rastlin preko vode, gnoja ali z neprimernim
rokovanjem. Na listni povrsini solate se nato adherirajo ter razmnozujejo. Vecina listnih
povrsin je prekritih s kutikulo. Gre za hidrofobno komponento zgrajeno pretezno iz
mascobnih kislin, voskov in polisaharidov. Kutikula ima zas¢itno funkcijo lista pred
dehidracijo kot tudi pred infiltracijo mikroorganizmov. Kutikula podpira pritrditev
hidrofobnih molekul. Na adhezijo mikroorganizmov vpliva tudi topografija lista. Zaradi
razpokane kutikule oz. kakr$nih drugih poskodb, so posledi¢no celice zgornje povrhnjice
izpostavljene mikroorganizmom. Najpogostejsa mesta za adhezijo na solatni list so listne
reze, razpokana kutikula, listne vene ter poSkodovani deli solate. Solatni listi so na polju
negostoljubno mesto za enteropatogene mikroorganizme, saj so izpostavljeni velikim
temperaturnim nihanjem, UV-svetlobi, omejena pa je tudi dostopnost hranil ter vode (Yaron,
2014).

Filosfera solatnega lista zajema celotno povrsino lista ter stebla. Na filosferi solatnega lista
je naravno prisotna pestra mikrobioloska zdruzba. Temperatura, padavine, veter in son¢na
svetloba so dejavniki, ki vplivajo na bakterijsko kolonizacijo filosfere (Kinkel, 1997). Manj
znan je vpliv diverzitete in dinamike mikrobne zdruzbe, ki se nahaja na filosferi, na
bakterijsko adhezijo. Vrsta ter morfologija rastlin, mesto, viSina ter starost lista, so v
povezavi z bakterijsko populacijo na filosferi. Celice epidermisa, utori vzdolz ven ter listne
reze, SO najpogostejsa mesta bakterijske adhezije (Davis in Brlansky, 1991; Mariano in
McCarter, 1993; Mew in sod., 1984). Razlika v bakterijski populaciji na filosferi razlicnih
sort solate, je lahko odvisna od vode, kutina, topnih ogljikovih hidratov, vsebnosti mineralov
(magnezij, kalcij, natrij, kalij), vsebnosti fenolnih komponent, le te imajo lahko inhibitorni
ucinek na $tevilne bakterije, ter od debeline lista in listne sredice oz. mezofila (Yadav in
sod., 2005; Hunter in sod., 2010). Razumevanje vpliva filosfere na bakterijsko adhezijo, bo
imelo pomembno vlogo pri nadzorovanju rastlinskih patogenov, kvarljivcev ter zoonoz v
prihodnosti (Whipps in sod., 2008). Dostopnost ogljika raziskovalci predstavljajo kot glavno
omejitev bakterijske rasti na filosferi (Lindow in Brandl, 2003). Enostavni sladkorji, kot je
glukoza, fruktoza in saharoza so glavni vir ogljika. Vsebnost kalcija vpliva na mnoge
rastlinske odzive. Odpiranje ter zapiranje listnih rez regulirajo dve celici zapiralki, med
katerima se nahaja odprtina (Hladnik in Vodnik, 2007). Odpiranje celic zapiralk je v
povezavi s kalcijevim ciklusom. S tem lahko koncentracije kalcija indirektno vplivajo na
bakterijsko populacijo filosfere (Dobney in sod., 2009). Nasprotno pa so prikazali, da gostota
listnih rez ter raven transpiracije, vplivajo na vsebnost kalcija v rastlinskih listih (Hunter in
sod., 2010; Barta in Tibbitts, 2000; Quintana in sod., 2001).
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2.4.1 Dejavniki, ki vplivajo na adhezijo bakterij

Ko bakterijske celice pridejo v stik s povrsino solatnega lista, pride do razvoja biofilma, ki
poteka v dveh fazah. Primarna faza adhezije se pojavi po nekaj sekundah po stiku bakterije
s povrsino lista. Gre za Sibko, reverzibilno in nespecificno vezavo, ki obicajno temelji na
fizikalnih dejavnikih, kot so hidrofobnost in naboj. V sekundarni fazi adhezije lahko pride
do mocne, ireverzibilne vezave. Za nastanek biofilma za veéino celic velja, da potrebujejo
flagele, pile in fimbrije (Stopar, 2007). Boyer in sod. (2011), Matthews (2014) ter Yaron
(2014) navajajo, da so poskodovani deli rastlin bolj ugodni za adhezijo bakterijskih celic,
predvsem zaradi vec¢je dostopnosti hranil, ki so potrebna za rast in razvoj bakterijskih celic.
Zunanji dejavniki, kot je temperatura, ravno tako vpliva na adhezijo bakterijskih celic.
Adhezija bakterijskih celic naj bi bila pri nizkih temperaturah manj obsezna. Do adhezije
bakterij vrste E. coli na solatnih listih, naj bi prislo na mestih kot so listne reze, vendar imajo
na adhezijo bakterijskih celic vpliv Se naboj celicne povrSine, prisotnost divalentnih
kationov, hidrofobnost, proizvodnja polisaharidnih kapsul, ter produkcija tankih, navitih
fibril (ang. curli) (YYaron, 2014). Zaradi vsebnosti Kislinskih ostankov imajo kapsule
negativni naboj. Kapsule, ki obdajajo bakterijsko celico, lahko spodbudijo ali preprecijo
bakterijsko adhezijo. Hidrofilna kapsula, lahko prekrije hidrofobne lastnosti celicnega ovoja
in s tem prepreci adhezijo bakterijske celice na hidrofobno povrsino. Naboj celi¢ne povrSine
je za enkrat slabo pojasnjen. Enako velja za hidrofobnost. Bakterije vrste L. monocytogenes
SO pozitivno nabite in mo¢no hidrofilne, vendar se $e vedno v veliki meri adherirajo na
hidrofobne povrsine (Frank, 2001).

2.4.2 Obstoj bakterijskih celic na solatnem listu

Obstoj bakterijskih celic na solatnem listu je odvisen od vrste in seva bakterijskih celic, kot
tudi od sorte in starosti solate. Van der Linden in sod. (2013) so prikazali, da je adhezija
bakterij vrste E. coli ve¢ja na starejsih solatnih listih, kot pa na mlajsih. K obstoju
bakterijskih celic na povr$ini lista lahko pripomore naravna mikrobiota. Do negativnih
interakcij pride pri tekmovanju za hranila in vezavna mesta. Do pozitivnih interakcij pa pride
pri degradaciji polimerov v rastlinski celi¢ni steni, S tem je dostopnost hranil vecja in lazja
je tvorba biofilma. Raziskave kazejo, da do vdora patogenih mikroorganizmov v solatni list
pride v primeru, ko gre za visoko populacijo patogenih mikroorganizmov (Yaron, 2014).
Oliviera in sod. (2012) so v svoji raziskavi zeleli prikazati interakcijo med naravno
mikrobioto solate, pridelane na ekoloski in konvencionalni nacin, ter bakterij vrst E. coli in
solate — stevilo aerobnih mezofilnih bakterij, pridelana na konvencionalen nacin, ni vplivala
na rast in razvoj bakterij vrste L. monocytogenes po 8 dnevih skladis¢enja pri 10 °C. Je pa
imela naravna mikrobiota solate — stevilo aerobnih mezofilnih bakterij, pridelana na ekoloski
nacin, pozitiven vpliv na rast ter razvoj bakterij vrste L. monocytogenes po 8 dnevih
skladiscenja pri 10 °C. Na rast in razvoj bakterij vrste E. coli pozitivno vpliva naravna
mirkobiota solate — Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij, pridelana na konvencionalen nacin,
ter 8 dni skladiscena pri 10 °C. Naravna mikrobiota solate — stevilo aerobnih mezofilnih
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bakterij, pridelana na ekoloski nacin, ter skladis¢ena 8 dni pri 10 °C ni vplivala na rast in
razvoj bakterij vrste E. coli.

2.4.3 Adhezija bakterij vrst E. coli in L. monocytogenes na solatni list

Solata je v ¢asu gojenja Vv stiku z zemljo. Pri pridelavi in predelavi so solatni listi podvrzeni
mehanskim poskodbam in s tem se moznosti za adhezijo patogenih mikroorganizmov na
solatnih listih povecajo. Raziskovalci porocajo o pritrditvi bakterij vrst L. monocytogenes in
E. coli O157:H7 na tezje dostopnih mestih listnate zelenjave, kot so listne reze (Ells in
Hansen, 2006; Olmez in Temur, 2010). Kljub vsem raziskavam, pa je mehanizem
pritrjevanja bakterijskih celic Se vedno slabo pojasnjen. Specifi¢ne celicne komponente
(fimbriji, lipopolisaharidi) in nespecifi¢ni dejavniki (naboj na celi¢ni povrsini, hidrofobnost)
naj bi vplivali na mehanizem celi¢ne adhezije (Boyer in sod., 2011).

Vatanyoopaisarn in sod. (2000), kot tudi Gorski in sod. (2003) so prikazali pomembnost
flagel za pritrditev celic bakterij vrste L. monocytogenes. Peel in sod. (1988) navajajo, da je
rast flagel pri razli¢nih temperaturah zelo razli¢na. Bakterije vrste L. monocytogenes, ki bodo
zrasle pri razli¢nih temperaturah in se bodo razlikovale v hidrofobnosti, v povrSinskem
naboju, sprejemanju ter oddajanju elektronov, bodo imele razli¢no stopnjo adhezije
(Briandet in sod., 1999a,b; Ells in Hansen, 2006). V raziskavi, ki sta jo opravila Ells in
Hansen. (2006) se je izkazalo, da se bakterije vrste L. monocytogenes Scott A razli¢no
adherirajo pri razli¢nih temperaturah. V preglednici 2 je prikazana stopnja adhezije bakterij
vrste L. monocytogenes Scott A na povrsini listov zelja pri razli¢nih temperaturah.

Preglednica 2: Stopnja adhezije bakterij vrste L. monocytogenes Scott A na povrsini listov zelja pri razli¢nih
temperaturah (Ells in Hansen, 2006)

Temperatura Stopnja adhezije (vrednost Sg)
(°C) 0h 1h 4h 24 h
10 0,693+0,049 0,770+0,064 0,834-+0,080 0,842+0,053
22 0,718+0,028 0,739+0,070 0,807+0,047 0,863+0,037
37 0,665+0,053 0,680+0,061 0,734+0,028 0,827+0,066

Legenda: Sg: pomeni kvocient Stevila bakterijskih celic, ki ostanejo na listih zelja in Stevila vseh bakterijskih
celic

Iz preglednice 2 je razvidno, da je bila najvec¢ja adhezija bakterij vrste L. monocytogenes
Scott A po 24 urni inkubaciji pri temperaturi 22 °C. lzkazalo se je, da je povrSina bakterij
vrste L. monocytogenes hidrofilna z velikim negativnim nabojem. Nekateri raziskovalci
poroc¢ajo, da naj bi vsi sevi bakterij vrste L. monocytogenes vsebovali gen lcp
(LMOf2365_0859), ki kodira listerijski protein za vezavo na celulozo. Znano je, da je
rastlinska celi¢na stena v vecji meri zgrajena iz celuloze, hemiceluloze, pektina in lignina.
Gen Icp naj bi imel vezavno vlogo pri adheziji bakterij vrste L. monocytogenes na rastlinsko
celi¢no steno (Dongryeoul in sod., 2015).
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Pri gramnegativnih bakterijah, kot so bakterije vrste E. coli, ima na adhezijo teh bakterijskih
celic vpliv zunanji membranski protein A (OmpA). Izguba O-antigena ima lahko pomembno
vlogo pri adheziji bakterijskih celic. O-antigen je po vecini hidrofilen in lahko zakrije
hidrofobne lastnosti lipida A, zato so celice v odsotnosti O-antigena, bolj hidrofobne.
Nekatere raziskave niso prikazale nobene povezave med adhezijo bakterijskih celic na
povrsini solate in hidrofobnosti (Dickson in Koohmaraie, 1989; Hassan in Frank, 2004; Li
in McLandsborough, 1999; Boyer in sod., 2011). V raziskavi, ki jo je izvedel Boyer in sod.
(2011) je prikazano, da so bakterije vrste E. coli O157:H7 imele manj$o stopnjo adhezije ob
prisotnosti O-antigena, kar pomeni, vec¢ja ko je hidrofilnost celice, manj$a je adhezija
bakterijskih celic na solato. Gramnegativne bakterije imajo negativen naboj. Lipid A ima
negativen naboj in je hidrofoben. Poleg tega, da je O-antigen hidrofilen, je ob enem tudi brez
naboja. Bakterijske celice, s pomanjkanjem O-antigena, so bolj negativno nabite in
posledi¢no se lazje povezejo s fosfatnimi skupinami. Zal v tej raziskavi niso mogli prikazati
ali naboj celice vpliva na stopnjo adhezije.
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL

3.1.1 Bakterijski sevi

Za izvedbo eksperimentalnega dela smo uporabili bakterije vrst Listeria monocytogenes
ZM58a (serotip 4b, THM, Inititut za higieno in mikrobiologijo, Wuerzburg, Nem¢ija) in
Escherichia coli ZM516 (ATCC 25922).

3.1.2 Mikrobioloska gojisca

Za izvedbo poskusa smo potrebovali sledeca gojis¢a, ki smo jih pripravili po navodilih
proizvajalca:

Gojisce tripti¢ni soja bujon (TSA, angl. Tryptone Soya Agar, Biolife, 4021502, Milano,
Italija)

Gojis¢e ALOA (angl. Agar Listeria selon Ottaviani & Agosti, Biolife, 4016052, Milano,
Italija):

e Selektivni dodatek (ALOA enrichment selective supplement Biolife, 423501,
Milano, Italija)

e Sterilna destilirana voda

e Etanol (Merck, 1.00983.1000, Darmstadt, Nem¢ija)

Gojisce tripton zol¢ni agar z glukuronidom X (TBX, ang. Tryptone Bile X — Glucuronide
Agar, Merck, 1.16122.0500, Darmstadt, Nemcija)

Gojisce tripti¢ni soja bujon (TSB, ang. Tryptone Soya Broth, Biolife, 4021552, Milano,
Italija)

Gojis¢e BHI (ang. Brain Heart Infusion, Merck, 1.10493.0500, Darmstadt, Nem¢ija)
Gojis¢e PCA (ang. Plate count agar, Merck, 1.05463.0500, Darmstadt, Nemcija)

Gojis¢e DRBC (ang. Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol Agar, Oxoid, CM0727,
Anglija)

e 96 % etanol (Itrij, Slovenija)
e Kloramfenikol (ang. Chloramphenicol supplement, Oxoid, SRO078E, Anglija)

Gojisce briljantno zeleni Zoléni bujon (BZLZB, ang. Brilliant green bile broth 2 %, Biolife,
4012652, Milano, Italija)

Gojisce Fraser (ang. Fraser Listeria selective enrichment broth (base), Merck, 1.10398.0500,
Darmstadt, Nemcija)

e Amonijev zelezov (III) citrat (ang. Ammonium iron (I11) citrate, 100093)
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e Selektivni dodatek (ang. Fraser supplement, Merck, 1.000.930.010, Darmstadt,
Nemcija)
Pepton (angl. Peptone bacteriological, Biolife, 4122592, Milano, Italija)

0,1 % Puferirana peptonska voda (PV, ang. Peptone water (buffered), Merck, 1.07228.0500,
Darmstadt, Nemc¢ija). 0,1 % PV smo pripravili tako, da smo zatehtali 0,0255 g puferirane
peptonske vode v 1 | destilirane vode ter avtoklavirali 15 minut pri 121 °C.

Fizioloska raztopina FR

e Kalijev dihidrogen fosfat-KH2PO4 (Merck, 1.04873.0250, Darmstadt, Nemcija)

3.1.3 Vrsti¢na elektronska mikroskopija

Vzorce smo pripravili na Biotehniski fakulteti, Oddelek za zivilstvo. Priprava fiksativa in
elektronska mikroskopija sta bila izvedena na Nacionalnem institutu za biologijo, Ljubljana
(dr. Magda Tusek Znidarig).

3.1.4 Kemikalije za IMViC-test

e Gojisce triptonska voda (ang. Tryptone wasser, Merck, 1.10859.0500, Darmstadt,
Nemcija)

e Gojis¢e MR-VP (ang. M.R.V.P. Medium, CM0043, Oxoid, Anglija)

e Simonsonov citratni agar (ang. Simomons citrate agar, Oxoid, CM155, Anglija)



3.1.5 Vzorci solate

V preglednici 3 so predstavljeni vzorci solat, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu.

Preglednica 3: Vzorci solat, ki smo jih uporabili za izvedbo eksperimentalnega dela
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Oznaka solate Sorta solate Proizr\éz{/?:fg 0z. St. vzorcev Nacin pridelave Starost solate Razmere skladi$¢enja Preiskave
IP1 Kristalka A 1 Integriran Sveza in 10 dni stara 25°C,5°C Izbor parametrov za adhezijo bakterij L.m., SSMO, SEM
P2 Kristalka B 1 Integriran Sveza 25°C Izbor parametrov za adhezijo bakterij E. c., SSMO, SEM
IP3 Kristalka B 1 Integriran 10 dni stara 5°C Izbor parametrov za adhezijo bakterij E. c., SSMO
GP1 Kristalka C 3 Integriran Sveza 25°C Umetna kontaminacija z L.m, E.c, in dologitev adhezije, SSMO
NP1 Kristalka D 5 Integriran Sveza in 10 dni stara 25°C,3°C Vpliv skladis¢enja, naravna prisotnost bakterij L.m, E., SSMO in SSKP
NP2 Fancy E 5 Integriran Sveza in 10 dni stara 25°C,3°C Vpliv skladis¢enja, naravna prisotnost bakterij L.m,E.c, SSMO in SSKP
HID1 Kristalka E 3 Hidroponski Sveza 25°C Naravna prisotnost bakterij L.m,E.c, SSMO in SSKP
INT1 Kristalka E 3 Integriran Sveza 25°C Naravna prisotnost bakterij L.m.,E.c, SSMO in SSKP
EKO1 Kristalka F 3 Ekologki Sveza 25°C Naravna prisotnost bakterij L.m,E.c, SSMO in SSKP
INT2 Kristalka G 3 Integriran Sveza 25°C Naravna prisotnost bakterij L.m,E.c, SSMO in SSKP
EKO2 Kristalka G 3 Ekologki Sveza 25°C Naravna prisotnost bakterij L.m,E.c, SSMO in SSKP
BIOD1 Kristalka G 3 Biodinamiéni Sveza 25°C Naravna prisotnost bakterij L.m,E.c, SSMO in SSKP
KONV1 Kristalka G 3 Konvencionalni Sveza 25°C Naravna prisotnost bakterij L.m,E.c, SSMO in SSKP

Legenda: SSMO: skupno §tevilo aerobnih mezofilnih bakterij; SSKP: skupno $tevilo plesni ter kvasovk.; L.m: bakterije vrste L. monocytogenes; E.c: bakterije vrste E. coli; SEM: pregled adheriranih bakterij vrst L. monocytogenes in E. coli na solatnih listih z
vrstiénim elektronskim mikroskopom.
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3.1.6 Laboratorijska oprema

Laboratorijska oprema, ki smo jo
predstavljena v preglednici 4.

Preglednica 4: Laboratorijska oprema

potrebovali pri izvajanju eksperimentalnega dela je

Laboratorijska oprema

Oznaka in proizvajalec

UV-luc valovna dolzina 366 nm, MANWOOD/36
Digestorij tip 382

Avtoklav Sutjeska, serija 1-61-137, Srbija
Avtoklav Sutjeska, tip 500 x 700, Srbija

Hladilna omara

LTH

Inkubator

Kambig¢, tip 1-105 CK, Slovenija

Inkubator z mesali

Kambic¢, tip 1-45-4M, Slovenija

Tehtnica

Mettler toledo, tip PB 1502-S/A, Svica

Namizno meS$alo

Yelowline, TTS 2, tip T, Nemcija

Plasti¢ne petrijevke

Golias Labortehnika, Slovenija

Pipete in nastavki za pipete

Eppendorf, Francija

Gnetilnik

Seward, Stomacher 400, tip BA 7021, Anglija

Vrecke za gnetilnik

Golias Labortehnika, Slovenija

Ostala laboratorijska oprema, ki smo jo uporabljali pri izvedbi eksperimentalnega dela je
bila: gorilnik, cepilna zanka in igla, Durhamove cevke, trikotna pal¢ka za razmaz, sterilne
epruvete, pinceta, skalpel, stojalo za epruvete, steklenice za pripravo gojis¢, ¢ase, merilni
valji, papirnate brisace, lateks rokavice, prozorne vrecke za zmrzovanje zivil, parafilm, trak
za avtoklaviranje, skarje, etanol (70 %, 96 %) za razkuzevanje nekatere laboratorijske
opreme in delovne povrsine, ter destilirana voda.
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3.2 METODE DELA

3.21

Shema dela

Na sliki 2 je predstavljena shema, ki prikazuje celoten potek eksperimentalnega dela.

Sveza solata

[

I

Izbor parametrov za adhezijo L. monocytogenes in E. coli na
solato

-

L—

y Tretiranje solate IP1 z UV-svetlobo, in dolo¢anje SSMO ‘

pred in po UV
1

Umetna kontaminacija solate IP1 z L. monocytogenes
vPV1hpri25°C

N2
Inkubacija pri 10 °C, vzor¢enje po 24 h ‘

in48 h
1
Dolo¢anje adhezije bakterij vrste L.
’ monocytogenes ‘
Na solatnih listih SEM po Na so_latn_lh listih brez
spranih z vodo 24 h spiranja z vodo

Tretiranje solatg IP2 z UV-svetlobo in
dolo¢anje SSMO pred in po UV
L

Umetna kontaminacija solate IP2 z E. coli v
PV, FR in peptonu 1 h pri 25 °C

Vzor¢enje v PV, FR in peptonu po 0 h in 1 h; vzoréenje po 1 h
inkubaciji pri 25 °C, po 24 h in 48 h inkubaciji pri 10 °C v PV, FR

in peptonu
€

Dolo¢anje adhezije E. coli

Tretiranje solate GP1 z UV-svetlobo in dolodanje SSMO
po UV
N3

Umetna kontaminacija solat GP1 z L. monocytogenes in
E.colivPV1hpri25°C

Vzoréenje v PV po 1 h; vzor€enje po 1 h inkubaciji pri
25°C, terpo24 hin48hpri 10 °C

€
Doloc¢anje adhezije E. coli in L. monocytogenes

Doloc¢anje naravne kontaminacije solat NP1 in NP2

N 1

10 dni stara solata

Izbor parametrov za adhezijo L. monocytogenes in E. coli na }

solato

Tretiranje solate IP1 skladi$¢ena pri 5+1°C z UV-
svetlobo in dologanje SSMO pred in po UV

N3
Umetna kontaminacija solate IP1 z L. monocytogenes v PV 1 h
pri 25 °C
T
Inkubacija pri 10 °C, vzoréenje po 24
hin48h
N
Dolo¢anje adhezije L. monocytogenes
/ N

Na solatnih listih brez Na solatnih listih spranih z
spiranja z vodo vodo

Tretiranje solate IP3 skladiS¢ena pri 51 °C z

UV-svetlobo in dologanje SSMO pred in po UV
N

Dolo&anje SSMO na solati z oznako IP3,
skladi§¢ena pri 5 °C
N
Umetna kontaminacija solate IP3 z E. coli v PV, FR in
peptonu 1 h pri 25 °C
L

Vzoréenje v PV, FR in peptonu po 0 h in 1 h; vzoréenje po 1 h
inkubaciji pri 25 °C, po 24 h in 48 h inkubaciji pri 10 °C v PV, FR
in peptonu

’ Dolo¢anje SSMO in SSKP ‘ ’ L. monocytogenes in E. coli ‘

Dolo¢anje naravne kontaminacije solat HID1, EKO1,

INT1, EKO2, INT2, BIOD1, KONV1

] )

’ Dologanje SSMO in SSKP ‘ ’

L. monocytogenes in E. coli

)

Dolo¢anje adhezije bakterij vrste E. coli

Dolo¢anje naravne kontaminacije solat NP1 in NP2

skladi€ene pri 31 °C

AN

’ Dolo¢anje SSMO in SSKP ‘ ’ L. monocytogenes in E. coli

Slika 2: Shema eksperimentalnega dela

Legenda: SSMO: skupno Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij; IP1, IP2, IP3, GP1, NP1, NP2, INT1, INT2:
solate pridelane na integriran na¢in (n=21); HID1: solata pridelana na hidroponski na¢in (n=3); EKO1, EKO2:
solati pridelani na ekoloski na¢in (n=6); BIOD1.: solata pridelana na biodinami¢en na¢in (n=3); KONV1: solata
pridelana na konvencionalen nacin (n=3); SEM: vrsti¢ni elektronski mikroskop; FR: fizioloka raztopina; PV:
peptonska voda; SSKP: stevilo kvasovk ter plesni; n: §tevilo vzorcev.
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3.2.2 Vzorcenje solate

Vsak vzorec solate smo vzor€ili v dveh ponovitvah in v treh paralelkah. Na zacetku
eksperimentalnega dela, smo Zeleli dolociti, kateri parametri so pomembni za dolocCitev
adhezije bakterijskih celic na solatni list, zato smo vzor¢ili svezo in 10 dni staro solato, ki je
bila skladis¢ena v hladilniku pri 51 °C. Vzor¢enje sSmo izvedli 1 h, 24 h in 48 h po umetni
kontaminaciji solatnih listov. V nadaljevanju eksperimentalnega dela smo nato vzor¢ili samo
svezo solato, saj nas iz vidika varnosti potrosnika najbolj zanima sveza solata.

3.2.3 Priprava bakterijskih kultur

Bakterije vrste L. monocytogenes smo s cepilno zanko precepili v 10 ml gojis¢a TSB.
Bakterije vrste E. coli pa smo s cepilno zanko precepili v 10 ml gojis¢a BHI. Vse suspenzije
smo preko noéi inkubirali pri 37 °C na stresalniku (75 obr.™).

3.2.4 Priprava solate za umetno kontaminacijo

Solato smo predhodno stehtali in 16-18 listov 30 minut (15 minut na vsaki strani ) tretirali z
UV-svetlobo v brezprasni komori. Namen tega tretiranja je bil zmanjSati populacijo naravno
prisotnih mikroorganizmov na solati.

3.2.5 lzbor parametrov za adhezijo bakterijskih celic

Zanimalo nas je, ali sledeci parametri vplivajo na doloc¢itev adhezije bakterij vrst L.
monocytogenes in E. coli na solatne liste:

e Starost solate: preverili smo adhezijo na svezi in 10 dni stari solati.

e Spiranje solatnih listov pred dolo¢itvijo adhezije: preverili smo adhezijo bakterij brez
spiranja z vodo in adhezijo po spiranju.
peptonsko vodo, 0,1 % puferirano peptonsko vodo in fiziolosko raztopino.

e (as skladid¢enja solatnih listov: 10 dni pri 5+1°C; 24 h, 48 h pri 10 °C.

e Tretiranje solate z UV svetlobo: 30 minut (15 minut na vsaki strani solatnega lista).

e Kvantifikacija bakterij vrste L. monocytogenes v gojis¢u po 1 h inkubaciji pri 25 °C,
na svezi in 10 dni stari solati po 1 h inkubaciji pri 25 °C, po 24 h in 48 h inkubaciji
pri 10 °C.

o Kuvantifikacija bakterij vrste E. coli v gojis¢u PV, FR in peptonu po 0 hin 1 h
inkubaciji pri 25 °C, na svezi in 10 dni stari solati po 1 h inkubaciji pri 25 °C, po 24
hin 48 h pri 10 °C.
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Na podlagi dobljenih rezultatov smo optimizirali izbrane parametre, ki so pomembni pri
dolo¢itvi adhezije bakterij vrst L. monocytogenes in E. coli na solatne liste.

3.2.6 Umetna kontaminacija solate z bakterijami vrst L. monocytogenes in E. coli

Za optimizacijo parametrov, ki vplivajo na adhezijo bakterij na solatne liste smo izvedli
umetno kontaminacijo sveze in 10 dni stare solate skladi$¢ene pri 5+1 °C, z bakterijami vrste
L. monocytogenes. Pripravili smo tri sterilne ¢ase s po 1 | PV in jih 20 minut avtoklavirali
pri 121 °C. Vsaki ¢asi Smo asepti¢no dodali pripravljeno suspenzijo z bakterijami vrste L.
monocytogenes ter suspenzijo 1 minuto mesali. Gojis¢u PV smo nato dodali solatne liste, ter
jih 1 uro inkubirali pri 25 °C.

Poleg umetne kontaminacije z bakterijami vrste L. monocytogenes smo sveze in 10 dni stare
solatne liste, skladiS¢ene pri 5+1 °C, umetno kontaminirali z bakterijami vrste E. coli.
Pripravili smo 3 sterilne ¢ase z 1 | peptona, z 1 | PV in z 1 | FR. Vsakemu gojis¢u smo
asepticno dodali pripravljeno bakterijsko suspenzijo, mesali 1 minuto, dodali solatne liste in
1 uro inkubirali pri 25 °C.

3.2.7 Dolocanje adhezije bakterij vrste L. monocytogenes

Bakterije vrste L. monocytogenes smo kvantificirali v peptonski vodi, v vodi, s katero smo
spirali list solate, na solatnem listu po spiranju ter na solatnem listu, ki ni bil spran z
destilirano vodo. Po umetni kontaminaciji smo solatne liste vzeli iz gojisc¢a, jih shranili v
vreco, ter jih hranili v hladilniku pri 10 °C za nadaljnje analize. Bakterije vrste L.
monocytogenes v PV smo kvantificirali z metodo $tetja kolonij na trdem gojis¢u po 1 uri s
selektivnim gojis¢em ALOA. Gojis¢a ALOA smo 24 ur inkubirali pri 37 °C. Po 24 in 48
urah smo kvantificirali bakterije vrste L. monocytogenes na listu sveze solate in 10 dni stare
solate, ki ni bil spran z destilirano vodo, na listu sveze in 10 dni stare solate, ki je bil spran
z vodo, ter v vzorcih vode, s katero smo posamezne liste solate spirali. Vsak list solate smo
spirali s 100 ml destilirane vode. Za kvantifikacijo bakterij smo pripravili mati¢no raztopino
tako, da smo 10 g vzorca lista solate prenesli v vrecko za homogenizacijo, dodali 90 ml
sterilne FR in vsebino 2 minuti homogenizirali v gnetilniku pri srednji hitrosti (1SO 6887-1,
1999). Bakterije smo kvantificirali z metodo Stetja kolonij na trdem gojis¢u ALOA. Gojisca
smo 24 ur inkubirali pri 37 °C. Poleg adhezije bakterij vrste L. monocytogenes smo
kvantificirali $e Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij na svezi in 10 dni stari solati skladisc¢eni
pri 5£1 °C z metodo Stetja kolonij na trdem gojis¢u TSA. Gojis¢e TSA smo 24 ur inkubirali
pri 37 °C. Kvantifikacijo Stevila aerobnih mezofilnih bakterij na svezi in 10 dni stari solati
smo izvedli pred in po tretiranju z UV-svetlobo. Za kvantifikacijo Stevila aerobnih
mezofilnih bakterij smo ravno tako pripravili mati¢no raztopino (slika 3).

Po izboru parametrov za dolo¢anje bakterijske adhezije, smo izvedli umetno kontaminacijo
solatnih listov sveze solate z bakterijami vrste L. monocytogenes. Kvantificirali smo
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bakterije vrste L. monocytogenes na solatnih listih ter v samem gojis¢u PV po 1 urni
inkubaciji pri 25 °C z metodo $tetja kolonij na trdem gojis¢u ALOA. Gojis¢a ALOA smo 24
ur inkubirali pri 37 °C. V tem poskusu solatnih listov nismo spirali z vodo. 10 g solate smo
dali v vreCko za homogenizacijo, dodali 90 ml FR, ter z gnetilnikom pripravili mati¢no
raztopino (1SO 6887-1, 1999). Po 1 urni inkubaciji pri 25 °C, 24 in 48 urnem skladis¢enju
pri 10 °C smo kvantificirali bakterije z metodo $tetja kolonij na selektivnem trdem gojis¢u
ALOA. Gojis¢a ALOA smo 24 ur inkubirali pri 37 °C. Kvantifikacijo Stevila aerobnih
mezofilnih bakterij smo z metodo Stetja na trdem gojisS¢u TSA dolocili na svezi solati po
tretiranju z UV svetlobo. Gojis¢e TSA smo 24 ur inkubirali pri 37 °C (Slika 5).

Sveza solata IP1

NG
_ UV svetloba,
séMo k[ TsA24n,37°C k[ MR k—| 30 minut
2
Umetna kontaminacija solate IP1 z L. monocytogenes v o . 0 ;
11PV. 1h 25°C Skladis€enje solate IP1 pri 5¢1 °C, 10 dni
I I L L
Spiranje solatnega

Inkubacija IP1 pri 10 °C, MR lista z vodo
ALOA 24 h,37°C vzoréenje po 24 hin48 h ALOA 24 R

ALOA 24 h,

Spiranje solatnega
lista z vodo

Spran list
37°C 37°C
ALOA 24 h, 37 °C Spran list

ALOAZAT,
L. monocytogenes
L. monocytogenes

Slika 3: Kvantifikacija bakterij vrste L. monocytogenes pri dolo¢anju izbranih parametrov adhezije na svezi
in 10 dni stari solati

ALOA 24 h, 37 °C

Legenda: IP1: sveza in 10 dni stara solata skladis¢ena pri 51 °C, pridelana na integriran naéin (n=1); PV:
peptonska voda; MR: matiéna raztopina; SSMO: skupno Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij; TSA: gojice
tripticni soja bujon; ALOA: selektivno gojis¢e ALOA agar; n: Stevilo vzorcev.

3.2.8 Dolocanje adhezije bakterij vrste E. coli

Bakterije vrste E. coli smo kvantificirali na listih sveze in 10 dni stare solate skladis¢ene pri
5+1 °C. Se preden smo dodali solatne liste v razli¢na gojis¢a (PV, FR, pepton) smo
kvantificirali bakterije vrste E. coli v gojis¢ih takoj po dodatku suspenzije bakterij vrste E.
coli, z metodo $tetja kolonij na trdem gojis¢u TBX. Selektivno gojis¢e TBX smo 24 ur
liste vzeli iz gojisca, ter z metodo Stetja kolonij na trdem selektivnem gojis¢u TBX
kvantificirali bakterije vrste E. coli na solatnih listih in nato se enkrat v posameznem gojiscu.

Ostale solatne liste smo kvantificirali po 24 in 48 urnem shranjevanju pri 10 °C.

Gojis¢a TBX smo 24 ur inkubirali pri 37 °C. Ta isti postopek smo ponovili Se pri
kvantifikaciji bakterij vrste E. coli na listih 10 dni stare solate, skladis¢enih pri 5+1 °C. Poleg
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adhezije bakterij vrste E. coli smo kvantificirali Se $tevilo aecrobnih mezofilnih bakterij na
svezi in 10 dni stari solati skladis¢eni pri 5+1 °C z metodo Stetja kolonij na trdem gojiscu
TSA. Gojisc¢e TSA smo 24 ur inkubirali pri 37 °C. Kvantifikacijo Stevila aerobnih bakterij
na svezi in 10 dni stari solati smo izvedli pred in po tretiranju z UV-svetlobo. Za
kvantifikacijo Stevila aerobnih mezofilnih bakterij smo ravno tako pripravili mati¢no
raztopino. Deset gramov vzorca lista solate smo prenesli v vrecko za homogeniziranje,
dodali 90 ml sterilne FR in vsebino 2 minuti homogenizirali v gnetilniku pri srednji hitrosti
(ISO 6887-1, 1999). Bakterije smo kvantificirali z metodo $tetja kolonij na trdem gojis¢u
TBX. Gojis¢a smo 24 ur inkubirali pri 37 °C (slika 4).

10 dni stara solata IP3 skladiS¢ena pri 5+1 °C F

4

Sveza solata IP2 ‘ ’

1 1
l UV-svetloba 30 minut l
l
| MR iz IP2 ‘ ’ MR iz IP3 ‘
1
[ TsA24h,37°C | [ TSA24h,37°C |

Umetna kontaminacija solate IP2in IP3 z E. coliv 1 PV, 1 h, 25 °C

— —

M

(af

I T
Vzorcenje PV po Sola\t’nzgr;elgfa o | [ mkubaciia 1Pz 1P3 pri 10 °C,
Ohin1h,25°C 1h925 o p vzoréenje po 24 hin 48 h

[TBX 24 h,37°C]

[TBX24h,37°C |

TBX 24 h,37°C
Umetna kontaminacija solate IP2 in IP3 z E. coliv1|FR, 1 h, 25 °C
1 L

[ E. coli ] l E. coli ]

— —

Vzoréenje FR po sola\t/nzgrzelinsjtea o Inkubacija IP2 in IP3 pri 10 °C,
Ohinlh,25°C 1 hgzs C P vzor&enje po 24 h in 48 h

bt

MR

TBX 24 h, 37 °C

[TBX24h,37°C| [TBX24h,37°C |
1 1

l E. coli ] l E. coli ]

Umetna kontaminacija solate IP2 in IP3 z E. coli v 1 | peptonu, 1 h, 25 °C

H %

L -
Vzoréenje peptona Vzorceme Inkubacija IP2 in IP3 pri 10 °C,
; o solatnega lista po A :
poOhinlh,25°C 1h 25°C vzorcenje po 24 hin 48 h

N

[TBX24h,37°C |

[TBX24h,37°C | [TBX24h,37°C]

Slika 4: Kvantifikacija bakterij vrste E. coli pri dolo¢anju izbranih parametrov adhezije na svezi in 10 dni
stari solati

E. coli

Legenda: IP2: sveza solata, pridelana na integriran na¢in (n=1); IP3: 10 dni stara solata skladi§¢ena pri 5+1 °C,
pridelana na integriran nacin (n=1); FR: fizioloska raztopina; PV: peptonska voda; MR: mati¢na raztopina;
SSMO: skupno stevilo aerobnih mezofilnih bakterij; TSA: gojisée tripti¢ni soja bujon; TBX: selektivno gojisce
tripton zol¢ni agar z glukuronidom X; n: stevilo vzorcev.



Trdan K. Mikrobioloska kakovost in varnost zelene solate (Lactuca sativa L.). 23
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2015

Po izboru parametrov za doloc¢anje bakterijske adhezije, smo izvedli umetno kontaminacijo
solatnih listov samo sveze solate z bakterijami vrste E. coli. Kvantificirali smo bakterije vrste
E. coli v samem gojiscu PV ter na solatnih listih po 1 urni inkubaciji v gojis¢u PV, z metodo
Stetja kolonij na trdem selektivnem gojis¢u TBX. Gojis¢a TBX smo inkubirali 24 ur pri 37
°C. V tem poskusu solatnih listov nismo spirali z vodo. Deset gramov solate smo dali v
vreCko za gnetenje, dodali 90 ml FR, ter z gnetilnikom pripravili mati¢no raztopino (ISO
6887-1, 1999). Po 24 in 48 urah skladisc¢enja pri 10 °C smo kvantificirali bakterije z metodo
Stetja kolonij na selektivnem trdem gojis¢u TBX. Gojis¢a TBX smo inkubirali 24 ur pri 37
°C Kvantifikacijo Stevila aerobnih mezofilnih bakterij smo z metodo Stetja na trdem gojiscu
TSA dolocili na svezi solati po tretiranju z UV-svetlobo. Gojisée TSA smo 24 ur inkubirali
pri 37 °C (slika 5).

Sveza solata GPI1

N
v TSA, 37 °C -
' ' UV-svetloba 30 minut
s&MO war O VR ; " |
Umetna kontaminacija solate GPI1 z E. coliv 11 Umetna kontaminacija solate GPI1 z L.
PV,1h,25°C monocytogenes v 1 1PV, 1h, 25 °C
I T I T
VZOlfCr?”ées f’(\:/ ~ Vzorgenjepo 1 h Vzorenje PV | | Vzorgenje po 1 h inkubaciji pri 25
poln, inkubaciji pri 25 °C, ter po po1lh,25°C °C, ter po 24 hin 48 h pri 10 °C
24 hin48 hpri 10 °C
MR MR
rox a0 51 #- *-
[ ALOA 24h,37°C | [ ALOA,24h,37°C |
TBX, 24 h, 37 °C
[ L. monocytogenes | | L. monocytogenes |
o

Slika 5: Kvantifikacija bakterij vrst L. monocytogenes in E. coli na sveZi solati po optimizaciji izbranih
parametrov adhezije bakterij na solato

Legenda: GP1: sveza solata, pridelana na integriran nacin (n=3); PV: peptonska voda; MR: mati¢na raztopina;
SSMO: skupno Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij; TBX: selektivno gojid¢e tripton Zoléni agar z
glukuronidom X; ALOA: selektivno gojis¢e ALOA agar; n: Stevilo vzorcev.

3.2.9 Razli¢ni nacini pridelave solat

Namen nasega eksperimentalnega dela je bil tudi dologiti Stevilo kvasovk in plesni ter Stevilo
aerobnih mezofilnih bakterij ter naravno prisotnost bakterij vrst L. monocytogenes in E. coli
na solatah pridelanih na razliéne na¢ine. Stevilo vzorcev ter nadin pridelave so predstavljeni
v preglednici 3. Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij smo kvantificirali na solatah z
oznakami HID1, EKO1, INT1, INT2, EKO2, BIOD1 in KONV1 (preglednica 3) z metodo
Stetja na trdem gojis¢u PCA. Gojisce PCA smo 3 dni inkubirali pri 30 °C (ISO 4833, 1991).
Stevilo kvasovk ter plesni smo kvantificirali na solatah z oznako HID1, EKO1, INT1, INT2,
EKO2, BIOD1 in KONV1 (preglednica 3) z metodo Stetja na trdem gojis¢u DRBC. Gojisce
DRBC smo 3 dni inkubirali pri 25 °C (1SO 7954, 1987). Za kvantifikacijo Stevila aerobnih
mezofilnih bakterij, kvasovk ter plesni smo pripravili mati¢no raztopino (ISO 6887-1, 1999).
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3.2.10 Ugotavljanje naravne prisotnosti bakterij vrste L. monocytogenes

Zeleli smo ugotoviti, ali imajo vzorci solate NP1, NP2, HID1, INT1, EKO1, INT2, EKO2,
BIOD1 in KONV1 (preglednica 3) naravno prisotne bakterije vrste L. monocytogenes. Solate
z oznako NP1 in NP2 smo kvantificirali sveze in 10 dni stare skladis¢ene pri 3+1 °C. Za
ugotavljanje bakterij vrste L. monocytogenes smo pripravili gojis¢e Half Fraser. V 9 ml HF
smo dodali po 1 g solate. Vseh 11 epruvet smo 24 ur inkubirali pri 30 °C. Naslednji dan smo
pregledali epruvete in opazovali, ¢e je pri§lo do spremembe v ¢rno barvo (ISO 11290-1,
1996). Ker sama dolocitev spremembe barve ni bila izrazita, Smo iz vseh gojis¢ HF izolirali
bakterije na selektivno gojis¢e ALOA, ter jih 24 ur inkubirali pri 30 °C. Poleg izolacije na
gojiscu ALOA, smo iz vsake epruvete z HF in 1 g solate vzeli 100 pl suspenzije prenesli v
10 ml gojisca F ter vsebino 2 dni inkubirali pri 37 °C. Po 2 dnevni inkubaciji smo nato iz
20jis¢ F izolirali bakterije na selektivno gojis¢e ALOA, ter jih 24 ur inkubirali pri 37 °C
(slika 6).

9 ml HF + 1 g vzorca NP1, NP2, HID1, INT1,
EKO1, INT2, EKO2, BIOD1, KONV1

I

24h,30°C

I

’ Sprememba v ¢érno barvo (+) ‘

l l

’ ALOA ‘ ’ Fraser ‘
] l
[ 2ans7ec | | esnsrec |
l [
’ L. monocytogenes ‘ ’ \LALOA ‘
] 24h,37°C \
)

’ L. monocytogenes ‘

Slika 6: Ugotavljanje naravne prisotnosti bakterij vrste L. monocytogenes na vzorcih solate pridelanih na
razli¢ne nacine

Legenda: NP1 in NP2: sveza solata pridelana na integriran na¢in (n=10); HID1: sveza solata, pridelana na
hidroponski na¢in (n=3); INT1 in INT2: sveza solata, pridelana na integriran na¢in (n=6); EKO1 in EKO2:
sveZa solata, pridelana na ekoloski nacin (n=6); BIOD1: sveZza solata, pridelana na biodinamic¢en nac¢in (n=3);
KONVI1: sveza solata, pridelana na konvencionalen naéin (n=3); ALOA: selektivno gojis¢e ALOA agar; HF:
gojisce Half Fraser; Fraser: gojisce Fraser; (+): pozitivna reakcija; n: Stevilo vzorcev.



Trdan K. Mikrobioloska kakovost in varnost zelene solate (Lactuca sativa L.). 25
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2015

3.2.11 Ugotavljanje naravne prisotnosti bakterij vrst E. coli

Zanimala nas je naravna prisotnost bakterij vrste E. coli na solatah NP1, NP2, HID1, INT1,
EKOL, INT2, EKOZ2, BIOD1 in KONV1 (preglednica 3). Solate z oznako NP1 in NP2 smo
kvantificirali sveze in 10 dni stare skladi¢ene pri 10 °C. Po 9 ml gojis¢éa BZLZB smo
odpipetirali v epruvete, ter nato v vsako epruveto dodali 1 g solate in Durhamove cevke.
Vseh 11 epruvet smo 24 ur inkubirali pri 44 °C (1SO 4831, 1991). Po enodnevni inkubaciji
smo pregledali epruvete. Nekatere epruvete so spremenile barvo, pri nekaterih epruvetah pa
se je v Durhamovi cevki pojavil plinski mehurcek. Sledila je izolacija s cepilno zanko na
gojis¢e TBX in 24 urna inkubacija pri 37 °C. Domnevno za bakterije vrste E. coli znadilne
kolonije smo $e naprej precepili na gojisée TBX in 24 ur inkubirali pri 37 °C. Ce so bile
ploscée preras¢ene z modrimi kolonijami, smo izvedli test IMVIC (Slika 7).

9 ml BZLZB + 1 g vzorca NP1, NP2, HID1,
INT1, EKO1, INT2, EKO2, BIOD1, KONV1

)
24h,44°C

1

Sprememba barve ter pojav plina (+)

T

| TBX |

[ 24 h,\|/37 °c |
N

Modre kolonije

TBX

| 24h37°C |
N
Test IMViC |
A
| E. coli |

Slika 7: Ugotavljanje naravne prisotnosti bakterij vrste E. coli na vzorcih solate pridelanih na razli¢ne naéi

Legenda: NP1 in NP2: sveZa solata, pridelana na integriran na¢in (n=10); HID1: sveZa solata, pridelana na
hidroponski na¢in (n=3); INT1 in INT2: sveza solata, pridelana na integriran na¢in (n=6); EKO1 in EKO2:
sveZa solata, pridelana na ekolo$ki nacin (n=6); BIOD1: sveZza solata, pridelana na biodinami¢en nac¢in (n=3);
KONVI: sveza solata, pridelana na konvencionalen nadin (n=3); BZLZB: gojii¢e brilijantno zeleni Zzoléni
bujon; TBX: selektivno gojis€e tripton zoléni agar z glukuronidom X. (+): pozitivna reakcija; n: Stevilo
VzZorcev.
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3.2.12 Vpliv skladis¢enja solate

Solatne glave NP1 in NP2 smo 10 dni skladis¢ili pri 10 °C. Zanimalo nas je, ali skladis¢enje
solate v teh razmerah vpliva na stevilo aerobnih mezofilnih bakterij, kvasovk ter plesni.
Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij smo kvantificirali na sveZi in 10 dni stari solati NP1 in
NP2, skladisceni pri 31 °C (preglednica 3) z metodo $tetja na trdem gojis¢u PCA. Gojisca
PCA smo 3 dni inkubirali pri 30 °C (ISO 4833, 1991). Stevilo kvasovk ter plesni smo
kvantificirali na svezi in 10 dni stari solati NP1 in NP2 (preglednica 3) z metodo Stetja na
trdem gojis¢u DRBC. Gojis¢a DRBC smo 3 dni inkubirali pri 25 °C (1SO 7954, 1987). Za
kvantifikacijo Stevila aerobnih mezofilnih bakterij in Stevila kvasovk ter plesni smo
pripravili mati¢no raztopino (1ISO 6887-1, 1999).

3.2.13 Kvantifikacija mikroorganizmov

Za kvantifikacijo mikroorganizmov (ISO 4833, 1991) z metodo Stetja kolonij na trdem
gojisc¢u smo uporabili enacbi (1) ali (2).

Ce smo imeli plos&e, ki so bile Stevne pri dveh razredgitvah, smo ra¢unali po enacbi 1.

— xC
N_(n1+0,lxn2)xR (1)

N ... stevilo mikroorganizmov v vzorcu (cfu/g ali cfu/ml)

Y. C ...je vsota vseh kolonij na $tevnih plos¢ah

nl ...je Stevilo gojis¢ pri prvi upostevani razred¢itvi

n2... je Stevilo gojis¢ pri drugi upostevani razredc¢itvi

R ...je prva razred¢itev vzorca, pri kateri smo presteli kolonije.

Ce smo imeli gojisce, ki je bilo stevno samo pri eni razred¢itvi, smo uporabili enacbo 2.
_mp
N = - ...(2)
N... je Stevilo mikroorganizmov v vzorcu (cfu/g ali cfu/ml)

np... je povprecno Stevilo kolonij
R ...je razredCitev vzorca, pri kateri smo presteli kolonije

3.2.14 Vrsticni elektronski mikroskop - SEM

Iz solatnih listov GP1 (kristalka, pridelana na integriran nacin, preglednica 3), ki so bili
umetno kontaminirani z bakterijami vrste L. monocytogenes ter 24 ur skladis¢eni pri 10 °C,
smo z luknjacem odvzeli vzorec in ga s pinceto potopili v fiksativ. Vrsticna elektronska
mikroskopija (mikroskop JEOL JSM-7500 F, JEOL, Japonska) je potekala na Nacionalnem
institutu za biologijo. lzvedla jo je dr. Magda Tusek Znidaric.
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3.2.15 Statisti¢na primerjava rezultatov
3.2.15.1 Vecvzoréna analiza ene spremenljivke

Znacilnost statisti¢nih metod je, da v zacetni fazi postavijo domneve, nato jih preverijo in na
podlagi rezultatov na koncu domnevo sprejmejo ali zavrzejo. Zato moramo v zacetni fazi
postaviti osnovno domnevo 0z. Hi. Ta domneva trdi, da se vrednosti med seboj statisti¢no
razlikujejo. Poleg te domneve je potrebno postaviti nasprotujo¢o domnevo Ho, Ki trdi, da
razlike med vrednostmi ni. Preden preverimo domneve je potrebno postaviti zgornjo mejo
tveganja (a), pri kateri zavrnemo Ho, saj zelimo potrditi H1. Najpogosteje se uporablja 5 %
(0,05), 1% (0,01) in 0,1 % (0,001) stopnjo tveganja. Ce je izradunana vrednost tveganja
manj$a od predpostavljene stopnje tveganja, zavrnemo Ho in sprejmemo Hi (Adamic, 1989).

3.2.15.2 Analiza variance

Adami¢ (1989) navaja, da je ANOVA parametricna metoda, ki trdi, da so porazdelitve
vzorcev ene statisticne spremenljivke normalne in da se variance statisti¢nih vzorcev med
seboj ne razlikujejo. Nicelna domneva trdi, da vsi vzorci izhajajo iz populacije z enakimi
povprecji in da varianca med skupinami ni ve¢ja od variance znotraj teh skupin. Osnovna
domneva pa trdi, da obstajata dva vzorca, katerih povprecji se statisticno razlikujeta. Kadar
je p vrednost manjSa od 0,05, sklepamo, da vzorci pripadajo razliénim populacijam, oz.
obstaja en par, ki ima razli¢ni povpre¢ji. Tako zavrzemo nicelno hipotezo, ki trdi, da razlike
ne obstajajo (Adamic, 1989).
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO

V prvem delu smo preverili, ali razli¢ni nacini pridelave (integriran, ekoloski, hidroponski,
konvencionalni in biodinami¢ni nacin) ter skladis¢enje solat (10 dni, 3+1 °C) vplivajo na
mikrobiolosko kakovost in varnost zelene solate - kristalka (Lactuca sativa L.). Zato smo
dolocili stevilo aerobnih mezofilnih bakterij, Stevilo kvasovk in plesni ter prisotnost bakterij
vrst E. coli in L. monocytogenes na vseh vzorcih solate (preglednica 3). V drugem delu smo
optimizirali izbrane parametre, ki vplivajo na dolocitev adhezije bakterij na solato ter
dolo¢ili stopnjo adhezije bakterij vrst E. coli in L. monocytogenes na svezi solati, kot tudi na
10 dni stari solati skladiS¢eni pri 51 °C. Te vzorce solat smo umetno kontaminirali z
bakterijami vrst E. coli in L. monocytogenes in stopnjo adhezije dolog¢ili po 1 uri, 24 in 48
urah.

4.1 MIKROBIOLOSKA KAKOVOST IN VARNOST ZELENE SOLATE
4.1.1 Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij

4.1.1.1 Vpliv skladis€enja

Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij smo dolo¢ali na 10 vzorcih zelenih solat NP1 ter NP2
(preglednica 3). Pet vzorcev iz trgovine D (NP1), ter pet vzorcev od proizvajalca E (NP2).
Analizirali smo po pet svezih vzorcev ter po pet vzorcev, ki so bili 10 dni skladis¢eni pri 3+1
°C (slika 8).
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9

8
7
X
3 6
[S)
S 5 m NP1
o 4 .
> < NP2

3

2

1

0

SveZa solata 10 dni stara solata

Slika 8: Povpre¢no Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij na svezi in 10 dni stari solati NP1 in NP2

Legenda: N: povpre¢no Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij; NP1: solata kristalka, integriran na¢in pridelave,
trgovina D (n=5); NP2: solata Fancy, integriran na¢in pridelave, proizvajalec E (n=5); ain b ter x in y: rezultati
z razli¢no oznako se statisti¢no znacilno razlikujejo (p<0,05); a, b: pri solati NP2; x, y: pri solati NP1; n:
Stevilo vzorcev.
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Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij (SSMO) je veéje pri 10 dni stari solati, kot pri sveZi
solati. Razlik med SSMO na vzorcih svezih solat iz trgovine D (NP1, n=5) in od proizvajalca
E (NP2, n=5), ni, ne glede na to, da so bili vzorci tudi razli¢nih sort (kristalka oz. Fancy).
Zacetno Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij je bilo pri solatah iz trgovine D (NP1)
6,01+0,39 log cfu/g in od proizvajalca E (NP2) 6,27+0,15 log cfu/g. Med 10 dnevnim
skladiS¢enjem je Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij na solatah iz trgovine D (NP1) naraslo
na 8,12+0,39 log cfu/g na solatah od proizvajalca E (NP2) pa na 8,22+0,52 log cfu/g. Deset
dnevno skladis&enje zelene solate je vplivalo na povecano §tevilo SSMO pri vzorcih solate
iz trgovine D (NP1) in pri vzorcih solate od proizvajalca E (NP2) (p<0,05). Solato smo v
Casu skladi$¢enja shranjevali pri relativni optimalni vlagi (> 85 %), zato po 10 dnevih
skladiS¢enja pri 3+1 °C najverjetneje ni prislo do izgube vsebnosti vode v solati. To pomeni,
da se vrednost aw solate ni bistveno spremenila in so bile se vedno ugodne razmere za rast
grampozitivnih in gramnegativnih bakterij, ki je 1,00 — 0,90. pH zelenjave je med 3,4 in 7,1.
Optimalna rast bakterij je pri pH 7, za kvasovke 4,5, ter plesni 3,5. Oc¢itno se pH solate med
10 dnevnim skladi$¢enjem ni bistveno spremenil, saj je Stevilo bakterij v ¢asu skladiséenja
naras¢alo. Optimalna temperatura za skladi$¢enje solate je 0-2 °C (Agiiero in sod., 2011). V
mezofilne bakterije optimalno rastejo v temperaturnem obmoc¢ju od 37 — 40 °C. Na sliki 8
vidimo, da je v 10 dnevih skladi$¢enja vseeno prislo do porasta Stevila acrobnih mezofilnih
bakterij, kar pomeni, da so bile le te bakterije pri 3+1 °C Se vedno sposobne rasti in
razmnozevanja.

Agiiero in sod. (2011) so solato skladis¢ili 20 dni pri 0-2 °C pri optimalni relativni vlagi (95—
98 %). Najvecjo rast aerobnih mezofilnih bakterij so dolo¢ili po 10 dnevih skladiS¢enja (9
log cfu/g). Razlike v Stevilu aerobnih mezofilnih bakerij so opazili tudi v razli¢nih predelih
solate. Najvecje Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij je bilo na sredini solatne glave. Mi smo
nasSe solate vzorcili na zunanjem, notranjem in srednjem delu solatne glave. V naSem
eksperimentalnem delu smo ravno tako dolocili povecano Stevilo aerobnih mezofilnih
bakterij po 10 dnevih skladisc¢enja pri 3+1 °C.

Dolocanje Stevila aerobnih mezofilnih mikroorganizmov je lahko uporabno kot indikator
splo$ne mikrobioloske kakovosti solate, saj povisano Stevilo mikroorganizmov lahko vpliva
na rok trajanja solate (Oliviera in sod., 2010).

4.1.1.2 Vpliv nacina pridelave

Na 21 vzorcih zelene solate HID1, INT1, EKO1, INT2, EKO2, BIOD1 in KONV1
(preglednica 3) smo dologili §tevilo aerobnih mezofilnih bakterij (SSMO). Vsi vzorci solat
so bili sorte kristalka, in vsi vzorci so bili svezi. Vse preiskave smo opravili v treh paralelkah.
Zeleli smo preveriti, ali nadin pridelave solate (HID: hidroponski, INT: integriran, EKO:
ekoloski, BIOD: biodinami¢en, KONV: konvencionalen) vplivajo na SSMO. Ker so bile
solate pridobljene tudi od razli¢nih proizvajalcev, smo enak nacin pridelave primerjali tudi
med razli€nima proizvajalcema (npr. EKOI proizvajalec F, EKO2 proizvajalec G; INT1
proizvajalec E, INT2 proizvajalec G) (slika 9).
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Slika 9: Povpre¢no §tevilo aerobnih mezofilnih bakterij na vzorcih sveze solate pridelanih na razli¢ne nacine

Legenda: N: povprecno Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij; BIOD1: solata kristalka, biodinamiéna pridelava,
proizvajalec G (n=3); EKO1: solata kristalka, ekoloSka pridelava, proizvajalec F (n=3); EKO2: solata kristalka,
ekoloska pridelava, proizvajalec G (n=3); INTZ2; solata kristalka, integrirana pridelava, proizvajalec G (n=3);
INT1: solata kristalka, integrirana pridelava, proizvajalec E (n=3); HID1: solata kristalka, hidroponska
pridelava, proizvajalec E (n=3); KONV1.: solata kristalka, konvencionalna pridelava, proizvajalec G (n=3); a,
b, ¢, d, e: rezultati z razli¢no oznako se statistiéno znacilno razlikujejo (p<0,05); n: $tevilo vzorcev.

Najvecje stevilo aerobnih mezofilnih bakterij smo pri¢akovali na solati pridelani na ekoloski
na¢in (EKO1, EKO?2), saj je pri takem nacinu pridelave prepovedana uporaba mineralnih
gnojil in pesticidov, ki imajo najve¢ji vpliv na rast in razmnozevanje bakterij. Najmanjse
Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij smo pri¢akovali na solati pridelani na konvencionalen
nacin (KONV1).

Iz rezultatov na sliki 9 vidimo, da je najvecje Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij, 6,11+0,61
log cfu/g, na solati pridelani na biodinamic¢en na¢in (BIOD1). Princip biodinami¢nega na¢ina
pridelave je enak ekoloskemu nacinu pridelave, samo, da se uposteva $e vplive lune in
kozmi¢nih sil. Torej naj bi luna in kozmiéne sile pozitivno vplivale na rast bakterij, zato je
povprecno $tevilo aerobnih mezofilnih bakterij na ekoloski pridelani solati (EKO2 in EKO1)
za 0,05 log cfu/g manjSe od Stevila aerobnih mezofilnih bakterij na solati, pridelana na
biodinami¢en nacin (BIOD1). Seveda bi za potrditev te navedbe potrebovali veliko vecje
Stevilo vzorcev razli¢nih sort solate pridobljenih od razli¢nih proizvajalcev. Razlik med
povpre¢nimi Stevili acrobnih mezofilnih bakterij na solatah pridelanih na ekoloski nacin pri
razli¢nih proizvajalcin (EKO1, proizvajalec F; EKO2 proizvajalec G) nismo dolocili
(p>0,05). Solata pridelana na integriran nacin (INT2, proizvajalec G), je imela ve¢je Stevilo
aerobnih mezofilnih bakterij (5,57+0,25 log cfu/g) kot pa solata pridelana na konvencionalen
nacin (KONV1) (5,21+0,56 log cfu/g). Integriran nacin pridelave naj bi bil bolj zdrav nac¢in
pridelave, saj je uporaba mineralnih gnojil in fitofarmacevtskih sredstev, v primerjavi s
konvencionalnim nac¢inom pridelave, nadzorovan. Obstajajo pa razlike med povprecnimi
Stevili aerobnih mezofilnih bakterij na solati, pridelani na integriran nacin, razlicnega
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proizvajalca (INT1, proizvajalec E; INT2, proizvajalec G) (p<0,05). Stevilo aerobnih
mezofilnih bakterij je bilo na solati INT1 (proizvajalec E) 3,26+0,24 log cfu/g, na solati
INT2 (proizvajalec G) pa 5,57+0,25 log cfu/g. Na sliki 9 vidimo, da je imela solata pridelana
na integriran nacin (INT1) najmanj$e povprecno Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij. Tako
velikih razlik v §tevilu aerobnih mezofilnih bakterij pri solatah pridelanih na integriran na¢in
(INTZ in INT2) nismo pri¢akovali. Vsak proizvajalec uporablja razli¢ne vrste ter koli¢ine
fitofarmacevtskih sredstev ter mineralnih gnojil, posledi¢no je lahko priSlo do tako velike
razlike v Stevilu aerobnih mezofilnih bakterij med solato INT1 in solato INT2. Upostevati
moramo Se¢ razlicen kraj pridelave ter druge okoljske dejavnike kot so kakovost vode za
zalivanje, sestava zemlje, podnebne razmere, svetloba ter relativna vlaga, sen¢na ali son¢na
lega, saj le-ti faktorji vplivajo na naravno mikrobioto solate (Matthews, 2014; Yaron, 2014).
Pri¢akovali smo, da bo Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij, ki smo jih dolo¢ili na solati
pridelana na hidroponski na¢in (HID1), manj$e v primerjavi s solato pridelano na ekoloski
nacin (EKO1, EKO2), biodinami¢en nacin (BIOD1) ter integriran nacin (INT1, INT2). Iz
slike 9 vidimo, da je Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij na solati pridelani na hidroponski
na¢in (HID1) vecje od solate pridelane na integriran na¢in (INT1) ter manjSe od solate
pridelane na konvencionalen nac¢in (KONV1). S hidroponskim nacinom pridelovanja je
hranilna vrednost in kontaminacija solate bolje nadzorovana. Vir kontaminacije pri
hidroponski pridelavi solate je voda. Sklepali smo, da bo imela solata pridelana na
konvencionalen nacin najmanjSe Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij, vendar so nasi
rezultati prikazali, da ima najmanjse Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij solata, pridelana
na integriran nacin (3,26+0,24 log cfu/g). Znacilne razlike med povprecnim Stevilom
aerobnih mezofilnih bakterij so dobili med solato pridelano na biodinamicen (BIOD1),
ekoloski (EKO1, EKO2) in integriran (INT2), integriran (INT1), hidroponski (HID1) ter
konvencionalni (KONV1) nacin (p<0,05). Med rezultati skupnega Stevila aerobnih
mezofilnih bakterij pa ni statisticno znacilnih razlik pri vzorcih solate, pridelanih na ekoloski
in integriran nacin (EKO1, EKO2, INT2) (p>0,05).

Selma in sod. (2012) so dolocili vecje Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij na treh sortah
solate, ki so bile pridelane na ekoloski nadin v primerjavi s solato pridelano na hidroponski
nacin. Tudi v naSem eksperimentalnem delu smo dolo€ili vecje Stevilo aerobnih bakterij na
solati pridelani na ekoloski na¢in v primerjavi s solato pridelano na hidroponski naéin.
Oliviera in sod. (2010) so ravno tako dolo¢ili vecje Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij na
solati pridelani na ekoloski nadin (6,35+0,69 log cfu/g), kot na solati pridelani na
konvencionalen nacin (5,67+0,80 log cfu/g).
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4.1.2 Stevilo kvasovk ter plesni

4.1.2.1 Vpliv skladis¢enja

Poleg Stevila acrobnih mezofilnih bakterij smo doloc¢ali na 10 vzorcih zelenih solat NP1 ter
NP2 (preglednica 3), Se Stevilo kvasovk ter plesni. Pet vzorcev iz trgovine D (NP1), ter pet
vzorcev od proizvajalca E (NP2). Analizirali smo po pet svezih vzorcev ter po pet vzorcev,
ki so bili skladis¢eni 10 dni pri 3+1 °C (slika 10).

N (log cfu/g)
o

Sveia solata 10 dni stara solata

Slika 10: Povprecno Stevilo plesni ter kvasovk na sveZi in 10 dni stari solati NP2 in NP1

Legenda: N: povpreéno Stevilo kvasovk ter plesni; NP1: solata kristalka, integriran na¢in pridelave, trgovina
D (n=5); NP2: solata Fancy, integriran na¢in pridelave, proizvajalec E (n=5); ain b ter x in y: rezultati z razli¢no
oznako se statisti¢no znacilno razlikujejo (p<0,05); a, b: pri solati NP1; x, y: pri solati NP2; n: $tevilo vzorcev.

Stevilo kvasovk ter plesni na vzorcu sveze solate iz trgovine D (NP1; n=5) je bilo 4,86+0,13
log cfu/g. Med 10 dnevnim skladis¢enjem pri 3£1 °C, se je Stevilo kvasovk ter plesni
povecalo na 6,57+0,46 log cfu/g. Pri solati od proizvajalca E (NP2; n=5) je bilo zafetno
Stevilo kvasovk ter plesni 5,52+0,14 log cfu/g. Med 10 dnevnim skladis¢enjem je Stevilo
kvasovk ter plesni naraslo na 6,02+0,99. Deset dnevno skladis¢enje je vplivalo na povecanje
Stevila kvasovk ter plesni na solati iz trgovine D (NP1) ter od proizvajalca E (NP2). Med 10
dnevnim skladis¢enjem je bila solata skladis¢ena pri optimalni relativni vlagi (> 85 %), zato
sklepamo, da ni prislo v ¢asu skladis¢enja do sprememb v vrednosti aw solate. Do povecanja
Stevila kvasovk ter plesni je lahko priSlo zaradi ozmotolerantnih kvasovk in plesni, ki rastejo
pri vrednosti aw 0,90-0,75. Med Stevilom kvasovk ter plesni na/v svezi ter 10 dni stari solati
iz trgovine D (NP1), obstaja statisti¢no znacilna razlika (p<0,05). Razlike v stevilu kvasovk
ter plesni na/v svezi in 10 dni stari solati od proizvajalca E (NP2) so statisticno znacilne
(p<0,05). Ce primerjamo sliki 10 in 8 vidimo, da je na svezih, kot tudi na 10 dni starih
solatnih listih skladis¢enih pri 3+1 °C, stevilo kvasovk v primerjavi s Stevilom aerobnih
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mezofilnih bakterij, manjse. 1z slike 10 vidimo, da so kvasovke ter plesni ocitno bile
sposobne rasti in razmnozevanja tudi pri 3+1 °C.

Poleg grampozitivnih in gramnegativnih bakterij se v veliki meri na filosferi nahajajo tudi
plesni in kvasovke. V veliki meri se nahajajo plesni rodu Fusarium, ki med drugim lahko
sintetizirajo nevarne toksine (Adamic in sod., 2003). Povecano Stevilo kvasovk in plesni
pomeni kvar zivil, saj le te niso naravna mikrobiota filosfere in so obifajno posledica
nepravilnega rokovanja z zivilom oz kontaminacije med samo pridelavo in/ali predelavo
zivila (Rastogi in sod., 2012). Zaenkrat kvasovke ter plesni ne predstavljajo resnih
problemov pri vnaprej pripravljenih zivilih za uzivanje, a vendarle se moramo zavedati, da
doloc¢ene plesni lahko proizvajajo mikotoksine, ki so zdravju Skodljivi (Oliviera in sod.,
2010).

Agiiero in sod. (2011) so solato skladis¢ili 20 dni pri 0-2 °C pri optimalni relativni vlagi (95—
98 %) ter pri nizki relativni vlagi (70-72 %). Stevilo kvasovk in plesni je bilo v zadetnem
stanju vecje na zunanjem delu (6,3-6,5 log cfu/g), kot pa v srednjem in notranjem delu
solatne glave (5,3-5,5 log cfu/g). Po 6 dnevnem skladiséenju pri optimalni relativni vlagi
(95-98 %) je rast plesni in kvasovk sledila znacilni rastni krivulji, $tevilo je bilo $e vedno
vedje na zunanjem delu solatne glave. Stevilo kvasovk in plesni pri niZji relativni vlagi (70-
72 %) je bilo vecje v primerjavi s skladiséenjem pri optimalni relativni vlagi (95-98 %),
vendar razlik v razli¢nih predelih solatne glave ni bilo mo¢ opaziti. Mi smo nase vzorce solat
vzor¢ili v vseh predelih solatne glave. 1z slike 10 vidimo, da se je po 10 dnevih skladi§¢enja
pri 31 °C pri optimalni relativni vlagi (> 85 %), Stevilo kvasovk ter plesni tudi v naSem
eksperimentalnem delu povecalo.

4.1.2.2 Vpliv nacina pridelave

Na 21 vzorcih zelene solate HID1, INT1, EKO1, INT2, EKO2, BIOD1 in KONV1
(preglednica 3) smo dologili $tevilo kvasovk ter plesni (SSKP). Vsi vzorci solat so bili sorte
kristalka in vsi vzorci so bili sveZi. Vse preiskave smo opravili v treh paralelkah. Zeleli smo
preveriti, ali nain pridelave solate (HID: hidroponski, INT: integriran, EKO: ekoloski,
BIOD: biodinami¢en, KONV: konvencionalen) vplivajo na SSKP. Ker so bile solate
pridobljene od razli¢nih proizvajalcev, smo enak nacin pridelave primerjali tudi med
razliénima proizvajalcema (npr. EKO1 proizvajalec F, EKO2 proizvajalec G; INT1
proizvajalec E, INT2 proizvajalec G) (slika 11).



Trdan K. Mikrobioloska kakovost in varnost zelene solate (Lactuca sativa L.). 34
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2015

N (log cfu/g)

b,

5 | TP d

4 - ¢ c
3

2

;|

o

BIOD1  EKO2 EKO1 INT2 INTT  KONV1 HID1

Nacin pridelave

Slika 11: Povpre¢no Stevilo kvasovk ter plesni na vzorcih sveze solate pridelanih na razli¢ne nacine

Legenda: N: povpre¢no S$tevilo Kvasovk ter plesni; BIODI: solata kristalka, biodinami¢na pridelava,
proizvajalec G (n=3); EKO1: solata kristalka, ekoloska pridelava, proizvajalec F (n=3); EKO2: solata kristalka,
ekoloska pridelava, proizvajalec G (n=3); INTZ2; solata kristalka, integrirana pridelava, proizvajalec G (n=3);
INT1: solata kristalka, integrirana pridelava, proizvajalec E (n=3); HID1: solata kristalka, hidroponska
pridelava, proizvajalec E (n=3); KONV1: solata kristalka, konvencionalna pridelava, proizvajalec G (n=3); a,
b, ¢, d: rezultati z razli¢no oznako se statisti¢no znacilno razlikujejo (p<0,05); n: Stevilo vzorcev.

Najvecje Stevilo kvasovk ter plesni smo pri¢akovali na solati pridelani na ekoloski na¢in
(EKO1, EKO2), saj je pri takem nacinu pridelave prepovedana uporaba mineralnih gnojil in
pesticidov, ki imata najvecji vpliv na rast in razmnozevanje kvasovk ter plesni. Najmanjse
Stevilo kvasovk ter plesni smo pri¢akovali na solati pridelani na konvencionalen nacin
(KONV1).

Ze pri kvantifikaciji acrobnih mezofilnih bakterij smo dologili najvegje §tevilo aerobnih
mezofilnih bakterij na solati pridelani na biodinamic¢en na¢in (BIOD1) in podoben trend je
tudi s §tevilom kvasovk ter plesni (5,59+0,47 log cfu/g). Stevilo kvasovk ter plesni na solati
pridelani na ekoloski nac¢in (EKOI, EKO2), je bilo v primerjavi s solato pridelano na
biodinami¢en nacin (BIOD1), manjSe za 0,67 log cfu/g. Med proizvajalcema F (EKOL1) in
G (EKO02) ni bilo statistiénih znaéilnih razlik (p>0,05). Ze pri dologanju skupnega stevila
aerobnih mezofilnih bakterij smo nakazali moznost, da vpliva na rast in razvoj pri
biodinami¢nem nacinu pridelave najverjetneje Se vpliv lune in vesolja. Lahko bi sklepali, da
to isto velja tudi za kvasovke ter plesni, vendar bi za tako trditev potrebovali preiskave veliko
vecjega Stevila vzorcev solat razli¢nih sort in razli¢nih proizvajalcev. Solati pridelani na
integriran nacin od proizvajalca E (INT1) in proizvajalca G (INT2) imata razli¢no Stevilo
kvasovk in plesni (p<0,05), in ta rezultat je skladen z rezultati kvantifikacije aerobnih
mezofilnih bakterij. Pricakovali smo, da bo $tevilo kvasovk ter plesni najmanjSe na solati
pridelani na konvencionalen na¢in (KONV1), saj je dovoljena uporaba sinteti¢nih gnojil ter
fitofarmacevtskih sredstev. Uporaba le-teh je pri konvencionalnem nacinu pridelave manj
nadzorovana in omejena, zato smo sklepali, da bo Stevilo kvasovk ter plesni najmanjSe na
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solati pridelani na konvencionalen nac¢in (KONV1). Tako kot pri §tevilu aerobnih mezofilnih
bakterij je tudi Stevilo kvasovk ter plesni najnizje na solati pridelana na integriran naéin
(INT1). Tako velikih razlik v Stevilu kvasovk ter plesni pri solatah pridelanih na integriran
nac¢in (INT1 in INT2) nismo pri¢akovali. Vsak proizvajalec uporablja razli¢ne vrste ter
koli¢ine fitofarmacevtskih sredstev ter mineralnih gnojil, to je lahko eden izmed razlogov,
zakaj je prislo do tako velike razlike v Stevilu kvasovk in plesni med INT1 in INT2 solato.
Upostevati moramo Se razli¢ni kraj pridelave ter druge okoljske dejavnike kot so kakovost
vode za zalivanje, sestava zemlje, podnebne razmere, svetloba ter relativna vlaga, ki imajo
velik vpliv na naravno mikrobioto solate (Matthews, 2014; Yaron, 2014). Pricakovali smo,
da bo Stevilo kvasovk ter plesni, ki smo jih dolo¢ili na solati pridelani na hidroponski nacin
(HID1) manjSe v primerjavi s solato pridelano na ekoloSki na¢in (EKOI1, EKO2),
biodinamicen nac¢in (BIODI) ter integriran nac¢in (INT1, INT2). S hidroponskim na¢inom
pridelovanja je hranilna vrednost in kontaminacija solate bolje nadzorovana. Vir
kontaminacije pri hidroponski pridelavi solate je najveckrat voda. Nasi rezultati (slika 11)
so prikazali, da ima najmanjSe Stevilo kvasovk ter plesni solata, pridelana na integriran nacin
(3,63+0,34 log cfu/g). Razlike v stevilu kvasovk ter plesni SO med ekolosko in integrirano
(EKO2, EKO1, INT2), biodinami¢no (BIOD1), integrirano in hidroponsko (INT1, HID1)
ter konvencionalno (KONV1) pridelano solato (p<0,05), medtem ko ni razlik med solato
pridelano na ekoloski in integriran nac¢in (EKO1, EKO2, INT2) ter solato pridelano na
integriran in hidroponski na¢in (INT1, HID1) (p>0,05).

Oliviera in sod. (2010), so na ekoloski pridelani solati tako kot mi, dolo¢ili veé¢je Stevilo
kvasovk ter plesni v primerjavi s solato pridelano na konvencionalen nacin. Selma in sod.
(2012) so dolo¢ili skoraj enako Stevilo kvasovk ter plesni na solati pridelani na ekoloski ter
hidroponski nac¢in. V nasem eksperimentalnem delu smo dolo¢ili manjse Stevilo kvasovk ter
plesni na solati pridelani na hidroponski nacin v primerjavi s solato pridelano na ekoloski
nacin.

4.1.3 Naravna prisotnost bakterij vrste L. moncoytogenes

V desetih vzorcih zelenih solat NP1 (sorta kristalka, trgovina D) in NP2 (sorta Fancy,
proizvajalec E) (preglednica 3) smo doloc¢ali naravno prisotnost bakterij vrste L.
monocytogenes. Analizirali smo 10 vzorcev iz trgovine D (NP1) in 10 vzorcev od
proizvajalca E (NP2). Po 5 vzorcev solat NP1 in NP2 smo analizirali isti dan kot smo jih
°C in jih nato mikrobioloSko analizirali. Rezultati so pokazali, da bakterij vrste L.
monocytogenes ni bilo v nobenem vzorcu (v 1 g). Po izolaciji listerij na gojis¢u ALOA so
zrasle modre kolonije, kar nakazuje, da gre za bakterije rodu Listeria, vendar, ker so bile le
te brez prosojne cone, ni bila nobena kolonija dolo¢ena kot domnevno bakterije vrste L.
monocytogenes in nadaljnje identifikacije nismo opravili.
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V 21 vzorcih solat HID1, EKO1, INT1, INT2, EKO2, BIOD1 in KONV1 (preglednica 3),
ki so bile pridelane na razli¢ne nacine, Smo ravno tako dolocali naravno prisotnost bakterij
vrste L. monocytogenes. Sest vzorcev je bilo pridelanih na ekoloski na¢in (EKO1 in EKO2),
6 vzorcev na integriran nacin (INT1 in INT2), 3 vzorci na hidroponski nacin (HID1), 3 vzorci
na biodinami¢en naéin (BIOD1) in 3 vzorci na konvencionalen na¢in (KONV1). Analizirali
smo sveze solate. Rezultati so pokazali, da v nobenem vzorcu ni bilo bakterij vrste L.
monocytogenes v 1 g vzorca.

Iz preglednice 1, lahko vidimo, da je prisotnost bakterij vrste L. monocytogenes v zivilu
nedopustna. Bakterije vrste L. monocytogenes niso del naravne mikrobiote solate. Prisotnost
bakterij vrste L. monocytogenes na svezi solati je indikator kontaminacije in tako zivilo je
za potro$nika nesprejemljivo. Oliviera in sod. (2010) v svoji raziskovalni nalogi niso
dokazali naravne prisotnosti bakterij vrste L .monocytogenes v 72 vzorcih solat pridelanih
na ekoloski ter konvencionalen nacin. S tem so prikazali, da je uzivanje ekoloSke solate
lahko varno za potro$nika.

4.1.4 Naravna prisotnost bakterij vrste E. coli

V desetih vzorcih zelenih solat NP1 (sorta kristalka, trgovina D) in NP2 (sorta Fancy,
proizvajalec E) (preglednica 3) smo dolocili naravno prisotnost bakterij vrste E. coli. Na 5
svezih in 5 10 dni starih vzorcih solate proizvajalca E (NP2) (preglednica 3), skladis¢enih
pri 3£1 °C ni bilo bakterij vrste E. coli v 1 g vzorca. Poleg solat proizvajalca E (NP2), smo
analizirali $e 5 svezih in 5 10 dni starih solat, skladis¢enih pri 3+1 °C iz trgovine D (NP1)
(preglednica 3). Prisotnost bakterij vrste E. coli v 1 g vzorca smo doloc¢ili pri dveh vzorcih
sveze solate NP1 ter pri dveh vzorcih 10 dni stare solate NP1. Za dokaz prisotnosti bakterij
vrste E. coli smo izvedli test IMVIC, ki je bil znacilen, kar nakazuje, da so bile v omenjenih
vzorcih bakterije vrste E. coli.

V 21 vzorcih solat HID1, EKO1, INTL1, INT2, EKO2, BIOD1 in KONV1 (preglednica 3),
ki so bile pridelane na razli¢ne nacine, smo poleg bakterij vrste L. monocytogenes, ravno
tako dolodali naravno prisotnost bakterij vrste E. coli. Sest vzorcev je bilo pridelanih na
ekoloski nacin (EKO1 in EKO?2), 6 vzorcev na integriran nac¢in (INT1 in INT2), 3 vzorci na
hidroponski na¢in (HID1), 3 vzorci na biodinami¢en na¢in (BIOD1) in 3 vzorci na
konvencionalen nac¢in (KONV1). Analizirali smo samo sveze solate. Rezultati so prikazali,
da v noben vzorcu ni bilo bakterij vrst L. monocytogenes ter E. coli v 1 g vzorca.

Prisotnost bakterij vrste E. coli je indikator fekalne kontaminacije sveze zelenjave. Uredba
komisije (ES) §t. 2073/2005 o mikrobioloskih merilih za Zivila ter Smernice za Zivila (2008)
dopuscajo prisotnost bakterij vrste E. coli na svezi zelenjavi v dopustni meri (preglednica 1).
V nasem eksperimentalnem delu nismo dolocali Stevila bakterij vrste E. coli na solati, ampak
smo preverjali prisotnost v 1 g. Ravno tako nismo dolocali, ali je §lo za patogene ali ne
patogene bakterije vrste E. coli. Ze samo prisotnost bakterij vrste E. coli na vzorcih solate
pomeni, da je v doloCeni fazi pridelave, predelavi, transporta, rokovanja z Zivilom, prislo do
fekalne kontaminacije. Oliviera in sod. (2010) so v svojem raziskovalnem delu dolo¢ili
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bakterije vrste E. coli v 16 vzorcih solate (22,2 %) pridelanih na ekoloski nacin in v 9 vzorcih
solate (12,5 %) pridelanih na konvencionalen na¢in. Do kontaminacije z bakterijami vrste
E. coli je lahko priSlo zaradi ne upoStevanja dobre higienske prakse ali s sporadi¢no
kontaminacijo z vodo, ki se uporablja za namakanje ali navlaZzevanje solate po obiranju.
Izkazalo se je, da so bile v tej raziskavi prisotne bakterije vrste E. coli, ki niso patogene za
¢loveka.

4.2 STOPNJA ADHEZIJE BAKTERIJSKIH CELIC

V tem delu eksperimentalnega dela nas je zanimala stopnja adhezije bakterij vrst L.
monocytogenes in E. coli na sveZo in 10 dni staro zeleno solato.

4.2.1 Vpliv tretiranja solate z UV-svetlobo na Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij na
solati

Zeleli smo preveriti, ali 30 min-tretiranje z UV-svetlobo vpliva na stevilo aerobnih
mezofilnih bakterij na solatnih listih. Zato smo na vzorcih sveze solate IP1, IP2 (preglednica
3) dolog¢ili stevilo aerobnih mezofilnih bakterij pred in po 30 min tretiranju z UV-svetlobo.
Enako preiskavo smo ponovili na 10 dni starih vzorcih solate IP1 in IP3 (preglednica 3),
skladiS¢enih pri 5+1 °C (slika 12).
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Slika 12: Povprec¢no $tevilo aerobnih mezofilnih bakterij na vzorcih sveze solate in na 10 dni starih vzorcih
solate pred in po tretiranju z UV-svetlobo

Legenda: N: povpre¢no $tevilo aerobnih mezofilnih bakterij; sveza solata: IP1 in IP2 (n=6); 10 dni stara solata:
IP1 in IP3 (n=6); n: Stevilo vzorcev; a, b; X, y: rezultati z razli¢éno oznako se statisti¢no znacilno razlikujejo

(p<0,05).
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Naravna mikrobiota solate je pestra z aerobnimi mezofilnimi bakterijami. Z UV-svetlobo
smo zmanjsali Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij na svezi (IP1, IP2) in 10 dni stari solati
(IP1, IP3). Stevilo acrobnih mezofilnih bakterij na svezi solati IP1 in IP2 je bilo pred
tretiranjem z UV-svetlobo 5,70+0,06 log cfu/g, po tretiranju z UV-svetlobo pa 4,37+1,24
log cfu/g, kar pomeni, da se je Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij zmanjsalo za 1,33 log
cfu/g. Na 10 dni stari solati IP1 in IP3, skladiS¢eni pri 5+1 °C je bilo $tevilo aerobnih bakterij
pred tretiranjem z UV-svetlobo 6,49+1,11 log cfu/g, po tretiranju z UV-svetlobo pa
4,90+1,24 log cfu/g. Pri 10 dni stari solati (IP1, IP3) skladis¢eni pri 5+1 °C tretiranje z UV-
svetlobo ne vpliva na $tevilo aerobnih mezofilnih bakterij (p>0,05). Yaron (2014) navaja, da
lahko naravna mikrobiota solate vpliva na adhezijo bakterijskih celic na solato. V
eksperimentalnem delu smo z uporabo UV-svetlobe Zeleli zmanjSati Stevilo aerobnih
mezofilnih bakterij, ki bi lahko posledi¢no vplivale na adhezijo bakterij vrst E. coli in L.
monocytogenes. Olmez in Temur (2010) so v svoji raziskavi ravno tako uporabili UV-
svetlobo za zmanjsanje naravne mikrobiote na solatnih listih.

4.2.2 Optimizacija parametrov, ki vplivajo na dolo¢itev stopnje adhezije bakterij na
solatni list

Zanimalo nas je, koliko bakterij vrste L. monocytogenes se adherira na svezo solato in 10
dni staro solato IP1 (preglednica 3) skladiSceno pri 5+1 °C, ter kolik$no je Stevilo bakterij v
gojis¢u PV po 1 urni inkubaciji pri 25 °C po dodatku suspenzije bakterij vrste L.
monocytogenes. Analize smo izvedli po 1 uri, ter po 24 in 48 urah. V preglednici 5 je
prikazana optimizacija parametrov, ki lahko vplivajo na dolo¢itev stopnje adhezije bakterij
vrste L. monocytogenes na svezi in 10 dni stari solati IP1, skladis¢eni pri 5+1 °C.

Preglednica 5. Optimizacija parametrov, ki vplivajo na dolocitev stopnje adhezije bakterij vrste L.
monocytogenes na svezi in 10 dni stari solati IP1, skladi§¢eni pri 5+1 °C

3 e Stevilo bakterij N (log cfu/g)
Cas (h) Kvantifikacija - -
Sveza solata 10 dni stara solata p-vrednost!
1 11PV 7,49 7,98 /
H-0 po spiranju 6,78 8,03
24 List po spiranju 5,84 5,08 >0,05
List brez spiranja 7,05 7,76
H-0 po spiranju 7,18 8,79
48 List po spiranju 6,74 7,36 >0,05
List brez spiranja 7,70 8,76
p-vrednost? >0,05

Legenda: IP1: solata sorte kristalka pridelana na integriran nadin; /: nismo izvedli; PV: peptonska voda; p-
vrednost: verjetnost statistiéno znacilne razlike; p-vrednost!: statisti¢na primerjava med sveZo in 10 dni staro
solato; p-vrednost?: statisti¢na primerjava med 24 h in 48 h inkubacijo pri 10 °C.
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Stevilo bakterij vrste L. monocytogenes v gojiséu PV je bilo pri svezi solati je 7,49 log
cfu/ml, pri 10 dni stari solati pa 7,98 log cfu/ml. Pri 10 dni stari solati, smo poleg gojis¢a PV
vzorc¢ili Se list solate, brez spiranja, takoj po 1 urni inkubaciji v gojisc¢u PV pri 25 °C. Spiranje
solatnih listov odstrani bakterijske celice, ki se niso uspele adherirati na list sveze in 10 dni
stare solate. Po 24 urnem skladis¢enju sveze solate, smo s spiranjem solatnega lista odstranili
1,2 log cfu/g bakterijskih celic, po 48 urnem skladis¢enju pa 0,96 log cfu/g bakterijskih celic.
Na listu 10 dni stare solate smo po 24 urnem skladi$¢enju pri 10 °C s spiranjem z vodo
odstranili 2,68 log cfu/g, pri 48 urnem skladis¢enju pa 1,4 log cfu/g. Stevilo bakterij vrste L.
monocytogenes na svezem in 10 dni starem solatnem listu brez spiranja z vodo, naras¢a. Na
listu sveze solate je v 24 urah Stevilo bakterij vrste L. monocytogenes naraslo za 0,65 log
cfu/g, na listu 10 dni stare solate pa za 1,67 log cfu/g. V naslednjih 24 urah je Stevilo bakterij
vrste L. monocytogenes na svezem listu solate naraslo za 0,65 log cfu/g, na listu 10 dni stare
solate pa za 1 log cfu/g. Znacilnih razlik v stopnji adhezije bakterij vrste L. monocytogenes
na svezih in 10 dni starih solatnih listih po 24 urni ter 48 urni inkubaciji, nismo dolo¢ili
(p>0,05).

Cilj tega poskusa je predvsem optimizacija izbranih parametrov, ki so pomembni za
dolocitev stopnje adhezije bakterijskih celic na solatne liste. Zanimala nas je adhezija
bakterij vrste E. coli na svezo solato IP2 (preglednica 3) in na 10 dni staro solato IP3
(preglednica 3), skladis¢eno pri 5+1 °C. Bakterije vrste E. coli smo kvantificirali v
posameznem gojis¢u (FR, PV, pepton) takoj po dodatku suspenzije bakterij vrste E. coli
(3.2.3) ter po 1 urni inkubaciji pri 25 °C. Stopnjo adhezije bakterij vrste E. coli smo dolocali
na solatnih listih po 1 urni inkubaciji pri 25 °C ter po 24 urni in 48 urni inkubaciji pri 10 °C
nismo spirali s 100 ml destilirane vode. V preglednici 6 so prikazani rezultati optimizacije
parametrov, ki lahko vplivajo na stopnjo adhezije bakterij vrste E. coli na listu sveze (IP2)
ali 10 dni stare solate (IP3) skladiS¢ene pri 5+1 °C.
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Preglednica 6: Optimizacija parametrov, ki vplivajo na dolo¢itev stopnje adhezije bakterij vrste E. coli na listu
sveze solate IP2 in na listu 10 dni stare solate IP3, skladiscene pri 5+1°C

Cas (h) Gojise Stevilo bakterij N (log cfu/g)
Sveza solata 10 dni stara solata | p-vrednost!

R 6,48 6.79

1 PV 6,49 6,65 50,05
Pepton 6,53 7.11
FR 6,48 6.63

24 | PV 6,74 6,72 50,05
Pepton 7,41 7,15
FR 6,58 6.60

48 | PV 6.76 7.28 50,05
Pepton 8,43 8.34

p-vrednost? 0,05

Legenda: IP2: Sveza solata pridelana na integriran na¢in; IP3: 10 dni stara solata pridelana na integriran na¢in
/: preiskave nismo izvedli; PV: peptonska voda; FR: fizioloSka raztopina; p-vrednost: verjetnost statisticno
znadilne razlike; p-vrednost!: statisti¢na primerjava med sveZo in 10 dni staro solato; p-vrednost? statisti¢na

.....

Solatne liste smo 1 uro inkubirali v FR, v PV in v peptonu. Zanimalo nas je, katero gojisce
najbolj ustreza bakterijam vrste E. coli za adhezijo na solatni list. FR vsebuje KH2POa.
Pepton in PV sta vir ogljika, duSika, vitaminov in mineralov. V FR je bilo Stevilo bakteri]
vrste E. coli ob zacetku poskusa 7,45 log cfu/ml in je v ¢asu 1 ure naraslo za 1,18 cfu/ml. V
gojis¢u PV je znasalo Stevilo bakterij vrste E. coli 7,81 log cfu/ml, po 1 uri pa 8,82 log
cfu/ml. Naras¢anje Stevila bakterij vrste E. coli pri 1 uri, je bilo najvisje v gojiscu s
peptonom. V 1 uri je Stevilo bakterij vrste E. coli naraslo za 2,24 log cfu/g.

Iz preglednice 6 vidimo, da ve¢jih razlik v Stevilu bakterij vrste E. coli na listih sveZe solate,
ki so se 1 uro inkubirali v FR, v PV in v peptonu, ni. Stevilo adheriranih bakterij vrste E.
coli na svezem listu solate, ki se je 1 uro inkubiral v FR, je bilo 6,48 log cfu/g, do vecjega
naras¢anja Stevila bakterij po 24 in 48 urnem skladis¢enju ni prislo. Tudi na listu sveze
solate, ki se je 1 uro inkubiral v gojis¢u PV, ni veéjih razlik v §tevilu adheriranih bakterij
vrste E. coli po razliénih ¢asih skladis¢enja. Pri listu, ki se je 1 uro inkubiral v peptonu pa je
razlika v $tevilu adheriranih bakterij vrste E. coli najvecja. V prvih 24 urah je stevilo
adheriranih bakterij vrste E. coli naraslo za 0,88 log cfu/g, v naslednjih 24 urah pa za 1,02
log cfu/g. Stevilo adheriranih bakterij vrste E. coli na listu 10 dni stare solate, ki se je 1 uro
inkubiral v FR, je po razli¢nih ¢asih skladis¢enja konstantno. Pri listu, ki se je 1 uro inkubiral
Vv gojiscu PV iz preglednice 6 vidimo, da Stevilo adheriranih bakterij vrste E. coli narasca.
Vecje stevilo adheriranih bakterij vrste E. coli je mo¢ opaziti Sele po 48 urnem skladiscenju.
Najvecje razlike v stevilu adheriranih bakterijskih celic smo opazili pri listu, Ki se je 1 uro
inkubiral v peptonu. Po 48 urnem skladiscenju je Stevilo adheriranih bakterij vrste E. coli
naraslo za 1,19 log cfu/g. Gojis¢e pepton ima v primerjavi z gojis¢em 0,1 % PV, vecjo
koncentracijo ogljika, dusika, vitaminov in mineralov. Bakterije vrste E. coli so tako imele
ve¢ hranil za rast in razvoj na solatnem listu po 24 in 48 urnem skladis¢enju. Stopnja adhezije
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bakterij vrste E. coli na svezih in na 10 dni starih solatnih listih, ki so se inkubirali v treh

.....

V ¢&lanku (Olmez in Temur, 2010), ki nam je bil v pomo¢ pri izvedbi eksperimentov so
uporabili 0,1 g /100 g PV, zato smo se tudi mi, pri dolo€itvi stopnje adhezije bakterij vrst E.
coli in L. monocytogenes na solati, odlo¢ili vnaprej uporabljati gojis¢e PV.

4.2.3 lzbor parametrov za dolocitev stopnje adhezije bakterij vrst L. monocytogenes
in E. coli na solatni list

Glede na pridobljene rezultate prikazane na sliki 12 in v preglednicah 5 in 6, smo dolo¢ili
glavne parametre, ki so pomembni pri doloCitvi stopnje adhezije bakterij vrst L.
monocytogenes in E. coli na solatni list:

e Svezasolata

e 30 minut tretiranje solate z UV-svetlobo

e 1 urnainkubacija solatnih listov z bakterijsko suspenzijo v gojis¢u PV

e Brez spiranja solatnih listov z destilirano vodo

o Skladis¢enje solatnih listov 24 ur in 48 ur pri 10 °C

o Kuvantifikacija bakterij vrst L. monocytogenes in E. coli po 1 urni inkubaciji v gojiscu
PV pri 25 °C, ter na solatnih listih in nato Se na listih solat skladis¢enih 24 in 48 ur
pri 10 °C.

4.2.4 Adhezija bakterij vrst L. monocytogenes in E. coli na sveZo solato

Adhezijo bakterij vrst L. monocytogenes in E. coli samo doloc¢ali na vzorcih solat GP1
(preglednica 3) sorte kristalka, pridobljenih na integriran na¢in. Umetno kontaminacijo smo
izvedli v gojis¢u PV (1 uro) s suspenzijama bakterij vrst L. monocytogenes in E. coli.
Bakterije vrst E. coli ter L. monocytogenes smo kvantificirali v gojis¢u PV po 1 urni
inkubaciji pri 25 °C, na solatnih listih po 1 urni inkubaciji pri 25 °C, ter po 24 in 48 urni
inkubaciji solatnih listov pri 10 °C. Zacetno $tevilo bakterij vrst L. monocytogenes v gojis¢u
PV je bilo 8,64+0,28 log cfu/g, zacetno Stevilo bakterij vrst E. coli pa 8,87+0,15 log cfu/g.
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Slika 13: Povpre¢no Stevilo bakterij vrste L. monocytogenes po 1 h inkubaciji v gojis¢u PV ter Stevilo
adheriranih bakterij vrste L. moncytogenes na svezi solati GP1 po 1 h pri 25 °C ter po 24 h in 48 h pri 10 °C

Legenda: N: povpre¢no Stevilo bakterij vrste L. monocytogenes (n=3); PV: povpreéno $tevilo bakterij vrste L.
monocytogenes v 0,1 % peptonski vodi ; a, b, ¢: rezultati z razli¢no oznako se statisti¢no znad&ilno razlikujejo
(p<0,05); *: vzorca statistiéno nismo primerjali; GP1: sveza solata pridelana na integriran nacin; n: $tevilo
vzorcev

Po 1 urni inkubaciji svezih solatnih listov (GP1) v gojis¢u PV, se je na solatni list adheriralo
5.62+0,31 log cfu/g bakterij vrste L. monocytogenes, kar pomeni, da se priblizno 3,02 log
cfu/ml ni uspelo adherirati. Po 24 in 48 urnem skladi$¢enju pri 10 °C $tevilo adheriranih
bakterij vrste L. monocytogenes rahlo nara$¢a. V prvih 24 urah se je Stevilo adheriranih
bakterij vrste L. monocytogenes povecalo za 0,18+0,08 log cfu/g. Po 48 urnem skladis¢enju
pri 10 °C je bilo Stevilo adheriranih bakterij vrste L. monocytogenes 6,01+0,03 log cfu/g
(p<0,05) (slika 13).
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Slika 14: Povpreéno $tevilo bakterij vrste E. coli po 1 h inkubaciji v gojis¢u PV ter §tevilo adheriranih
bakterij vrste E. coli na sveZi solati GP1 po 1 h pri 25 °C ter po 24 h in 48 h pri 10 °C

Legenda: N: povpreéno Stevilo bakterij vrste E. coli (n=3); PV: povpreéno $tevilo bakterij vrste E. coli v 0,1
% peptonski vodi; a, b, c: rezultati z razliéno 0znako se statisti¢no znacilno razlikujejo (p<0,05); *: vzorca
statistiéno nismo primerjali; GP1: sveza solata pridelana na integriran nacin; n: Stevilo vzorcev

Po 1 urni inkubaciji svezih solatnih listov (GP1) pri 25 °C, se je na list adheriralo 5,58+0,28
log cfu/g bakterij vrste E. coli kar pomeni, da se priblizno 3,29 log cfu/ml ni uspelo adherirati
na list sveze solate. S skladis¢enjem $tevilo adheriranih bakterij vrst E. coli narasca. V prvih
24 urah pri 10 °C je stevilo adheriranih bakterij naraslo za 0,99+0,21 log cfu/g, v naslednjih
24 urah pa se za 0,79+0,42 log cfu/g (p<0,05) (slika 14).
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Slika 15: Povprecno Stevilo adheriranih bakterij vrst L. monocytogenes in E. coli na svezi solati GP1 po 1 h
pri 25 °C ter po 24 h in 48 h pri 10 °C

Legenda: N:povpre¢no $tevilo bakterij vrst L. monocytogenes (n=3) in E. coli (n=3); a, b, ¢, d, e, f: rezultati z
razli¢no oznako se statisti¢no znacilno razlikujejo (p<0,05); n: $tevilo vzorcev; GP1: sveza solata pridelana na
integriran nacin.

Po 1 urni inkubaciji v gojis¢u PV pri 25 °C, je bila adhezija bakterij vrste L. monocytogenes
na listu sveze solate (GP1) za 0,04 log cfu/g vecja v primerjavi s $tevilom adheriranih
bakterij vrste E. coli. Po 24 in 48 urnem skladis¢enju iz slike 15 vidimo, da je bilo Stevilo
adheriranih bakterij vrste E. coli pri 24 urnem skladis¢enju vecje, v primerjavi z bakterijami
vrste L. monocytogenes za 0,77 log cfu/g, pri 48 urnem skladis¢enju pa za 1,34 log cfu/g.
Stopnja adhezije bakterij vrst L. monocytogenes in E. coli na svezi solatni list (GP1) se s
¢asom skladis¢enja (24 h in 48 h) povecuje (p<0,05) (slika 15).

Dickson in Koohmaraie (1989), Hassan in Frank (2004), Li in McLandsborough (1999) ter
Boyer in sod. (2011) navajajo, da je za uspe$no adhezijo bakterijskih celic pomembna
hidrofilnost. Bolj ko je celica hidrofilna, ve¢je so moZnosti za adhezijo na solatni list. L.
monocytogenes je grampozitivna, hidrofilna bakterija. E. coli je gramnegativna bakterija in
zaradi odsotnosti O-antigena je lahko manj hidrofilna oz. bolj hidrofobna bakterija. 1z te
razlage potem sklepamo, da bi moralo biti Stevilo adheriranih bakterij vrste L.
monocytogenes na solatnih listih manjse, v primerjavi s stevilom adheriranih bakterij vrste
E. coli. Oliviera in sod. (2012) so umetno kontaminirali solato, pridelano na ekoloski in
konvencionalni nacin, z bakterijami vrst L. monocytogenes in E. coli. Solate so nato
skladiscili 8 dni pri 10 °C. Adhezija bakterij vrste E. coli je bila tako na ekoloski, kot tudi
na konvencionalni pridelani solati vecja, v primerjavi z adhezijo bakterij vrste L.
monocytogenes. Take rezultate smo tudi mi dobili pri naSem eksperimentalnem delu (slika
15). Kljub hidrofilnosti bakterij vrste L. monocytogenes, so se le te v veliki meri adherirale

v

bakterije vrste L. monocytogenes Se vedno rastejo. Ells in Hansen (2006) porocata, da je
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stopnja adhezije bakterij vrste L. monocytogenes na zeljnih listih vecja pri 22 °C, kot pri 10
°C. Na adhezijsko sposobnost bakterij vrste L. monocytogenes naj bi vplival gen Icp, ki
omogoca vezavo bakterij vrste L. monocytogenes z rastlinsko celi¢no steno (Dongryeoul in
sod., 2015).

4.25 Opazovanje bakterij adheriranih na solatne liste z vrsticnim elektronskim
mikroskopom

Z vrsti¢nim elektronskim mikroskopom smo Zeleli preveriti, ali so se na solatni list (IP1)
adherirale bakterije vrste L. monocytogenes po umetni kontaminaciji in 24 urni inkubaciji
pri 10 °C. Na slikah 16-18 so predstavljeni reprezentativni primeri adhezije bakterij vrste L.
monocytogenes na solatnem listu.

] lpum BFOB 12/2/2015
X 23,000 3.0kV LEI SEM WD 15.6mm 3:19:56

Slika 16: SEM-slika adhezije bakterij vrste L. monocytogenes na svezem solatnem listu
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Na sliki 16 lahko vidimo bakterije vrste L. monocytogenes na povr$ini svezega solatnega
lista po 24 urni inkubaciji pri 10 °C. Vidimo, da so se bakterije v tem primeru adherirale na
povrsino solatnega lista s pomoc¢jo flagel, ki so znacilne za to vrsto bakterij.

— lpm BFOB 12/2/2015
X 15,000 3.0kv LEI SEM WD 15.5mm 4:19:42

Slika 17: SEM-slika EPS bakterij vrste L. monocytogenes adheriranih na svezem solatnem listu

Na sliki 17 lahko vidimo EPS na bakterijah vrste L. monocytogenes in na svezem solatnem
listu po 24 urni inkubaciji pri 10 °C.
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- lpm BFOB 12/2/2015
X 3,300 3.0kV LEI SEM WD 15.5mm 4:09:55

Slika 18: SEM-slika adheriranih bakterij vrste L. monocytogenes v blizini listne reZe na svezem solathem
listu

Na sliki 18 vidimo adherirane bakterije vrste L. monocytogenes v blizini listne reze. Tudi
Ells in Hansen (2006) sta v svoji raziskavi dolo¢ila, da so se bakterije vrste L. monocytogenes
adherirale v blizini listne reze.

Glede na to, da smo z mikrobioloSko analizo dolocili visoko stopnjo adhezije bakterij vrste
L. monocytogenes na svezem solatnem listu po 24 urni inkubaciji pri 10 °C, so rezultati SEM
prikazali manj$o stopnjo adhezije bakterij vrste L. monocytogenes, vendar kvantifikacija tudi
ni bil namen opazovanja solatnih listov s SEM.

Na stopnjo adhezije bakterij vrste L. monocytogenes na solatni list (vidne na slikah 16-18)
je lahko vplivalo veliko dejavnikov. Natanc¢en mehanizem in trdnost adhezije bakterij vrste
L. monocytogenes na solato sta slabo pojasnjena. Tako je mozno, da smo del bakterij v
procesu priprave vzorca za opazovanje z vrstiénim elektronskim mikroskopom sprali.
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5

SKLEPI

Deset dnevno skladi$¢enje zelene solate pri 3+1 °C vpliva na porast $tevila aerobnih
mezofilnih bakterij ter Stevila kvasovk in plesni. S skladis¢enjem se tako
mikrobioloSka kakovost solate slabsa.

Razli¢ni nacini pridelave solate vplivajo na Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij, ter
Stevilo kvasovk in plesni. Najveéje Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij ter Stevilo
kvasovk in plesni je bilo na solati pridelani na biodinami¢en nac¢in, najmanjSe pa na
solati pridelani na integriran nacin.

Bakterij vrste L. monocytogenes nismo dolocili na nobenem vzorcu solate (n=37).
Bakterije vrste E. coli (v 1 g) smo dolo¢ili na dveh svezih solatah sorte kristalka,
pridelanih na integriran nacin, iz trgovine D in na dveh 10 dni starih solatah sorte
kristalka, pridelanih na integriran nacin, iz trgovine D in skladis¢enih pri 3+1 °C.

Pri izboru parametrov, ki lahko vplivajo na dolocitev stopnje adhezije bakterij na
solato, smo dolocili uporabo svezih solatnih listov in 30 min-tretiranje solatnih listov
z UV-svetlobo, 1 urno inkubacijo solatnih listov v 0,1 % peptonski vodi z dodano
bakterijsko suspenzijo za umetno kontaminacijo.

Stopnja adhezije bakterij vrste E. coli je ve¢ja kot pri bakterijah vrste L.
monocytogenes po 24 in 48 urni inkubaciji svezih solatnih listov pri 10 °C.
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6 POVZETEK

Naravna mikrobiota solate se v razli¢nih fazah pridelave, predelave, transporta, skladis¢enja,
lahko kontaminira s patogenimi mikroorganizmi, kot so bakterije vrst L. monocytogenes in
E. coli. Taka solata je za potros$nika nesprejemljiva, saj predstavlja resno tveganje za zdravje
ljudi. Poleg patogenih mikroorganizmov lahko na mikrobiolosko kakovost ter varnost solate
vplivajo tudi drugi dejavniki, med katerimi so skladis¢enje ter nacin pridelave solate.

Mikrobiolosko kakovost ter varnost solate smo dolocili s Stevilom aerobnih mezofilnih
bakterij, ter s Stevilom kvasovk in plesni na svezi solati, na 10 dni stari solati skladis¢eni pri
3+1 °C, ter na solati pridelani na ekoloski, biodinamicen, hidroponski, integriran ter
konvencionalen nacin. Hipotezo o povecanju Stevila aerobnih mezofilnih bakterij, povecanju
Stevila kvasovk in plesni z 10 dnevnim skladi§¢enjem pri 3+1 °C smo potrdili. Z
mikrobiolosko analizo smo dolo¢ili Stevilo aecrobnih mezofilnih bakterij, Stevilo kvasovk in
plesni na solati, pridelani na razli¢ne nacine. Najvecje Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij
in Stevilo kvasovk ter plesni smo dolo¢ili na solati pridelani na biodinamicen nacin,
najmanjse pa na solati pridelani na integriran nacin. Pri¢akovali smo, da bo najvecje Stevilo
aerobnih mezofilnih bakterij, in Stevilo kvasovk ter plesni na solati pridelana na ekoloski
nacin. Predvidevali smo, da bo najmanjSe Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij in Stevilo
kvasovk ter plesni na solati pridelani na konvencionalen nacin, zato smo hipotezo zavrnili.
Predvidevali smo, da bakterije vrst E. coli in L. monocytogenes ne bodo prisotne v nobenem
vzorcu solat. Zal smo tudi to hipotezo zavrnili, saj smo dolo¢ili bakterije vrste E. coli v 5,4
% vzorcev solat.

V eksperimentalni del smo vkljucili vzorce svezih solat ter vzorce 10 dni stare solate
skladiS¢ene pri 5+1 °C, jih umetno kontaminirali z dodatkom suspenzij bakterij vrst E. coli
in L. monocytogenes, ter dolocili stopnjo adhezije posameznih bakterij na solatnih listih v
odvisnosti od izbranih dejavnikov, kot so spiranje solatnega lista, starost solatnih listov ter
uporaba razlicnih gojis¢ za umetno kontaminacijo solatnih listov. Z opravljenimi
mikrobioloskimi analizami smo prikazali, da imajo bakterije vrste E. coli vecjo adhezijsko
sposobnost od bakterij vrste L. monocytogenes, ter da na stopnjo adhezije ne vpliva niti
starost solatnih listov niti uporaba razli¢nih gojis¢ (PV, FR; pepton), kot tudi ne spiranje
solatnih listov z vodo. Na podlagi teh ugotovitev smo hipotezo o veéji sposobnosti adhezije
bakterij vrste E. coli sprejeli, hipotezo o vplivu starosti solatnih listov, spiranju le-teh z vodo,
ter uporabi razli¢nih gojis¢ za umetno kontaminacijo pa smo zavrnili. Na stopnjo adhezije
bakterijskih celic na solato naj bi vplivala naravna mikrobiota, zato smo izvedli tretiranje
solatnih listov z UV-svetlobo (15 minut na vsako stran) z namenom, da zmanjSamo naravno
mikrobioto solate. Razlike v $tevilu aerobnih mezofilnih bakterij so bile statisti¢no znacilne
samo na svezem listu solate.

Zaklju¢imo lahko, da bi bila mikrobioloska kakovost ter varnost solate ob poznavanju
mehanizma adhezije bakterij vrst E. coli in L. monocytogenes lahko boljsa. Smiselna bi bila
uporaba vecjega sStevila primerljivih vzorcev zelene solate.
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