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Rasprostranjenost i kontrola
bakterije Listeria monocytogenes

u proizvodnji hrane

M. Kis*, S. Furmeg, V. Jaki Tkalec, ]. Sokolovi¢, K. Sokoli¢ i 7. Cvetni¢

Sazetak

Zbog svoje Siroke rasprostranjenosti i
otpornosti na razli¢ite nepovoljne uvjete
rasta i razvoja, bakterija L. monocytogenes
smatra se jednim od najznacajnijih patogena
prenosivih ~ hranom.  Tijekom  nasih
istrazivanja bakterioloSkom pretragom L.
monocytogenes dokazana je u 28 (2,48 %) od
1129 pretrazenih uzoraka hrane i okolisa
proizvodnih pogona. Izdvojena je iz 8 (3,48 %)
uzoraka mesa i mesnih preradevina, iz 4
(9,30 %) mlijeka i mlije¢nih preradevina, iz 2
(9,52 %) uzorka povrca, voca i proizvoda od
voca i povréa i iz 14 (1,68 %) uzoraka okolisa
proizvodnih pogona. Svi izdvojeni izolati (28
izolata) i 14 bakterijskih kultura dostavljenih
na potvrdu, nakon provedene identifikacije
poraslih kolonija primarnim identifikacijskim

Uvod

Mikroorganizmi koji se prenose
hranom stalna su prijetnja za zdravlje
Jjudi Sirom svijeta. Medu zoonozama
koje se prenose hranom, listerioza se
istice kao bolest s najcesé¢im smrtnim
ishodom. Prouzrocena je vrstom Listeria

testovima, potvrdeni su VITEK2 sustavom
i real-time PCR metodom. U rutinskoj
mikrobioloskoj analizi hrane za odredivanje
prisutnosti patogena koriste se priznati
standardizirani protokoli uz propisane
hranjive podloge. Prednosti primjene brzih
metoda za identifikaciju L. monocytogenes kao
Sto je real-time PCR metoda su dobivanje
brzih i pouzdanih rezultata koji omogucuju
subjektima u poslovanju s hranom brzu i
ucinkovitu reakciju u slucaju onecisc¢enja.
Dobiveni rezultati naseg istrazivanja pokazuju
kako se molekularne metode poput real-time
PCR-a mogu primjenjivati u analizi patogena
iz razlicitih vrsta uzoraka.

Kljuéne rijeci: Listerin monocytogenes,
rasprostranjenost, hrana, real-time PCR

(L.) monocytogenes, javlja se u Cetrdesetak
vrsta domacdih i divljih Zivotinja, a u
ljudi najcesce obolijevaju djeca, trudnice
i osobe s oslabljenim imunoloskim
sustavom. Infekcije se najc¢eSc¢e prenose
onecis¢enom  hranom,  nedovoljno
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pasteriziranim  mlijekom, mekanim
sirevima, fermentiranim kobasicama,
sirovim povréem, a rijetko i izravno od
oboljelih Zzivotinja (Nagli¢ i sur., 2005.,
Pouillot i sur., 2016.). Rod Listeria se
prema novoj Kklasifikaciji sastoji od 17
vrsta, od ¢ega je 11 vrsta izdvojeno nakon
2009. godine (Locatelli i sur., 2017.).

Vrsta L. monocytogenes siroko je
rasprostranjena u okoliSu i ubraja se
medu najotpornije nesporogene bak-
terije. Raste u Sirokom temperaturnom
rasponu od 4 do 45 °C, a otporna je
na razli¢ite nepovoljne uvjete rasta i
razvoja (niske vrijednosti pH i visoke
koncentracije NaCl) (Caklovica i sur.,
2011., Cvetnic¢isur., 2013.). L. monocyto-
genes potvrdena je u razli¢itim vrstama
hrane zivotinjskog podrijetla. Proizvo-
di koji su bili najpodlozniji oneciS¢enju
ovom bakterijom bili su svjeza piletina
(60,0 %), svieze meso (17,7 %), sirovo
mlijeko (16,7 %), svjeza riba (12,0 %),
brasno (18,5 %) i zamrznuto povrée
(12,9 %) (Mena i sur., 2004.). Kao ubi-
kvitarna bakterija, jednom kada liste-
rija dospije u proizvodni pogon, moze
se zadrzavati u strojevima za preradu,
na radnim povrSinama, pokretnim
trakama, podovima ili u odvodima.
Redovitim mjerama ¢iS¢enja, pranja i
dezinfekcije te mjerama mikrobioloske
¢istoce u okviru samokontrole moze se
prekinuti lanac oneciséenja i sprijeciti
nastanak oneci$¢enja hrane (Norrung i
sur., 2009., Rozman i sur., 2016.).

Cilj naSeg istraZivanja je ustvrditi
rasprostranjenost L. monocytogenes
u razli¢itim uzorcima hrane (mesa i
mesnih preradevina, mlijeka i mlije¢nih
preradevina, voca i povréa te okoliSa
proizvodnih  pogona).  Identifikacija
izolata L. monocytogenes provedena je
klasiénim mikrobioloskim metodama,
VITEK2 sustavom i molekularnom
metodom lancane reakcije polimerazom
u realnom vremenu (real-time PCR)
uz usporedbu primijenjenih metoda
te uvodenje molekularnih metoda za

brzu detekciju patogena u rutinsku
dijagnostiku.

Materijali i metode

Materijal

U ovom je radu s ciljem utvrdivanja
prisutnosti L. monocytogenes pretrazeno
ukupno 1129  uzoraka  razli¢itih
kategorija hrane (230 uzoraka mesa i
mesnih preradevina, 43 uzorka mlijeka i
mlije¢nih proizvoda, 21 uzorak povrca,
voca i proizvoda od voca i povréa, 831
uzorak okoliSa proizvodnih pogona),
podrijetlom iz sjeverne Hrvatske. Na
identifikaciju su dostavljene kulture
14 bakterijskih izolata na potvrdu
identifikacije klasicnim i molekularnim
metodama. Uzorci su nakon uzorkovanja
u prijenosnim hladnjacima dopremljeni
do Laboratorija za mikrobiologiju hrane
i hrane za Zivotinje Veterinarskog zavoda
KriZevci gdje je odmah zapoceta analiza.

Izdvajanje L. monocytogenes

Za izdvajanje L. monocytogenes u
uzorcima koriStena je metoda prema
ISO 11290-1:2017. Za revitalizaciju i
prednamnaZanje listerija koriSten je bujon
sa smanjenom koncentracijom inhibitora,
Fraserov bujon %2 (Biokar, Francuska).
Sljededi stupanj selektivnog namnazanja
uklju¢uje uporabu Fraserovog bujona
1/1 (Biokar, Francuska) s punom
koncentracijom selektivnih inhibitora. 1z
inkubiranih bujonskih kultura nacjepljuje
se povrsina ALOA (Listeria Selective
Agar Base according to Ottaviani and
Agosti) (Biokar, Francuska) i PALCAM
agara (Biokar, Francuska) postupkom
razrjedenja kako bi se dobile pojedinacne
odvojene kolonije. Nakon inkubacije 24
h pri 37 °C listerije na PALCAM agaru
izrastu kao sitne sivkaste kolonije s
uvucenim srediStem, a obrubljene crnom
aureolom. Kolonije nakon 48 h inkubacije
postaju tamnije i imaju maslinasto zeleni
sjaj, dok su na ALOA agaru nakon 48 h
inkubacije zeleno-plave boje, okruzene
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neprozirnom aureolom (ISO 11290-
1:2017). Kolonije porasle na ALOA ili
PALCAM agaru precijepljene su na Tsyea
(engl. Tryptone Soya Yeast Extract Agar)
i krvni agar koji je koristen u daljnjoj
identifikaciji L. monocytogenes.

Primarna identifikacija bakterija

Potvrdni  testovi  koriSteni u
identifikaciji L.  monocytogenes  su:
odredivanje tvorbe katalaze (pozitivna),
bojanje po Gramu (Gram-pozitivan
Stapi¢), ramnoza (pozitivna), hemoliza
(B-hemoliza na krvnom agaru) i CAMP
test (pozitivna sa Staphylococcus aureus i
negativna s Rhodococcus equi).

Biokemijska identifikacija VITEK2
sustavom

Cista kultura uzgojena na krvnom
agaru je sterilnim brisom prebacena
u sterilnu otopinu (0,45 % do 0,50 %
NaCl, pH 4,5-7,0) kako bi se dobila
bakterijska suspenzija opticke gustoce
od 0,50 do 0,63 prema McFarlandu. Za
identifikaciju L. monocytogenes koristene
su kolorimetrijske kartice za odredivanje
Gram-pozitivnih bakterija (bioMerieux,
Francuska) koje sadrZe testove prikazane
na slici 1.

Identifikacija L. monocytogenes real-
time PCR metodom

Usica ciste kulture s krvnog agara
prebatena je u 50 pL destilirane
vode. DNK je iz istrazivanih uzoraka
izolirana uporabom BACGene Listeria

monocytogenes kita (Eurofins, Njemacka)
koji ukljucuje i reagense za izolaciju. U 70
uL Lysis Buffera koji sadrzi proteinazu
K, lizozime i lysis buffer L dodaje se 30
pL uzorka. Nakon zagrijavanja smjese na
37 °C kroz 20 min, smjesa se grije jos 10
min na 95 °C. Ukupni volumen reakcijske
mjesavine za real-time PCR reakciju
iznosio je 25 pL. Reakcijska se mjeSavina
za svaki uzorak sastojala od 20 pL
otopine Master Mixa i 5 pL lizata uzorka,
a osnovni sastojci kao sto su MgCl,, pufer,
sva Cetiri deoksiribonukleotida nalazili
su se u koncentracijama propisanim
od strane proizvodaca. Umnozavanje
je provedeno pomocu Aria MX real-
time PCR-a (Agilent, Francuska) prema
programu  predloZenom od strane
proizvodaca kita.

Odredivanje prisutnosti ili odsutnosti
DNK patogena provodi se na temelju
amplifikacije ciljane sekvence. Pozitivan
rezultat prikazuje se u software-u
amplifikacijskom krivuljom u
sigmoidalnom obliku uz grani¢ni ciklus
(engl. threshold cycle) C,<35. Vrijednost
granicnog ciklusa odreduje se iz ciklusa
gdje krivulja amplifikacije presijeca
grani¢nu liniju postavljenu tamo gdje
je fluorescencijski signal znatno iznad
razine Suma.

Rezultati

BakterioloSkom pretragom L.
monocytogenes izdvojena je iz 28 (2,48 %)
uzoraka hrane i okolisa, iz 8 (3,48 %)

Biochemical Details

2 |amy + la  |PIPLC + |5 |dXyL 8 |aDH1 - |9 |BGAL - | JaGwu

13 |apPa - |14 |CDEX + |15 |AspA 16 |BGAR - |17 |AMAN |19 |PHOS

20 |LeuA - |23 [ProA - |24 [BGURr 25 [AGAL - |26 |Pyra - lez [BGUR

28 |AlaA - |29 |TyrA + |30 [dSOR 31 |URE 32 |POLYB + |37 |dGAL -
38 [dRIB - |39 |iLATK - la2 |Lac 44 |NAG + [as [dMAL + |46 |BACI +
47 |[NOvo + [so [NCes i |s2  |aman 53 |dMNE  |sa |mBdG + [s6 |PUL

57 |dRAF - |58 |0129R + 59 [SAL + 60 |SAC - |62 |aTRE + |63 |ADH2s

54 |OPTO 5 [

Slika 1. Prikaz biokemijskih testova VITEK2 sustava u slucaju utvrdene prisutnosti L. monocytogenes
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uzoraka mesa i mesnih preradevina,
iz 4 (9,30 %) uzorka mlijeka i mlije¢nih
preradevina, 2 (9,52 %) uzorka povrda,
voca i proizvoda od voca i povréa i iz
14 (1,68 %) uzoraka okoliSa proizvodnih
pogona (Tabela 1.). Kod svih izdvojenih
izolata (28 izolata) kao i 14 dostavljenih
bakterijskih kultura, nakon provedene
identifikacije poraslih kolonija primarnim
identifikacijskim testovima i VITEK2
sustavom, prisutnost L. monocytogenes je
potvrdena i real-time PCR-om.

Rasprava

Listerije su ubikvitarni organizmi,
vrlo raSireni u okolisu, osobito u biljnom
materijalu, zemlji, krmivima i povrsin-
skoj vodi. Glavni put prijenosa zaraze na
ljude jest konzumacija onecis¢ene hrane.
Bakterije moZemo pronaci u sirovoj hra-
ni pa i u obradenoj hrani koja je oneci-
S¢ena tijekom ili nakon obrade. Bududi
da bakterija moze kontaminirati mnogo
razli¢itih prehrambenih artikala (mlijeko
i mlijecni proizvodi, sirovo meso i mesni
proizvodi, povrce, ribe, mekusci, hrana
namijenjena za neposrednu prehranu),
mnogo je ljudi relativno cesto izlozeno
malom broju L. monocytogenes, a bez ra-
zvoja ikakvih simptoma bolesti. Liste-
rioza, koju u ljudi gotovo uvijek prou-
zroci vrsta L. monocytogenes, relativno je
rijetka, ali ozbiljna alimentarna zoonoza
s velikom smrtnoséu (30 %), osobito u

osjetljivim populacijama poput trudni-
ca, novorodencadi, staraca, imunokom-
promitiranih bolesnika (Pate i Ocepek,
2015., Pouillot i sur., 2016.).

Tijekom naseg istraZivanja od ukupno
1143 razlicitih uzoraka hrane, okolisa
i bakterijskih kultura, L. monoctogenes
je izdvojena i identificirana u 2,48 %
istrazenih uzoraka. Od toga u 3,48 %
uzoraka mesa i mesnih preradevina,
u 9,30 % uzoraka mlijeka i mlijecnih
preradevina, zatim u 9,52 % uzoraka
voca i povréa te 1,68 % okolisnih
uzoraka proizvodnih pogona. U ranijim
istrazivanjima provedenima na podrudju
Republike Hrvatske, L. monocytogenes
je izdvojena u 3,03 % uzoraka svjezeg
i smrznutog mesa peradi (Kozacinski i
sur., 2006.) te u 13,39 % uzoraka domacih
nepasteriziranih mlije¢nih  proizvoda
(Kozacinski i Hadziosmanovié, 2001.).
Markov i sur. (2009.) u istrazivanju
uzoraka svjezeg mekog sira i vrhnja su
izdvojili L. monocytogenes u 4 (6,66 %)
uzorka mekog sira i 6 (10 %) uzoraka
vrhnja s podrudja grada Zagreba, dok je u
slicnom istrazivanju Humski i sur. (2011.)
Listeria spp. odredena u 10 % uzoraka
svjezeg kravljeg sira. Prema istraZivanju
Uhitil i sur. (2004.), L. monocytogenes
je izdvojena iz 4,27 % uzoraka kolaca.
Kovacevi¢ i sur. (2013.). su analizirali 100
uzoraka gotovog povréa na prisustvo
Listeria spp. i L. monocytogenes. Listeria
vrste pronadene su u 20 uzoraka (20 %),

Tabela 1. Rezultati bakterioloskih pretraga uzoraka hrane i okolisa na L. monocytogenes

.
L. monocytogenes

Meso i mesne preradevine

Kategorija
hrane

Mlijeko i mlijeéni proizvodi

povréa
Okolisni uzorci
Ukupno uzoraka hrane i okolisa

Bakterijske kulture dostavljene na potvrdu

Povrce, voce i proizvodi od voca i

3,48

43 4 9,30

21 2 9,52

835 14 1,68
1129 28 2,48
14 14 100
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dok je L. monocytogenes otkrivena u
samo jednom uzorku (1 %) rezanog
crvenog kupusa. Nadalje, dokazana je
u 1,3 % uzoraka sira i 12,6 % proizvoda
podrijetlom iz riba (Denny i McLauchlin,
2008.).

Mikrobioloski kriteriji u Europskoj
uniji (EU) koji omoguduju ogranicenje
razine ove bakterije u hrani uvedeni
su 2005., a ve¢ u izvjes¢u 2006. godine
navodi se da je L. monocytogenes dokazana
u gotovim proizvodima od govedeg
mesa u 2,4 %, od svinjskog mesa u 3,9 %,
u mesu peradi 2,7 % i u 2,7 % drugog ili
nespecificiranog mesa. Obzirom da ove
namirnice idu na daljnju obradu koja
najcées¢e obuhvaca termicko tretiranje,
potvrdeno prisutstvo L. monocytogenes
ne moze se smatrati konacnim. Ipak,
ustvrdeno je da preZivljavanje L.
monocytogenes u mesnim preradevinama
tijekom toplinske obrade direktno ovisi
o inicijalnom broju mikroorganizama, a
duze skladistenje nakon toplinske obrade
pri 65 °C povoljno djeluje na njezin
oporavak (Caklovica i sur., 2011.).

Jedna zanimljiva studija o pojavnosti
ove bakterije je nalaz u hrani oduzetoj
iz prtljage u zraénim lukama u EU.
Oduzeto je 600 uzoraka hrane, a
bakterije koje se prenose hranom
dokazane su u 5 % uzoraka (Schroeder
isur., 2015.). L. monocytogenes dokazana
je u 10 % uzoraka hrane oduzete u
Zratnoj luci Bilbao (Spanjolska) te u
1,4 % ilegalno uvezene hrane u dvije
njemacke zrac¢ne luke (Frankfurt i
Berlin). Isto tako, dokazana jeiu 7,5 %
hrane koja se ilegalno prodaje na
granici izmedu Rumunjske i Republike
Moldavije (Rychli i sur, 2018.).
Globalizacija, medunarodna trgovina i
sve vedi protok roba i ljudi omogucuju
zivotinjskim bolestima i zoonotskim
patogenima  Sirenje Sirom  svijeta.
Tako su najceS¢e otkriveni patogeni u
proizvodima ilegalno uvezenog mesa
i mesnih preradevina L. monocytogenes
(5 %) i Staphylococcus aureus (4,3 %),

kao i S. aureus u mlijeku i mlije¢nim
proizvodima (7,4 %). Najvjerojatniji
izvor tih zoonotskih patogena u ilegalno
uvezenoj hrani je kontaminacija i
nepravilne higijenske mjere tijekom
rukovanja, obrade i skladiStenja (Jansen
i sur., 2019.). Beno i sur. (2016.) proveli
su mikrobiolosku kontrolu okolisa u
razli¢itim postrojenjima za proizvodnju
hrane, a u okviru tog programa bila je
i kontrola postrojenja za preradu sira
ukljucujudi i objekte na farmama. Listeria
spp. je dokazana u svim objektima, a L.
monocytogenes u 6,03 % od 4430 obradenih
uzoraka okoliSa. Ustvrdeno je kako L.
monocytogenes ima sposobnost vezanja
na dodirne povrsine tijekom pripreme
hrane i raste u zastitnim biofilmovima,
koji opcenito Stite bakterijske stanice
od antimikrobnog djelovanja tijekom
procesa ciS¢enja i sterilizacije (Kocot i
Olszewska, 2017.). Medutim, nedavno
je dokazano da niske koncentracije
(<10 pg/mL) paenibacterina sprjecavaju
rast L. monocytogenes unutar biofilmske
matrice te smanjuju formiranje biofilma
u okolisu (Li i sur., 2018.).

Medu zoonozama koje se prenose
hranom, listerioza se isti¢e kao bolest s
najceséim smrtnim ishodom (Pouillot i
sur., 2016.). Prema dostupnim podatcima
Europske agencije za hranu (EFSA)
(engl. European Food Safety Agency) u
2017. godini drzave clanice EU prijavile
su 2480 slucajeva listerioze. U razdoblju
od 2013.-2017. zabiljezen je wuzlazni
trend pojavnosti listerioze na podrudju
EU, a u 16 drzava clanica zabiljezeno
je 227 smrtnih ishoda. Prisutnost L.
monocytogenes u hrani najcesée se
povezuje s hranom spremnom za
konzumaciju (engl. ready to eat) koja ima
produzenu odrzivost na temperaturi
hladnjaka. Tako je u 2017. godini
zabiljeZena znacajna pojavnost u ribama
i ribljim proizvodima, mesu, mesnim
preradevinama i siru, a drzavama
Clanicama je preporuceno pojacano
uzorkovanje voca i povréa (EFSA, 2018.).
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Tijekom nasih istrazivanja, nakon
porasta tipi¢nih kolonija na selektivnom
agaru, L. monocytogenes je potvrdena po-
mocu postupaka identifikacije. VITEK2
sustav za biokemijsku identifikaciju oci-
tava biokemijske reakcije, a identifikacija
se provodi pomoc¢u racunalne baze po-
dataka uz ocitavanje rezultata ve¢ nakon
nekoliko sati (Habrun, 2014.). Nedosta-
tak mu je $to ne sadrzi ramnozu, test koji
omogucuje razlikovanje L. monocytogenes
od drugih pripadnika roda Listeria (ISO
11290-1:2017) pa je test za ramnozu po-
trebno provesti odvojeno. Real-time PCR
ima veliku prakticnu primjenu, a omo-
gucuje brzu detekciju mikroorganizma
u stvarnom vremenu. Do sada je razvijen
znatan broj real-time PCR protokola za
detekciju L. monocytogenes iz dijagnostic-
kog materijala, hrane i okolisnih uzoraka
(Le Monnier i sur., 2011., Dalmasso i sur.,
2014., Kim i sur., 2014.). Za razliku od kla-
si¢ne mikrobioloske metode namnazanja
¢iji postupak odredivanja prisutnosti L.
monocytogenes traje pet dana, real-time
PCR metoda moZe dati prve rezultate vec
za nekoliko sati. Kao glavni nedostatak
PCR metodologije treba istaknuti nemo-
gucnost razlikovanja zivih od mrtvih sta-
nica. Upravo zbog toga razvijene su me-
tode koje su usmjerene otkrivanju RNK,
kao $to je lancana reakcija polimerazom
nakon obrnutog prepisivanja RT-PCR
(engl. Reverse transcription - polymerase
chain reaction) (Werbrouck i sur., 2007.).

Zakljucak

Zbog svoje siroke rasprostranjenosti i
otpornosti na razlic¢ite nepovoljne uvjete
rasta i razvoja, bakterija L. monocytogenes
smatra se jednim od najznacajnijih
patogena  prenosivih  hranom. U
rutinskoj mikrobioloskoj analizi hrane za
odredivanje prisutnosti patogena koriste
se priznati standardizirani protokoli
uz propisane visoko selektivne tekuce
i krute hranjive podloge. Prednosti
primjene brzih metoda za identifikaciju

L. monocytogenes kao Sto je real-time
PCR metoda su dobivanje brzih i
pouzdanih rezultata koji omogucuju
subjektima u poslovanju s hranom brzu i
ucinkovitu reakciju u slucaju onecisc¢enja.
Dobiveni rezultati pokazuju kako se
brze molekularne metode poput real-
time PCR-a mogu primjenjivati u analizi
patogena iz razlicitih vrsta uzoraka.
Rezultati pretrage okolisnih uzoraka i
uzoraka hrane ukazuju na stalnu potrebu
za kontrolom mikrobioloske Ccistoée u
objektima i zdravstvene ispravnosti
gotovih proizvoda.
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Listeria monocytogenes is a widespread
bacterial species resistant to a wide range of
unfavourable growth conditions, and therefore
is considered to be one of the most important
food-borne pathogens transmitted to humans.
In this study, L. monocytogenes was detected
in 28 (2.48%) of 1129 analysed food and
environmental samples: 8 (3.48%) samples of
meat and meat products, 4 (9.30%) samples of
milk and dairy products, 2 (9.52%) samples of
fruits, vegetables or fruit- or vegetable-based
products, and in 14 (1.68%) environmental
samples from food processing facilities. After
conducting identification of growth colonies
using primary identification tests, all isolates
(28 samples) and 14 samples of bacterial
cultures delivered for confirmation were

confirmed for the presence of L. monocytogenes
using the VITEK2 system and real-time PCR
method. During routine microbiological
analysis of food, pathogen detection is tested
using the accepted standard protocols with
the prescribed culture media. Fast methods
for the detection of L. monocytogenes, such
as real-time PCR, provide quick and reliable
results, allowing food business operators to
make a quick and efficient reaction in the case
where contamination is detected during self-
monitoring. The study results indicate that
molecular methods, such as real-time PCR, are
applicable for pathogen detection in different
types of samples.

Key words: Listeria
prevalence; food; real-time PCR

monocytogenes;
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