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Kontaminacija biljaka patogenim bakterijama iz vode za navodnjavanje
REZIME

Konzumiranje svezeg povréa i voca je satavni deo zdrave ishrane i preporucuje
se kao prevencija nastanka raznih obolenja. U svetu postoji trend povecanja
konzumiranja svezeg povréa i voca, pa je njegov mikrobioloski kvalitet od izuzetne
vaznosti za javno zdravlje i bezbednost.

Kontaminacija povréa i voca je rezultat prisustva patogenih bakterija, koje mogu
kontaminirati proizvode u bilo kom delu proizvodnog lanca. Na svezem povréu je
moguée prisustvo: Salmonella spp., Escherichia coli, E. coli O157:H7, L.
monocytogenes. Salmoneloze se povezuju sa paradajizom, klicama raznih biljaka,
dinjom. Infekcije izazvane E. coli i E. coli O157:H7 su povezane sa zelenom salatom,
klicama raznih biljaka, mrkvom i dr.

Poslednjih godina je u porastu broj epidemija izazvanih patogenima na sveZzem
povréu i1 vocu. Kontaminirana voda za navodnjavanje je efikasan vektor prenosa
patogena na biljke, pa mikrobioloski ispravna voda ima poseban znacaj u proizvodnji
zdrastveno bezbedne hrane. Kontamincija svezeg povréa patogenim bakterijama zavisi
od sposobnosti ovih bakterija da kolonizuju biljku. U slucaju pojave mikrobioloske
kontaminacije svezeg povrca i voca, teSko je izvrsiti dekontaminaciju proizvoda, jer je
bakterije nemoguce potpuno ukloniti samo pranjem vodom.

Cilj ovog rada je ispitivanje prisustva i identifikacija patogenih bakterija u vodi
za navodnjavanje 1 na povréu, proucavanje prenosa patogenih bakterija iz vode za
navodnjavanje do biljke i pracenje sposobosti patogenih bakterija da povrsinski i
endofitno kolonizuju koren, stablo i list razli¢itih vrsta povrca.

Mikrobioloski kvalitet vode i povréa je procenjivan na osnovu prisustva i broja
koliformnih bakterija, kao i brojnosti odredenih vrsta patogenih bakterija. Izolovani
sojevi patogenih bakterija su identifikovani na osnovu njihovih morfoloskih, ekoloskih
i biohemijskih osobina.

Prenos patogenih bakterija iz vode za navodnjavanje do biljke, kao i kolonizacija
biljaka patogenim bakterijama je proucavana primenom PCR metode, green fluorescent
protein genetske transformacije bakterija, metodom fluorescence in situ hybridization

(FISH) i laser skening konfokalnom mikroskopijom (CLSM).



Broj koliformnih bakterija u ispitivanim vodama je bio mnogo veéi nego Sto
dozvoljavaju svetski standardi, pa se one ne mogu preporuciti za navodnjavanje povréa
koje se konzumira sveze. U ovim vodama su identifikovane: Escherichia coli, E. coli
O157:H7, E. vulneris, E. adecarboxylata, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae,
Aeromonas hydrophila, Enterobacter aerogenes, Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio
Sfluvialis, Yersinia enterocolitica, Proteus spp.

Broj koliformnih bakterija i E. coli na biljkama je bio visok, §to ukazuje na
fekalnu kontaminaciju biljaka. Na ispitivanim biljkama su identifikovane: E. coli, E.
coli O157:H7, E. vulneris, Salmonella spp.

E. coli K-12, iz kontaminirane vode za navodnjavanje, je povrSinski i endofitno
kolonizovala koren zelene salate i preko vaskularnog sistema dospela do listova biljaka.
Sve patogene bakterije su povrSinski i endofitno kolonizovale koren, stablo i list
ispitivanih biljnih vrsta. Endofitne patogene bakterije su bile prisutne u citoplazmi biljne
¢elije, mada mehanizam njihov dospevanja nije razjasnjen. Listeria monocytogenes je,

ne samo povrsinski, ve¢ i endofitno kolonizovala koren biljaka.

Kljucne reci: kontaminacija, biljke, patogene bakterije, voda za navodnjavanje.

Nauc¢na oblast: Mikrobiologija
UZa naucna oblast: Ekoloska mikrobiologija
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Contamination of plants by pathogenic bacteria from irrigation water

ABSTRACT

Consumption of fresh vegetables and fruits is a healthy diet supply and it is
recommended as prevention of illnesses. There is an increasing trend in consumption of
fresh vegetables and fruits in the world, and their microbiological quality is very
important for public human health and protection.

Contamination of vegetables and fruits is the result of presence of human
pathogen bacteria which can contaminate products in any part of production chain.
There is an evidence of presence of: Salmonella spp., Escherichia coli, E. coli O157:H7,
L. monocytogenes on the fresh vegetables. Salmonellosis is connected with tomato,
sprouts, cantaloupe etc. E. coli and E. coli O157:H infections are linked with lettuce,
sprouts, carrot etc. ~ There has been an increasing number of outbreaks caused by
human pathogen on fresh vegetables and fruits in the recent years. Contaminated
irrigation water is a very effective vector of the transmission of human pathogen to
plants, so microbiological safe water has special importance in health safety food
production. Contamination of fresh vegetables by human pathogen bacteria depends on
bacterial ability to colonize plant. In the case of microbiological contamination of fresh
vegetables and fruits, it is very difficult to carry out decontamination of product,
because it is impossible to remove all attached bacteria only by washing.

The goal of this research is an investigation of presence and identification of
pathogen bacteria in the irrigation water and on vegetables, transmission of pathogen
bacteria from irrigation water to plants and studying/monitoring the ability of the
human pathogen to colonize the surface and endophyte of root, stem and leaf of
different vegetable species. Microbiological quality of water and vegetables is
estimated on the basis of the presence and number of coliform bacteria, as well as
certain species of pathogen bacteria. Isolated strains of human pathogen bacteria are
identified by their morphological, ecological and biochemical properties.

Transmission of pathogen bacteria from irrigation water to plants, as well as
colonization of plants by human pathogen bacteria was investigated by: applying PCR

method, using green fluorescent protein transformed bacteria, fluorescence in situ



hybridization (FISH) and confocal laser scanning microscopy (CLSM).  The number
of coliform bacteria in investigated waters was much higher than it should be according
to world standards and these waters could not be recommended for irrigation of
vegetables eaten raw. In these waters, the following bacteria were identified: E. coli, E.
coli O157:H7, E. wvulneris, E. adecarboxylata, Citrobacter freundii, Klebsiella
pneumoniae, Aeromonas hydrophila, Enterobacter aerogenes, Salmonella spp., Shigella
spp., Vibrio fluvialis, Yersinia enterocolitica, Proteus spp.

The number of coliform bacteria and E. coli on the plants was high,which
indicates/points to fecal contamination of plants. Similarly, the following bacteria were
detected: E. coli, E. coli O157:H7, E. vulneris, Salmonella spp. on the investigation
plants.

E. coli K-12 from contaminated irrigation water colonized the surface and
endophyteof lettuce root and entered the leaves of lettuce through vascular plant system.
All investigated human pathogenic bacteria colonized the surface and endophyte of the
root, stem and leaf of the investigated plant species. Endophytic human pathogen
bacteria were found in plant cells cytoplasm, although the mechanism of their entrance
has not been clarified yet. L. monocytogenes colonized not only the surface, but

endophyte of the plants root as well.

Key words: contamination, plants, human pathogenic bacteria, irrigation water.

Scientific area: Microbiology
UZa naucna oblast: Microbial ecology

UDK:
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Kontaminacija biljaka patogenim bakterijama iz vode za navodnjavanje UvoD

1. UvOD

Konzumiranje svezeg povréa i voca je sastavni deo zdrave ishrane i preporucuje
se zbog unoSenja vitamina, minerala i vlakana kao prevencija nastanka srcanih
oboljenja, kancera i dijabetesa. Svetska zdrastvena organizacija (WHO) i Organizacija
za hranu i poljoprivredu preporucuju unos najmanje 400g svezeg povrca i vo¢a dnevno.

U svetu postoji trend povecanja konzumiranja svezeg povréa i vo¢a. Medutim,
povecanje potrosnje povréa i vo¢a moze imati i nezeljene posledice, jer su ovi proizvodi
dobra sredina za rast mnogih humanih patogena. Tako, tokom 1990. gidine, priblizno
12% bolesti uzrokovanih neispravnom hranom su vezane za sveze proizvode.

Poljoprivredna proizvodnja u razvijenim zemljama vodi posebnu brigu o
bezbednosti i kvalitetu hrane. U poslednjih nekoliko godina potrosacka svest po pitanju
bezbednosti hrane je takode povecana u zemljama u razvoju kao §to je i Srbija. Interes
samih proizvodaca je da se prodrzavaju principa dobre poljoprivredne prakse (Good
Agricultural Practeses - GAP) radi izbegavanja bilo kakve kontaminacije njihovih
proizvoda. Mikrobioloski kriterijumi kvaliteta hrane su od izuzetne vaznosti za javno
zdravlje i bezbednost, a kontaminacija vo¢a i povréa moze nastati kao rezultat prisustva
mikroorganizama kao S§to su bakterije, virusi i paraziti. Patogene bakterije mogu
kontaminirati povrée u bilo kom delu proizvodnog lanca. Potencijalni izvori
mikrobioloske kontaminacije proizvoda u pred-zetvenom periodu su: zemljiste, feces,
voda za navodnjavanje, voda koja se koristi za primenu pesticida, insekti, ne adekvatno
pripremljeno organsko dubrivo, divlje i domace zivotinje kao i ne adekvatne aktivnosti
radnika. Ipak, kao dva najvaznija izvora kontaminacije se isticu voda za navodnjavanje i
organska dubriva (stajnjak, kompost, kanalizacioni mulj). Post-zZetveni izvori
kontaminacije povr¢a mogu biti: feces, manipulacija radnika, oprema za zetvu, oprema
za transport, divlje i domace Zivotinje, insekti, voda za pranje kao i oprema za preradu.
Kontaminacija tokom procesa proizvodnje, zetve i transporta svezeg povréa i voca moze
se spreciti primenom pravila koje preporucuje dobra proizvodna praksa (GAP).

Najveci rizik za potroSaca predsatavlja kontaminirano povrée i voc¢e koje se
konzumira u svezem stanju, tj. bez predhodne termicke obrade. Na svezem povrcu je
moguce prisustvo bakterija: Salmonella spp., Shigella spp., Escherichia coli,

Escherichia coli O157:H7, Campylobacter spp., Listeria monocytogenes, Clostridium
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botulinum, Bacillus cereus. Sve ove patogene bakterije izazivaju bolesti ljudi, i to:
kampilobakterijski enteritis, hemoragicni kolitis, salmoneloze, Sigeloze, listerioze,
dijareja sindrom, hemoliti¢ni uremicni sindrom (HUS), tifus i dizenterija.

Prema podacima FDA (Food Drug Administration) u USA se godiSnje
registruje oko 76 miliona obolelih, 300 000 ljudi se hospitalizuje, a u 5 000 slucajeva
bolest ima smrtni ishod zbog konzumiranja mikrobioloski neispravnog svezeg povréa i
voca. To znaci da se svaki Cetvrti amerikanac razboli, a svaki hiljaditi je hospitalizovan.
Saniranje ovih epidemija Ameriku kosta 6.5 biliona dolara godiSnje (medicinski i ostali
troskovi). U periodu 1998 — 2006. godine, od ukupno svih epidemija u Americi, 76%
otpada na epidemije izazvane patogenim bakterijama prisutnim u svezem povréu i vocu.
Tako 30% epidemija otpada na lisnato povrée, 17% na paradajz, 13% na dinju 1
lubenicu, 11% na perSun i1 druge zacinske biljke 1 5% na mladi luk, a svega 24%
epidemija se odnosi na ostale prehrambene proizvede (mesne i mlecne preradjevine).

Poslednjih godina je u porastu broj epidemija izazvanih patogenima na svezZim
proizvodima (povrée i voc¢e) kako u zemljama u razvoju, tako i u razvijenim zemljama.
Tako, epidemije izazvane sa E. coli O157:H7 u USA i sa S. sonnei u Svedskoj, kao i
povecan broj hepatitis infekcija su bile posledica konzumiranja kontaminirane zelene
salate. SveZ paradajz je implicirao velike epidemije izazvane sa Salmonella spp. tokom
1990, 1993 i 1999 u USA. Evidentne su epidemije izazvane konzumiranjem klica
zitarica koje su bile kontaminirane sa Salmonella spp., E. coli O157:H7, B. cereus, L.
monocytogenes, Y. enterocolitica i Shigella spp. U Japanu je obolelo oko 10 000 ljudi
koji su konzumirali rotkvice kontaminirane sa E. coli O157:H7. Krastavac, luk, perSun,
spanac i celer su takode bili uzroénici mnogih epidemija. Smrznuto voée je takode bilo
uzrok epidemija izazvanih sa Hepatitisa A i calcivirus. Sve ove epidemije isticu
negativan efekat konzumiranja mikrobioloski neispravnih proizvoda na ljudsko
zdravlje.

Prepoznavanje primarnog izvora kontaminacije svezeg povréa i voca je prili¢no
komplikovano. Metode za detekciju patogena na svezim proizvodima nisu sasvim
usavrSene, a sama priroda kontaminacije limitira efekte testiranja.

Evidentno je postojanje velikog rizika za zdravlje ljudi ukoliko se konzumiraju
svezi proizvodi (povrée 1 voce) navodnjavani mikrobioloski ne ispravnom

(kontaminiranom) vodom. Ovakva voda moZze biti izvor razli¢itih patogena, posebno
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bakterija fekalnog porekla (Salmonella spp., E. coli O157:H7) koje putem vode mogu
dospeti na navodnjavano povrée. Takode, moguca je migracija E. coli O157:H7 iz
zemljista zalivanog kontaminiranom vodom do biljaka zelene salate, kao i njen transport
kroz samu biljku. Kontaminirana voda za navodnjavanje je veoma efikasan vektor
prenosa patogena na biljke, Sto ukazuje na vaznost koriS¢enja vode dobrog
mikrobioloskog kvaliteta za navodnjavanje. Voda za navodnjavanje ima poseban znacaj
u proizvodnji zdrastveno bezbedne hrane, posebno povréa koje se konzumira u svezem
stanju i zato je neophodan stalni monitoring mikrobioloske ispravnosti ove vode.

U mnogim delovima Srbije, povrsinske i podzemne vode su ozbiljno zagadene
mikrobioloskim kontaminantima poreklom uglavnom iz intenzivne stoCarske
proizvodnje i urbanih naselja. Nekontrolisana upotreba takvih voda u poljoprivredi
moze imati ozbiljne ekoloske i zdravstvene implikacije. U nasoj zemlji se ne poklanja
dovoljno paznje mikrobioloskoj ispravnosti vode za navodnjavanje, a za to ne postoje ni
zakonske regulative. Samim tim, istrazivanja o mikrobioloSkom kvalitetu vode za
navodnjavanje u naSoj zemlji su veoma oskudna. Mikrobioloski neispravna voda za
navodnjavanje predstavlja potencijalni rizik za zdravlje ljudi i ovom problemu treba
posvetiti viSe paznje, a na to nas obavezuje i EU sa preporukom da se u proizvodnji
povréa 1 voca strogo mora voditi racuna o eliminaciji rizika kontaminacije tokom celog
proizvodnog ciklusa.

Naucni pristup problemu mikrobioloske kontaminacije se ogleda u preciznoj i
pouzdanoj identifikaciji patogenih bakterija i prouCavanju njihovog prenosenja u
sistemu *’voda za navodnjavanje — zemljiste — biljke’’.

U slucaju pojave mikrobioloSke kontaminacije svezeg povréa i vocéa, veoma je
tesko izvrsiti dekontaminaciju proizvoda. Bakterije koje se nalaze na proizvodima je
nemoguce sasvim ukloniti pranjem vodom i poznato je da se oko 10% enteropatogena
ne uklanja pranjem. Sam postupak pranja moze da dovede do Sirenja odnosno
prenoSanja bakterija na ostale jestive delove biljke. Iako je pranje svezih proizvoda
vodom neophodno, danas postoje i brojne tehnologije za poboljSanje kvaliteta i
mikrobioloske dekontaminacije proizvoda kao $to su: tretman hlorom (najefikasniji je
HOCI), UV radijacija, H,O,, ozon, organske kiseline i dr. Ovim postupcima je moguce

samo smanyjiti broj bakterija na proizvodu, ali ne i potpuno ih ukloniti.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Voda za navodnjavanje kao izvor patogena i preZivljavanje patogena u vodi za

navodnjavanje

Jedan od nacina kontaminacije povréa i voca, patogenim mikroorganizmima je
navodnjavanje vodom loSeg kvaliteta. Izvori vode za navodnjavanje mogu biti
podzemne, povrSinske kao i otpadne vode i od toga zavise ekoloske karakteristike i
kvalitet vode, kao i opstanak i prezivljavanje patogenih organizama. Poznato je da
razli¢iti izvori voda za navodnjavanje sadrze brojne komponente koje omogucavaju
prezivljavanje i opstanak E. coli (Pachepsky i sar., 2011). Tako, prisustvo organske
materije u sedimentu i slobodnoj vodi utice na parametre kvaliteta, ukljuCujuci i
mikrobioloski kvalitet povrSinskih voda (Jjemba i sar. 2010). PovrSinske vode,
slatkovodni izvori, bare, jezera, reke i potoci, su promenljivog mikrobioloskog kvaliteta
i potreban je stalan mikrobioloski monitoring ukoliko se koriste za navodnjavanje.
Oticanje tecnih ekskremenata iz stocnih farmi, gomile svezeg stajnjaka i njegova
primena mogu takode prouzrokovati fekalnu kontaminaciju povrsSinskih voda. PaSnjaci
sa domacim zivotinjama pored vodotoka u Koloradu, utiCu na porast broja fekalnih
koliforma i fekalnih streptokoka u vodi sa faktora 1.6 na 12.5 (Gary i sar., 1983).
Fekalna kontaminacija vodotoka u Virdziniji je bila uglavnom rezultat prisustva
domacih Zzivotinja i kada je uradena ograda koja je ogranicila pristup Zivotinjama ovoj
vodi, broj fekalnih koliforma je redukovan za 94% (Hagedorn i sar., 1999).

Izvestaj o povrSinskim vodama u Sest oblasti koje se navodnjavaju u Alberti
(Kanada) je pokazao da je 8% uzoraka vode za navodnjavanje imalo vise od 100
fekalnih koliforma u 100 ml uzorka vode (Cross, 1997). Salmonella je izolovana iz reke
Kornovalis u Novoj Skotskoj (Kanada) i to nizvodno od fabrika za preradu mesa i
zivine (Menon, 1985) i detektovana je u 6.2% uzoraka povrSinske vode u Grckoj
(Arvanitidou i sar., 1997). Siga-toksin-produkujuéa E. coli serotip 0121 je izolovana iz
jezerske vode u Konektikatu (McCarthy i sar., 2001), a E. coli serotip O157:H7 koja je
bila povezana sa infekcijama, je izolovana iz jezera u Oregonu (Keene i sar., 1994).
Nekoliko studija je pokazalo prisustvo Campylobacter spp. u povrSinskim vodama u

razli¢itim zemljama (Brennhovd i sar., 1992; Daczkowska-Kozon i1 Brzostek-
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Nowakowska, 2001; Rosef i sar., 2001; Savill i sar., 2001). Kanalizacione vode,
kontaminacija iz septi¢kih jama, oticanje padavina tokom vremenskih nepogoda i
industrijski izlivi mogu kontaminirati povrsinske vode. Otvoreni kanalizacioni sistemi
se dovode u vezu sa pojavom patogena u priobalnim vodama u gusto naseljenim
podrucjima u Floridi (Lipp i sar., 2001).

Podzemne vode su generalno manje sklone zagadenju ali treba imati u vidu da
korséenje ovih voda u poljoprivredi ima posledice po globalni vodeni ciklus (Siebert i
sar., 2010). U istrazivanju od oko 1300 uzoraka podzemne vode iz bunara sa farmi u
Ontariju (Kanada), 31% bunara prelazi novo od 10 ukupnih koliforma u 100 ml vode
(preporucenih za pijacu vodu), 20% bunara sadrzi fekalne koliforme, 17.6% bunara
sadrzi E. coli i 14.8% bunara sadrzi fekalni streptokok (Rudolf i Goss (ed.), 1993).
Istrazivanja uzoraka vode iz bunara u Nebraski su pokazala da 37% uzoraka sadrze
fekalne koliforme i to viSe od 950 fekalnih koliformnih bakterija u 100 ml vode (Exner i
Spalding, 1985). Ispitivanja bunarske vode u Saudijskoj Arabiji pokazala su da 5%
bunara sadrze veoma visoku koncentraciju fekalnih koliforma (Alaa el-din i sar., 1994).

Podzemna voda moze biti kontaminirana izvorima kontaminacije koji su veoma
blizu bunara ili od povrSinske vode koja se proceduje kroz slabo dihtovan poklopac
bunara. U Argentini, proizvodna aktivnost, odlaganje ¢vrstog i kanalizacionog otpada
doprinose zagadenju otpadne vode (Massone i sar., 1998). Druga studija u Argentini
pokazuje da je visoka zastupljenost E. coli u bunarskoj vodi rezultat male dubine bunara
i blizina bunara poljskim toaletima (Marteau i sar., 1998).

Otpadne vode su obi¢no loseg mikrobioloskog kvaliteta i neophodno je njihovo
pre¢is¢avanje pre navodnjavanja. Primena ovih voda u navodnjavanju doprinosi
optimizaciji iskori§Zzavanja vodenih resursa, pre svega u aridnim predelima, ali nosi i
veliki ekoloski rizik koji se mora strogo kontrolisati (Virto i sar., 2006).

Nepreradene otpadne vode antropogenog porekla mogu sadrzati veliki broj
patogenih mikroorganizama. Procenjuje se da 1 litar gradske kanalizacije u zemaljama u
razvoju moze da sadrzi 5000 enterovirusa, 7000 CFU Salmonella spp., 7000 CFU
Shigella spp., 1000 CFU V. cholerae, 4500 CFU E. histolytica i 600 A. lumbricoides
(Feachem i sar., 1983). Nema velikog rizika od pojave bolesti kada se koristi pravilno

preradena otpadna voda u navodnjavanju useva, (Keawvichit i sar., 2001).
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Briga o mikrobioloskom kvalitetu voda za navodnjavanje, kao i strategije da se
redukuje rizik od patogena prilikom navodnjavanja gajivih biljaka je neophodan u cilju
proizvodnje zdrastveno bezbedne hrane (Steele i Odumeru, 2004).

Brojna istrazivanja su pokazala da je najCesc¢i izvor patogenih enterobakterija u
biljnoj proizvodnji voda za navodnjavanje (Howard i Hutcheson, 2003; Pachepsky i
sar., 2011; Oliveira i sar., 2012).

Fekalne materije, kontaminirano zemljiS§te i otpadne vode uvode patogene
enterobakterije direktno u vodotokove odakle se voda moze koristiti za navodnjavanje.
Tako, u Velikoj Britaniji 71% vode za navodnjavanje poti¢e od povrSinskih voda u koje
dospevaju tretirane otpadne vode (Tyrell 1 sar. 2006). Moguénost kontaminacije putem
vode za navodnjavanje se povecava u zemljama u razvoju. Smatra se da 10% gajenih
kultura se navodnjava ne tretiranom kontaminiranom vodom (Anon 2003). Biljke
navodnjavane ovom kontaminiranom vodom pokazuju povecanu sklonost prema
prisustvu patogenih enterobakterija (Steele i Odemeru 2004).

Interstinalni trakt ptica moze biti domacin Campylobacter spp., Salmonella spp.,
V. cholerae, Listeria spp, E. coli O157:H7 (Fenlow, 1985; Lee i sar., 1982; Luechtfeld i
sar., 1980; Quessy i Messier, 1992; Wallace i sar., 1997) i na taj nacin ptice doprinose
fekalnoj kontaminaciji povrSinskih voda u Njujorku (Alderisio i DeLuca, 1999).

Dokaz da kontaminirana voda za navodnjavanje moze biti izvor patogena na
povréu i vocu su epidemioloski izvestaji o trovanju povréem, eksperimentalne studije o
kontaminaciji zelene salate sa E. coli O157:H7 kao i povecanje bolesti u podru¢jima gde
se navodnjava sa otpadnom vodom koja je loSe precisc¢ena ili nije uopste tretirana. Voda
za navodnjavanje je bila uzrok epidemija izazvanih sa E. coli O157:H7 koja je
izolovana iz zelene salate (Ackers i sar., 1998; Herwaldt, 2000). Voda za navodnjavanje
je bila izvor E. coli koja je detektovana u klijancima kupusa koji su navodnjavani sa
kanalizaciono-optere¢enom vodom, dok ova bakterija nije pronadena kod klijanaca na
susednom polju koji su navodnjavani sa gradskom vodovodskom vodom (Wachtel i
sar., 2002b).

Eksperimentalne studije o ispitivanju kontaminacije zelene salate sa E. coli
O157:H7 su pokazale da voda za navodnjavanje moze efikasno prenositi £. coli do
biljaka zelene salate (Solomon i sar., 2002a; Wachtel 1 sar., 2002a). Cinjenica da

kontakt sa zemljiStem nije neophodan da bi biljke zelene salate postale kontaminirane,



Kontaminacija biljaka patogenim bakterijama iz vode za navodnjavanje PREGLED LITERATURE

sugeriSe da se bakterije apsorbuju kroz korenov sistem. Takode, E. coli je uocena u
celom tkivu biljke zelene salate, ukljucujuci i delove koji su nedostupni za post-zetveno
pranje (unutraSnjost biljke). Ova ispitivanja naglasavaju i isticu vaznost koris¢enja vode
za navodnjavanje koja je dobrog mikrobioloskog kvaliteta, posebno za povrtarske biljke
koje se konzumiraju sveze.

Dokaz da patogeni, prisutni u vodi za navodnjavanje mogu kontaminirati ne
samo povrée i voce, ve¢ mogu izazvati i bolesti kod ljudi, ukazuje na mogucnost
opseznog Sirenja bolesti u populaciji koja koristi otpadne vode za navodnjavanje, gde se
te vode veoma slabo ili uopste ne precis¢avaju pre upotrebe.

Veliki znaCaj imaju proucavanja o prezivljavanju enterobakterija u Zzivotnoj
sredini, posebno u zemljiStu 1 vodi za navodnjavanje (Fenlon i sar., 2000; Gagliardi 1
Karns, 2002; Natvig i sar., 2002). Moguénost prezivljavanja E. coli i S. enterica u
produzenom vremenskom periodu u vodi za navodnjavanje, sugeriSe na mogucénost
kontaminacije biljaka tokom predzetvenog perioda u polju.

Prisustvo patogena u vodi za navodnjavanje ukazuju na potencijalni rizik od
prenosa bolesti, ako povrée i vo¢e navodnjavano ovom vodom konzumiraju ljudi. Rizik
od bolesti izazvanih patogenim mikroorganizmima u vodi za navodnjavanje, zavisi od
brojnih faktora, pored ostalog, latentnnog perioda patogena, istrajnosti u prirodi i na
biljkama, sposobnosti da se razmnozava izvan domacina, infektivnoj dozi za ¢oveka i
odgovora domacina (Feachem i sar., 1983).

Zivotna sposobnost veéine patogena se smanjuje sa vremenom (Anonymous,
1992., Manual, guidelines for water reuse). Tako, Salmonella spp. i Shigella spp. obi¢no
prezivljavaju manje od 30 dana u vodi, a manje od 10 dana u zemljistu (Feachem i
sar.,1983). Neke studije ukazuju na mnogo duze vreme prezivljavanja E. coli O157:H7
u re¢nim vodama i govedem fecesu (Maule, 2000; Wang i sar., 1996). Prezivljavanje
enterobakterija u zemljiStu zavisi od tipa zemljiSta, sadrzaja organske materije, pH,
temperature, vlage, oksido-redukcionog potencijala, mikrobne intererakcije (Fenlon i
sar., 2000), a u vodama od stepena eutrofikacije (Semenov i sar., 2008). Mnogi
literaturni izvori (Steele i Odumeru, 2004) pokazuju da patogeni iz vode za
navodnjavanje mogu dospeti na povrée i voce i tako ga kontaminirati (Ensink i sar.,
2003; Amoah i sar., 2005; Keraita i sar., 2007; Blumenthal 1 sar., 2000a, 2000b; Scott 1
sar., 2004; Obuobie i sar., 2006).
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2.2. Standardi mikrobioloskog kvaliteta vode za navodnjavanje

Brojnost ukupnih koliformnih, fekalnih koliformnih bakterija, E. coli, fekalnih
streptokoka 1 jaja nematoda predstavlja mikrobioloski indikator koji se uobiCajeno
uzima kao smernica kvaliteta voda u cilju propisivanja kvaliteta vode za navodnjavanje.
Obzirom da ukupne i fekalne koliformne bakterije mogu predstavljati i bakterije ne
fekalnog porekla, E. coli se smatra boljim indikatorom fekalne kontaminacije vode
(Barrell i sar., 2000; Edberg i sar., 2000). Cinjenica da fekalni streptokok preZivljava
duze u zivotnoj sredini nego fekalne koliformne bakterije, ova bakterija moze biti
veoma koristan indikator prisustva dugo-prezivljavajucih izluCenih virusa. Prisustvo jaja
nematoda se koristi za procenu rizika od infekcija izazvanih sa Ascaris spp., Trichuris
spp. 1 parazitnih nematoda poreklom iz preci§¢enih otpadnih voda u oblastima gde su
ovi organizmi endemicne vrste (Blumenthal i sar., 2000a, 2000b; Westcot, 1997).

Pravila koja upu¢uju na mikrobioloski kvalitet voda za navodnjavanje su veoma
znacajna i razlikuju se medu drzavama, kao i kada su u pitanju podzemne, povrsinske i
otpadne vode antropogenog porekla. Mikrobioloski kvalitet vode koji je preporucen za
navodnjavanje useva koji se konzumiraju u svezem stanju je ¢esto stroziji nego za useve
koji podlezu preradi ili za sto¢nu hranu. Delimi¢an pregled mikrobioloskih indikatora i
mikrobioloskog kvaliteta vode koji preporucuju neki pravilnici prikazan je u Tabeli 1.

Pravilnik “’Uputstva za ponovnu upotrebu vode’’ (Guidelines for Water Reuse),
koji je izdala ameri¢ka agencija za zaStitu zivotne sredine (U.S. Environmental
Protection Agency) preporucuje odsustvo detektabilnih fekalnih koliformnih bakterija u
otpadnoj vodi koja se koristi za navodnjavanje biljaka koje se konzumiraju sveze. Isti
pravlink preporucuje manje od 200 fekalnih koliformnih bakterija u 100 ml uzorka vode
za navodnjavanje biljaka koje se preraduju ili koriste za sto¢nu hranu (Anonymous,
1992.). Kalifornija, drzava sa dugom istorijom ponovne upotrebe otpadnih voda,
posebno naglasava da mora biti manje od 2.2 ukupnih koliforma i ne sme uopste biti
prisustva fekalnih kolifoma u 100ml uzorka vode koja se koristi za navodnjavanje
biljaka koje se konzumiraju sveze (Blumenthal i sar., 2000b). Ovi standardi su veoma
slicni sa pravilnikom koji preporucuje U.S. EPA kada je u pitanju voda za pice

(Anonymous, Jun, 2002).



Kontaminacija biljaka patogenim bakterijama iz vode za navodnjavanje PREGLED LITERATURE

Tabela 1. Parcijalni vodic¢ mikrobioloskog kvaliteta vode za navodnjavanje

Tip vode Nadin koriséenja vode Kriterijum’ Referenca
Anonymous. 1999. Canadian
Council of Ministers of the

sve vode <1000 UK Enviro.nment., anadian water
<100 FK quality guidelines for the
protection of agricultural
water uses
sve vode i 588 E(é Williamson, 2001
za useve koji se svezi <200 FK
konzumiraju” <T7TEC
<20FS

- TR Anonymous. 1988. Water
za javne povrsine i

sve vode ovrsine za ispasu <385 EC quality criteria for
I()lomaéih 2ivognja <100 FS microbiological indicators:
overview report.
. . <1000 FK
Apniee | Come
g <250 FS
oviinske <1000 UK® Anonymous. November 1999.
p vode <100 FK" Surface water quality
guidelines for use in Alberta.
povrsinske | za useve koji se svezi <1000 UK Anosnli/rrg;lés‘;vzl teArugll:;til997.
vode konzumiraju <100 FK Water quality
objectives.
povrSinske <1000 FK Anonquus. 1?73.. Water
vode quality criteria.
otpadne “ ufgfzﬁglir?jvem 0 FK Anonymous. 1992. Manual,
vode 7 preradene 1J1 sove 200 FC guidelines for water reuse.
za useve koji se svezi <1000 FK
otpadne konzumiraju <1 jaje nem. Blumenthal et al., 2000a,
vode 2000D.

za preradene useve <100 000 FK

*UK - ukupne koliformne u 100 ml; FK — fekalne koliformne u 100 ml; EC - E. coli u 100 ml; FS -
fekalni streptokok (enterococci) u 100 ml.

PGeometrijska sredina najmanje pet uzoraka uzetih u poslednjih 30 dana ne bi trebalo da bude veéa od
1000 UK i 200 FK, takode i kod, ne vise od 20% ispitivanih uzoraka u bilo kom mesecu ne bi trebalo da
bude veci broj ovih bakterija od navedenih vrednosti, kao i ni bilo koji uzorak uzet bilo kog dana ne bi
trebao da sadrzi vise od 2400 UK.

Nasuprot ovome, ’Izmenjen pravilnik za bezbednu upotrebu otpadnih voda i
otpada u poljoprivredi i vodoprivredi’’ (Revised Guidelines for the Safe Use of
Wastewater and Excreta in Agriculture and Aquaculture) koji je izdala svetska
zdrastvena organizacija (World Health Organization), dopusSta prisustvo do 1000
fekalnih koliformnih bakterija u 100ml uzorka vode, jedno aktivno jaje intestinalne
nematode u 1000ml uzorka vode, u vodi koja se koristi u navodnjavanju svezeg povréa i

voc¢a oroSavanjem, navodnjavanju parkova, travnjaka i golf terena, zatim prisustvo do
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100000 fekalnih koliforma u 100ml uzorka vode za neograni¢eno navodnjavanje useva
koji se preraduju pre konzumiranja (Blumenthal i sar., 2000a).

Pravilnici za mikrobioloski kvalitet povrSinskih voda nastoje da budu blazi nego
oni za otpadne vode, jer mnogi specificni humani patogeni koji su prisutni u otpadnim
vodama obi¢no se ne nalaze u povrSinskim nezagadenim vodama (Feachem 1 sar.,
1983). Tako u Kanadi, gde se pretezno za navodnjavanje koriste povrSinske ili
podzemne vode (Martin i sar., 2000), “’Kanadski pravilnik kvaliteta vode za zastitu
koriS¢enja poljoprivrednih voda’ (Canadian Water Quality Guidelines for the
Protection of Agricultural Water Uses), koji je izdao kanadski savet ministarstva za
zivotnu sredinu (Canadian Council of Ministers of the Environment) preporucuje
maksimalno 1000 ukupnih koliformnih bakterija i 100 fekalnih koliforma u 100ml
uzorka vode za navodnjavanje (Anonymous, 1999). Iako su ovi standardi Siroko
prihvaceni u Kanadi, neke provincije su izdale svoje pravilnike i standarde za
mikrobioloski kvalitet vode za navodnjavanje (Anonymous, 1988; Anonymous, 1997,
Anonymous, 1999; Williamson, 2001). U Tabeli 2 je prikazan pravilnik mikrobioloskog

kvaliteta vode za navodnjavanje za provinciju British Columbia u Kanadi.

Tabela 2. Kriterijum kvaliteta vode za navodnjavanje za mikrobioloske indikatore
kanadskog Ministarstva za Zivotnu sredinu (provincija British Columbia)

Vr§ta . E. coli Enterococci  P. aeruginosa Fe}( alnl.
navodnjavanja b mrii
poviceivobekoje - _29/100 < 20/100 ml® / <200/100 ml*

se konzumira sveze
javne povrine <385/100 mI*  <100/100 mI*  <10/100 m!® /

1 paSnjaci
generalno <1000/100 ml* <250/100 ml* / <1000/100 ml*
*Geometrijska sredina; "75%

Pravilnik EPA-e za povrSinske vode preporucuje manje od 1000 koliformnih
bakterija u 100ml uzorka vode, ukljicuju¢i tu i recne vode koje se koriste za
navodnjavanje useva (Anonymous, 1973.).

Nemacki standard DIN 19650, za vodu za navodnjavanje, preporucuje odsustvo
E. coli 1 enterokoka u vodi koja se koristi za navodnjavanje bez ograni¢enja u
zaSti¢enom prostoru i na otvorenom polju. Kada je u pitanju navodnjavanje biljaka koje
se gaje u zaStiCenom prostoru i na otvorenom polju, a konzumiraju se sveze, ovaj

standard preporucuje manje od 200 E. coli i manje od 100 enterokoka u 100ml vode. Za

10
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navodnjavanje povréa do 2 nedelje pre zetve i biljaka koje se konzumiraju sveze do
vremena fruktifikacije, preporucuje se manje od 2000 E. coli i manje od 400 enterokoka
u 100ml vode (Tabela 3). Voda, kojom se navodnjavaju biljake za industrijsku
upotrebu, bi trebala da prode najmanje jedan tretman preciS¢avanja (Stauffer i sar.,

2001).

Tabela 3. Izvod iz DIN 19650 standarda, koji se odnosi nahigijensko-mikrobiolosku
ispravnost vode za navodnjavanje (Stauffer i sar., 2001).
Klasa Prihvatljiv broj Prihvatljiv broj

vode Kori§cenje E. coli/ 100ml | Enterococci/ 100ml
1 e vt s .
(Voda za Sve biljke u Zast{cenom pmSt.?m 103 1 Ne detektabilne Ne detektabilne
pice) otvorenom polju bez ogranicenja

Biljke na otvorenom polju i
II zasticenom prostoru koje se <200 <100
konzumiraju sveze

Povrée do 2 nedelje pre zetve i biljke
1T koje se konzumiraju sveze do <2000 <400
vremena fruktifikacije

Segerna repa, krompir za dobijanje
v skroba, biljke za dobijanje ulja (biljke
koje se ne konzumiraju sveze)

Otpadna voda mora pro¢i najmanje
jedan korak preciS¢avanja

Razlike medu pravilnicima pokazuju Siroko rasprostranjenu neodredenost u
aktuelnom riziku izazivanja bolesti od strane patogena koji su prisutni u vodi za
navodnjavanje i u ekonomskim ogranicenjima raspolozivog kvaliteta vode. Standardi za
navodnjavanje otpadnom vodom koje preporucuje EPA su bazirani na predpostavki da
ako patogeni mikroorganizmi mogu biti detektovani u vodi za navodnjavanje onda oni
predstavljaju potencijalni rizik za zdravlje ljudi. Ovi standardi ne dozvoljavaju ni
najmanji rizik u sprecavanju prenosa i Sirenja bolesti koju izazivaju patogeni. Nasuprot
ovome, pravilnici svetske zdrastvene organizacije (WHO) su bazirani na aktuelnom
riziku od prenosa bolesti koji se prognozira prema epidemioloskim studijama o nivou
bolesti kojoj je izloZena populacija i modelu procene rizika kojim se proracunava stepen
tretmana vode koji je neophodan da ne bi broj infekcija presao 1024 infekcije po osobi u
jednoj godini (Blumenthal i sar., 2000a). Iako je visok kvalitet vode za navodnjavanje
uvek pozeljan, u nekim zemljama to jo§ uvek nije moguce zbog ekonomske cene

precis¢avanja otpadne (Shuval i sar., 1997).

11
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2.3. Prisustvo i przivljavanje patogeih bakterija na biljkama

PREGLED LITERATURE

Humani patogeni kao Shigella spp., Salmonella spp., enterohemoragic¢na

Escherichia coli, Campylobacter spp., Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica,

Bacillus cereus 1 Clostridium botulinum su najce$ce prisutni na svezim proizvodima,

odnosno svezem povréu i vocu koje se pretezno konzumira u svezem stanju (Beuchat,

2002). Glavne karakteristike ovih bakterija su date u Tabeli 4.

Tabela 4. Glavne karakteristike patogenih bakterija i njihov efekat na zdravlje ljudi

(FDA, 2005, CDC, 2006: Bacterial Disease)

Patogena
bakterija

Glavne karakteristike i efekat na zdravlje ljudi

Campylobacter
spp.

Escherichia

coli O157:H7

Listeria
monocytogenes

Salmonella spp.

Shigella spp.

je jedan od najceséih bakterijskih uzrocnika ozbiljnih dijareja. Nalazi
se uobicajeno u intestinalnom traktu Zivotinja ili zagadenih voda.
Simptomi njegovih infekcija, koji se obicno javljaju u roku 2 -10 dana
posle unosenja bakterije, ukljuCuju groznicu, abdominalne grceve i
cesto krvavu dajareju.

je visoko patogeni soj Escherichia coli, produkuje veoma jak toksin
koji moze izazvati teSke bolesti. Obicno se nalazi u intestinalnom
traktu stoke, moze kontaminirati zemljiSte 1 vodu. Izazivaju teske
krvave dijareje i abdominalne gréeve.

izaziva ozbiljne infekcije, a prisutna je u intestinalnom traktu Zivotinja,
zemljisStu i vodi. Svezi proizvodi mogu postati kontaminirani od
zemljista ili stajnjaka. Uobicajeni simptomi su groznica, misi¢ni bolovi
1 ozbiljni gastrointestinalni problemi. Ako se infekcija prosiri na nervni
sistem, moze se javiti glavobolja, ukocen vrat, konfuzija, gubitak
ravnoteze i gréevi.

su najéeséi uzrocnici bolesti koje su rezultat konzumiranja
kontaminirane hrane. Zive u intestinalnom traktu Zivotinja i ljudi.
Uzrokuju dijareju, abdomenalne gréeve i groznicu i to 8-72 sata posle
unosenja u organizam.

infekcije mogu biti poreklom iz kontaminirane hrane i obi¢no su
uzrokovane svezim proizvodima do kojih bakterije dospevaju putem ne
higijene radnika ili kontaminacijom na polju ili zagadene vode.
Uobicajeni simptomi ukljucuju dijareju, groznicu, gréeve u stomaku, a
pocinju 1-2 dana posle unosenja patogena u organizam.

Povrée i vo¢e moze postati kontaminirano patogenim mikroorganizmima u

kontaktu sa zemljiStem, stajnjakom, neadekvatno kompostiranim dubrivima,
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navodnjavanjem, poslezetvenim pranjem kontaminiranom vodom, kontaktu sa divljim
zivotinjama, kao i u kontaktu sa inficiranim radnicima koji rade sa hranom (Beuchat i
Ryu, 1997). Veoma je vazno prouciti postupke izmedu setve i zetve useva u cilju
razumevanja na koji nacin odredeni mikroorganizmi mogu biti povezani sa biljkama u
predzetvenom periodu. Smatra se da je predzetvena kontaminacija useva sa
enteropatoganim bakterijama najceS¢i uzrok pojave mikrobioloski neispravnih
proizvoda na trzistu (Pezzoli i sar. 2007; CDC 2006b; Gillespie, 2004; Soderstrom i sar.

2005). Nagini mikrobioloske kontaminacije su prikazani u Semi 1.

feces —* insekti

radna sredina za:
A4 = . "
Zetvu, manipulaciju, preradu

kanalizacija \

ZIVOTINJE voda * PROIZVOD + * LJUDI
o
\ v /bg
zemljiste f

billke  silaza, meso, mieko, jaja
hrana za ZIVOII[‘I]B

Sema 1. Mogudi nacini mikrobioloske kontaminacije ljudi, Zivotinja i proizvoda
(L. Beuchat, 2002)

Wachtel i sar. (2002a) su ukazali na kontaminaciju korena kupusa sa E. coli,
posto su biljke zalivane otpadnom kontaminiranom teku¢om vodom iako jestivi deo
biljke nije bio tertian ovom vodom. Islam i sar. (2004) su pokazali da upotreba vode za
navodnjavanje, kontaminirane sa S. typhimurium, rezultira kontaminacijom Sargarepe i
rotkvice prilikom ubiranja plodova i da Salmonella moze da prezivi u zemljistu oko 203
dana nakon njenog dospevanja. Kod zelene salate navodnjavane kontaminiranom
vodom, u fazi ubiranja konstatovana je E. coli O157:H7, odnosno 30 dana nakon
zalivanja i ve¢ posle 7 i 14 dana kod kontaminiranih biljaka uocen je znacajan porast
populacije E. coli O157:H7 (Solomon i sar. 2003).

Kvantitativni modeli procene rizika od koris¢enja otpadne vode pokazuju razlike

izmedu biljaka, tako je kod zelene salate uocen veci rizik u odnosu na krastavac, brokoli
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1 kupus (Hamilton i sar.,2006). Vremenski interval izmedu navodnjavanja i zetve takode
utiCe na opstanka patogena na biljci. Ispitivanja u UK su pokazala da preko 50%
proizvodaca lisnatog povrca isporucuju povrée ne sacekavsi ni 24 Casa od poslednjeg
navodnjavanja (Tyrell i sar. 2006).

Ispitivanja su vrSena u razli¢itim zemljama da bi se utvrdila lokalna
rasprostranjenost patogenih mikroorganizama na povréu i voéu (Beuchat, 2002).
Patogeni, obuhvaceni ovim ispitivanjima bili su: Campylobacter spp. (Kumar 1 sar.,
2001; McMahon i Wilson, 2001; Thunberg i sar., 2002), E. coli O157:H7 (Little i sar.,
1999; Soriano i sar., 2000; Zepeda-Lopez i sar., 1995), enterotoksigeni S. aureus
(Johannessen i sar., 2002; Thunberg i sar., 2002), enterotoksigeni B. cereus (Thunberg i
sar., 2002), L. monocytogenes (Johannessen i sar., 2002; Pingulkar i sar., 2001; Szabo i
sar., 2000), Salmonella spp. (Sagoo i sar., 2001; Thunberg i sar., 2002; Viswanathan i
Kaur, 2001), Shigella spp. (Little 1 sar., 1999; Soriano i sar., 2000), Y. enterocolitica
(Odumeru i sar., 1997; Szabo i sar., 2000), Cryptosporidium spp. (Robertson i Gjerde,
2001), C. cayetanensis (Ortega i sar., 1997), Giardia spp. (Monge i Arias, 1996), E.
histolytica (Monge i Arias, 1996), Ascaris spp. (Rude i sar., 1984). Udeo proizvoda koji
su kontaminirani patogenima varira u odnosu na vrstu patogena i zemlju u kojoj je
radena studija (Beuchat, 1998).

Pojava patogena na proizvodima u razvijenim zemljama je generalno mala.
Izvestaji pokazuju da od ukupno 1564 analiziranih uzorka povréa koji su uzeti iz
supermarketa u Kanadi, Campylobacter spp. je detektovan u 1.6 - 3.3% uzoraka (Park i
Sanders, 1992). Ispitivanja prisustva patogenih bakterija u razli¢itim vrstama povraca
koji poti¢u iz supermarketa u USA ukazuju na pojavu jednog enterotoksigenog B.
cereus 1 jednog enterotoksigenog S. aureus u 40 uzoraka analiziranog povrca (Thunberg
i sar., 2002). L. monocytogenes otkrivena je u 6 od ukupno 127 analiziranih uzoraka
povréa (4.7%) dok Salmonella spp. 1 Campylobacter spp. nisu detektovani u ovim
uzorcima. U drzavi VaSington, od ukupno 1000 uzoraka povréa koji su uzeti u
supermarketima, L. monocytogenes je pronadena u 11.4% analiziranih uzoraka (Heisick
isar., 1989a, 1989b), dok kod 200 analiziranih uzoraka pecurki u Sietlu, Campylobacter
spp. je detektovan u 1.5% uzoraka (Doyle i Schoeni, 1986). Od ukupno analiziranih
890 uzoraka svezeg povréa u Norveskoj, tri su bila pozitivna na prisustvo L.

monocytogenes, a Cetiri na enterotoksigeni S. aureus, dok Salmonella 1 E. coli O157:H7
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nisu pronadene u ispitivanim uzorcima (Johannessen i sar., 2002). Prisustvo B. cereus je
detektovano u 17 od ukupno 81 (20.1%) analiziranog uzorka povréa u Japanu, ali
enterotoksigenost u ovim uzorcima nije pronadena (Kaneko i sar., 1999). Takode, u
ovim uzorcima, L. monocytogenes nije detektovana. Vrste patogenih bakterija
izolovanih iz razli¢itih vrsta povréa su prikazane u Tabeli 5.

U zemljama u razvoju, zastupljenost patogena na povréu i vocu je veca, tako, L.
monocytogenes je detektovana u 7 od ukupno 66 analiziranih i detaljno opranih uzoraka
svezih proizvoda koji poticu sa pijaca u Indiji (Pingulkar i sar., 2001), u 22% uzorka
lisnatog povréa i 85% uzoraka klijanaca pasulja u Maleziji (Arumugaswamy i sar.,
1994) u 7.8% uzorka povréa u Spaniji (De Simon i sar., 1992). S. aureus je pronaden u
58.3%, a Salmonella spp. u 28.3% od ukupno 120 analizirana uzorka povréa i voca sa
pijaca u Indiji (Viswanathan i Kaur, 2001).

Pri uzorkovanju 129 lisnatih povrtarskih biljaka u Brazilu, visoka brojnost
fekalnih koliformnih bakterija je detektovana u 17% uzorka povréa, Salmonella spp. je
pronadena u 3.1% uzorka (Takayanagui i sar., 2000). Sa/monella spp. je detektovana u
68% od ukupno 120 uzoraka zelene salate i 72% od ukupno 89 uzoraka mirodije iz
radnji u Italiji, kao 1 u 8.7% klijanaca pasulja u Tajlandu (Jerngklinchan i Saitanu,
1993). U svezim proizvodima u Kosta Riki dokazano je prisustvo E. histolytica u 2.5
do 6.2% uzoraka analiziranog povréa a L. monocytogenes u 20% od ukupno 50
analiziranih uzoraka salate kupusa (Monge i Arias, 1996).

U Hrvatskoj su vrSena ispitivanja 229 uzoraka svezeg povréa od cega je 15
uzoraka bilo iz uvoza (Italija, Spanija, Holandija, Austrija, Makedonija i BiH). Domace
povrée je bilo poreklom sa parcela iz regija u kojima je i uzorkovano. Rezultati su
pokazali da je S. enteritidis bila izolovana iz poljski gajene zelene salate (Istra) koja je
dubrena stajnjakom. U svim analiziranim uzorcima dokazano je prisustvo
enterobakterija (kontaminacija 100%), enterokoke su dokazane kod 48% uzoraka, dok
je E. coli izolovana iz 37% uzoraka lisnatog povréa, 25% uzoraka plodovitog povréa i
31% korenastog povréa. Ovo istrazivanje nedvosmisleno ukazuje na veoma visok
stepen kontaminacije povréa sa bakterijama indikatorima fekalnog zagadenja u

maloprodajnim objektima u Republici Hrvatskoj (Pavi¢ i sar., 2005).
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Tabela 5. Primeri patogenih bakterija izolovanih sa svezeg povréa® (Beuchat, 2002)

Patogen Povrée DrZava Zastupljenostb Reference
Klice pasulja Tajland 30/344 (8.7%) | (Jerngklinchan and Saitanu, 1993)
Listovi cvekle | Spanija 4/52 (7.7%) (Garcia-Villanova Ruiz et al., 1987)
Kupus Spanija 7/41 (17.1%) (Garcia-Villanova Ruiz et al., 1987)
Karfiol Holandija | 1/13 (7.7%) (Tamminga et al., 1978)
Karfiol Holandija | 1/23 (4.5%) (Garcia-Villanova Ruiz et al., 1987)
S Cili Spanija 2/26 (7.7%) (Garcia-Villanova Ruiz et al., 1987)
§ Korijander Surinam 5/16 (31.3%) (Tamminga et al., 1978)
§ Endivija Holandija | 2/13 (1.5%) (Tamminga et al., 1978)
3 Moraé Holandija | 2/26 (7.7%) (Tamminga et al., 1978)
“ Mladi luk Italija 4/89 (71.9%) (Ercolani, 1976)
Zelena salata Holandija | 1/28 (3.6%) (Tamminga et al., 1978)
Zelena salata Spanija 2/28 (7.1%) (Garcia-Villanova Ruiz et al., 1987)
PerSun Spanija 1/23 (4.3%) (Garcia-Villanova Ruiz et al., 1987)
Spana¢ Spanija 2/38 (5.2%) (Garcia-Villanova Ruiz et al., 1987)
Povrée Egipat 2/250 (0.8%) (Satchell et al., 1990)
3
E} PerSun Egipat 1/250 (0.4%) (Satchell et al., 1990)
% Salatno povrée | Egipat 3/250 (1.2%) (Satchell et al., 1990)
Klj alI.lCI Malezija | 6/7 (85%) (Arumugaswamy et al., 1994)
II?S“ Ja Kanada | 2/92 (2.2%) (Schlech et al., 1983)
Iélfs‘:zvac Malezija | 4/5 (80%) (Arumugaswamy et al., 1994)
Q Plavi patlidzan USA 2/92 (2.2%) (Heisick et al., 1989a)
S Zelena salata Malezija | 5/22 (22.7%) (Arumugaswamy et al., 1994)
§° Krompi USA 19/70 (27.1%) | (Heisick et al., 1989a)
g Krgﬁpﬁ USA 28/132 (21.2%) | (Heisick et al., 1989b)
S tkvfi’ca USA 25/68 (36.8%) | (Heisick et al., 1989a)
S Rotkvica USA 19/132 (14.4%) | (Heisick et al., 1989b)
~ Paradajz Pakistan | 2/15 (13.3%) (Vahidy, 1992)
Povrée Italija 7/102 (6.9%) (Al-Hindawi and Rished, 1979)
Povrée Spanija 8/103 (7.8%) (De Simon et al., 1992)
. UK 4/64 (6.2%) (MacGowan et al., 1994)
Povrée
o Kupus Maksiko 1/4 (25.0%) (Zepeda-Lopez et al., 1995)
NS E Celer Meksiko | 6/34 (17.6%) (Zepeda-Lopez et al., 1995)
o Korijander Meksiko | 8/41 (19.5%) (Zepeda-Lopez et al., 1995)
© Cress-salata Meksiko | 2/20 (20.0%) (Zepeda-Lopez et al., 1995)
2 Brokoli USA 5/16 (31.3%) (Callister and Agger., 1989)
g Celer USA 10/20 (50%) (Berrang et al., 1989)
5 Zelena salata USA - (Callister and Agger., 1989)
3 Paprika USA - (Callister and Agger., 1989)
A Spanac USA - (Callister and Agger., 1989)

*Podaci preuzeti od International Association of Food Protection.
"Broj pozitivnih od ukupnog broja analiziranih uzoraka; procenat pozitivnih uzoraka.

Feachem i sar., (1983) su sumirali brojne studije o proucavanju prezivljavanja
patogenih mikroorganizama na povrsini povréa i voca. Bakterije, ukljucujuci fekalne

koliforme, Salmonella spp. i Shigella spp. obi¢no prezivljavaju manje od 15 dana na
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povrsini biljaka, ciste E. histolytica manje od 2 dana, enterovirusi manje od 15 dana i
jaja A. lumbricoides manje od 30 dana. U studiji Beuchat, (2002), detaljno je opisano
prezivljavanje patogenih mikroorganizama na povrSini povréa i voca posle zetve,
ukljucujuéi uticaj biofilma na prezivljavanje ovih mikroorganizama.

Krace vreme prezivljavanja patogenih mikroorganizama na usevima, u odnosu
na vodu i zemljiSte, ogleda se u porastu izlozenosti patogena suncevom zracenju i
samim tim isusivanju patogena na povrsini biljke. Istrazivanja Armon i sar., (1994) i
Bastos i Mara, (1995) istiCu da je prezivljavanje patogena na povrSini povrtarskih
biljaka, koje su navodnjavane vodom loseg kvaliteta, slabo. Patogeni mikroorganizmi su
sposobni da prezive i opstanu u zemljiStu i da ponovo kontaminiraju povrtarske biljke
za vreme kiSnih padavina (Bastos i Mara, 1995). E. coli O157:H7 prezivljava na
povrsini ubrane zelene salate do 15 dana kada se ona cuva na temperaturi od 4°C
(Beuchat, 1999) i1 na povrSini ubranih svezih i zamrznutih jagoda najmanje 1 mesec
(Knudsen i sar., 2001; Yu i sar., 2001).

Ispitivanja, koja se odnose na period prezivljavanja E. coli O157:H7 na biljkama,
su vrsena u laboratorijskim i staklenickim uslovima gajenja. Stine i sar., (2003) su
ustanovili da ovaj patogen moze da opstane duze od 2 nedelje na inokulisanoj povrsini
dinje, a u uslovima vecée vlaznosti period prezivljavanja ovog patogena se povecava.
Sadnice zelene salate, gajene na zemljiStu navodnjavanom kontaminiranom vodom sa E.
coli O157:H7, su imale znatno vecu koncentraciju patogena cak i posle viSe dana
gajenja (Wachtel i sar., 2002a). U sliénom ogledu koji je trajao 40 dana, biljke zelene
salate su navodnjavanje kontaminiranom vodom sa E. coli Ol57:H7 postupkom
orosavanja. Nakon 20 dana od poslednjeg navodnjavanja, devet od 11 biljaka je bilo
pozitivno na ovaj patogen (Solomon i sar., 2002). Eksperiment, gde su biljke zelene
salate samo jedanput navodnjavane oroSavanjem kontaminiranom vodom sa E. coli
0157:H7 (10°CFU/ml vode) tokom gajenja (30 dana), je pokazao prisustvo ove bakterije
u zelenoj salati u periodu Zetve. Ibekwe i sar. (2004) su pomoc¢u metode zasejavanja na
hranljivim podlogama kao i real-time PCR metode ispitivali vreme opstanka E. coli
O157:H7 u filosferi zelene salate navodnjavane kontaminiranom vodom (10’CFU/I)
sistemom kap-po-kap. Rezulatati njihovih istrazivanja su pokazali da E. coli OI57:H7

moze da opstane duze od 12 dana u filosferi biljaka.
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Islam i sar. (2004) su ustanovili da je mrkva, gajena u zemljiStu nadubrenim sa
E. coli O157:H7 kontaminiranim stajnjakom, bila pozitivna na ovaj patogen 84 dana
nakon rasadivanja. Kod luka, ova bakterija je detektovana 49 dana nakon razvoja
biljaka, ali u mnogo manjoj koncentraciji nego kod mrkve. Visoka koncentracija ¢elija
ovog patogena je detektovana u rizosfernom zemljistu oko biljaka luka i mrkve.

E. coli O157:H7 moze da opstane na zelenoj salati i perSunu duze od 77 dana
nakon rasadivanja u polju ukoliko su biljke tretirane sa kontaminiranim stajnjakom,
kompostom ili vodom za navodnjavanje (Islam i sar., 2004).

S. enterica serotip Thompson kolonizuje i zahvata cele listove korijandera veé 6
dana nakon inokulacije, a koncentracija ovog patogena na listovima u velikoj meri
zavisi od temperature i relativne vlaznosti (Brandl i Mandrell, 2002). U poljskim
uslovima gajenja, gde su biljke tretirane kompostom i vodom za navodnjavanje
kontaminiranim sa S. enterica serotip Typhimurium, bakterija opstaje 63 dana na zelenoj
salati i 231 dan na perSunu, a sli¢ni rezultati su dobijeni sa mrkvom i rotkvicom (Islam i
sar., 2004). Natvig i sar., (2002) su detektovali S. enterica Typhimurium u listovima
rukole posle 17 nedelja gajenja u zemljistu kontaminiranim stajnjakom.

Kada patogena bakterija dospe u zemljiste, ono moze postati rezervoar patogena
ali treba imati u vidu veoma dinamicne ekoloski uslove u polju, stoga vreme
prezivljavanja E. coli O157:H7 u zemljistu i salati kao i procenu rizika treba bazirati pri

definisanim uslovima gajenja u laboratoriji (Oliveira i sar., 2012).

2.4, Epidemije izazvane kontaminiranim biljkama

Broj registrovanih infekcija ukazuju na porast infekcije ljudi i bolesti izazvanih
patogenim bakterijama koje su prisutne na sveZem povréu i vocu (Heaton i Jones, 2008;
CDC, 2006¢; Anon 2007; CDC 2006a).

Infekcije i bolesti kod ljudi zavise ne samo od vrste patogena koji su prisutni na
kontaminiranom povréu i vocu, ve¢ i od njegove infektivne doze (Tabela 6). Neki
patogeni su ekstremno virulentni i samo nekoliko ¢elija je dovoljno da bi doslo do
pojave bolesti, dok su neki virulentni samo u ve¢im dozama.

Na infektivnu dozu uti¢u mnogi faktori, kao $to je zdravstveno stanje i starostna
dob ljudi i posbno visoko rizi¢na populacija su HIV pozitivne osobe, oboleli od kancera,

trudne Zene, starije osobe i deca (Gerba i sar., 1996).
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Table 6. Infektivne doze nekih patogena koje izazivaju bolest zdravih ljudi

Mikroorganizam Infektivna doza Referenca

Salmonella spp. 10* ¢elija D’Aoust et al., 2001

C. jejuni. <1000 ¢elija Nachamkin, 2001

L. monocytogenes >100 ¢elija/g* Swaminathan, 2001

E. coli 0157 4-20 (<50) CFU Strachan et al., 2001

Y. enterocolitica >10* CFU Robins-Browne, 2001
Virus 1-10 virusnih Cestica Vasickova et al., 2005
Giardia lamblia 10-100 cista Smith & Grimason, 2003

*Broj u kontaminiranoj hrani odgovoran za pojavu obolenja

Brojne epidemije su povezane sa kontaminacijom povréa i voéa (Beuchat, 2002;
Long i sar., 2002; Seymour i Appleton, 2001). Epidemije izazvane E. coli O157:H7 u
USA (Montana i Konektikat), zatim S. sonnei u Svedskoj i ostalim evropskim
zemljama, u Kentakiju i Svedskoj su u vezi sa konzumiranjem zelene salate (Ackers i
sar., 1998; Hilborn i sar., 1999; Nygard i sar., 2001). Paradajz je odgovoran za
epidemije velikih razmera, izazvane infekcijama Salmonella spp. tokom 1990, 1993 i
1999 u USA (Cummings i sar., 2001; Hedberg i sar., 1999). Salmonella spp., E. coli
O157:H7, B. cereus, L. monocytogenes, Y. enterocolitica, 1 Shigella spp. su bile uzrok
bolesti izazvanih konzumiranjem kontaminiranih klica biljaka (Anonymous, 1999a,
1999b; Mahon i sar., 1997; Taormina i sar., 1999; Watanabe i sar., 1999). U epidemiji
koja je povezana sa konzumiranjem rotkvice, kontaminirane sa, £. coli O157:H7 u
Japanu je obolelo oko 10000 ljudi (Michino i sar., 1999). Krastavac, zelena salata, mladi
luk, perSun, spana¢, kokosov orah, korijander i celer kontaminirani sa patogenim
bakterijama su takode, bili uzroci pojave epidemija (Anonymous, 1999a; Anonymous,
2001; Campbell i sar., 2001; Dentinger i sar., 2001; Teoh i sar., 1997).

Zelena salata “’Iceberg’” uvezena iz Spanije tokom 2005. godine, prouzrokovala
je infekciju potroSaca sa S. typhimurium Sirom Velike Britanije i Finske. Ova bakterija
je bila prisutna u otpadnoj vodi koja je koriS¢ena za navodnjavanje zelene salate
(Takkinen i sar. 2005). Infekcije sa E. coli O157:H7 u Svedskoj tokom 2005. godine su
povezane sa zelenom salatom navodnjavanom iz vodotoka kontaminiranog govedim

fecesom (Soderstrom i sar. 2005). Hilborn 1 sar. (1999) su epidemiju sa E. coli O157:H7
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pripisali zelenoj salati navodnjavanoj vodom kontaminiranom sa polja koje je koris¢eno
za ispaSu goveda. Epidemije u svetu i mikroorganizmi uzro¢nici epidemija u 2004.,

2005. 1 2006. godini, prikazani su u Tabeli 7.

Tabela 7. Epidemije izazvane kontaminiranim svezZim proizvodima u periodu 2004 -
2006. godine (Heaton and Jones, 2008)

Mikroorganizam Usev Broj Zemlia Izvor
(uzrocnik) inficiranih 4 kontaminacije
2004. godina
S. Thompson Rukola (Eruca sativa) 12 Norveska  Uvoz iz Italije
S\ Newpart G et 386 UK ?
Iceberg
Hepatitis A Miladi Tuk 400 Us Losa higijena
tokom Zetve
2005. godina
E. coli O157:H7 Zelena salata 120 Svedska Tekuc.a'l Vi
(bujice)
S. typhimurium Zelena salata 96 UK Uvoz iz Spanije
S. typhimurium Zelena salata 56 Finska Otpadna voda
S. Javiana Paradajz 561 usS Post zetveno
pranje
Norovirus Malina 500 Danska Uvoz iz Poljske
Norovirus Malina 5 Francuska = Nepoznat uvoz
2006. godina
E. coli O157:H7 Spanas 199 Us ol
navodnjavanje
E. coli O157:H7 Zelena salata 77 uUsS ?
E. coli O157:H7 Zelena salata 87 usS ?
: USA i
Lo 9
S. typhimurium Paradajz 185 Kanada 7
S. Newport Paradajz 106 USA ?
Norovirus Malina 43 Svedska Uvoz iz Kine

U periodu april-maj 2000. godine u Kaliforniji, VaSingtonu, Nevadi, Novom
Meksiku, Oregonu i Koloradu registrovana je epidemija uzrokovana S. Poona (47
obolelih). Uzrok epidemije su bile rebraste dinje uvezene iz Meksika, a ista bakterija je
bila odgovorna za §iru epidemiju iz perioda mart-maj 2002. godine u mnogim saveznim
drzavama SAD i Kanadi. Kao i u prethodnoj epidemiji, uzrok je bio konzumiranje
kontaminiranih rebrastih dinja iz Meksika (FAO/WHO, 2003b). Pojava salmoneloze se
vezuje i sa mladim lukom, malinama, rotkvicama, zelenom salatom i lubenicama

(Cooley i sar., 2003). Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. typhimurium) je
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humani patogen odgovoran za mnoge epidemije nastale konzumiranjem zelene salate,

(Horby 1 sar., 2003). Pregled epidemija, gde su uzrocnici bili patogene bakterije u

periodu 2000 — 2007. godine prikazan je u Tabeli §.

Tabela 8. Svezi proizvodi povezani sa epidemijama izazvanim sa Salmonella,
Escherichia coli, Campylobacter u periodu 2000 - 2007. godine

Godina | Patogen Povrée / Proizvod (Vektor) | Reference

2004 S. Newport Zelena salata Gillespie (2004)
2004 S. Thompson Rukola (Eruca sativa) Nygard et al. (2004)
2004 S. Braenderup Paradajz CDC (2005)

2004 S. Javiana Paradajz Anon (2005a)

2005 S. typhimurium DTI104 | Spanska zelena salata Takkinen et al. 2005
2005 S. typhimurium DT104 | Zelena salata Anon (2005a)

2005 S. enteritidis Klijanci pasulja Anon (2005b)

2006 S. Newport Paradajz Anon (2007)

2006 S. Typhimurium Paradajz CDC (2006a)

2007 S. Senftenberg Bosiljak Pezzoli et al. (2007)
2003 E. coli O157:H7 Krastavac Duffell et al. (2003)
2003 E. coli O157:H7 Zelena salata Anon (2005a)

2005 E. coli O157:H7 Zelena salata Soderstrom et al. (2005)
2006 E. coli O157:H7 Spanaé CDC (2006b)

2006 E. coli O157:H7 Zelena salata CDC (2006¢)

2000 C. jejuni Zelena salata Anon (2005a)

2001 C. jejuni Oranz dus Anon (2005a)

2.5. Kolonizacija i mehanizmi biljno-mikrobne interakcije

Povrée i voce, kolonizuje velika grupa raznovrsnih mikroorganizama, kao $to su
bakterije, kvasci i gljive koji najces¢e uzrokuju njihovo kvarenje (Lindow 1 Brandl,
2003). Humani patogeni mogu takode dospeti do povrca i kolonizovati povrSinu biljaka,
odnosno povrsinski se vezati npr. za rukolu i rotkvicu (Natvig i sar., 2002) zelenu
salatu, perSun (Islam i sar., 2004a, 2004b). Transport humanih patogena u biljno tkivo je
primecen kod razli¢itih povrtarskih biljaka (Itoh i sar., 1998; Jablasone i sar., 2005;
Solomon i sar., 2002; Wachtel i sar., 2002a, 2002b; Warriner i sar., 2003a, 2003b).

Solomon i sar. (2002) su, koriste¢i inokulum sa ve¢om koncentracijom E. coli
O157:H7 u kontaminiranoj vodi konstatovali prodiranje bakterije u vaskularni sistem

zelene salate do jestivih delova biljke. Adherencija, (prijanjanje) prodiranje i transport
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E. coli O157:H7 u jestive biljne delove zelene salate koja je gajena u zemljistu
dubrenim sa kontaminiranim stajnjakom, prisustvo bakterija detektovano je metodom
zasejavanja maceriranog biljnog tkiva na selektivne hranljive podloge, kao i primenom
laser-skening-komfokalne (CLSM) i epifluorescentne mikroskopije, ali pouzdani podaci
o broju bakterija unutar biljnog tkiva nisu dobijeni (Wachtel i sar., 2002a).

Ipak, najveci broj bakterija je vezan za koren, i nema velikih razlika izmedu
unutras$nje i povrSinske kontaminacije kada su ispitivanja bazirana na zasejavanju
biljnog tkiva na selektivne hranljive podloge. Jablasone i sar., (2005) su pokazali da je
mogué prodor E. coli O157:H7 i S. typhimurium u biljno tkivo. Oni su vrsili povrSinsku
sterilizaciju biljaka, a kvantifikaciju bakterija odredivali zasejavanjem biljnog materijala
na selektivne hranljive podloge. Pozitivni uzorci na prisustvo ovih bakterija su
konstatovani 9 dana nakon inokulacije biljaka, ali je broj bakterija bio prili¢cno mali, Sto
je bilo blisko detekcionom limitu za ove bakterije.

Istrazivanja Barak i sar., (2003) ukazuju da sojevi S. enferica mnogo lakse
adheriraju na klicama lucerke od E. coli O157:H7. Istrazuju¢i odnos izmedu
Salmonella spp. iz vode 1 paradajza koji se gaji u hidroponskim uslovima, Guo i sar.,
(2002) su dokazali da posle izlaganja korena biljke vodi sa odredenom koncentracijom
Salmonella spp., u roku od jednog dana, broj bakterija na hipokotilima, kotiledonima
kao 1 u stablu biljke dostize vrednosti od 3,01 CFU/log10 do 3,40 CFU/log10 po gramu.

Howard i Hutcheson, (2003), ukazuju da je bakterijska kolonizacija korena
biljaka slozen geneticki proces i da bi Pseudomonas fluorescens kolonizirao koren
biljke neophodno je prisustvo sekretornog sistema proteina tip III (TTSS). Smatra se da
Pseudomonas fluorescens koristi TTSS sistem u cilju postizanja prednosti nad ostalim
bakterijama iz rizosfere tako Sto translocira efektorske molekule u citoplazmu celija
domacina. Ova translokacija ima za posledicu lucenje nutritijenata u rizosferu. TTSS
sistem je neophodan za rast brojnih bakterija koje egzistiraju na biljkama, pa tako i
fitopatogene bakterije Pseudomonas syringae. Smatra se da, pored stimulacije lucenja
nutritijenata, efektorski proteini TTSS sistema umanjuju i odbrambeni odgovor ¢elija
domacina. Autori su kod Salmonella enterica dokazali da se eksprimiraju dva razlicita
TTSS sistema koje kodiraju delovi njenog genoma odgovorni za patogenost oznaceni sa
SPI1 1 SPI2. TTSS funkcija koja je povezana sa SPI1 kodira invaziju ¢elija domacina,

dok se SPI2 eksprimira nakon invazije ¢elija domacina. Zanimljivo je ista¢i da barem
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jedan od izlucenih efektorskih proteina translociranih preko SPII/TTSS sistema
pokazuje homolognost sa izlu¢enim efektorskim proteinima mnogih fitopatogena.

Istrazivanja, vrSena tehnikama markiranja *’green fluorescent protein’’ (GFP) i
konfokalne mikroskopije (CLSM), daju jasniju sliku kolonizaciji biljnog tkiva koja
moze biti povrSinska i endofitna.

Povrsinska kolonizacija biljaka — Ispitivanja su pokazala razvoj E. coli
OI57:H7 (Wachtel i sar., 2002a), S. enterica (Charkowski i sar., 2002) i L.
monocytogenes (Gorski i sar., 2004) na ivicama oSte¢ene semene opne tokom klijanja
semena. Adhezija humanih patogena za koren biljke u laboratorijskim uslovima je
slicna modelu biljno-asocijativnih  bakterija (Romantschuk, 1992). Takode je
konstatovano da S. enterica obrazuje velike mikrokolonije (agregacije) na korenovim
dlacicama lucerke u poredenju sa E. coli O157:H7 koja se uglavnom javlja sa
pojedinacnim ¢elijama ili mikrokolonijama (Charkowski i sar., 2002). Slede¢i korak u
adherenciji 1 autoagregaciji izrazena je kod S. enterica. Smatra se da je autoagregacija
bakterijskih ¢elija povezana sa sintezom celuloznih fibrila, Sto je i dokazano kod A.
tumefaciens 1 R. leguminosarum (Matthysse i sar., 1981; Smit i sar., 1987). Takode, S.
enterica ima sposobnost sinteze celuloznih fibrila (Zogaj 1 sar., 2001), ali njihova
funkcija nije povezana sa bakterijskom adherencijom ili agregacijom u rizosferi.

Istrazivanja lokalizacije humanih patogena su vrsena na biljkama koje su gajene
u zemlji$tu 1 u laboratorijskim uslovima. Pracenjem kolonizacije korena Arabidopsis
thaliana bakterijama E. coli O157:H7 1 S. enterica. u laboratorijskim uslovima pokazano
je da su bakterije bile koncentrisane oko vrhova korena i mestima grananja lateralnih
korenova u ranom periodu razvoja biljke, a u kasnijem periodu biljnog razvoja, koren
Arabidopsis thaliana je bio ravnomerno kolonizovan ovim bakterijama (Cooley 1 sar.,
2003). Isti autori su inokulisali seme sa S. enferica mutantima koji su imali smanjen
broj flagela i uocili da je kolonizacija bila znatno oslabljena, §to ukazuje da pokretljivost
ima vaznu ulogu u kolonizaciji biljaka.

U eksperimentu gde su klijanci zelene salate gajeni u zemljiStu koje je
navodnjavano suspenzijom £E. coli 0157:H7, detektovano je njeno prisustvo na

razli¢itim delovima korena, ukljucujuci i epidermalne celije (Wachtel i sar., 2002a).
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Endofitna kolonizacija biljaka - Itoh i sar., (1998) su pomocu fluorescentne i
skening-elektron mikroskopije (SEM) uspeli da dokazu endofitnu kolonizaciju klica
rotkvice sa bakterijom E. coli O157:H7 i na mikrografijama pokazu prisustvo bakterije
u ksilemskim sudovima. Mikrografije dobijene konfokal laser skening mikroskopijom
dokazuju sposobnost bakterije S. enterica serovar Stanley da dospe u unutraS$njost
neostecenih klica lucerke (Gandhi i sar., 2001).

Endofitna kolonizacija vaskularnog sistema klica pasulja sa E. coli i S. enterica
je potvrdena posle povrsinske sterilizacije biljaka i in situ bojenjem (Warriner i sar.,
2003b). Autori smatraju da bakterije dospevaju u biljku kroz pukotine u epidermisu ili
napukline koje su rezultat izbijanja lateralnih korenova. Sli¢ne rezultate su dobili Dong i
sar., (2003) proucavajuci interakciju E. coli K-12, K. pneumoniae i razli€itih serotipova
S. enterica sa sadnicama lucerke. Mikrografije, dobijene konfokalnom mikroskopijom,
su pokazale da su mesta izbijanja lateralnih korenova bila najvise kolonizovana, a K.
pneumoniae je bila najbolji endofitni kolonizator. Zapazene su i znacajne razlike u
endofitnoj kolonizaciji razli¢itih serotipova S. enterica, $to ukazuje na specificnost soja
za adherenciju prema biljkama.

Proucavanje Warriner i sar., (2003b) su pokazala da bioluminiscentne Celije E.
coli mogu endofitno kolonizovati koren spanaca kada se biljke razvijaju iz inokulisanog
semena u zemljiStu, §to upucuje da prodiranje bakterija u unutra$njost nije iskljucivo in

vitro fenomen, ve¢ da se moze desavati i kod gajenja na otvorenom polju.
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Sema 2. Sematski prikaz odredenih faktora adhezije kod bakterija
(Nereus Gunther, U.S.Dep.of Agriculture, Agricultural Research Service, Wyndmoor)
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Tabela 9. Glavni faktori vezivanja bakterija za biljku (K. Matthews, 2006)

Faktori vezivanja

Vrsta bakterije

Referenca

Afibrilarna adhezija

R. leguminosarum

A. tumefaciens
Azospirillum brasilense
Erwinia chrysanthemi

Smit et al., 1989.
Swart et al., 1994.
Burdman et al., 2001.
Rojas et al., 2002.

Celulozni fibrili

R. leguminosarum
A. tumefaciens

Smit et al., 1987.
Matthysse et al., 1981.

Polisaharidi

Azospirillum brasilense
Azospirillum lipoferum

A. tumefaciens

E. coli 0157:HT*

Del Gallo et al., 1989.
Del Gallo et al., 1989.

Matthysse, 1987,
Matthysse and McMahan, 2001

Hassan and Frank, 2004.

Bakterijski lektini

B.japonicum

R. leguminosarum

Ho et al., 1990.;
Loh etal., 1993.

Ausmees et al., 2001.
Sudakevitz et al., 2002.;

Ralstonia solanacearum Sudakevitz et al., 2004.
Fimbrie
Tip 1 K. pneumoniae Haahtela et al., 1985.
Enterobacter agglomerans Haahtela et al., 1985.
Tip 111 K. mobilis Korhonen et al., 1983.
Tip IV X. vesicatoria Ojanen-Reuhs et al., 1997.
Pili P. syringae pv. phaseolicola gi:ﬁg ZLZI'[’JE;:E' ’2 000.:
P. fluorescens Vesper, 1987.
A. tumefaciens Gelvin, 2003.
Flagele Azospirillum brasilense Croes et al., 1993.

L. monocytogenes

Gorski et al., 2003.

*Predpostavljen factor vezivanja.

Humani patogeni, prisutni na biljkama, koriste mehanizme vezivanja slicne

onima kod biljno-asocijativnih bakterija.

Slicnosti humanih patogena 1 biljno-

asocijativnih bakterija u biohemijskom profilu spoljasnje povrsine bakterija i nacinu

adhezije mogu posluziti kao osnova za fundamentalne studije o kolonizaciji biljaka

patogenim bakterijama. Tipovi adhezije kod bakterija su predstavljeni na Semi 2.

Humane patogene bakterije stvaraju strukturne adhezione komponente koje

imaju ulogu u pripajanju za ¢eliju domacina, kao i njihovoj patogeneosti i virulentnosti.
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Adhezione komponente, fimbrije, pili i flagele, su najbolje okarakterisani faktori
adherencije kod enterobakterija. One imaju znacajnu ulogu u interakciji biljno-
asocijativnih bakterija sa domacinima. Pregled nekih faktora adhezije kod biljno-
simbioznih 1 humanih patogenih bakterija dat je u Tabeli 9.

Znacaj strukturnih adhezionih komponenti u vezivanju enteropatogena za biljke
jos uvek nije potpuno razja$njen. Dalja proucavanja bakterija, kao Sto su: Klebsiella
spp., Enterobacter spp. i Pseudomonas spp. koje mogu kolonizovati i biljke i Zivotinje,
¢e svakako doprineti rasvetljavanju ovog pitanja.

Iako je elektronska mikroskopija Cesto koriS¢ena da se vizuelno uoci strukturna
adhezija patogenih bakterija koje rastu u Cistoj kulturi, ona se jos uvek retko primenjuje
za ispitivanja strukturnih faktora adherencije bakterija.

Transmisija bakterija kroz biljku - Guo i sar. (2001, 2002) su izveli niz
eksperimenata sa S. enterica i paradajzom. U eksperimentu gde je paradajz inokulisan u
fazi pre 1 posle pocetka cvetanja od ukupno 30 plodova paradajza, 11 je bilo pozitivno
na prisustvo ovog patogena. Unutra$nji sadrzaj ploda kod 6 od ukupno 11 plodova je
bio kontaminiran S. enferica, $to ukazuje na kretanje ovog patogena kroz biljku. Drugi
eksperiment istih autora je bio fokusiran na usvajanja S. enterica u hidroponskim
uslovima gajenja paradajza. Posle jednog dana izlaganja klijanaca kontaminiranom
rastvoru, patogen je detektovan u hipokotilima, kotiledonima i stablima klijanaca
paradajza. Nakon 9 dana, listovi, stabla, hipokotili i kotiledoni biljaka su imali visok
broj S. enterica, $to dokazuje sposobnost enterobakterija da budu prenete u biljke, pri
uzgajanju biljaka u kontaminiranoj sredini.

Asocijacija E. coli O157:H7 sa zelenom salatom je istrazivana od strane mnogih
naucnika, kako zbog komercijalnog znacaja salate, tako i zbog cestih epidemija
uzrokovanih ovom bakterijom (Ackers i sar, 1998; Hilborn i sar., 1999).

Posle 10 dana gajenja zelene salate u zemljiStu inokulisanom razli¢itim
koncentracijama E. coli O157:H7 (10°~10°logCFU/ml), detektovana je visoka
koncentracija bakterija u korenovima, hipokotilima i kotiledonima biljaka, bez obzira na
primenjenu koncentraciju inokuluma (Wachtel i sar.,2002a). Konfokalna mikroskopija
je pokazala vezanost bakterija za parenhimske celije oko stoma (éelije koje regulisu
otvaranje stoma), kao i prisustvo bakterija u sprovodnim sudovima hipokotila, Sto

ukazuje na transmisiju bakterija kroz ksilemske sudove.
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U eksperimenti sa klijancima zelene salate, koji su gajeni u zemljiStu dubrenim
sa E. coli O157:H7 kontaminiranim stajnjakom, nakon ubiranja, i povrSinske
sterilizacija klijanaca sa HgCl,, mikrobioloska analiza je pokazala da su klijanci bili
pozitivni na prisustvo E. coli O157:H7. Slican ogled je vrSen sa odraslim biljkama
zelene salate koje su navodnjavane E. coli O157:H7 kontaminiranom vodom i dubrene
E. coli O157:H7 kontaminiranom osokom, gde se vodilo racuna da ove materije (voda i
osoka) dospeju direktno na korenov sistem biljaka, nakon 5 dana od navodnjavanja i
dubrenja, bakterije su detektovane u listovima zelene salate. Ova ispitivanja potvrduju
transport celije E. coli OI57:H7 kroz korenov sistem u unutras$njost biljke i putem

ksilemskih sudova do lista biljke, odnosno njenog jestivog dela (Solomon i sar., 2002).
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3.CILJ

Mikrobioloski kvalitet vode za navodnjavanje ima veliki znacaj u proizvodnji
zdravstveno bezbedne hrane, imajué¢i u vidu da je navodnjavanje okarakterisano kao
jedan od izvora patogenih mikroorganizama odgovornih za neke bolesti.

U Srbiji postoji veoma malo podataka o mikrobioloskom kvalitetu voda za
navodnjavanje, a problemu zagadenih, odnosno mikrobioloski kontaminiranih voda, se
ne poklanja dovoljno paznje. Poseban problem predstavlja nepostojanje standarda o
mikrobioloskom kvalitetu voda koje se koriste za navodnjavanje, §to doprinosi riziku u
proizvodnji zdravstveno bezbedne hrane.

Cilj ove doktorske disertacije je ispitivanje kvaliteta voda za navodnjavanje, kao
i onih voda koje se potencijalno mogu koristiti za navodnjavanje, na nekoliko razlicitih
lokacija u Srbiji i primenom razli¢itih metoda za detekciju prisustva koliformnih
bakterija. Takode, cilj disertacije je i identifikacija patogenih bakterija u vodama i
stvaranje kolekcije ovih mikroorganizama.

Voce i povrée, koje se uglavnom konzumira u sveZzem stanju, moze se
kontaminirati u lancu proizvodnje hrane od razliCitih izvora, a cilj ove disertacije je
ispitivanje prenosSenja patogenih bakterija iz vode za navodnjavanje do biljke u
laboratorijskim uslovima. Cilj je da se detekcija patogenih mikroorganizama i transport
patogena iz vode do biljke izvr$i PCR metodom i metodom 3D Konfokal laser skening
mikroskopije (CLSM).

Jedan od ciljeva disertacije je i pracenje povrSinske i endofitne kolonizacije
korena razliCitih vrsta biljaka sa razli¢itim bakterijama (Salmonella enterica serotip
typhimurium, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Ochrobactrum  anthropi, Roseomonas spp., Herbaspirillum frisingense) u
laboratorijskim uslovima u *’monoxenic’’ modelu sistema gajenja (jedna biljna vrsta-
jedan soj bakterije). Jedan od ciljeva je bio primena Fluorescence in situ hybridization
(FISH) metode detekcije bakterija u biljnom tkivu. Cilj je bio da se ispita kolonizacija
kod zelene salate (Lactuca sativa), spanaca (Spinacia oleracea), perSuna (Petroselinum
crispum), mrkva (Daucus carota subsp. sativus); celera (Apium graveolens), paradajza

(Lycopersicon esculentum), i kukuruza Seceraca (Zea mays var. saccharata).
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4. MATERIJAL I METOD

Istrazivanja u ovom radu, su obavljena u laboratoriji Katedre za ekoloSku
mikrobiologiju, Poljoprivrednog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Jedan deo
eksperimentalnih istrazivanja je realizovan u mikrobioloskim laboratorijama School of
Bilogical Sciences, University of Reading, UK i laboratorijama Research Unit Microbe-
Plant Interactions, German Research Center for Environmental Health (GmbH),
Helmholtz Zentrum Munchen, Nemacka. Takode, deo mikrobioloskih analiza obavljen

je u Zavodu za zastitu zdravlja >’ Timok’’ u Zajecaru.

4.1. Odredivanje broja i identifikacija patogenih bakterija u vodi

Voda za mikrobioloSke analize je uzorkovana sa Cetiri lokaliteta: Ogledno
Skolsko dobro u Radmilovcu, meliracioni kanal u Surcinu, melioracioni kanal u
Negotinu i kanali sliva Galovice u Sremu. Uzorci su uzeti asepti¢no, a uzorkovanje je
vrseno tokom 2005; 2006; 2007; 2008 1 2009 godine.

0.8.D. Radmilovac - Ogledno $kolsko dobro >’Radmilovac” u sklopu
Poljoprivrednog fakulteta, locirano je 8 km severo-istocno od Beograda. Ukupna
povrsSina oglednog dobra iznosi oko 86 ha od kojih je 30 ha pod usevom zitarica,
povréa, voca i vinograda. Na ovom oglednom dobru postoje Cetiri prirodna vodotoka

koja bi se potencijalno mogla koristiti za navodnjavanje

Slika 1. Satelitski snimak O.S.D. Radmilovac
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Voda je uzorkovana iz: vodotoka >’Sugavac’> na mestima gde voda ulazi u
dobro i gde izlazi (gornji i donji deo), zatim dva otvorena bunara (OBl i OB2),
zatvorenog bunara (ZB), javne ¢esme (JC) 1 pet pijezometra (P2, P3, P4, P51 P6) (S 1).

Povrsinske vode su uzorkovane u periodu proleca, leta i jeseni 2005 i 2006
godine, a podzemne vode iz pijezometra P6 uzorkovane su 23.07.2006., jer u ostalim
terminima (28.08., 24.10. 1 07.12. 2006) u njemu nije bilo vode. Mesta, uzorkovanja su

prikazana su na Slici 2.

,/ Otvoreni bunar 2

bunar 1

&5 s avied [ i

Slika 2. Mesta gde su vrSena uzorkovanja vode na lokaciji Radmilovca
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Odredivanje broja i identifikacija bakterija - Broj ukupnih i fekalnih
koliformnih bakterija u vodi odreden je MPN metodom uz koris¢enje McCrady-evih
statistickih tablica radi interpretacije rezultata i dobijanja najverovatnijeg broja
bakterija.

Uzorci vode su uzeti u sterilne posude, i to na nacin da se dobije kompozitni
(reprezentativni) uzorak ¢ija je zapremina iznosila oko 200 ml. U cilju predobogacenja,
20 ml uzorka vode je asepticno dodato u 180 ml puferisane peptonske vode (Torlak,
Srbija) i homogenizovano na orbitalnom Sejkeru 30 minuta na temperaturi 37°C.
Sterilnom pipetom je uzet 1ml uzorka vode i naprevljena je serija razredenja 10"-10° u
puferisanoj peptonskoj vodi. Uzet je po 1ml svakog razredenja i asepticno odpipetiran u
epruvete sa po 10ml MacConkey bujona (Merck, Germany) u 3 ponavljanja. Epruvete
su inkubirane na 37°C tokom 24" za ukupne koliformne i na 44°C tokom 24" za fekalne
koliformne bakterije. Epruvete koje su pokazale promenu boje od purpurne do Zuto-
mrke boje (zemljane boje) su uzete kao pozitivne. Broj pozitivnih epruveta za svako
razredenje je obracunat pomo¢u McCrady-evih tablica da bi se dobio broj bakterija u
Iml uzorka vode. Broj koliformnih bakterija obracunat na 100ml i izraZzen kao

CFU/100ml uzorka vode.

MacConkey bujon (MacConkey, 1908.)
Peptone from gelatine 20.0g

Lactose 100 g
ox bile, dried 50g
bromocresol purple 0.01g
Destilovana voda 1000 ml

pH: 7.3+ 0.2 na 25 °C.

Zasejavanje je vrseno i na visoko-selektivne i specificne hranljive podloge.

Za izolaciju i diferencijaciju E. coli i drugih laktoza-fermentujucih od laktoza-
nefermentujucih enterobakterija, koris¢en je Eosin Methylene Blue Agar (EMB Agar)
(Biomerieux, France). Zasejane ploge sa podlogom su inkubirane na 37°C tokom 24",
Kolonije prec¢nika 2-3 mm, zeleno-metalik boje, koje odbijaju svetlost i imaju tamno

purpurni centar koji propusta svetlost su procenjene kao E. coli.
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m-Aeromonas Selective Agar Base

(Havelaar et al., 1987) Salmonella Shigella Agar

Tryptose 50¢g Peptones 10.0 g
Dextrin 114¢g Lactose 100 g
yeast extract 20g ox bile 85¢g
sodium chloride 30g sodium citrate 10.0 g
potassium chloride 20¢g sodium thiosulfate 85¢g
magnesium sulfate 0.1g ammonium iron (III) citrate 1.0 g
Iron chloride 0.06 g brilliant green 0.0003 g
Bromothymolblue 0.08 g neutral red 0.025 g
sodium desoxycholate 0.lg agar-agar 120 ¢
agar-agar 13.0¢g Destilovana voda 1000 ml
Destilovana voda 1000 ml pH: 7.0 + 0.2 na 25 °C.

pH: 8.0+ 0.2 na 25 °C
Autoklavira se na 121°C u trajanju 15 min.

Ne aut oklavira se.

Eosin Methylene Blue Agar (Levin, 1921.)

Peptones 10.0 ¢ Selenit Bujon (Leifson, 1936)
di-potassium hydrogen phosphate 2.0 g Peptone from meat 50g
Lactose 50g lactose 40g
Sucrose 50g sodium selenite 40¢g
eosin Y, yellowish 04¢g di-potassium hydrogen phosphate 3,5 g
methylene blue 007 g potassium dihydrogen phosphate 6.5 g
dgaragdn 135¢g Destilovana voda 1000 ml
Destilovana voda 1000 ml pH: 7.0 + 0.2 na 25 °C

pH: 7.1+£0.2na25°C Ne autoklavira se.

Autoklavira se na 121°C u trajanju 15 min.

Detekcija 1 izolacija Salmonella spp. 1 Shigella spp. je vrSena obogacenjem u
Selenite Broth (Biomerieux, France). Epruvete sa 10 ml Selenite Broth su zasejane sa
Iml inokuluma i prvo inkubirane na 35°C tokom 18-24" Iz epruveta sa zamucéenim
bujonom je ezom zasejan inokulum na ploce sa Salmonella/Shigella Agarom (SS Agar)
(Biomerieux, France). Zasejane petri-kutije su inkubirane 24" na temperaturi 35°C.
Bezbojne kolonije sa crnim centrom (H,S") su tipi¢ne za Salmonella spp.

Ispitivanje prisustva Aeromonas spp. je vrSeno zasejavanjem na visoko-
selektivnoj hranjivoj podlozi m-Aeromonas Selective Agar Base (Merck, Germany) uz
dodatak podlozi m-Aeromonas Selective Supplement (Merck, Germany). Zasejane
petri-kutije su inkubirane na 30-35°C tokom 24" Na ovoj podlozi Aeromonas spp.
obrazuje kolonije zute boje, veli¢ine 0.5-1.5mm u precniku.

Bakterije sa karakteristicnim kolonijama su izolovane, a njihove ¢iste kulture su

dobijene metodom iscrpljivanja.
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Identifikacija je vrSena na osnovu morfoloskih karakteristika kolonija, ¢elija,
ekoloskih i biohemijskih osobina i dalje identifikacija pomo¢u API 20E i API-WEB
(Biomerieux, France).

Melioracioni kanal u Sur¢inu - Melioracioni kanal u Sur¢inu se jednim svojim
delom nalazi u sklopu komercijalnog poljoprivrednog gazdinstva ’’Salat Centar’’
specijalizovanog za gajenje povréa. Ovaj kanal je lociran oko 10km severno od
Beograda. Voda iz dela kanala, koji proti¢e kroz gazdinstvo *’Salat Centar’’ (Slika 3), je

tokom trogodi$njeg ogleda koriS¢ena za navodnjavanje oglednih biljaka krompira.

Slika 3.Deo melioracionog kanala u Surc¢inu koji protice kroz ’Salat Centar’’

Uzorci vode za mikrobioloske analize uzimani su tokom vegetacionog perioda
2006, 2007 1 2008. godine. Voda je uzorkovana u periodima pre navodnjavanja biljaka,
za vreme navodnjavanja i u periodu ubiranja useva. U vodi ovog kanala je ispitivano
prisustvo i brojnost koliformnih bakterija i E. coli.

Odredivanje broja i identifikacija bakterija — Broj koliformnih bakterija i E. coli
je odreden indirektnom metodom, zasejavanjem na visoko-selektivnoj hromogenoj
hranljivoj podlozi Selective-E.coli/coliform-chromogenic-medium (CM1046) (Oxoid,
Hampshire, UK). Po specifikaciji proizvodaca, ova podloga se koristi za detekciju i
odredivanje broja Escherichia coli i drugih koliformnih bakterija u uzorcima hrane i

vode. Detekcioni limit podloge za broj koliformnih bakterija i E. coli iznosi 1 CFU/ml.
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MacConkey agar (MacConkey, 1905.)
. Selective E.coli/coliform chromogenic medium
Peptone from gelatine 170 g

i (Kilian and Bulow, 1979)
peptone from casein 15¢g

Pepton 8.0¢g
peptone from meat 15g Di-sodium hydrogen phosphate 22¢g
sodium chloride 50¢g Soafinm ahilemcle 50¢g
lactose 10.0g Potassium di-hydrogen phosphate 18¢g
bile salt mixture 15g Sodium lauryl sulphate 0.1g
neutral red 0.03 g Chromogenic mix 035¢g
crystal violet 0.001 g Agar 10.6 g
agar-agar 13.5¢g Destilovana voda 1000 ml
Destilovana voda 1000 ml pH6.7£0.2
pH: 7.1+ 0.2 na 25 °C. Ne autoklavira se.

Autoklavira se na 121°C u trajanju 15 min.

Voda za bakterioloske analize je uzrta u zapremini od 1000ml. Kompozitni
uzorak vode je sadrzao tri sub-uzorka (pojedinacna uzorka) koji su uzeti tri puta tokom
dana (8", 10" i 12" u cilju izbegavanja dnevnih vremenskih varijacija. Tokom
uzorkovanja, sud je potopljen 20-30 cm ispod povrsine vode i onda je sa njega skinut
poklopac da se napuni vodom. Ovo je uradeno u cilju dobijanja reprezentativnog
uzorka. Uzorci su ¢uvani na 4°C u mraku radi spre¢avanja uticaj sunceve svetlosti i
visokih temperatura na njih. Istog dana su transportovani u laboratoriju i uradena je
mikrobioloska analiza.

Uzorci vode su homogenizovani, (muckanjem 10 puta) u sudu. Sterilnom
pipetom je uzet 1ml uzorka (razredenje 10°) i zasejan na Selective-E.coli/coliform-
chromogenic-medium. Nakon toga je 20ml uzorka vode dodato u 180 ml puferisane
peptonsle vode (Peptone Saline Diluent CMO0733, Oxoid, Hampshire, UK) i
homogenizovano na orbitalnom Sejkeru 30 minuta na 37°C. Zatim je uzet 1 ml
homogenizovanog uzorka i naprevljena serija razredenja 107'-107 u puferisanoj
peptonskoj vodi (Peptone Saline Diluent CM0733, Oxoid, Hampshire, UK). Iz svakog
razredenja je po 1ml inokuluma zasejan u petri-kutiju sa podlogom u tri ponavljanja.
Inkubacija je vrSena na 37°C 24 casa. Nakon inkubacije, odreden je broj tamno-
ljubicastih do indigo-plavih kolonije koje su procenjene kao E. coli i broj roze (pink)
kolonija, koje su procenjene kao koliformne bakterije. Broj bakterija je izrazen kao
CFU/ml uzorka vode. Broj ukupnih koliformnih bakterija je odreden kao suma E. coli i

koliformnih bakterija (suma ljubicastih i pink kolonija).
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Prisutvo patogenih bakterija u kanalskoj vodi prac¢eno je na selektivnim hranljive
podloge, McConkey Agar (Merck, Germany), EMB Agar (Biomerieux, France) i m-
Aeromonas Selective Agar Base (Merck, Germany) uz dodatak podlozi m-Aeromonas
Selective Supplement (Merck, Germany). Inkubacija je trajala 24" na 37°C i 30°C i
35°C. Karakteristi¢ne i morfoloski razli¢ite kolonije bakterija su izolovane i metodom
iscrpljivanja su dobijene njihove Ciste kulture. Odredene su morfoloske, ekoloske i
biohemijske osobine, a pomocu API 20E i API-WEB su potvrdene do roda ili vrste.

Melioracioni kanal u Negotinu - Melioracioni kanal opstine Negotin predviden
je za odvodnjavanje viska vode sa moc¢varnog podrucja negotinske nizije. PovrSina ovog
podrucja iznosi 6900ha, a pokriva podrucje grada Negotina i sela Miloseva, Kobisnice,
Bukovca i Srbova. Duzina ovog kanala iznosi 22.290m.

U melioracioni kanal se direktno ulivaju atmosferske i kanalizacione otpadne
vode grada Negotina i otpadne vode sa farme svinja u Kobisnici. Cinjenica da sela kroz
koja prolazi ovaj kanal nemaju kanalizacioni sistem, otpadne i kanalizacione vode iz
domacinstava takode dospevaju u kanal. Sve ove otpadne vode se ulivaju u melioracioni
kanal bez predhodnog tretmana iako od 1989. godine postoji postrojenje za
precis¢avanje otpadnih voda, ali je rad postrojenja iste godine i obustavljen zbog
oStecenja opreme.

Voda melioracionog kanala u Negotinu je uzorkovana na Sest lokaliteta:
Milosevo - pocetak melioracionog kanala (L1), Negotin - mesto izlivanja gradske
kanalizacije (L2), Kobisnica — mesto izlivanja otpadnih voda sa farme svinja (L3),
Kobisnica - meliracioni kanal posle svih zagadivaca, oko 100m nizvodno od farme
svinja (L6), Srbovo - mesto neposrednog ulivanja kanala u Dunav (U7) (Slike 41 5).

Uzorkovanje je vr§eno mesecno od oktobra 2007. do marta 2008 godine.

35



Kontaminacija biljaka patogenim bakterijama iz vode za navodnjavanje MATERIJAL I METOD

-y

B T b i e

Slika 5. Lokacije melioracionog kanala u Negotinu gde je uzorkovana voda
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Odredivanje broja i identifikacija bakterija — Broj ukupnih koliformnih bakterija
je odreden MPN metodom. Voda je uzorkovana asepticno i kompozitni uzorak je
zapremine 500ml. Uzorci su ¢uvani na 4°C do transportovanja.

U laboratoriji je uzorak promuckan 10 puta u sudu za uzorke i 20ml uzorka vode
asepticno dodato u 180ml puferisane peptonsle vode (Torlak, Srbija) i homogenizovano
na orbitalnom Sejkeru 30 minuta na temperaturi 37°C. Pripremljena je serija razredenja
od 10" do 10 . Po 1ml inokuluma iz svakog razredenja je zasejavan u epruvete sa po
10 ml 0,5% Laktoza-Andrade-Peptonske vode (Torlak, Beograd) sa Durham-ovim
cevéicama. Zasejavanje je obavljeno u pet ponavljanja, a inkubacija je vrSena na 37 °C
24", Zasejane epruvete u kojima je doslo do promene boje podloge (iz roze u zutu) i
stvaranja gasa (mehuri¢i u Durham-ovim cevCicama) su procenjene kao pozitivne i
obracunate pomo¢u McCrady-jevih tablica. Broj ukupnih koliformnih bakterija je
izrazen kao CFU/100ml uzorkovane vode.

Za utvrdivanje prisustva E. coli, inokulum je iz homogenizovanog uzorka vode

ezom zasejan na EMB Agar (Biomerieux, France). Inkubacija je vriena na 37°C 24".

Laktoza Andrade Peptonska Voda
(Forbes et al., 1998)

Pepton — 4 *’Torlak”’ 100 g
Laktoza 10.0 g
NaCl 50¢g
Fuksin S 0.0l g
Destilovana voda 1000 ml
pH7.4+0.2

Autoklavira se na 121°C u trajanju 15 min.

Ispitivanje prisustva Salmonella spp. 1 Shigella spp. je vrSeno zasejavanjem na
Selenite Broth (Merck, Germany), a iz pozitivnih epruveta na SS Agar (Merck,
Germany). Takode, za detekciju Salmonella spp. koris¢ena je i1 visoko specificna
hromogena podloga ChromID™ Salmonella Agar (SM2) (Biomerieux, France). Ova
podloga sadrzi hromogeni substrat i optimizovana je za selektivnu izolaciju i detekciju
veéine laktoza® sojeva Salmonella spp. Kolonije Salmonella spp. na ovoj podlozi su
krupne, bledo-roze do prljavo-roze boje, dok su ostali mikroorganizmi inhibirani ili daju

bezbojne i bledo-plave kolonije. Inkubacija traje 18-24" na temperaturi 35°C.
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ChromID™ 0157:H7 Agar (0157 H7 ID-F) ChromID™ Salmonella Agar (SM2)
(Martin et al., 1999) (Pignato et al., 1995)

Gelatin peptone (bovine or porcine) 5.50 g Peptones (porcine or bovine)  6.25 g
Yeast extract 6.00 g Tris 0.16 g
Sodium chloride 5.00g Lactose (bovine) 6.00 g
Sodium carbonate 0.13¢g Bile salts (bovine or ovine) 1.50 g
Neutral red 0.01g Chromogenic mixture 9.63 g
Sodium deoxycholate (bovine) 1.50 g NaCl 5.00¢g
Mixture of carbohydrates (bovine) 24.00 g Selective mixture 0.03 g
Mixture of activators 025¢g Agar 14.00 g
Mixture of chromogenic substrates ~ 0.25 g Purified water 1000 ml
Agar 1250 g pH: 7.3 na 25 °C
Purified water 1000 ml Ne autoklavira se.

pH: 7.1 na 25 °C
Ne autoklavira se.

Detekcija 1 izolacija E. coli O157:H7 je vrSena pomocu visoko-selektivne
hromogene podloge ChromID™ O157:H7 Agar (O157 H7 ID-F) (Biomerieux, France).
Ova podloga je u saglasnosti sa USDA, BAM i ISO 16654 standardima i omogucava
detekciju 1 preliminarnu (prvu) identifikaciju E. coli O157:H7 u uzorcima hrane i vode.
Na ovoj hranljivoj podlozi E. coli O157:H7 obrazuje tipi¢ne zelene kolonije. Inkubacija
traje 24" na temperaturi 37°C.

Tipi¢ne kolonije bakterija, procenjene kao E. coli, Salmonella spp., Shigella spp. i
E. coli O157:H7 su izolovane i njihove Ciste kulture su dobijene metodom iscrpljivanja.
Ovi sojevi bakterija su dalje identifikovani na osnovu morfoloskih, ekoloskih i
biohemijskih osobina i potvrdeni pomoc¢u API 20E i API-WEB (Biomerieux, France).
Izolovani sojevi E. coli O157:H7 su potvrdeni pomocu latex aglutination kit-a (Oxoid,
England).

Kanali sliva >’Donje polje’’ i kanal *’Galovica’> - Sliv Galovica obuhvata
kanalsku mrezu c¢ija ukupna duzina iznosi 1 444.732 km, dok duzina samog kanala
Galovica iznosi 46.888 m. Ova kanalska mreza, posebno u delu jugo-isto¢nog Srema,
ima ulogu da evakuiSe suvisnu povrsinsku i podzemnu vodu, a sa druge strane veliki
deo ovih kanala se koriste za navodnjavanje u letnjem periodu, kao npr. kanali sliva

Petrac.
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Tokom 2008 i 2009 godine, uzorkovana je tekuca voda iz kanala, stajaca voda iz
akumulacije i podzemna voda iz pijezometra (Slike 6 1 7) na lokacijama:
1. kanal 2-3 — lokacija kod C.S.”’Donje polje’’
. kanal *’Petrac 1°’- lokacija blizu C.S.”’Donje polje’’
. kanala *’Petrac 1°’- lokacija kod C.S.”’Petrac’’
. kanal *’Petrac 3°’- lokacija blizu C.S.”’Novi Fenek’’
. kanal Galovica — lokacija ispod naselja Sur¢in
. kanal ’Galovica’’- lokacija kod C.S.”’Galovica’’
. kanal >’Petrac 4°’ — lokacija kod C.S.”’Novi Fenek”’

. akumulacija S.R.C.”’Sur¢in’’ — lokacija naselje Surcin

O 00 3 N »n s~ W

. pijezometar LP 107 — lokacija neposredno pored kanala *’Petrac 1>’ u
blizini obilaznice autoputa kroz Beograda.

Kanal 2-3 — se nalazi pored same C.S.”’Donje polje’’ i njime voda dospeva u
ovu crpnu stanicu. Voda ovog kanala se koristi za navodnjavanje povrSina koje
pripadaju gazdinstvu PKB Beograd koje su locirane u neposrednoj blizini.

Sliv kanala Petrac (kanali Petrac 1, Petrac 3, Petrac 4 ) — nalazi se na povrsini
od oko 10.000 ha i prostire se uz obalu reke Save od koje je zasticen nasipom. Vode u
kanalima ovog sliva su u velikoj meri pod uticajem vodnog rezima reke Save. Na ovoj
lokaciji se nalazi kanal Petrac (obuhvata kanale Petrac 1, Petrac 2, Petrac 3, Petrac 4),
C.S.”’Petrac’” kao i bunari beogradskog vodovoda. Kanal Petrac ima duzinu od
22.496m 1 prostire se severnim delom poteza Zidina, zatim ide paralelno sa savskim
nasipom (udaljen oko 600m ispod sela Bezanija) sve do C.S.”’Petrac’’. Njegova uloga
je da sakuplja vodu iz fenecke bare, a u letnjem periodu se koristi za navodnjavanje.

Sliv kanala Petrac je podeljen na dva dela, prvi deo obuhvata kanale Petrac 1 i
Petrac 2, a drugi deo kanali Petrac 3 i Petrac 4. Kanali slivova Petrac 1 i Petrac 2 su
usmereni prema C.S. Petrac, dok su kanali slivova Petrac 3 i Petrac 4, kao 1 vode iz
fenecke bare usmereni prema C.S. Novi Fenek.

Sliv kanala Petrac 1 obuhvata 41 kanal ¢ija je ukupna duzina 63.221m, dok
duzina samog kanala Petrac 1 iznosi 8.148m. U ovaj kanal se uliva kanal Petrac 2 na
lokaciji Donje Polje u Surcinu. Kanal Petrac 2 obuhvata 24 kanala ¢ija ukupna duZzina
iznosi 18.736m, a sam kanal ima duzinu 3.569m. Voda kanala Petrac 1 je usmerena

prema C.S.”’Petrac’’ koja je locirana na 12-om km savskog nasipa i ima dva uliva i dva
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crpna bazena iz kojih je uzorkovana voda. Deo vode poreklom iz fenecke bare odlazi u
kanal Petrac 4 iz koga ide u Petrac 3 i dalje u kanal Petrac 1 i sa vodom iz tih slivova
dospeva na C.S. Petrac.

Ovom slivu pripada i sur¢inski kanal u duzini od 5.620 m. U ovaj kanal se uliva
voda kanala Petrac 1 na lokaciji Donje Polje i voda surCinskog kanala ide direktno na

C.S. Petrac.

Slika 6. Karta kanalske mreze sliva Donje Polje

U kanal Petrac 3 se uliva kanal Petrac 4. Voda kanala Petrac 3, kao i deo vode iz
fenecke bare su usmereni prema C.S.”’Novi Fenek’” koja se nalazi na levoj obali reke
Save na 33-em km savskog nasipa blizu naselja Boljevci. Sliv C.S.”’Novi Fenek”’
obuhvata 28 kanala ¢ija je ukupna duzina 37km. Ova crpna stanica se koristi za
odvodnjavanje 2.315ha i navodnjavanje 3.63%ha zemljiSta (navodnjava se 1.260ha u
slivu Fenek 1 2.379ha u slivu Zidina). Takode, koristi se i za ubacivanje savske vode u
kanale radi navodnjavanja.

Kanal Galovica — dovodi vodu do C.S.”’Galovica’ koja se nalazi na 12-om km
savskog nasipa, a udaljena je oko 65 m nizvodno od C.S.”’Petrac’’. Sastoji se iz

dovodnog kanala, izlivnog bazena i odvodnog kanala iz kojih je uzorkovana voda za
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mikrobioloske analize. Kanali Galovica i Petrac 1 idu paralelno, sa medusobnim
rastojanjem od 65m, do crpnih stanica, a spojeni su posebnim spojnim kanalom sa
ustavom za upustanje i ispustanje vode.

Akumulacija S.R.C.”’Surcin’’— se nalazi u naselju Surcin i voda ove akumulacije
se koristi u rekreacione svrhe.

Pijezometar LP 107 - je lociran neposredno pored kanala Petrac 1 u blizini

obilaznice autoputa kroz Beograda.

Slika 7. Lokacije uzorkovanja vode u slivu Donje Polje (5 — strelica pokazuje ulivanje
kanalizacije u kanal; 11 — strelica pokazuje direktno ispuStanje fekalija u kanal)

Na lokaciji Donje Polje u slivu kanala Petrac 1, u letnjem periodu 2009. godine
ispitivan je mikrobioloski kvalitet vode bo¢nih kanala koji se ulivaju u kanal Petrac 1.

Ovi kanali su procenjeni kao potencijalni zagadivaci i voda je uzorkovana iz kanala

(Slike 6 1 7) na slede¢im lokacijama:
10. kanal Smrdljivac — lokacija kod mlina
11. kanal Smrdljivac — lokacija ispod naselja Sur¢in

12. kanal Galovica — lokacija kod aerodromskog kolektora
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U cilju procene mikrobioloskog kvaliteta vode glavnog kanala >’Galovica’,
tokom 2009. 1 2010. godine vrsena su uzorkovanja vode samog kanala Galovica.

Voda je uzorkovana iz samog kanala Galovica (Slika 8), a lokacije uzorkovanja
vode (Slika 9), idu¢i od pocetka kanala (izvora) ka mestu gde se Galovica uliva u reku
Savu (usce), su bile sledece:

13. kanal Galovica na 6. km

20. kanal Galovica na 24. km

23. kanal Galovica na 36. km

Brar

Br.157

73 a4 K7anjski
5 A2 A,
8.1 By 50 23

- Bezz 82
3 AS

Slika 8. Karta kanala Galovica

Galovica na 6. km (pocetak kanala Galovica) — ovaj deo kanala obuhvata
kanalsku mrezu koja direktno dovodi vodu u kanal Galovica. Povr§ina ovog sliva iznosi
1500.52 ha, a ukupna duzina njegove kanalske mreze je 99.582m. Kanali ovog sliva
ovode atmosfersku vodu, iz katastarskih opstina Budanovci i Sibac, u Galovicu.

Kanal Galovica na 24. km (srednja Galovica) — obuhvata veéi broj kanala koji
imaju manju slivnu povrsinu i direktno se ulivaju u kanal Galovica. Povrsina ovog sliva

iznosi oko 3273.92ha, a ukupna duzina kanalske mreze je 71.679km. Kanali ovog sliva
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prolaze kroz katastarske opstine: Ugrinovci, De¢, Simanovci, Sremski Mihaljevci,

Prhovo i1 Peéinci.

Slika 9. Kanal *’Galovica’’ sa bo¢nim kanalima koji se u njega ulivaju

Kanal Galovica na 36. km — prolazi juzno ispod katastarske opStine Dobanovci.
Na ovoj lokaciji, u kanal Galovicu se direktno ulivaju otpadne vode iz industrijske zone
Dobanovaca.

U okviru sliva Galovica, voda za mikrobioloska ispitivanja je uzorkovana u
industrijskoj zoni blizu potencijalnih zagadivaca. Ovim ispitivanjima obuhvaceni su
boc¢ni kanali koji se ulivaju u kanal Galovica, a u koje potencijalni zagadivaci ispustaju
svoje otpadne vode.

Voda je uzorkovana iz kanala u letnjem periodu 2009. godine (Slika 10) i to na
slede¢ih osam lokacija:

25. dovodni kanal u Galovicu — lokacija u Decu

26. kanal Galovica — lokacija kod Deca

27. skolski kanal — lokacija Pecinci gde dospevaju komunalne otpadne vode

nakon tretmana

28. skolski kanal — lokacija Pecinci gde se ispustaju otpadne vode

29. ugranovacki kanal — lokacija Subotiste
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30. kanal Mali Begej — lokacija Stara Pazova
31. kanal Golubinci — lokacija Stari Banovci gde su ranije ispustane otpadne
vode

32. kanal Patka — lokacija Petrovi¢ salas

Slika 10. Lokacije potencijalnih zagadivaca kanala >’Galovica”’

Uzorkovanje vode na lokacijama sliva Galovice vrseno je tokom 2008; 2009 i
2010 godine.

Odredivanje broja i identifikacija bakterija — Broj ukupnih koliformnih,
fekalnih koliformnih bakterija i E. coli u uzorcima vode je odreden petrifilm metodom
(3M, USA). Ova metoda je sertifikovana za odredivanje broja koliforma u mnogim
zemljama zapadne Evrope.

Voda je uzorkovana i reprezentativni uzorci, zapremine oko 500ml su istog
dana dopremljeni u laboratoriju i analizirani. Asepticno je uzeto 20ml uzorka vode
dodato u 180 ml Buffered Peptone Water (BPW) (Biomerieux, France) i
homogenizovano na orbitalnom Sejkeru 30 minuta na temperaturi 37°C. Pripremljena je
serija razredenja 10'-10°. Inokulum od 1ml, je zasejan na Escherichia coli/Coliform-
Count-Plate (EC) petrifilm (3M, USA). Petrifilm je dehidrisana visoko-selektivna
hranljiva podloga koja sadrzi hranljive materije, vodo-rastvorljivu zelatinoznu
substancu i indikator boje. Indikator boje omogucava bojenje bakterijskih kolonija, tako
da se mogu jasno razlikovati koliformne bakterije i E. coli. Kolonije koliformnih
bakterija se javljaju crveno obojene sa mehuri¢ima gasa pored same kolonije, dok
kolonije E. coli su takode sa gasom ali plave boje. Mehuri¢i gasa se uvek javljaju pored

kolonija bakterija koje fermentuju laktozu. Inkubacija za ukupne koliformne bakterije i
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E. coli je bila na temperaturi 37°C, a za fekalne koliformne bakterije na temperaturi
44°C u trajanju 24", Broj koliformnih bakterija i E. coli je obraCunat i izraZzen kao
CFU/100 ml vode.

Broj E. coli O157:H7 u uzorcima vode je odreden na visoko-selektivnoj
hromogenoj podlozi ChromID™ O157:H7 Agar (Biomerieux, France). Zasejavanje je
vrSeno u 3 ponavljanja. Inkubacija je trajala 24" na temperaturi 37°C. Tipi¢ne kolonije
zelene boje, procenjene kao E. coli O157:H7, su izbrojane i uraden je obracun broja
bakterija kao CFU u 100 ml uzorka vode.

Brojnost Salmonella spp. je odredena na visoko-selektivnoj hromogenoj podlozi
ChromID™ Salmonella Agar (SM2) (Biomerieux, France). Inkubacija je trajala 18-24"
na temperaturi 35°C i nakon toga brojane su tipicne bledo-roze kolonije Salmonella spp.
1 obracunate kao CFU/100 ml vode.

Broj Aeromonas spp. je odreden na visoko-selektivnoj hranjivoj podlozi m-
Aeromonas Selective Agar Base (Merck, Germany) uz dodatak podlozi m-4eromonas
Selective Supplement (Merck, Germany). Podlozi je, pre razlivanja u petri-kutije, dodat
m-Aeromonas Selective Supplement (Ampicillin 5.0mg/ml i Vancomycin 1.0mg/ml).
Inkubacija traje 24" na 30-35°C i broje se tipicne kolonije zute boje.

Izolacija karakteristi¢nih kolonija E. coli, E. coli O157:H7, Salmonella spp. i
Aeromonas spp. 1 dobijanje  Cistih kultura metodom isrpljivanja je predhodila
odre]ivanju morfoloskih, ekoloskih i biohemijskih osobina. Vrsta E. coli O157:H7 je
dokazana latex aglutination test-om (Oxoid, UK), dok je za potvrdivanje ostalih vrsta

bakterija koris¢en API 20E test i API-WEB softver (Biomerieux, France).
4.2. Odredivanje broja i identifikacija patogenih bakterija na biljkama

Biljni materijal je uzorkovan na oglednim parcelama u okviru komercijalnog
poljoprivrednog gazdinstva ’’Salat Centar’” u Sur€inu gde su analizirane krtole
krompira i individualnog gazdinstva u Negotinu, gde analizirano povrce.

Ogledna parcela u Surcinu - Ogledna parcela na kojoj je gajen krompir se
nalazi neposredno pored melioracionog kanala u Sur¢inu. Tokom 2006; 2007 i 2008
godine, u terminima zetve vrSene su analize krtola krompira (Slika 11). Usev je tokom

celog perioda ogleda zalivan vodom iz melioracionog kanala.
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Zemljiste na kojem je gajen usev krompira je glinovito i nalazi se na aluvijalnom

nanosu. U zadnjih deset godina, na njemu je gajena zelena salata, paradajz i kupus.

Slika 11. Ogledna parcela pod usevom krompira u Suréinu

Krompir (Solanum tuberosum) sorta Liseta je koriS¢en u ogledu. Krtole
krompira su sadene u priblizno istom periodu u sve tri godine (pocetak maja 2006 i
pocetak aprila 2007 1 2008 godine) na dubinu od 10cm sa rastojanjem medu biljakama
30cm i medurednim rastojanjem od 75cm.

Tokom vegetacionog perioda primenjena je odgovarajuca agrotehnika koja se
sastojala u nagrtanju biljaka zemljistem (30 dana nakom sadnje), tretiranju pesticidima
protiv korova i firopatogenih gljiva, primeni mineralnog dubriva (NPK) (jednom tokom
sadnje i nekoliko puta u vegetacionom periodu). Biljke krompira su navodnjavane
’sistemom brazda’’vodom iz melioracionog kanala koje je udaljen oko 100m od
eksperimentalnog polja. PovrSina oglednog polja pod usevom krompira je bila
22.774.8n7’.

Bakterioloska analiza krtola krompira — Na parceli je uzorkovan veci broj
biljaka (9 uzorkovanja) udaljenih jedna od druge i od svake biljke je uzeto po nekoliko
krtola tako da se dobije reprezentativni uzorak tezine oko 600g. Uzorci krtola krompira
su stavljeni u sterilne plasti¢ne kese za uzorkovanje i Cuvani na 4°C i transportovani i
laboratoriju.

U laboratoriji je izmerena tezina kese sa krtolama radi obracuna broja bakterija

na krompiru. Nakon toga je u kesu sa uzorkom dodato 200ml sterilne puferisane
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peptonske vode (Oxoid, Hampshire, UK) i homogenizovano na orbitalnom Sejkeru 1
minut da bi bakterije, vezane za povrsinu krtola, bile suspendovane u rastvor. Zatim je
otpipetiran 1ml ove suspenzije (razredenje 10™) i zasejan na Selective E.coli/coliform
chromogenic medium (CM1046) (Oxoid, Hampshire, UK) tako da inokulum bude
ravnomerno rasporeden po celoj povrsini agarne ploCe. Takode, napravljena je serija
razredenja 107-107 i iz svakog razredenja je zasejan Iml inokuluma u Petri-kutiju sa
napred navedenom podlogom u 3 ponavljanja. Inkubacija je vrSena na temperaturi
37°C u trajanju 24", kolonije tamno-ljubicaste do indigo-plave boje su brojane kao E.
coli, a kolonije pink boje kao koliformne bakterije. Broj ukupnih koliformnih bakterija
je dobijen kao zbir ljubicastih i pink kolonija (zbir E. coli i koliformnih bakterija).

Obracun broja koliformnih bakterija i E. coli na krtolama krompira izvrSen je
prema tezini krtola krompira na slede¢i nacin: broj izbrojanih kolonija x zasejano
razredenje/razredenja da se dobije CFU/g krtole krompira.

Koncentracija bakterija CFU/g = broj kolonija x zasejano razredenje / d

d = tezina uzorka ploda / (tezina uzorka ploda + koli¢ina peptonske vode)

U cilju identifikacije kolonija procenjenih kao E. coli uradena je izolacija
karakteristi¢nih kolonija i dobijanje Cistih kultura a zatim su odredene morfoloske
osobine kolonija i ¢elija, i API 20E testa i API-WEB softvera.

Individualno gazdinstvo u Negotinu - Parcele individualnog gazdinstva gde su
uzeti uzorci svezeg povrcéa je locirano u neposrednoj blizini melioracionog kanala u
Negotinu (opisan u poglavlju 4.1.) i navodnjavaju se intenzivno kanalskom vodom
tokom celog vegetacionog perioda.

Parcele sa kojih je uzorkovano povrée su bile priblizne veli¢ine oko 1000m>. U
toku vegetacionog perioda, primenjena je uobicajena agrotehnika za svaku biljnu vrstu,
a sastojala se u tretiranju pesticidima, primeni samo mineralnog dubriva NPK i
redovnog navodnjavanja koje je vrSeno ’’sistemom brazda’’.

Uzorkovanje je obavljeno krajem septembra 2007 godine. Mikrobioloskim
analizama su obuhvaceni jestivi delovi mrkve (Daucus carota subsp. Sativus), perSuna
(Petroselinum crispum), celera (Apium graveolens), kupusa (Brassica oleracea var.
Capitata L), mladog luk (Allium cepa), paradajza (Lycopersicon esculentum), Krastavca

(Cucumis sativus L.) paprike (Capsicum annuum) ( Slika 12).
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Slika 12. Parcele pored melioracionog kanala u Negotinu gde je uzorkovano povrée

Bakterioloska analiza povrca - obuhvata odredivanje broja ukupnih koliformnih,
fekalnih koliformnih bakterija, kao i detekciju vrsta patogenih bakterija na jestivim
delovima biljaka. Za odredivanje broja koliformnih bakterija je primenjen petrifilm
metod. Uzorci povréa su testirani na prisustvo E. coli, E. coli O157:H7 i Salmonella
spp. Za detekciju ovih bakterijskih vrsta koriS¢ene su specificne i visoko-selektivne
hromogene hranljive podloge.

Sa svake parcele uzorkovano je po 5 biljaka za svaku biljnu vrstu, koje su
udaljene jedna od druge tako da se dobije reprezentativni uzorak u koli¢ini oko 500g.
Delovi uzorkovanih biljaka su stavljeni u sterilne kese i ¢uvani na 4°C tokom transporta
do laboratorije. U laboratoriji je izmerena tezina kese sa uzorkom radi obracuna broja
bakterija na 1 g svezeg biljnog materijala i kesu dodato 200ml sterilne puferisane
peptonske vode (Biomerieux, France) i homogenizovano na Sejkeru 1 minut. Po 1 ml
suspenzije (razredenje 10™') je zasejan na Coliform Count Plate (CC) petrifilm (3M,
USA), koji sadrzi Violet Red Bile (VRB) podlogu sa vodo-rastvorljivom Zelatinoznom
materijom i tetrazolium indikatorom. Ona omogucava odrezivanje broja koliformnih

bakterija koje se javljaju u vidu crvenih kolonija sa mehuri¢ima gasa (posledica
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fermentacije laktoze). Detekcioni limit ove metode je 1 CFU/g. Zasejevanje je izvrSeno
razredenjima 107107 sa 1ml inokuluma. Inkubacija je vriena na temperaturi 37°C i
44°C za fekalne koliformne bakterije u toku 24", Kolonije, procenjene kao koliformne
bakterije, su izbrojane, obracunate prema tezini uzorka i izrazene kao CFU/g.

Za detekciju i izolaciju ispitivanih patogenih vrsta bakterija E. coli, E. coli
O157:H7 i Salmonella spp., inokulum iz razredenja 10" je ezom zasejan na
visokoselektivne i hromogene hranljive podloge. Za E. coli je koris¢en Eosin Methylene
Blue Agaru (EMB Agar) (Biomerieux, France) i Selective E.coli/coliform chromogenic
medium (CM1046) (Oxoid, Hampshire, UK). Za E. coli O157:H7 ChromID™ O157:H7
Agar (0157 H7 ID-F) (Biomerieux, France) i inkubirana 24" na temperaturi 37°C. Za
utvrdivanje prisustva i izolaciju Salmonella spp., vrSeno je obogacenje u Selenite Broth
(Merck, Germany) a iz pozitivnih epruveta inokulum zasejan na ploCe sa
Salmonella/Shigella Agarom (SS Agar) (Biomerieux, France) i ChromID™ Salmonella
Agarom (SM2) (Biomerieux, France). Zasejane ploce su inkubirane na 35°C tokom 24",

Tipicne kolonije ispitivanih vrsta bakterija su izolovane i njihove ciste kulture su
identifikovane pomoc¢u API 20E testa i API-WEB softvera (Biomerieux, France), dok je
E. coli O157:H7 potvrdena pomocu latex aglutination kit-a (Oxoid, England).

4.3. Prenos E. coli K-12 iz vode za navodnjavanje do biljaka zelene salate

Transport patogenih bakterija iz vode za navodnjavanje do biljke pracen je u
laboratorijskim uslovima (mikrobioloska laboratorija School of Bilogical Sciences,
University of Reading, UK). U ovom eksperimentu kori$éena je E. coli K-12 W3110, i
eksperimentalna biljka zelena salata (Lactuca sativa). Voda za navodnjavanje je
inokulisana bakterijom 1 zelena salata je =zalivana kontaminiranom vodom.
Koncentracija E. coli K-12 W3110 u vodi je 10® CFU/ml (ODgsp = 1).

Pre setve, seme je povrSinski sterilisano 10% etanolom u trajanju od 10 minuta, i
ispirano tri puta sterilnom dH»O. Biljke su gajene u substratu (kompostu) tri nedelje i po
potrebi zalivane kontaminiranom vodom. Ogled je izveden u tri ponavljanja, a kontrolna

biljka je zalivana sterilnom vodom (Slika 13).
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Slika 13. Rast zelene salate (levo - inokulisane biljke; desno — kontrola)

Biljke (tretirane i kontrolne) sa korenom su izvadene iz supstrata i broj E. coli
K-12 W3110 u rizosfernom zemljistu i biljnom materijalu je odreden indirektnom
metodom zasejavanja na MacConkey Agar (Oxoid, UK).

Od rizosfernog zemljista, korena i lista biljke (po 1g) napravljena su razredenja
10"-107 u sterilnom rastvoru MgCl,. Inokulum je zasejan na MacConkey Agar (Oxoid,
UK) u tri ponavljanja.

U cilju detekcije prisustva E. coli K-12 W3110 u unutrasnjosti biljnog tkiva,
uradena je povrSinska sterilizacija korena i lista (70% etanolom, 10 minuta, isprani 5
puta u sterilnoj dH,O). Provera efikasnosti povrSinske sterilizacije je izvrSena na
MacConkey Agar. Sterilnim skalpelom odseceni koren i list su macerirani u avanu oko
5 minuta dok se biljni sok nije pojavio. Na 100mg svezeg biljnog materijala (koren i
list) dodato je 1 ml sterilnog rastvora MgCl,. Napravljene su serije razredenja 10-10
za koren 1 list 1 iz svakog razredenja je 100ul inokuluma zasejano na MacConkey Agar
(Oxoid, UK) u tri ponavljanja. Inkubacija je trajala 24" na 37°C nakon ¢ega je odreden
broj pink kolonija procenjenih kao E. coli K-12, a broj je izrazen kao CFU/1g sveZeg
biljnog materijala.

Identifikacija i potvrda vrste E. coli K-12 W3110 izolovane iz biljnog materijala
je uradena pomoc¢u API 20E testa i API-WEB softvera (Biomerieux, France).

U ispitivanju povrsinske i endofitne kolonizacije korena i lista biljaka zelene
salate sa bakterijom E. coli K-12 W3110, primenjena je PCR metoda. Specificni
prajmer za ovu bakteriju je feoA BW25113 (for: 5> — GAA ACC TTA ATT AAA CAT
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TAG CCA GTC CGG -3’ irev: 5 — GCC ACT CAA AAT GTA GTG ACA GGC
GAT T - 3°). Marker je HyperLadder ™I (Bioline Quantitative DNA Markers).

Ukupna zapremina PCR reakcione smese je 25ul. Reakciona smeSa se sastoji
od: bakterijske kulture (1ul), Go Taq Green Master Mix (Promega)(12.5ul), primer F
(forward)(1pl), primer R (reverse) (1pl) i sterilne dH,O (9.5ul). U 200pl-sku test
mikrotubu je dodata bakterijska kultura i ostali sastojci reakcione smese. Mikrotuba je
centrifugirana i stavljena na programiran *’thermal-cycler’” (PCR masina).

Cikli¢ni program se sastojao u slede¢em:

- primarna denaturacija 1 ciklus na 94°C —1 min i 45sec prac¢ena sa 30

ciklusa na 94°C — 15 sec

- aniling (annealing) na 66°C — 15 sec

- elongacija (elongation) na 72°C — 1 min.

- 1 ciklus na 94°C — 15 sec, 66°C — 15 sec i finalna elongacija na 72°C—10min

kojom je kompletirana reakcija.

Rezultati PCR reakcije su analizirani na agaroza gelu posle horizontalne
elektroforeze:

- 50ml 1%-o0g agaroza gela dodato Sul gel-red-a, promesano i sipano u kadicu

za horizontalnu elektroforezu sa “’CeSljem’’ za pravljenje bunari¢a i tako

ostavljeno da se Cvrsne.

- u bunari¢e je stavljeno po 5ul uzorka i u poseban bunari¢ marker i gel je

drzan na 120V, 400mA u trajanju 30 minuta.

- gel je posmatran pod UV zracima.

Uzorci korena i lista posle povrSinske sterilizacije, su u sterilnim uslovima
seCeni 1 bojeni propidijum jodidom (PI) (0.1 mg/ml) u trajanju od 10 minuta i1
posmatrani konfokalnim mikroskopom (Leica inverted DM IRE2 sa softverom TCS
SP2 AOBS). Koris¢en je objektiv 40x uljane imerzije 1.25 NA (numerical aperture)

Green Helium Neon laser: ekscitacije 543nm i emisije 593-726nm.
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4.4, Kolonizacija biljaka patogenim bakterijama

Mogu¢énost povrsinske i endofitne kolonizacije korena razli¢itih vrsta biljaka sa
sojevima patogenih bakterija je ispitana u laboratorijskim uslovima u ’’monoxenic’’
modelu sistema gajenja (jedna biljna vrsta je inokulisana jednim sojem bakterije)
Istrazivanja su obavljena u laboratorijama Research Unit Microbe-Plant Interactions,
German Research Center for Environmental Health (GmbH), Helmholtz Zentrum
Munchen, Nemacka.

Neki sojevi ispitivanih vrsta patogenih bakterija su Gfp-transformisani, a za
neke je primenjena metoda Fluorescence in situ hybridization (FISH).

Odabrani sojevi patogenih bakterija : tri soja Salmonella enterica serotip
typhimurium (LT2, S1 i ATCC14028), dva soja Listeria monocytogenes (EGD-E i
SV4B), dva soja Pseudomonas aeruginosa (PAO1 i DSM50071) jedan soj Escherichia
coli (PBA28) 1 Ochrobactrum anthropi (1ADSM14396). Takode, u eksperimentu su
koris¢eni i sojevi rede zastupljenih patogenih bakterija iz roda Roseomonas i to dve
vrste R. fauriae (KACC11694), R. genomospecies (6CCUG33010), i jedan soj
apatogene bakterije Herbaspirillum frisingense (GSF30BA28). Ovi sojevi bakterija
poticu iz kolekcije kultura bakterija Helmholtz Zentrum Munchen, German Research
Center for Environmental Health (GmbH), Research Unit Microbe-Plant Interactions.

Salmonella typhimurium LT2 je soj koji se najceSce koristi u laboratorijskim
eksperimentima, dok je soj S. typhimurium S1 izolovan iz organskog otpada dobijenog
razlaganjem biljnog materijala (izolovao M. Schmid). Listeria monocytogenes SV4B je
odabrana kao reprezentativan predstavnik pathogenih bakterija i veoma je zastupljena u
infekciji ljudi.

Kolonizacija je pracena kod biljaka: zelene salate (Lactuca sativa) sorta 2476;
spana¢ (Spinacia oleracea), perSun (Petroselinum crispum); mrkva (Daucus carota
subsp. sativus); celer (Apium graveolens); paradajz (Lycopersicon esculentum); kukuruz

Secerac (Zea mays var. saccharata);,
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GFP - Transformacija sojeva bakterija metodom elektroporacije

Pseudomonas aeruginosa, E. coli 1 Herbaspirillum frisingense su Gfp-
transformisani metodom elektroporacije. Gfp (green fluorescent protein) je koris¢en kao
marker za gensku ekspresiju kod bakterija (Sema 3). Gfp-transformacija bakterija se
sastojala od postupka pripreme elektro-kompetentnih celija i samog postupka
elektroporacije.

- Priprema elektro-kompetentnih celija:

- 50ml LB podloge je inokulisano odabranim sojem bakterije i inkubirano preko noci

- zatim je 500ml LB podloge inokulisano sa 1:100 sveze kulture koja je inkubirana
preko no¢i i inkubirano na 37°C uz neprekidno muckanje na 300 rpm da bi se postigla
koncentracija ODgpo = 0.5 — 0.7.

- sve sledec¢e faze postupka su se radile na ledu:

- ¢elije bakterija su hladene na ledu oko 15 minuta

- suspenzija je centrifugirana na 5000rpm na 4°C u trajanju od 15 minuta

- ¢elije su resuspendovane sa 500ml ledeno hladne MQH,0, a zatim centrifugirane 15
minuta na 5000rpm na 4°C

- ¢elije su resuspendovane sa 50ml ledeno hladnog 10% glicerola i opet centrifugirane
15 minuta na 5000 rpm na 4°C

- ¢elije su resuspendovane u 1ml ledeno hladnom glicerolu

- suspenzija celija je podeljena na koli¢ine od 60ul koje su ¢uvane na -80°C sve do

upotrebe.

pGLO

GFP

Sema 3. GFP (green fluorescent protein) transformacija bakterija

53



Kontaminacija biljaka patogenim bakterijama iz vode za navodnjavanje MATERIJAL I METOD

- Postupak elektroporacije:
- elektro-kompetentne ¢elije su odmrznute na ledu
- stavljena je 2mm elektroporaciona kiveta na led
-pazljivo je izmeSana suspenzija bakterijskih ¢elija sa 300ng plazmida i inkubirano na
ledu 30 minuta
- meSavina je prebacena u 2mm-elektroporacionu kivetu koja je odmah stavljena na led
- elektroporator (micropulser) je podeSen na EC2 (voltage 2.5 kV; capacity 25uF;
resistance 200Q2) za 2mm-kivetu i kiveta je stavljena na pulsiranje 4.5-5.5 msec.
- zatim je dodato 1ml hranljivog bujona u kivetu
- suspenzija ¢elija je prebacena u 2ml-mikrotubu i inkubirana na 30°C u trajanju od 1"
uz neprekidno muckanje na 200rpm

- zatim je zasejano 750ul na selektivnu hranljivu podlogu.
Priprema sojeva bakterija za inokulaciju

Sojevi bakterija su zasejani na odgovarajuéim cvrstim selektivnim hranljivim
podloge (Slika 14), a nakon inkubacije je pikirana pojedinacna kolonija i preneta u
odgovarajucu te¢nu hranljivu podlogu.

E. coli PBA28 (Gfp) je kultivisana na Luria Bertani (LB) Agaru uz dodatak,
nakon autoklaviranja rastvora antibiotika Kanamicin (50mg/1000ml), sterilisanog
membranskom filtracijom (0.2pm). Inkubacija je trajala 24" na 37°C. Nakon inkubacije
pikirana je jedna kolonija i preneta u falkonen epruvetu (50 ml) sa 20 ml LB Bujona sa
Kanamicinom (50mg/1000ml). Epruveta je inkubirana preko no¢i na 37°C uz
neprekidno muckanje (zapusac epruvete je bio malo otvoren radi izdvajanja gasa).

Herbaspirillum frisingense GSF30BA28 (Gfp) je kultivisan na Hranljivom
Agar uz dodatak rastvor antibiotika Kanamicin (50mg/1000ml). Inkubacija je vrSena na
temperaturi 30°C 24" Pikirana je jedna kolonija i preneta u falkonen epruvetu sa 20 ml
Hranljivog Bujona sa Kanamicinom (50mg/1000ml). Inkubacija je vrSena preko noci uz
neprekidno muckanje na 30°C.

Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Gfp) Gfp-transformisani soj je kultivisan na
hranljivoj podlozi LB Agar uz dodatak sterilnog rastvora antibiotika Kanamicin

(50mg/1000ml) i Gentamicin (80mg/1000 ml). Pseudomonas aeruginosa DSM50071
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(ne transformisani soj) je kultivisan na Hranljivom Agaru na 30°C tokom 24", nakon
¢ega je pojedinacna kolonija P. aeruginosa PAO1 (Gfp) preneta u falkonen epruvete sa
20ml LB Bujona sa rastvorom antibiotika (Kanamicin i Gentamicin). Takode, soj P.
aeruginosa DSM50071 je prenet u falkonen epruveta sa 20ml Hranljivog Bujona
(Merck, Germany). Epruvete su inkubirane preko noc¢i uz neprekidno muckanje na 30°C

(zapusac epruvete je bio malo otvoren radi stvaranja aerobnih uslova).

Luria Bertani (LB) Bujon

Tryptone 100 g
Yeast extract 50g
NaCl 100 g
Destilovana voda 1000 ml
pH=7.0

Kulture Salmonella typhimurium LT2, Salmonella typhimurium ATCC14028 i
Salmonella typhimurium S1 su kultivisane na selektivnoj podlozi Xyline-Lysine-
Desoxycholate (XLD) Agaru (Merck, Germany) i inkubirane na 37°C tokom 24" Na
ovoj podlozi sojevi Salmonella typhimurium su davali tipi¢ne kolonije crne boje. Zatim
je pikirana pojedinacna kolonija za svaki od ova tri soja i preneta u posebnu falkonen
epruvetu sa 20ml Luria Bertani (LB) Bujona. Epruvete su inkubirane uz neprekidno
muckanje preko no¢i na 37°C.

Sojevi vrste Listeria monocytogenes EGD-E i Listeria monocytogenes SV4B su
kultivisani na selektivnoj podlozi Oxford Agar uz dodatak odgovarajuceg saplementa
(Fluka, Switzerland), i inkubirani na 40°C 24". Nakon inkubacije, tipi¢ne kolonije
sojeva Listeria monocytogenes (sitne, bele boje i okruzene sa tamnom zonom) su
prenete u falkonen epruvete sa po 20ml Brain Heart Infusion (BHI) Bujona (Difco,
USA). Epruvete su inkubirane preko no¢i uz neprekidno muckanje na 37°C.

Ochrobactrum anthropi 1ADSM14396 je kultivisan na Hranljivom Agaru
(Merck, Germany) 24" na 30°C i preneta u falkonen epruvetu sa 20ml Hranjivog bujona
na inkubaciju tokom no¢i uz neprekidno muckanje na 30°C.

Sojevi Roseomonas fauriae KACC11694 1 Roseomonas genomospecies
6CCUG33010 su aktivirani na Kolumbia Agaru (Merck, Germany) i inkubirani na 30—
37°C tokom 24". Nakon inkubacije kolonije su prenete u falkonen epruvete sa 20ml

Kolumbia Bujona na inkubaciju preko no¢i na temperaturi od 30-37°C.
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ruginosa PAD1

Listeria monocytogenes EGDE

- - = =l

Slika 14. Petri kutije sa sojevima bakterija koriS¢enim za inokulaciju biljaka

Pripreme suspenzije bakterija za inokulaciju :
- inkubirane kulture su centrifugirane na 5000rpm u trajanju od 3 minuta
-uklonjen je supernatant, dodato je 20ml PBS 1X, vorteksovano i ponovo centrifugirano
na 5000 rpm, 3 minuta i ovaj postupak je ponovljen jos dva puta
- ponovo je uklonjen supernatant, dodato je 20ml PBS 1X, vorteksovano i merena je
koncentracija bakterija (OD) na spektrofotometru pri talasnoj duzini 436nm
- kalibracija spektrofotometra je uradena stavljanjem 1 ml PBS 1X u kivetu i

podesavanjem kazaljke na 0 podeok.
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- rastvor za odredivanje ODus¢ je pravljen tako da odnos, bakterijska kultura
(inokulum): PBS 1X bude 1 : 9 (100ul inokuluma+900ul PBS 1X) nakon cega je
ocitana vrednost

- ukoliko koncentracija bakterija nije bila u granicama 10’~10° CFU/ml, suspenzija
bakterija je podeSavana dodavanjem bakterijske kulture ili rastvora PBS 1X da se
dovede do ~ 10® CFU/ml.

Finalna koncentracija E. coli pBA28 (Gfp) za inokulaciju je iznosila 10° CFU/ml
PBS (pH 7.2 — 7.4) (OD436 = 0.910/ml).

Koncentracija Herbaspirillum frisingense GSF30BA28 (Gfp) je priblizno 10
CFU/ml PBS (OD436 = 0.858/ml).

Koncentracije P. aeruginosa PAO1 (Gfp) i P. aeruginosa DSM50071 za
inokulaciju ~ 10® CFU/ml PBS (OD4g3 = 0.863/ml i OD436 = 0.873/ml).

Finalna koncentracija suspenzije bakterija za sojeve S. typhimurium LT2 i S.
typhimurium S1 je ~ 10° CFU/ml PBS (ODy3s = 0.846/ml i ODy3s = 0.846/ml), dok je
za 8. typhimurium ATCC14028 ~ 10" CFU/ml PBS (OD436 = 0.710/ml).

Koncentracija za soj L. monocytogenes EGD-E je ~10°CFU/ml PBS
(OD436=0.656/ml) i L. monocytogenes SV4B ~ 10" CFU/ml PBS (ODy3¢ = 0.793/ml).

Koncentracija Ochrobactrum anthropi 1A DSM14396 za inokulaciju je iznosila
~ 10° CFU/ml PBS (OD436 = 0.806/ml).

Finalna koncentracija za Roseomonas fauriae KACC11694 je iznosila ~10’
CFU/ml PBS (OD436=0.768/ml), dok je za Roseomonas genomospecies 6CCUG33010
bila~10° CFU/ml PBS (ODy36 = 0.944).

Priprema biljnih vrsta za inokulaciju i gajenje

U eksperimentu je koris¢eno sertifikovano seme (Kiepenkerl, Germany).

Povrsinska sterilizacija semena ispitivanih biljnih vrsta izvrSena je metodom
po Burun (2002), a nakon toga je provera sterilnosti semena. Biljke su gajene u
sterilnim i kontrolisanim uslovima tri nedelje.

Postupak povrsinske sterilizacije semena biljaka:
- u sterilnu falkonen epruvetu je stavljeno oko 30 semenki jedne biljne vrste

- seme je tretirano 2 minuta 70% etanolom uz povremeno muckanje
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- 15 minuta tretiranje sa 2% NaOCI (15 ml NaOCI + 85 ml HyOgem.)

- ispiranje seme 5 - 6 puta sterilnom HyOgem.

-tretiranje  semena 30 minuta u rastvoru antibiotika (Penicillin G-sodium-salt
600mg/1000ml (0.6g), Streptomycin-sulfate-salt 250mg/1000ml (0.25g).

Nakon sterilizacije seme biljaka, bez predhodnog pranja, je stavljeno u petri-
kutije sa Hranljivim Agarom (Sigma-Aldrich) i LB Agarom i inkubirano na 30°C tokom
24-48" do pojave klice (kotiledona) (Slika 15). Na ovaj nacin je vrSeno naklijavanje
semena, kao i provera sterilnosti semena i klijanaca pre sadnje i inokulacije substrata

suspenzijom bakterija.

Slika 15. Petri kutije sa naklijalim semenom biljaka (a — paradajz; b - mrkva)

Seme paradajza, kukuruza Secerca, celera, zelene salate i mrkve je naklijavano u
petri-kutijama sa Hranljivim Agarom, dok je seme spanaca i perSuna naklijavano na LB

Agaru (sastav je isti kao LB bujona, samo se dodaje 16.0 g/1000ml Agar-agara).

Hranljivi Agar

Meat extract 10g
Peptone 50¢g
NaCl 50g
Yeast extract 20g
Agar-agar 160 g
Destilovana voda 1000 ml
pH=7.1

Posle inkubacije, klijanci pored kojih nije bilo bakterijske kontaminacije su

dobro isprani sa sterilnom H;Ogem. Klijanci su stavljeni u falkonen epruvete (50ml),

58



Kontaminacija biljaka patogenim bakterijama iz vode za navodnjavanje MATERIJAL I METOD

dodata je sterilna voda, pazljivo je muckano da se klijanci ne oStete i ovaj postupak sa
novom sterilnom vodom je ponovljen 3 puta. Nakon pranja, klijanci su bili spremni za
sadnju u priprmljeni substrat i inokulaciju sa suspenzijom bakterija.

Biljke su gajene u sterilnom kvarcnom pesku, granulacije partikula 1.0-2.5mm,
kome je dodat sterilni hranljivi rastvor. Kvarcni pesak je dobro opran teku¢om vodom, a
zatim ispran u destilovanoj vodi i ostavljen da se ocedi nakon Cega je sterilisan u
Pasterovoj peci na temperaturi od 200°C u trajanju od 3h,

U asepti¢nim uslovima je stavljeno po 200g sterilnog i suvog kvarcnog peska u
plasti¢ne posude sa poklopcima (SIGMA, kat.br. P-5929) i u svaku posudu je dodato po
20ml sterilnog rastvora Basal Salt Mixture (MS) (SIGMA M5524-10L 096K8306) tako
da se pesak ravnomerno nakvasi i posuda je odmah zatvorena.

Rastvor Basal Salt Mixture (MS) (SIGMA M5524-10L 096K8306) je
pripremljen na slede¢i nacin: rstvoreno je 4.3 g MS praha u 1000 ml H;Oger 1
homogenizovano na Sejkeru do potpunog rastvaranja, a onda autoklavirano na 121°C pri
1.5 at u trajanju od 20 minuta.

U svaku posudu je posadeno po 5-6 klijanaca biljaka. Posle jednog dana klijanci
su inokulisani sa Iml suspenzije sojeva bakterija, u predhodno navedenim
koncentracijama, tako Sto je pipetom naneta suspenzija bakterija po povrsini kvarcnog
peska pored klijanaca. Kao kontrola sterilnosti uslova u sistemu za gajenje, koris¢ene su
posude sa klijancima biljaka koji su inokulisani sa 1 ml sterilnog PBS rastvora.

Klijanci kukuruza Secerca su gajeni u velikim sterilnim staklenim epruvetama
(3cm Sirine 1 20cm duzine) koje su bile napunjene sa sterilnim kvarcnim peskom u
visini od oko 7cm (Slika 14a). U epruvete je dodato po 10ml sterilnog rastvora Basal
Salt Mixture (MS) nakon ¢ega je u svaku epruvetu posaden po jedan klijanac 1 1ml
suspenzije bakterija. Epruvete su zatvorene zapuSaCima sa parafilmom. Posle jedne
sedmice gajenja, na epruvete sa biljkama su stavljene druge sterilne epruvete tako da im
se otvori poklapaju i spoj je ucvrséen sa parafilmom. U ovom sistemu, biljke su mogle
nesmetano rasti do 30 cm u visinu.

Biljke su gajene 21 dan, u potpuno sterilnim uslovima na sobnoj temperaturi i
uobic¢ajenom svetlosnom rezimu (Slika 16). Nakon ovog perioda, biljke su pazljivo
pincetom izvadene iz substrata u sterilnim uslovima. Strogo se vodilo racuna da

prilikom vadenja biljaka ne dode do oSte¢enja korenovog sistema. U sterilnim uslovima
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je pazljivo odvojen korenov sistem biljke, a slepljene Cestice kvarcnog peska i slabo
vezane bakterijske celije su uklonjene pranjem korena sa sterilnim Phosphate-buffered
saline (PBS) rastvorom. Nakon toga su pravljeni preparati tkiva korena za laser-

skening-konfokal mikroskopsku analizu (CLSM).

Slika 16. Sudovi sa biljkama (a — kukuruz Secerac; b — gajenje biljaka;
¢ — paradajz; d — spanac)

Biljke koje su inokulisane Gfp—transformisanim sojevima bakterija (P.
aeruginosa PAO1, E. coli pBA28 i H. frisingense GSF30BA28) su direktno pripremane
za mikroskopiranje, odnosno nakon njihovog ubiranja su odmah pravljeni preparati
korena i posmatrani pod CLSM. Za biljke koje su inokulisane Gfp-ne-transformisanim
sojevima bakterija, nakon njihovog ubiranja je uraden FISH za biljni koren, a onda su
pripremljeni preparati korena.

Priprema preparata biljaka inokulisanih Gfp-transformisanim bakterijama

Nakon 3 nedelje gajenja, biljke su pazljivo izvadene iz supstrata i u sterilnim
uslovima skalpelom je odsecen koren, sa njega su pazljivo odstranjene partikule
kvarcnog peska i ispran je u PBS 1X. Koren je prosusen na vazduhu, stavljen na
mikroskopsku plocicu, dodata je kap Citifluor (UK) i pokriven pokrovnim stakalcem.
Ovako pripremljen preparat je pregledan pod CLSM.
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4.4.1. Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)

Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) metodom se detektuju sekvence
nukleinskih kiselina pomocu filogenetski fluorescentno obelezenih oligonukleotidnih
proba koje specificno hibridizuju komplementarnu ciljanu sekvencu unutar bakterijske
celije (Moter i Gobel, 2000; Eldor 2007; Blomme i Handler, 2009).

Metoda Fluorescence /n Situ Hybridization (FISH) je uradena za korenove
biljaka koje su inokulisane: Pseudomonas aeruginosa DSMS50071; Salmonella
typhimurium LT2; Salmonella typhimurium ATCC14028; Salmonella typhimurium S1;
Listeria monocytogenes EGD-E ; Listeria monocytogenes SV4B; Ochrobactrum
anthropi 1A DSM14396; Roseomonas fauriae KACC11694; Roseomonas
genomospecies 6CCUG33010.

Procedura FISH metode ukljucuje: fiksaciju uzorka, pripremu uzorka i
pretretmanski korak, hibridizaciju (vezivanje specificnih proba za odredivanje
specificne ciljane sekvence), ispiranje uzorka (da bi se otklonile nevezane probe) i
mikroskopiranje i interpretacija rezultata.

Fiksacija biljnog korena za Gram-negativne bakterije obavilja se sa PFA
(paraformaldehid) dok se fiksacija sa EtOH primenjuje za Gram-pozitivne bakterije.
Pre hibridizacije uzorak mora biti fiksiran da bi bio permeabilan za prodiranje
fluorescentne probe u ¢eliju.

Hibridizacija mora biti izvedena pod preciznim uslovima zbog pravilnog
umnozavanja proba ciljane sekvence. U ovom koraku FISH procedure, hibridizacioni
pufer se dodaje u uzorak koji sadrzi fluorescentne probe komplementarne sa ciljanim
mestom na RNK. Hibridizacija se obavlja u mra¢noj i humidnoj sredini, obi¢no na
temperaturi od 37°C do 50°C, a vreme hibridizacije od 30 minuta pa do nekoliko
Casova. Posle hibridizacije, uzorak se ispira u puferu za ispiranje (Washing buffer) da bi

se otklonile nevezane probe, zatim se susi i spreman je za mikroskopiranje.
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Postupak fiksacije korena biljaka sa PFA (paraformaldehid)

Priprema PFA rastvora: u mikrotubu (2ml) dodati PFA i PBS 1X u odnosu 3:1
vol/vol (750ul PFA i 250 1 PBS 1X). Rastvor se moze Cuvati 1-3 dana na temperaturi
4°C ili 7 dana na temperaturi -20°C.

Koren biljke, ispran u PBS 1X, stavlja se u mikrotubu sa PFA rastvorom i
inkubira na 4°C 2". Zatim se koren ispra 3 puta sa PBS 1X, stavlja u mikrotubu sa
rastvorom PBS 1X / EtOHapsomee 1 @ 1 vol/vol (500ul PBS 1X i 500u] EtOH,psolute) 1

¢uvan na -20°C do FISH analize i mikroskopiranja (Amann i sar., 1990).
Postupak FISH metode za koren biljke:

- posle fiksacije, koren se susi na 46°C 20 minuta
-1ml-sku mikrotubu dodaje se 180ul hibridizacionog pufera i ¢uva na ledu do upotrebe
priprema hibridizacioni pufer za in situ hibridizaciju na 46°C (u2 ml ERT (Eppendorf
reaction tube) dodati:

SMNaCl..cooeiiiiiiiiiniiceee 360 pl

1 M Tris/HCI pH 8.0.......cccouc..... 40 pl

primenjen je 35 % rastvor formamida koji je napravljen prema sledecoj tabeli

tako da ukupna zapremina iznosi 1600 pl.

% Formamida (v/v) | Formamid (ul) | MQ voda (ul)
0 0 1600
5 100 1500
10 200 1400
15 300 1300
20 400 1200
25 500 1100
30 600 1000
35 700 900
40 800 800
45 900 700
50 1000 600
60 1100 500
65 1200 400
70 1300 300
10 % (W/V) SDS..ooiiiieee 2ul

pripremljen hibridizacioni pufer se ¢uva na ledu do upotrebe
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- dehidratacija korena se vrSi u rastucoj seriji etanola (oko 3 minuta u 50%, 80% i 100%
EtOH)
- koren se susi na vazduhu, (koren snezno-bele boju i blago smezuran).
- koren se prenosi u mikrotube sa 180ul hibridizacionim puferom u koje se dodaje 20ul
odgovarajuca specificna probe i 20p] univerzalna proba EUB-338-Fluos i inkubirana na
46°C 1.5" (Amann et al., 1992; Manz et al., 1992).
- priprema pufera za ispiranje za in situ hibridizaciju na 46°C 1 ispiranje na 48°C, tako
Sto u falkonen epruvetu (50ml) dodaje:

I M Tris/HCI pH 8.0....cccvveirieiieienen, 1 ml

0.5 M EDTA pH 8.0...c.cccoeiririiinn 500 pl

5 M NaCl je primenjena prema % formamida u hibridizacionom puferu, na

osnovu tabele

% Formamida u (NaCl) u mol/l NaCl (ul) (od 20% formamida pa ka visim
hibridizacionom puferu koncentracijama, dodati 500 ul 0,5 M EDTA)
0 0,900 9,000
5 0,636 6,300
10 0,450 4,500
15 0,318 3,180
20 0,225 2,150
25 0,159 1,490
30 0,112 1,020
35 0,080 700
40 0,056 460
45 0,040 300
50 0,028 180
55 0,020 100
60 0,008 40
70 0,000 ne dodavati NaCl, ve¢ samo 350 ul EDTA
Hzouma PUIE e eeeersenseneunenseuninsiinienns 50 ml
10 % (W/V) SDS....oooiiiiiienn 50 ul

- pufer za ispiranje se ¢uva u vodenom kupatilu na temperaturi 48°C do upotrebe

- Iml ovog pufera se prenosi u novu 2ml-mikrotubu

-koren se stavlja u petri-kutiju sa puferom za ispiranje i mucka

-koren se prenosi u mikrotubu (2ml) sa puferom 1 inkubira u vodenom kupatilu na 48°C
20 minuta.

- u cilju otklanjanja pufera za ispiranje, koren se pere hladnom sterilnom destilovanom

H,O0 u petri-kutiji uz muckanje, i prenosi mikroskopsku plocicu i susi na vazduhu
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- na suv koren se stavlja Citifluor, koren pokriva pokrovnim stakalcem i pregleda pod
CLSM.

Strogo specifi¢ne oligonukleotidne probe, koriS¢ene u ovim istrazivanjima su:

- Salm-63-Cy3 za Salmonella typhimurium

- Lis-1255-Cy3 za Listeria monocytogenes

- Gam-42a-Cy3 za Pseudomonas aeruginosa DSM50071

- Alf-1b-Fluos i Rhi-1247-Cy3 za Ochrobactrum anthropi 1A DSM14396

- Azobras-440a-CyS5 i1 Abras-1420-Cy3 za Roseomonas fauriae KACC11694 i

R. genomospecies 6CCUG33010

Za koren biljke spanaca, inokulisane sa R. genomospecies 6CCUG33010,
primenjena specifi¢na proba je Azo-CyS5.

Specificne probe su primenjene u kombinaciji sa univerzalnom (nespecificnom)
probom EUB-338-Fluos za sve ispitivane sojeve bakterija. Oligonukleotidne probe su
rastvarane u adekvatnom radnom rastvoru i to oko 30ng/ul za fluorohrom-obelezene
(Cy3 i Cy5) oligonukleotidne probe i 50ng/ul za Fluos probu i cuvane su na temperaturi
-20°C do upotrebe.

Karakteristike i1 specifi¢nosti svih koriS¢enih oligonukletidnih proba kao i
procenat primenjenog formamida za hibridizacioni pufer su prikazani u Tabeli 10. Probe
su sintetizovane i dobavljene od Thermo Electron, Division Interactiva (Ulm,

Germany).
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Tabela 10. Karakteristike i specificnosti koriséenih oligonukleotidnih proba
Pozicija vezivanja %
Bakterija Proba Specifi¢nost Ciljni Sekvenca 50-30 :** Referenca
E. coli**#** FA
(rRNA)
o Salmlonella spp., W. Ludwig,
S. typhimurium Salm-63 Plesiomonas 23S 1742—-1760 GCTGCCTCCCGTAGGAGT 35 ..
shigelloides (ne objavljeno)
Listeria sp., Waener et al
L. monocytogenes Lis-1255 B. thermosphacta, 16 S 1255-1272 ACCTCGCGGCTTCGCGAC 35 (gl998) '
B. campestris
GCCTTCCCACATCGTTT Manz et al
P. aeruginosa Gam-42a | y Proteobacteria 238 1027 - 1043 sa kompetitor oligo 35 anz ctal,
GCCTTCCCACTTCGTTT 1992
o-Proteobacteria, Manz et al
Alf-1b o-Proteobacteria, 16 S 19 - 35 CGTTCGYTCTGAGCCAG 1992 ?
O. anthropi Spirochaetes 35
Rhi-1247 | Rhizobia 16S | 1246-1260 TCGCTGCCCACTGTC L“dvlvg’;gt al,
Azospirillum spp.
Azobras-440a | Skermanella, 16 S 440-457 GTCATCATCGTCGCGTGC StOffze(l)z ft al,
Roseomonas spp. Rhodocista 35
Abras-1420 | A. brasilense 16S | 1420-1438 | CCACCTTCGGGTAAAGCCA St"ff;; let al,
Svi sojevi EUB-33g | Dacteria 16S | 338355 | GCTGCCTCCCGTAGGAGT | 35 | ‘mannctal
bakterija (osim * 1 **) (1990)
*Planctomycetales
**Verrumicrobiales

***Koncentracija formamida (v/v) kori§¢ena za hibridizacioni pufer
****Posicija u rRNA kod E. coli (Brosius et al., 1981).
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3D Konfokal laser skening mikroskopija (CLSM)

Tro-dimenzionalna (3D) mikroskopska analiza preparata korenovog sistema
biljaka vrSena je konfokal laser skening mikroskopom (CLSM) model LSM-510-
META, Zeiss (Germany) (S/ika 17). Koris¢ena su dva He—Ne lasera (He-Ne 1 i He-Ne
2) i Ar-jon laser. He—Ne laseri su obezbedivali ekscitaciju talasnih duzina 543 nm
(ekscitacija za Cy3) i 633 nm (ekscitacija za Cy5) sa LP 560 i LP 650 *’long-pass’’
filterima 1 to posebno za svaki. Fluorescentna boja Cy5 se emituje u crvenom spektru,
ali se na mikrografiji vidi plava boja, dok se Cy3 na mikrografiji vidi kao crvena
fluorescentna boja. Treci kanal za boju Ar-jon laser, daje ekscitaciju talasne duzine
488nm sa BP500-550 ’’band-pass’’ filterom, koris¢en je radi autofluorescencije koja

omogucava da struktura korena biljaka bude vidljiva.

Slika 17. Konfokal laser skening mikroskop, model LSM-510-META (Germany)

Broj bakterija koje povrsinski i endofitno kolonizuju koren biljaka odreden je
direknim brojanjem bakterijskih c¢elija na 3D-mikrografijama. Pomoc¢u Zeiss LSM
Image Browser softvera je odredena zapremina snimljenog dela korena na 3D-
mikrografiji i u tom delu su izbrojane ¢elije bakterija na povrSini i unutra$njosti korena.
Kao povrsinska zona korena uzeta je dubina 0—5um, dok je kao unutrasnjost korena
uzeta dubina veca od 5 pm. Broj bakterija je obrac¢unat na jedinicu zapremine i prikazan

kao broj ¢elija/mm?® apsolutno suvog korena biljke.
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5. REZULTATI

5.1. Prisustvo i identifikacija patogenih bakterija u vodi

Mkrobiologki kvalitet vode je praden na lokaciji O.S.D. Radmilovac,
melioracionom kanalu u Sur€inu, melioracionom kanal u Negotinu i kanalu sliva

Galovice.
5.1.1. Mikrobiolo3ki kvalitet vode na O.S.D. Radmilovac

Broj ukupnih i fekalnih koliformnih bakterija u vodi odreden je MPN metodom
na MacConkey tec¢noj podlozi uz koris¢enje McCrady-evih statistickih tablica.

Tokom 2005. godine, u gornjem delu vodotoka ’Sugavac’’, broj ukupnih
koliformnih bakterija se kretao od 4.00x10° do 3.00x10°CFU/100ml ( prosek
5.33x10*CFU/100ml). U 2006. godini, broj ukupnih koliformnih bakterija je iznosio
1.50x10* do 1.40x10°CFU/100ml, (prosek 5.31x10°CFU/100ml). Brojnost fekalnih
koliformnih  bakterija u 2005. je od 0 do 2.50x10*CFU/100m (prosek
4.53x10°CFU/100ml), a u 2006.g. u rasponu od 0 do 4.50x10°CFU/100ml, prosek je
1.67x10°CFU/100ml (Tabela 11).

U donjem delu vodotoka *’Sugavac’’, u 2005. godini, broj ukupnih koliformnih
bakterija varirao je od 1.10x10° do 3.20x10°CFU/100ml, dok njihov prose&an broj
iznosi 4.89x10°CFU/100ml. Brojnost fekalnih koliformnih baktrerija se kretala od
7.50x10% do 3.00x10°CFU/100ml, (prosek 4.31x10°CFU/100ml. U 2006. godini
konstatovana je brojnost od 1.50x10° do 2.50x10°CFU/100ml ukupnih koliformnih
bakterija (prosek 4.39x10*CFU/100ml). Broj fekalnih koliformnih bakterija se kretao od
4.50x10% do 2.00x10*CFU/100ml (prosek 6.67x10°CFU/100ml) (Tabela 12).
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Tabela 11. Broj koliformnih bakterija u gornjem delu vodotoka "Sugavac"

u 2005. i 2006. godini

Datum uzorkovanja

Ukupne koliformne

Fekalne koliformne

vode (broj CFU u 100 ml) (broj CFU u 100 ml)
14.04.2005. 4.50 x 10° 0.00
25.04.2005. 3.00 x 10° 1.00 x 10*
16.05.2005. 4.00 x 10° 0.00
08.06.2005. 9.50 x 10* 2.50 x 10*
05.07.2005. 1.50 x 10° 1.50 x 10°
10.10.2005. 1.50 x 10° 4.50 x 10°
14.10.2005. 2.50 x 10* 4.50 x 10°
21.10.2005. 2.50 x 10° 1.50 x 10°

Prosek 5.33 x 10* 4.53x 10°
24.04.2006. 1.50 x 10° 0.00
20.05.2006. 4.50 x 10° 1.60 x 10°
25.06.2006. 1.40 x 10° 2.50 x 10°
23.07.2006. 1.40 x 10* 4.50 x 10°
28.08.2006. 9.50 x 10° 2.50 x 10°
28.09.2006. 9.50 x 10° 2.50 x 10°
24.10.2006. 4.50 x 10° 2.50 x 10°
07.12.20086. 3.00 x 10° 9.50 x 10°

Prosek 5.31 x 10° 1.67 x 10°

Tabela 12. Broj koliformnih bakterija u donjem delu vodotoka "Sugavac"

u 2005. i 2006. godini

Datum uzorkovanja

Ukupne koliformne

Fekalne koliformne

vode (broj CFU u 100 ml) (broj CFU u 100 ml)
14.04.2005. 1.10 x10° 9.50 x 10°
25.04.2005. 3.20 x 10° 3.00 x 10°
16.05.2005. 9.50 x 10° 7.50 x 10°
08.06.2005. 1.50 x 10° 7.50 x 10°
05.07.2005. 4.50 x 10* 2.50 x 10°
10.10.2005. 7.50 x 10° 450 x 10°
14.10.2005. 9.50 x 10° 2.50 x 10°

Prosek 4.89 10° 4.31x10°
24.04.2006. 1.50 x 10° 4.50 x 10°
20.05.2006. 9.50 x 10° 3.00 x 10°
25.06.2006. 1.10 x 10* 4.50 x 10°
23.07.2006. 2.50 x 10* 1.40 x 10*
28.08.2006. 4.50 x 10* 9.50 x 10°
28.09.2006. 4.50 x 10° 1.15x 10°
24.10.2006. 4.50 x 10° 7.50 x 10°
07.12.2006. 2.50 x 10° 2.00 x 10*

Prosek 4.39 x 10* 6.67 x 10°
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U otvorenom bunaru br. 1, u 2005. godini, broj ukupnih koliformnih bakterija
varirao je od 0 do 3.00x10°CFU/100ml, a fekalnih koliformnih od 0 do
4.50x10°CFU/100ml (prosek 8.42x10° i 9.0x10'CFU/100ml). Vrednosti u 2006. godini
za ukupne koliformne bakterije, su od 7.0x10' do 1.40x10°CFU/100ml, prosek
5.65x10°CFU/100ml, dok su fekalne koliformne bakterije detektovane samo jednom i to
28. 08. 2006. godine (4x10'CFU/100ml) (Tabela 13).

Tabela 13. Broj koliformnih bakterija u otvorenom bunaru br. 1 u 2005. i 2006. godini

Datum uzorkovanja Ukupne koliformne Fekalne koliformne
vode (broj CFU u 100 ml) (broj CFU u 100 ml)
14.04.2005. 0.00 0.00
25.04.2005. 3.00 x 10* 0.00
16.05.2005. 9.50 x 10° 0.00
08.06.2005. 1.50 x 10* 9.00 x 10°
05.07.2005. 4.50 x 10° 4.50 x 10°
10.10.2005. 9.00 x 10' 0.00
Prosek 8.42 x 10° 9.00 x 10*
24.04.2006. 7.00 x 10' 0.00
20.05.2006. 4.50 x 10° 0.00
25.06.2006. 1.10 x 10° 0.00
23.07.2006. 1.40 x 10° 0.00
28.08.2006. 9.50 x 10? 4.00 x 10"
28.09.2006. 1.50 x 10? 0.00
24.10.2006. 2.50 x 10° 0.00
07.12.2006. 1.50 x 10? 0.00
Prosek 5.65 x 10° 5.00

U otvorenom bunaru br. 2, u vodi uzorkovanoj u 2005. godini, detektovano je od

9.00x10" do 3.10x10*CFU/100ml
1.12x10*CFU/100ml)

U  2006.

godini konstatovano je od 1.50x10°

ukupnih  koliformnih  bakterija

( prosek

do

1.40x10*CFU/100m! ukupnih koliformnih bakterija, prosek je 4.29x10°CFU/100ml.
Broj fekalnih koliformnih bakterije se kretao od 0 do 1.00x10*CFU/100ml, prosek
2.17x10°CFU/100ml u 2005.g a 2006.g. fekalne koliformne bakterije su detektovane
samo 28. 08. 2006. godine (9x10'CFU/100ml) (Tabela 14).
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Tabela 14. Broj koliformnih bakterija u otvorenom bunaru br. 2 u 2005. i 2006. godini

Datum uzorkovanja Ukupne koliformne Fekalne koliformne
vode (broj CFU u 100 ml) (broj CFU u 100 ml)
14.04.2005. 9.00 x 10' 0.00
25.04.2005. 3.10 x 10* 1.00 x 10*
16.05.2005. 4.00 x 10° 4.00 x 10’
08.06.2005. 2.50 x 10* 4.50 x 10°
05.07.2005. 9.50 x 10° 2.50 x 10°
10.10.2005. 9.50 x 10° 0.00
Prosek 1.12 x 10* 2.17 x 10°
24.04.2006. 1.50 x 10° 0.00
20.05.2006. 2.50 x 10° 0.00
25.06.2006. 4.50 x 10° 0.00
23.07.2006. 1.40 x 10* 0.00
28.08.2006. 9.50 x 10° 9.00 x 10’
28.09.2006. 2.50 x 10° 0.00
24.10.2006. 9.50 x 10° 0.00
07.12.2006. 2.50 x 10° 0.00
Prosek 4.29 x 10° 1.13 x 10"

godine,

U vodi iz zatvorenog bunara u 2005. godini broj ukupnih koliformnih bakterija

je bio od 4.00x10" do 3.00x10°CFU/100ml (prosek 6.70x10*CFU/100ml), U toku 2006.

brojnost

5.61x10°CFU/100ml.

se kretala od 4.00x10' do

1.40x10*CFU/100ml,

prose¢no

Tabela 15. Broj koliformnih bakterija u zatvorenom bunaru u 2005. i 2006. godini

Datum uzorkovanja Ukupne koliformne Fekalne koliformne
vode (broj CFU u 100 mi) (broj CFU u 100 ml)
14.04.2005. 4.00 x 10’ 0.00
25.04.2005. 3.00 x 10° 3.00 x 10*
16.05.2005. 2.00 x 10? 0.00
08.06.2005. 9.50 x 10* 9.50 x 10°
05.07.2005. 4.50 x 10° 1.50 x 10°
10.10.2005. 2.50 x 10° 4.00 x 10’
Prosek 6.70 x 10* 5.19 x 10°
24.04.2006. 1.10 x 10* 4.00 x 10’
20.05.2006. 7.50 x 10° 7.00 x 10"
25.06.2006. 9.50 x 10° 3.00 x 10°
23.07.2006. 1.40 x 10* 1.10 x 10°
28.08.2006. 1.50 x 10° 9.00 x 10’
28.09.2006. 1.10 x 10° 9.50 x 10°
24.10.2006. 4.00 x 10’ 0.00
07.12.2006. 2.50 x 10° 0.00
Prosek 5.61 x 10° 3.19 x 10°
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Ukupan broj fekalnih koliformnih bakterija je od 0 do 3x10*CFU/100ml (prosek
5.19x10°CFU/100ml) u toku 2005.g. dok je 2006.g. bilo od 0 do 1.10x10°CFU/100ml
(prosek 3.19x10°CFU/100ml) (Tabela 15).

U vode sa javne cesme u 2005. godini najveca brojnost ukupnih koliformnih
bakterija bila je 25. aprila (3.00x10*CFU/100ml), dok 14. april uopste nije bilo. Fekalne
koliformne bakterije konstatovane su jedino 5. jula ( 9.50x10*CFU/100ml). Prose¢an
broj ukupnih koliformnih bakterija je iznosio 8.14x10°CFU/100ml, a fekalnih
koliformnih bakterija 2.38x10*CFU/100ml (Grafik 1). U terminima 8. jun i 10. oktobar

iste godine, cesma je bila pod vodom (potopljena) zbog obilnih kisnih padavina.

Grafik 1. Grafik 2.
Broj koliformnih bakterija u javnoj ¢esmi u 2005. g. Broj koliformnih bakterija u javnoj ¢esmi u 2006. g.
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Tokom 2006. godine, 24. april, 20. maj, 25. jun, 23. jul i 7. decembar nije
detektovano prisustvo ukupnih i fekalnih koliformnih bakterija., a 28. avgust broj
ukupnih  koliformnih  bakterija  iznosio  4.50x10°CFU/100ml, i fekalnih
4x10'CFU/100ml. Prose¢na vrednost za ukupne koliformne bakterije je bila
7.50x10°CFU/100ml, a za fekalne 6.67CFU/100ml (Grafik 2). Cesma je bila pod vodom
zbog obilnih padavina.28. septembra i 24. oktobra.

Tokom 2006.g. ukupne koliformne bakterije detektovane su u pijezometru 2, 3,
4 i 5. Najveéi broj je u pijezometru br. 4 (prose¢no 7.99x10°CFU/100ml). Fekalne
koliformne bakterije konstatovane su samo u pijezometru br. 4 i to 23. jul
(4.50x10°CFU/100ml) i 28. avgust (2.50x10°CFU/100ml), prosek je iznosio
1.75x10°CFU/100ml (Grafici 3, 4, 5 i 6).
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Grafik 3. Grafik 4.
Broj koliformnih bakterija u Pijezometru 2 u 2006.g. Broj koliformnih bakterija u Pijezometru 3 u 2006.g.
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Grafik 5. Grafik 6.
Broj koliformnih bakterija u Pijezometru 4 u 2006.g. Broj koliformnih bakterija u Pijezometru 5 u 2006.g.
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U pijezometru br. 3, 7. decembra, nije bilo vode, dok u pijezometru br. 6 samo u

jednom terminu bilo vode (23. jul), i tada nije konstatovano prisustvo ukupnih i fekalnih

koliformnih bakterija. U ostalim terminima u ovom pijezometru nije bilo vode (28.

avgust, 24. oktobar i 7. decembar).

5.1.2. Identifikacija vrsta patogenih bakterija u vodi O.8.D. Radmilovac

Morfoloske (odgajivacke,) osobine izolovanih kolonija- svi izolovani sojevi su

ravnomerno mutili hranjivi bujon. Kolonije E. coli 1 na EMB agaru su bile veli¢ine 2-3

mm u precniku, zeleno-metalik boje, koje odbijaju svetlost i imaju tamno purpurni

centar koji propusta svetlost. Na hranjivom agaru, E. coli I je obrazovala bele i sjajne

kolonije, dok je hranjivi bujon mutila i stvarala praskast talog. E. coli 1 je menjala boju
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MacConkey-evog bujona u zutu i izdvajao se gas u Durham-ovim cevCicama. Na
krvnom agaru, kolonije su pokazivale 3 — hemolizu.

Sojevi Citrobacter freundii na EMB agaru stvaraju sitne kolonije, roze boje sa
tamnim centrom u sredini. Sojevi Klebsiella pneumoniae na EMB agaru stvaraju
krupne, sluzave, pihtijaste kolonije, a kolonije sojeva Enterobacter aerogenes su roze,
prelivaju se sa sivo-braon centrom koji propusta svetlosne zrake.

Aeromonas hydrophila 1 je na m-Aderomonas Selective Agar Base stvara sitne
do srednje veli¢ine zute kolonije, glatke, sjajne.

Na Salmonella/Shigella Agaru (SS Agar), izolovani sojevi Salmonella spp.
stvaraju kolonije crne boje (H,S"), dok su kolonije sojeva Shigella spp. karakteristiéne
zute boje.

Morfoloske karakteristike celija - sve izolovane bakterije su Gram-negativne,
asporogene, pokretne, izuzev Klebsiella pneumoniae koja je nepokretna i stvara
kapsule. Oblik ¢elija izolovanih sojeva je Stapicast, izuzev Celija Citrobacter freundii
koji u obliku kokobacila. Celije su pojedina¢ne ili su palisadnog rasporeda. Veli¢ina
¢elija izolovanih bakterija je u opsegul-3 x 0.4-0.7 pm.

Ekolose karakteristike- izolovani sojevi bakterija dobro rastu u opsegu pH od 6.0
do 8.0, na temperaturi od 25°C do 44°C. U odnosu na kiseonik, su fakultativno
anaerobne bakterije.

Biohemijske osobine su potvrdile pripadnost izolovanih sojeva datim vrstama.
Sojevi E. coli I produkuju indol i imaju pozitivnu Methyl-Red (MR) reakciju, dok je
Voges—Proskauer (VP) test negativan i ne koriste citrate. Za razliku od E. coli, sojevi
Klebsiella pneumoniae 1 Enterobacter aerogenes ne stvaraju indol, MR reakcija je
negativna, a VP reakcija pozitivna i koriste citrate. 1zolati Salmonella spp. stvaraju
vodonok-sulfid (H,S"), a sojevi Shigella spp. ne.

Na osnovu API testa i prema softveru API-WEB tacnost identifikovanih sojeva
je iznosila preko 99.8%. Potvrdeno je prisustvo: Escherichia coli 1; Citrobacter
freundii; Klebsiella pneumoniae; Aeromonas hydrophila 1, Enterobacter aerogenes;
Salmonella spp., Shigella spp.

U gornjem delu vodotoka *’Sugavac’® identifikovane su : Escherichia coli 1,

Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae 1 Aeromonas hydrophila 1, dok su u
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donjem delu ovog vodotoka, pored ovih vrsta, identifikovane jo$ i Salmonella spp. i
Shigella spp.

U otvorenom bunaru br. 1 bile su prisutne vrste: Escherichia coli 1, Klebsiella
pneumoniae, Aeromonas hydrophila 1 1 Enterobacter aerogenes, a u otvorenom bunaru
br. 2 su pored Escherichia coli 1 1 Aeromonas hydrophila 1, bile prisutne i Salmonella
spp. 1 Shigella spp.

U uzorcima vode iz zatvorenog bunara detektovane su i identifikovane sledece
vrste patogenih bakterija: Escherichia coli 1, Klebsiella pneumoniae, Aeromonas
hydrophila 11 Salmonella spp.

Voda iz javne Cesme je bila kontaminirana vrstama: Escherichia coli 1,
Aeromonas hydrophila 1 1 Salmonella spp. (Tabela 16).

U pijezometrima detektovane su: Escherichia coli 1, Klebsiella pneumoniae,

Salmonella spp.

Tabela 16. Identifikovane patogene bakterije u vodama O.S.D. Radmilovac

58| 48| 8~ 8| E 5
]
Vode | EP | S° | 8| 8| 88| 88| €
s =| 3 =] o8| c&| 28| 5 8
=i =) > = 4
.. =] o S 3 5 ° 5 2 = —_ >0 q_‘%
Bakterije N5y | NS N =
Escherichia coli 1 + + + + + + +
Citrobacter freundii + + - - - - -
Klebsiella pneumoniae + + + - + - +
Aeromonas hydrophila 1 + + + + + + -
Enterobacter aerogenes - + - - - -
Salmonella spp. - + - + + + +
Shigella spp. - + - + - - -

5.1.3. Mikrobioloski kvalitet vode u melioracionom kanalu u Suréinu

Broj koliformnih bakterija i E. coli u melioracionom kanalu u Surcinu je
odreden na visoko-selektivnoj hromogenoj podlozi Selective-E.coli/coliform-
chromogenic-medium (CM1046) (Oxoid, Hampshire, UK).

Broj koliformnih bakterija u 2006. godini se kretao od 1.00x10° do
4.23x10*CFU/100ml (prosek 1.33X104CFU/10011’11). Broj E. coli je iznosio od 0 do
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3.67x10°CFU/100ml (prosek 9.75x10°CFU/100ml. Prose¢na vrednost za ukupne

koliformne bakterije (zbir koliformnih bakterija i E. coli) u ispitivanom periodu je

1.43x10*CFU/100ml (Grafik 7).

Grafik 7.
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Grafik 8.
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U toku 2007. g. prose¢na vrednost koliformnih bakterija je 9.39x10°CFU/100ml
a E. coli 1.47x10*CFU/100ml. Prosean broj ukupnih koliformnih bakterija je bio
9.54x10°CFU/100ml (Grafik 8).

Grafik 9.

Broj koliformnih bakterija i E. coli u suréinskom kanalu u 2008. god.
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Tokom 2008. godine, u vodi surcinskog kanala broj koliformnih bakterija je
varirao od 1.27x10° do 6.40x10*CFU/100ml. Broj E. coli varirao je od 4.00x10' do
1.00x10°CFU/100ml. Proseéna vrednost ukupnih koliformnih bakterija je iznosila
1.84x10*CFU/100ml (Grafik 9).

5.1.4. Identifikacija patogenih bakterija u vodi melioracionog kanala u Surcinu

Morfologija kolonija- sojevi E. coli 2, E. vulneris 1 E. adecarboxylata na EMB
agaru daju karakteristicne kolonije sa metalnim sjajem. Sojevi Vibrio fluvialis na istoj
podlozi imaju glatke i sjajne sitne kolonije 2-4 mm u precniku, roze boje sa prozracnom
zonom oko kolonija. Kolonije Yersinia enterocolitica na EMB agaru su sitne, glatke
povrsine, okruglog oblika, roze boje sa tamno-crvenim centrom. Vrsta Aeromonas

hydrophila 1 na podlozi m-Aeromonas Selective Agar Base stvara tipi¢ne zute kolonije.
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Morfologija ¢elija izolovanih sojeva- Celije su Stapicastog oblika, jedino vrste
Vibrio fluvialis su blago izvijeni Stapi¢i. Svi sojevi su Gram-negativni, asporogeni,
pokretni.

Ispitivanja ekoloskih karakteristika sojeva pokazuju da se vrste E. coli 2, E.
vulneris 1 E. adecarboxylata dobro razvijaju na temperaturi 25°C-44°C, u intervalu pH
vrednosti 5.0-9.0. Sojevi Vibrio fluvialis, se najbolje razvijaju na temperaturi od 20°C
do 42°C 1 intervalu pH vrednosti od 7.5 do 8.5. Yersinia enterocolitica se najbolje
razvija na temperaturi 20-35°C i pH opsegu od 5.0 do 9.5. U odnosu na kiseonik, svi
sojevi pripadaju fakultativno anaerobnim bakterijama.

U pogledu biohemijskih osobina, izolovane bakterije su karakteristicne za vrstu
kojoj pripadaju. Konstatovano jeu okviru vrste Vibrio fluvialis dva tipa soja koji se
delimi¢no razlikuju u biohemijskim karakteristikama.

Iz uzoraka kanalske vode na lokaciji SurCina identifikovane su E. coli 2E.
vulneris;E. adecarboxylata; Vibrio fluvialis (dva razli¢ita soja u pogledu biohemijskih
osobina); Yersinia enterocolitica; Aeromonas hydrophila 1

Na osnovu API testa i prema softveru API-WEB ta¢nost identifikovanih sojeva

je iznosila preko 98.7%.

5.1.5. Mikrobiolo$ki kvalitet vode u melioracionom kanalu u Negotinu

Broj ukupnih koliformnih bakterija je odreden MPN metodom na Laktoza-
Andrade-Peptonskoj vodi (Torlak, Beograd) sa Durham-ovim cev¢icama.

Broj koliformnih bakterija u dela kanala koji se uliva u Dunav se kretao od
5.00x10° do 2.40x10'CFU/100ml, (prosek 9.15X106CFU/100HI1). Najveca brojnost
koliformnih bakterija je konstatovana u oktobru i martu.

U vodi srediSnjeg dela melioracionog kanala (mesto posle ulivanja otpadnih
voda) broj koliformnih bakterija bakterija se kretao od 1.50x10° do
3.80x10°CFU/100ml, (prosek 1.85x10°CFU/100ml). Koliformne bakterije su bile
najbrojnije u oktobru, februaru i martu.

U pocetnom delu melioracionog kanala, konstatovana je najmanja brojnost
koliformnih bakterija od 2.20x10% do 3.80x10°CFU/100ml. Najveéa brojnost je u
oktobru i martu (Grafik 10).
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Grafik 10.
Broj koliformnih bakterija u melioracionom kanalu u Negotinu u 2007. i 2008. god.
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Grafik 11.
Broj koliformnih bakterija u otpadnim vodama zagadivaca melioracionog kanala u
Negotinu u 2006., 2007. i 2008. god.
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Na lokaciji ulivanja otpadne vode gradske kanalizacije u melioracioni kanal

konstatovana je prosetna brojnost koliformnih bakterija 2.02x10°CFU/100ml.
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Na mestu ulivanja otpadne vode sa farme svinja u kanal, broj koliformnih
bakterija iznosio je od 2.20x107 do 2.40x10°CFU/100ml. Intenzitet kontaminacije je bio

ujednacen, izuzev jula 2006. g., kada je farma radila manjim kapacitetom (Grafik 11).

5.1.6. Identifikacija patogenih bakterija u vodi melioracionog kanala u Negotinu

Morfoloske osobine kolonija- E. coli 1 na EMB agaru stvara karakteristi¢ne
kolonije metalnog sjaja, na ChromID™ O157:H7 Agaru su indigo-plave boje. Vrsta
Echerichia coli O157:H7 na visoko selektivnoj hranljivoj podlozi ChromID™ O157:H7
Agar je stvara tipi¢ne okrugle, glatke i sjajne kolonije zelene boje, 2—5 mm u precniku.
Na hranjivom agaru obrazuje bele, sjajne kolonije, u hranljivom bujonu stvara
zamucéenje 1 praskasti talog. Kolonije Salmonella spp. 1 Shigella spp. na
Salmonella/Shigella Agaru (SS Agar) su tipicne za ove vrste bakterija.

Morfoloske osobine celija- izolovane bakterije su Stapicaste, izuzev vrste
Citrobacter freundii koja je kokobacil, asporogene, Gram-negativne i pokretne. Veliina
¢elija vrste Echerichia coli O157:H7 je 1.5-2.0 x 0.4-0.8 um.

Ekoloske karakteristike ispitivanih sojeva patogenih bakterija su tipi¢ne za
identifikovane vrste. Vrsta Echerichia coli O157:H7 se dobro razvija na temperaturi od
25°C do 44°C, i intervalu pH 6.0-8.0. Svi sojevi su fakultativni anaerobi. Biohemijske
osobine ispitivanih sojeva su pokazale da vrsta Echerichia coli O157:H7 ima veoma
slicne osobine kao E. coli I. Razlika je u fermentaciji sorbitola. Identifikacija soja
Echerichia coli O157:H7 je potvrdena i aglutinacionim testom.

U uzorcima vode melioracionog kanala na lokaciji Negotina identifikovane su:
E. coli I;E. coli O157 :H7; Citrobacter freundii;Salmonella spp,Shigella spp., Proteus
spp.,Aeromonas hydrophila 1. Prema API sistemu identifikacije i API-WEB softveru,

preciznost identifikacije izolovanih sojeva je iznosila vise od 98%.

79



Kontaminacija biljaka patogenim bakterijama iz vode za navodnjavanje REZULTATI

5.1.7. Mikrobioloski kvalitet vode kanala sliva >’Donje polje’’ i kanala *’Galovica”’

Broj ukupnih i fekalnih koliformnih bakterije odreden je primenom Coliform-
Count-Plate (EC) petrifilm (3M, USA).

U vodi kanala 2-3 pored C.S. ’’Donje polje’’ konstatovano je od 0 do
1.50x10*CFU/100ml ukupnih koliformnih i od 0 do 1.20x10°CFU/100ml fekalnih
koliformnih bakterija. Tokom ispitivanja prisustvo fekalnih koliformnih bakterija nije
detektovano u sedam terimina, a ukupnih koliformnih bakterija u dva termina. Brojnost

obe grupe bakterija je bila izrazenija u toplijem delu godine (Grafik 12).

Grafik 12.
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Od patogenih bakterija, u vodi kanala 2-3 kod C.S. ’’Donje polje’’,
konstatovano je prisustvo Aeromonas spp.( 8.00x10°-5.00x10°*CFU/100ml) i E. coli
0157:H7 (5.00x10" - 2.00x10*CFU/100ml). Brojnost Salmonella spp. je od 8.00x10" -
5.00x10*CFU/100ml i E.coli od 2.00x10' — 1.50x10°*CFU/100ml). U junu i decembru

nije konstatovano prsustvo patogenih vrsta bakterija (Tabela 17).
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Tabela 17. Broj patogenih bakterija u kanalu 2-3 kod C.S. ’Donje Polje’’

Datum Broj patogenih bakterija (u 100 ml)
uzorkovanja E. coli E. coli O157:H7 Salmonella spp. | Aeromonas spp.
11.07.2008. | 2.0x 10 5.0x 10’ 1.6 x 10 23x10*
25.07.2008. | 9.0x 10' 3.52x 10° 8.0x 10' 23x 10
08. 08. 2008. | 6.0x 10’ 52x10° 1.0x 10’ 6.6 x 10°
05. 09. 2008. 0 12x10° 0 4.0x10°
22.10.2008. | 1.5x 10 4.0x 10 1.5x 10 45x 10
28.11. 2008. 0 5.0x 10" 0 8.0 x 10
15. 12. 2008. 0 0 0 0
03. 02. 2009. | 5.0x 10 1.0 x 10 1.0 x 10 1.65x 10°
31. 03. 2009. 0 2.0x10* 5.0x 107 3.4x10*
13. 05. 2009. 0 0 0 5.0x10*
19. 06. 2009. 0 0 0 0

Prosek 3.36x 10 2.68x 10° 9.91x 10’ 1.71x 10°

U vodi kanala "’Petrac 1’ kod C.S. *’Donje Polje’’ ukupne koliformne bakterije

su konstatovane &etiri puta u letnjim mesecima (prosek 2.83x10°CFU/100ml) (Grafik

13). Fekalne koliformne bakterije su detektovane samo u julu i brojnost je iznosila

1.00x10°CFU/100ml.

Grafik 13.

Broj bakterija (CFU) u 100 ml

Broj koliformnih bakterija u kanalu Petrac 1 kod C.S. "Donje Polje" u 2008 i 2009. god.
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Na lokaciji kanala *’Petrac 1’ kod C.S. ’Donje Polje’’ medu patogenim
vrstama bakterija, najbrojniji je Aeromonas spp., (prosek 2.62x10*CFU/100ml). Broj E.
coli O157:H7 se kretala od 3.00x10' do 4.50x10°CFU/100ml. Vrste E. coli i
Salmonella spp. su imale manju brojnost, koja je prose¢no iznosila 2.86x10'CFU/100ml

i 2.59x10'CFU/100ml. Sve vrste bakterija bile su detektovane samo u letnjim mesecima

(Tabela 18).

Tabela 18. Broj patogenih bakterija u kanalu Petrac 1 kod C.S. *’Donje Polje’’

Datum Broj patogenih bakterija (u 100 ml)
uzorkovanja E. coli E. coliO157:H7 Salmonella spp. | Aeromonas spp.
11.07.2008. | 7.0 x 10 3.0x 10’ 4.0x 10" 3.3x 10
25.07.2008. | 3.0x10' 8.8 x 107 6.0 x 10’ 9.0x 10’
08. 08. 2008. | 1.5x 10° 45x10° 8.5x10' 7.3x10°
05. 09. 2008. 0 0 0 0
22.10. 2008. 0 1.5x 10 1.0x 10 2.5x 10
28.11. 2008. 0 0 0 0
15.12. 2008. 0 0 0 0
03. 02. 2009. 0 0 0 0
31.03. 2009. 0 0 0 0
13. 05. 2009. 0 0 0 2.9x10°
19. 06. 2009. | 6.5x 10 24x10° 0 2.1x10°
Prosek 2.86x 10 527x10° 2.59x 10 2.62x 10"

U kanalu Petrac 1 kod C.S. ’’Petrac’’ prosecan broj ukupnih koliformnih
bakterija je 4.92x10°CFU/100ml, dok su fekalne koliformne bakterije konstatovane
samo tokom uzorkovanja u jul 2008. i julu 2009. godine (Grafik 14).

U vodi ovog kanala, od patogenih vrsta bakterija, najbrojniji je Aeromonas spp.,
(prosek je 5.55x10°CFU/100ml), a najmanja brojnost je Salmonella spp., prosek
1.01x10% CFU/100ml (Tabela 19).
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Grafik 14.
Broj koliformnih bakterija u kanalu Petrac 1 kod C.S. "Petrac” u 2008 i 2009. god.
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Tabela 19. Broj patogenih bakterija u kanalu Petrac 1 kod C.S.  'Petrac’’

Datum Broj patogenih bakterija (u 100 ml)
uzorkovanja E. coli E. coli O157:H7 Salmonella spp. | Aeromonas spp.
11.07.2008. | 6.8x 10° 4.0x 10" 1.0x 10 4.6 x 10*
25.07.2008. | 3.5x 10 1.0x 10° 6.0x 10' 2.8x10*
08. 08. 2008. | 1.4x 10 3.0x 10 8.5x 10 5.0x 107
05. 09. 2008. 0 0 0 14x10°
22.10. 2008. 0 0 0 0
28. 11. 2008. 0 0 0 0
15.12. 2008. 0 2.0x10° 3.0x 10" 5.0x 10"
03. 02. 2009. 0 0 0 0
31.03.2009. | 13x10° 1.25x 10* 1.0x 10° 5.6x10°
13. 05. 2009. 0 0 0 6.5x 10"
19. 06. 2009. 0 0 0 1.5x10°
22.07.2009. | 1.0 x 10 3.5x10* 1.0x 10 58x10°
17.09. 2009. | 6.5x 10’ 0 4.0x 10' 2.1x10°
23.11. 2009. 0 0 0 23x10°

Prosek 1.88x 10° 351x10° 1.01x 10° 5.55x 10"
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U vodi kanala Petrac 3 kod C.S. "’Novi Fenek’’ ukupne koliformne bakterije su
detektovane tokom cetiri, a fekalne tokom dva uzorkovanja (avgust i decembar 2008.).
Prosecan broj ukupnih koliformnih bakterija, za ceo period istrazivanja, je iznosio

2.31x10°CFU/100ml, a fekalnih 3.20x10°CFU/100ml (Grafik 15).

Grafik 15.

Broj koliformnih bakterija u kanalu Petrac 3 kod C.S. "Novi Fenek" u 2008 i 2009. god.
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Tabela 20. Broj patogenih bakterija u kanalu Petrac 3 kod C.S. ’Novi Fenek’’

Datum Broj patogenih bakterija (u 100 ml)
uzorkovanja E. coli E. coliO157:H7 Salmonella spp. | Aeromonas spp.
25.07. 2008. 0 1.0 x 10 2.0x 10 1.5x 10°
08. 08. 2008. | 5.0x 10° 1.5x 10° 45x 10 3.0x10°
05. 09. 2008. 0 0 0 0
22.10. 2008. 0 0 0 0
28.11. 2008. 0 0 0 2.0x10°
15.12.2008. | 7.0x 10 2.1x10* 1.0 x 10 40x10°
03. 02. 2009. 0 0 0 0
31.03. 2009. 0 0 0 54x10*
13.05. 2009. 0 0 0 5.0x 10’
19. 06. 2009. | 3.6x10° 5.0x10° 5.0x10° 3.0x10°

Prosek 1.56x 10° 2.61x10° 1.25x 10° 6.66x 10°
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Ispitivane patogene vrste bakterija su bile periodi¢no prisutne u vodi kanala
Petrac 3 kod C.S. ’Novi Fenek’’. Aeromonas spp. je detektovan tokom sedam
uzorkovanja vode, E. coli O157:H7 i Salmonella spp. tokom Cetiri uzorkovanja i E. coli
tokom tri uzorkovanja vode. U pogledu brojnosti nije bilo izrazitih razlika, s tim §to su
Aeromonas spp. i E. coli O157:H7 nesto brojnije (prosek 6.66x10°CFU/100ml i
2.61x10°CFU/100ml) (Tabela 20).

U kanalu Galovica na lokaciji ispod naselja Surcin broj ukupnih koliformnih
bakterija se kretao od 1.00x10* do 2.46x10'CFU/100ml, a fekalnih od 0 do
2.01x10°CFU/100ml. Prosek za ukupne fekalne bakterije je 2.06x10°CFU/100ml a
fekalne 1.84x10*CFU/100ml (Grafik 16).

Grafik 16.
Broj koliformnih bakterija u kanalu Galovica ispod naselja Surcin u 2008 i 2009. god.
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U vodi kanala Galovica konstatovana je visoka brojnost ispitivanih vrsta
patogenih bakterija izuzev u decembru 2008. i februaru 2009. godine. Najveca brojnost
je konstatovana za E. coli (prosek 2.02x10°CFU/100ml), Aeromonas spp. prosek
2.45x10*CFU/100ml i E. coli O157:H7 prosek 1.41x10°CFU/100ml, Salmonella spp.
prosek 6.16x10*CFU/100ml) (Tabela 21).
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Tabela 21. Broj patogenih bakterija u kanalu Galovica ispod naselja Surcin

Datum Broj patogenih bakterija (u 100 ml)
uzorkovanja E. coli E. coli O157:H7 Salmonella spp. | Aeromonas spp.
25.07.2008. | 1.4x 10’ 1.8x 10° 8.0x 10 22x10*
08. 08. 2008. | 1.8x 10’ 1.0x 10° 3.5x10° 2.4x10°
05. 09. 2008. | 2.1x10° 1.8x 107 1.8x 10’ 3.5x10°
22.10.2008. | 1.0x 10° 3.0x 107 2.0x10° 5.0x 10
28.11.2008. | 2.0 x 10 1.0 x 10 5.0x10' 0
15.12. 2008. 0 0 0 0
03. 02. 2009. 0 0 0 0
31.03.2009. | 9.0x 10° 5.0x 107 0 6.7x 10"
13.05.2009. | 1.5x 10" 0 43x10° 5.0x 10°
19. 06. 2009. | 5.0 x 10 3.5x10° 0 3.2x 10
17.09. 2009. | 9.0 x 10 9.6x 10° 2.6x10° 7.0 x 10
23.11.2009. | 2.4x 10° 0 3.5x10° 1.7x10°

Prosek 2.02x 10° 1.41x 10° 6.16x 10° 2.45x 10

U kanalu Galovica kod C.S. ’’Galovica’’, prosetna vrednost ukupnih
koliformnih bakterije, u ispitivanom periodu, je 1.14x10°CFU/100ml, a fekalnih
1.50x10°CFU/100ml. Najveéa brojnost koliformnih bakterija je u decembru 2008. i julu
2009. god. (Grafik 17).

Grafik 17.

Broj koliformnih bakterija u kanalu Galovica kod C.S. "Galovica” u 2008 i 2009. god.
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U vodi kanala Galovica kod C.S. ’Galovica’’, konstantna je najve¢a brojnost

Aeromonas spp. (prosek 6.33x10*CFU/100ml) a najmanja Salmonella spp. Sve vrste

ispitivanih patogenih bakterija su prisutne u vodi uzorkovanoj u decembru 2008. i julu
2009. godine (Tabela 22).

Tabela 22. Broj patogenih bakterija u kanalu Galovica kod C.S.’’Galovica’’

Datum Broj patogenih bakterija (u 100 ml)
uzorkovanja E. coli E. coli O157:H7 Salmonella spp. | Aeromonas spp.
15.12.2008. | 1.8x10° 1.0x 10° 1.5x 10° 2.6x10°
03. 02. 2009. 0 0 0 3.1x10°
31.03.2009. | 5.0x10° 5.0x 107 0 4.0x10*
13. 05. 2009. 0 0 0 3.5x10°
19. 06. 2009. 0 0 0 53x10°
22.07.2009. | 2.0 x 10 2.0x10° 23x10° 3.7x10°
17. 09. 2009. 0 5.0x 10 0 3.1x10°
23.11.2009. | 1.0 x 10 0 0 3.0x 107
Prosek 3.25x10° 4.44x 10° 4.75x 10" 6.33x 10’
Grafik 18.
Broj koliformnih bakterija u kanalu Petrac 4 kod C.S. "Novi Fenek"” u 2008 i 2009. god.
1.00E+05 N‘,&»,
>

£ o & ”‘f
g 1.00E+02

1.00E+01 —

&
— A & X ey e U
- umrkova"ja'ﬁ"é@& Q«b&rﬁ&. @.@fﬁ&- rﬁv\&@% rﬁ'\\(}e& N G@Q‘b g rb\-“%@&- \@S’(}@q S Q@ﬁn Ukupne koliformne
| Fekalne koliformne

U kanalu Petrac 4 kod C.S. Novi Fenek fekalne koliformne bakterije su
detektovane u avgustu 2008. i njihov broj je iznosio 1.00x10°CFU/100ml. Ukupne
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koliformne bakterije su detektovane u Sest termina uzorkovanja, a njihova prosecna

vrednost je 2.04x10°CFU/100ml (Grafik 18).

U kanalskoj vodi na lokalitetu C.S. *’Novi Fenek’ E. coli, E. coli O157:H7,

REZULTATI

Salmonella spp., Aeromonas spp. su detektovane u julu i avgustu 2008. godine.

Tabela 23. Broj patogenih bakterija u kanalu Petrac 4 kod C.S. ’Novi Fenek’’

Datum Broj patogenih bakterija (u 100 ml)
uzorkovanja E. coli E. coli O157:H7 Salmonella spp. | Aeromonas spp.
25.07.2008. | 5.0x 10 1.5x 10° 5.0x 10" 2.0x10°
08. 08. 2008. | 6.0 x 10 1.1x10° 1.0 x 10 8.5x 107
05. 09. 2008. 0 0 0 0
22.10. 2008, 0 0 0 0
28. 11. 2008, 0 0 0 0
15.12.2008. | 3.0x 10" 0 0 3.0x10°
03. 02. 2009. 0 0 0 1.5x10°
31.03. 2009. 0 2.0x10° 5.0x10' 32x10*
13.05. 2009. 0 0 0 0
19. 06. 2009. 0 0 0 2.8x10°
Prosek 1.40x 10" 2.82x 10° 2.00x 10 4.16x 10°
Prosecne vrednosti pokazuju da je najbrojniji  Aeromonas  spp.

(4.16X103CFU/100ml), a najmanje zastupljena je E. coli (1.40x10'CFU/100ml). U
septembru, oktobru i novembru 2008. g.i maju 2009. godine, nije utvrdeno prisustvo
patogenih vrsta bakterija (Tabela 23).

U vodi, iz akumulacije S.R.C. *’Surcin’’ u Surcinu, ukupne koliformne bakterije
su zastupljene do juna 2009. g.
1.58x10°CFU/100ml), a fekalne koliformne od marta do juna 2009. g.(prosek
2.03x10°CFU/100ml). Tokom jeseni 2008. godine ove bakterije nisu detektovane
(Grafik 19).

u periodu od decembra 2008. (prosk

Voda iz pomenute akumulacije u Sur€inu bila je kontaminirana patogenim
bakterijama tokom prole¢nog dela 2009. godine (mart, maj i jun). Aeromonas spp. je bio
prisutan u vodi tokom celog perioda ispitivanja (izuzetak je februar 2009. godine) i

njegov prose&an broj je iznosio 4.90x10°CFU/100ml.
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Grafik 19.
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Proseéne vrednosti broja E. coli O157:H7 i E. coli su bile 5.63x10°CFU/100ml i

2.56x10°CFU/100ml. Najmanja brojnost je konstatovana za Salmonella spp. (prosek
7.50x10'CFU/100ml). U 2008. godini (jesen) nije detektovano prisustvo E. coli

O157:H7 i Salmonella spp. u vodi (Tabela 24).

Tabela 24. Broj patogenih bakterija u akumulaciji S.R.C. *’Surcin’’ u Surcinu

Datum Broj patogenih bakterija (u 100 ml)
uzorkovanja E. coli E. coliO157:H7 Salmonella spp. | Aeromonas spp.
05. 09. 2008. 0 0 0 20x10°
22.10. 2008. 0 0 0 2.8x 10°
28. 11. 2008. 0 0 0 5.0x 10
15.12.2008. | 1.0x10° 0 0 1.0x 10°
03. 02. 2009. 0 0 0 0
31.03.2009. | 1.5x10° 1.4x10° 1.0x 10’ 1.5x10°
13.05.2009. | 3.0x10° 1.0 x 10 5.0x 107 3.1x10*
19. 06. 2009. | 1.5x10° 3.0x10° 0 45x10°

Prosek 2.56x 10° 5.63x10° 7.50x 10’ 4.90x 10°

U pijezometru LP 107 koji se nalazi neposredno pored kanala Petrac 1, nije

konstatovano prisustvo ukupnih i fekalnih koliformnim bakterijama u septembru i
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oktobru 2008. g. U ovoj vodi nisu detektovane patogene ni E. coli, E. coli O157:H7,
Salmonella spp., Shigella spp., Aeromonas spp., Proteus spp.

U bocnim kanalima sliva Petrac 1 na lokaciji Donje Polje najveéi broj ukupnih i
fekalnih koliformnih bakterija je detektovan u kanalu Smrdljivac na lokaciji ispod
naselja Sur¢in. U vodi ovog kanala broj ukupnih koliformnih bakterija je iznosio

4.69x10°CFU/100ml, a broj bakterija fekalnog porekla 1.16x10°CFU/100ml.

Grafik 20.

Broj koliformnih bakterija u bo¢nim kanalima sliva Petrac 1 na lokaciji Donje Polje
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U ovom kanalu, ali na lokaciji kod mlina, konstatovano je ukupnih koliforma
bakterija 6.4x10°CFU/100ml, a fekalnih 3.0x10°CFU/100ml. U kanalu Galovica, na
lokaciji kod aerodromskog kolektora, detektovane su samo ukupne koliformne bakterije
(1.10x10*CFU/100ml) (Grafik 20).

U vodi iz kanala Smrdljivac ispod naselja SurCin, konstatovana je najveca
brojnost Aeromonas spp., E. coli O157:H7 (3.60x10°CFU/100ml), dok je broj E. coli i
Salmonella spp. bio priblizno ujednaden (5.20x10*CFU/100ml i 5.00x10*CFU/100ml).
U vodi ovog kanala na lokaciji kod mlina detektovana je manja brojnost E. coli, E. coli
O157:H7 1 Aeromonas spp., dok prisustvo Salmonella spp. nije detektovano. U kanalu
Galovica (kod aerodromskog kolektora) utvrdeno je prisustvo samo E. coli i Aeromonas

spp. (6.00x10°CFU/100ml i 1.50x10*CFU/100ml) (Tabela 25).
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Tabela 25. Broj patogenih bakterija u bocnim kanalima sliva Petrac 1 u Donjem Polju

Lokacija Broj patogenih bakterija (u 100 ml)
uzorkovanja vode E. coli | E. coliO157:H7 | Salmonella spp. | Aeromonas spp.
kanal Smrdljivac |y 4¢3 7.0 x 10* 0 3.0x10*
(kod mlina)
Kkanal Smrdljivac 1 55 104 | 36108 5.0x 10° 4.6x 10°
(ispod naselja Surcin)
kanal Galovica 2 4
(kod aerod. kolektora) 6.0x 10 0 0 15x10

Na lokaciji sliva Galovice ispitivano je prisustvo i brojnost koliformnih i
patogenih bakterija i to u samom kanalu Galovica, duz celog toka, kao i bo¢nim

kanalima koji se direktno ulivaju u kanal Galovicu.

Grafik 21.
Broj koliformnih bakterija u kanalu Galovica na 6. km. u 2009. i 2010. god.
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U pocetnom delu kanal, u kanalu Galovica na 6. km. broj ukupnih koliformnih
bakterija je, prosecno 1.17x10°CFU/100ml, a fekalne koliformne bakterije su
detektovane samo tokom jednog uzorkovanja vode (2.50x10'CFU/100ml) (Grafik 21).

U ovom delu kanala Galovica, uzorkovanje vode nije bilo moguce u novembru

2009. i martu 2010.g. zbog obilnih atmosferskih padavina.
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U ovom delu kanala Galovica najveéa brojnost je Aeromonas spp.,(prosek
4.13x10*CFU/100ml). Prose¢na vrednost za E. coli je 1.20x10°CFU/100ml, za E. coli
0157:H7 2.60x10°CFU/100ml i Salmonella spp. 7.80x10°CFU/100ml (Tabela 26).

Tabela 26. Broj patogenih bakterija u kanalu Galovica na 6. km.

Datum Broj patogenih bakterija (u 100 ml)
uzorkovanja E. coli E. coliO157:H7 Salmonella spp. | Aeromonas spp.
30. 09. 2009. | 1.0x 10’ 1.0 x 10 23x10° 3.9x10°
23.11. 2009. - - - -
25.03. 2010. - - - -
05. 07. 2010. 0 2.0x 10 4.0x 10' 12x10°
17.11. 2010. | 2.6x10? 4.8x10° 0 0
Prosek 1.20x 10° 2.60x 10° 7.80 x 10° 4.13x10°

U kanalu Galovice na 24. km. ukupne i fekalne kolifrmne bakterije su bile

prisutne u celom periodu ispitivanja, a prosecan broj ukupne kolifrmne bakterije je

6.87x10°CFU/100ml a fekalnih koliformnih 5.70x10°CFU/100ml. Najveéi broj je

septembru 2009. godine (Grafik 22).

Grafik 22.
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U ovoj vodi najbrojniji je Aeromonas spp., (u proseku 7.00x10*CFU/100ml),
dok su prosecne vrednosti E. coli, i Salmonella spp. priblizno slicne i iznose
5.42x10°CFU/100ml (E. coli) i 4.42x10°CFU/100ml (Salmonella spp.). Najmanje
brojna je E. coli O157:H7 (Tabela 27).

Tabela 27. Broj patogenih bakterija u kanalu Galovica na 24. km.

Datum Broj patogenih bakterija (u 100 ml)
uzorkovanja E. coli E. coli O157:H7 Salmonella spp. | Aeromonas spp.
30. 09. 2009. | 13x10° 5.0x 10" 12x10° 26x10°
23.11.2009. | 4.6 x 10 0 5.0x 10" 12x10°
25.03.2010. | 7.0x 107 3.0x 10 2.0x 10’ 0
05.07.2010. | 2.0x 10 4.0 x 107 2.0x 107 32x10°
17.11.2010. | 5.0x 10' 1.0x 10" 7.4x10° 2.6x 10

Prosek 5.42x 10° 1.52x 10° 4.42x 10° 7.00 x 10

U kanalu Galovica na 36. km. (zavrSetak kanala) utvrden je broj ukupnih
koliformnih od 2.55x10* do1.20x10°CFU/100ml (prose¢no 2.50x10°CFU/100ml), i
fekalnih koliforma od 1.00x10°CFU/100ml do 1.00x10°CFU/100ml, u proseku
2.15x10*CFU/100ml (Grafik 23).

Grafik 23.
Broj koliformnih bakterija u kanalu Galovica na 36. km. u 2009 i 2010 g.
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U ovom delu kanala Galovice detektovana je prisustvo FE.coli
(1.61x10°CFU/100ml) i E.coli O157:H7 (4.73x10°CFU/100ml), Salmonella spp., u
proseku  1.43x10°CFU/100ml, dok je broj Aeromonas spp. proseéno bio
2.39x10°CFU/100ml (Tabela 28).

Tabela 28. Broj patogenih bakterija u kanalu Galovica na 36. km.

Datum Broj patogenih bakterija (u 100 ml)
uzorkovanja E. coli E. coli O157:H7 Salmonella spp. Aeromonas spp.
30. 09. 2009. | 8.5x 10° 1.5x 10 3.7x 10° 6.3x10°
23.11.2009. | 6.5x 10 1.1x 10° 1.0x 10 8.0x 10’
25.03.2010. | 2.3x10° 5.0x 10° 12x10° 1.5x10°
05.07.2010. | 4.0x 10’ 8.8x 10’ 8.0x 10’ 40x10°
17.11.2010. | 2.6 x 10 1.5x 10° 1.4x10° 53x10°

Prosek 1.61x 10° 4.73x 10° 1.43x 10° 2.39x 10°

U bocnim kanalima sliva Galovice u industrijskoj zoni najveci broj ukupnih i
fekalnih koliformnih bakterija je konstatovan u ugranovackom kanalu u Subotistu gde
se ispustaju otpadne vode. Broj ukupnih koliforma je iznosio 2.04x10’CFU/100ml, a
fekalnih 1.88x10’CFU/100ml. Takode, izrazito veliki broj ukupnih koliformnih
bakterija je konstatovan u dovodnom kanalu u Galovicu na lokaciji Deca gde se takode
ispustaju otpadne vode (1.10x10’CFU/100ml). U ovom kanalu broj fekalnih koliforma
je 3.00x10°CFU/100ml.

U ostalim bo¢nim kanalima, broj ukupnih koliformnih bakterija se kretao od
1.0x10° (kanal Galovica u De¢u) do 1.04x10°CFU/100ml (Skolski kanal u Peéincima -
2). Broj fekalnih koliformnih bakterija u ovim kanalima je u opsegu 1.0x10°CFU/100ml
(Skolski kanal u Peé¢incima-1) 2.0x10°CFU/100ml (Skolski kanal u Pe¢incima—2 i kanal
Golubinci u Starim Banovcima), a nisu detektovane u kanalu Galovica u Decu, kanalu
Mali Begej u Staroj Pazovi i kanalu Patka kod Petrovi¢ salasa. Za razliku od fekalnih
koliformnih bakterija, ukupne koliformne bakterije su detektovane u svim ispitivanim

kanalima (Grafik 24).
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Grafik 24.
Broj koliformnih bakterija u bo¢nim kanalima sliva Galovice u industrijskoj zoni
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Patogene bakterije su bile prisutne u najve¢em broju u ugranovackom kanalu u
Subotistu gde dospevaju otpadne vode. Najveca brojnost je konstatovana za E. coli
(2.1x106CFU/lOOml) 1 Salmonella spp. (2.0X106CFU/ 100ml), E. coli O157:H7
(1.5x10°CFU/100ml), Aeromonas spp. (2.5x10*CFU/100ml). U vodi kanala Golubinci
na lokaciji Stari Banovci (ranije ispustane otpadne vode), detektovana je velika brojnost
Salmonella spp. (3.1x10'CFU/100ml). Broj E. coli je bio 1.0x10°CFU/100ml,
Aeromonas spp. 1.0x10°CFU/100ml, dok E. coli O157:H7 nije detektovana. U ostalim
kanalima nije detektovano prisustvo E. coli O157:H7 i Salmonella spp., dok je

Aeromonas spp. bio prisutan u svim ispitivanim kanalima (7abela 29).
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Tabela 29. Broj patogenih bakterija u bocnim kanalima sliva Galovice u industrijskoj

zoni
Lokacija Broj patogenih bakterija (u 100 ml)
uzorkovanja vode E. coli | E. coli O157:H7 | Salmonella spp. | Aeromonas spp.
Dov. kan. u Galovicu 30x10° 0 0 49x10°
(Det) : '
Kanal Galovica 0 0 0 25%x10
(Det) '
Skolski kanal | 5 4¢3 0 0 3.5x 10°
(Pedinci— 1)
Skolski kanal 3 4
(Pecinci - 2) 1.0x 10 0 0 6.0x 10
Ugranovackikanal | 5 1 100 | 15510’ 2.0x 10° 2.5x10°
(Subotiste)
Kanal Mali Begej 4
(Stara Pazova) 0 0 0 1.5x10
Kanal Golubinci | g, 102 0 3.1x 107 1.0 x 10*
(Stari Banovci) ) ’ )
Kanal Patka 4
(Petrovi¢ salag) 0 0 0 3.0x10

5.1.8. Identifikacija patogenih bakterija u vodi kanala sliva >’Donje polje’’ i

kanala *’Galovica®’

Morfologija kolonija- vrste E. coli 2 su stvarale karakteristicne indigo-plave
kolonije sa mehuri¢ima gasa na petri-filmu, $to je karakteristika svih laktoza-pozitivnih
bakterija. Ostale koliformne bakterije (npr. Citrobacter freundii) su obrazovale sitne
kolonije crvene boje, takode sa mehuri¢ima gasa pored same kolonije.

Na hranljivoj podlozi McConkey Agar, E. coli O157:H7 je obrazovala sitne roze
kolonije, dok je na visoko selektivnoj hromogenoj hranjivoj podlozi ChromID™
O157:H7 Agaru, stvarala tipicne kolonije zelene boje sa tamnim centrom. Na ovoj
hromogenoj podlozi, jasno se razlikuju vrste E. coli, koja daje tamno-ljubicaste do
indigo-plave kolonije, zatim Citrobacter spp. sa crvenim kolonijama i Proteus spp. sa
zutim kolonijama. Karakteristicno je da je Proteus spp. na hranjivom agaru obrazovao
neprozirne, krupne bele kolonije koje prerastaju podlogu u vidu navlake i imaju

izbrazdanu povrsinu. Kolonije Salmonella spp. na SS agaru stvaraju crne, na hranljivom
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agaru sjajne i glatke, 2-5 mm u precniku, a u hranjivom bujonu se stvaralo zamucenje i
obilan talog.

U pogledu morfologije celija, sojevi izolovanih bakterija su Stapicastog oblika,
¢elije, Gram-negativne i pokretne. VeliCina Celija za Salmonella spp. je bila 0.6-1.0 x
1.5-3.0 um, a za Proteus spp. 0.5x1.8 pm.

Ispitivanje ekoloskih karakteristika izolovanih bakterija je pokazalo da se sojevi
Salmonella spp. razvijaju u opsegu pH 6.0-8.0, dok koncentracija NaCl vec¢a od 2%
sprecava njen rast. Dobro raste i razvija se na temperaturama od 25°C do 44°C u odnosu
na kiseonik je fakultativni anaerob. Sojevi Proteus spp. su se dobro razvijali u prisustvu
2%, 5% 1 7% NaCl, i temepraturama od 25°C do 44°C. U odnosu na kiseonik su
aerobne bakterije.

Biohemijske osobine izolovanih sojeva bakterija su karakteristicne za
identifikovane vrste bakterija.

U ovoj vodi identifikovane su E. coli 2,E. coli O157 :H7;4Aeromonas hydrophila
1;Citrobacter freundii;Salmonella spp.,Shigella spp., Proteus spp. Prema API testovima
i API-WEB softveru, tacnost identifikacije sojeva je bila preko 99.5%.
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5.2. Prisustvo i identifikacija patogenih bakterija na biljkama
5.2.1. Ogledna parcela u Surcinu

Tokom tri eksperimentalne godine (2006, 2007 i 2008.), na krtolama krompira
najveéa brojnost koliformnih bakterija je yabele\ena 2008. godini (4.20x10°CFU/g,) a
najmanja 2007. g. (3.00x10°CFU/g). U 2006. godini broj koliformnih bakterija je
1Znosio 5.33x103CFU/g. Prosecna vrednost za tri godine je 1.68x104CFU/g.

Prisustvo E. coli na krtolama krompira je konstatovano samo u 2006. godini

(6.70x10'CFU/g). (Grafik 25).
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Identifikovane vrste patogenih bakterija na krtolama krompira — Na krtolama
krompira, koji je gajen na oglednoj parceli u Surcinu, identifikovane su vrste E. coli 2 i
E. vulneris. Po svojim morfoloskim osobinama kolonija i ¢elija, kao i ekoloskim i
biohemijskim karakteristikama, izolovani sojevi su veoma sli¢ni sojevima izolovanim iz

vode kojom su biljke krompira navodnjavane.
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5.2.2. Individualno gazdinstvo u Negotinu

Kod korenasto-krtolastih biljaka (mrkva, perSun, celer), najvec¢a brojnost
ukupnih (1.18x10°CFU/g) i fekalnih koliformnih (1.87x10°CFU/g) bakterija je
detektovana kod mrkve, od zeljastog povréa (kupus, mladi luk) kod mladog luka broj
fekalnih koliformnih bakterija je 3.79x10*CFU/g.

Ukupne i fekalne koliformne bakterija su najbrojnije kod plodovitog povr¢éa,
paradajza, dok je kod krastavca najmanji broj koliformnih bakterija (3.00x10*CFU/g i
1.00x10°CFU/g) (Grafik 26).

Grafik 26.
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Kod ispitivanih povrtarskih biljaka konstatovano je i prisustvo E. coli, E. coli
0157:H7, Salmonella spp.. Prisustvo E. coli je utvrdeno kod mrkve, mladog luka,
paradajza i paprike. Soj E. coli O157:H7 je izolovan sa korena mrkve, kod perSuna i
paradajza. Salmonella spp. je konstatovana na korenu perSuna, mladom luku, i

plodovima paradajza i paprike (7abela 30).
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Tabela 30. Vrste patogenih bakterija prisutne na ispitivanom povrcu

. Vrste patogenih bakterija
Biljna vrsta
E. coli E. coli O157:H7 Salmonella spp.
Mrkva + + -
Persun - + +
Celer - - -
Kupus - - -
Mladi luk + - +
Paradajz + + +
Paprika + - +
Krastavac - - -

Identifikovane vrste patogenih bakterija na povréu — Sa ispitivanih povrtarskih
biljaka, koje su gajene na individualnom gazdinstvu u Negotinu, izolovane su i
identifikovane E. coli, E. coli O157:H7 i Salmonella spp.

Morfoloske karakteristike kolonija izolovanih sojeva su indenticne
identifikovanim sojevima izolovanim iz vode melioracionog kanala u Negotinu. U
pogledu morfoloskih osobina celija, kod sojeva izolovanih sa biljaka nisu konstatovane
vece razlike u odnosu na sojeve poreklom iz vode. Kada su u pitanju biohemijske
osobine, svi identifikovani sojevi bakterija su pokazali karakteristicne reakcije za datu

vrstu.
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5.3. Prenos E. coli K-12 iz vode za navodnjavanje do biljaka zelene salate

Tretiranjem zelene salate (Lactuca sativa) vodom kontaminiranom E. coli K-12
uticalo je na povecanje broja E. coli K-12 u unutrasnjosti korena i lista biljaka.
Najveéi broj E. coli K-12 je konstatovan na povr$ini korena (4.1x10°CFU/g), a
najmanji u unutragnjosti listova (5.0x10°CFU/g), dok je visoka brojnost ovih bakterija
detektovana u samoj unutrasnjosti korena biljke (3.0x10°CFU/g). Bakterije E. coli K-12
su bile najzastupljenije u rizosfernom zemljistu (7.3x10°CFU/g). Ispitivane bakterije
nisu pronadene na povrSini listova tretiranih biljaka zelene salate, kao ni kod kontrolnih

biljaka (Grafik 27).

Grafik 27.
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Mikrobioloskim analizama je dokazano da E. coli K-12, izolovana iz biljnog
tkiva i rizosfernog zemljista, fermentiSe laktozu, a na selektivnoj hranljivoj podlozi
MacConkey Agar daje tipiCne sitne i glatke roze (pink) kolonije, kruznog oblika,
okruzene mutnom zonom precipitata zucnih soli i pokazuju rast koji se Siri (Slika 18).

Izolovane kolonije autohtonih bakterija iz rizosfere zelene salate, koje su bile
prisutne kod tretiranih i kontrolnih (ne tretiranih) biljaka, su u morfoloskom pogledu

bile potpuno drugacije od kolonija E. coli K-12. Na selektivnoj hranjivoj podlozi
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MacConkey Agar, bile su zute boje, ne tipiéne za E. coli sojeve i jasno su se mogle

razlikovati od soja E. coli K-12.

Slika 18. Karakteristicne pink kolonije E. coli K-12 na MacConkey Agaru
(a — kolonije izolovane iz korena kontrolnih biljaka; b — pink kolonije izolovane sa povrSine
korena tretiranih biljaka; ¢ - pink kolonije izolovane iz unutrasnjosti korena tretiranih biljaka)

Sto se tite morfolodkih osobina, ¢elije soja E. coli K-12 su Gram-negativni,
asporogeni, Stapi¢i, prosecne veli¢ine 2.0x0.8um i pokretne. To su fakultativno
anaerobne bakterije, pripadaju familiji Enterobacteriaceae, poseduju adhezivne fimbrie

1 mogu opstati dug vremenski period u zivotnoj sredini (Slika 19).

Slika 19. Mikrografija ¢elija bakterije E. coli K-12 obojene propidijum jodidom

Biohemijski testovi su potvrdili da je izolovani soj E. coli K-12, koji je i
koris¢en za inokulaciju vode za navodnjavane. Rezultati biohemijskih reakcija su

karakteristi¢ni za soj E. coli K-12 (Tabela 31).
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Tabela 31. Biohemijske osobine E. coli K-12 izolovane iz zelene salate (L. sativa)

Reakcija Rezultat Reakcija Rezultat
beta-galactosidase + glucose +
arginine dihydrolase - mannitol +
lysine decarboxylase + inositol -
ornithine decarboxylase - sorbitol +
citrate utilization - rhamnose +
H,S production - sucrose -
urea hydrolysis - melibiose +
deaminase - amygdalin
indole production + arabinose +
acetoin production - oxidase -
gelatinase -

PCR analizom je dokazano da bakterije (koje daju pink kolonije na McConkey
Agaru) izolovane sa povrSine i unutrasnjosti korena, kao i unutra$njosti lista, pripadaju

soju E. coli K-12 (Slika 20).

600bp— GHEDEETS GUEIW

ACAB S CA DN BN E LG H

Slika 20. PCR detekcija E. coli K-12 izolovane iz korena i lista zelene salate
(A i B - E. coli K-12 izolovana sa povrsine korena; C i D - E. coli K-12 izolovana iz
unutra$njosti korena; E — ne tipi¢ne kolonije izolovane sa povrsine lista; F i G - E. coli K-12
izolovana iz unutrasnjosti lista; stubac H — E. coli K-12 kontrolni soj (pozitivna kontrola);
stubac I — ne tipicne kolonije izolovane iz korena; stubac J - ne tipicne kolonije izolovane iz
lista)

Sojevi bakterija sa netipicnim kolonijama za E. coli, izolovani iz biljnog
materijala, nisu dali PCR produkt koji je karakteristican za E. coli K-12, §to znaci da ne

pripadaju ovom soju (stubac I i J). PCR produkt u stupcu H je pozitivna kontrola
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(kontrolni soj E. coli K-12 W3110) i isti je kao u stupcima: A, B, C, D, F i G, a iznosi
oko 600 bp.

Primenjeni prajmer nije doveo do amplifikacije i stvaranja PCR produkta kod ne
tipi¢nih kolonija bakterija izolovanih sa korena i lista.

Pregledom biljnog materijala (korena i lista) konfokal laser skening
mikroskopijom (CLSM), potvrdeno je prisustvo E. coli K-12 u unutrasnjosti korena i
listova biljaka zelene salate (Lactuca sativa) koje su navodnjavane kontaminiranom
vodom (Slika 21). E. coli K-12 nije detektovana u unutrasnjosti korena kontrolnih
biljaka koje su navodnjavane mikrobioloski ispravnom vodom, §to se jasno vidi na
mikrofotografiji (Slika 21 - a). U korenu tretirane zelene salate, mogu se jasno uociti
¢elije E. coli K-12 u samim sprovodnim sudovima korena biljke (Slika 21 - b, c).

Takode, mikroskopijom su uocene ¢elije E. coli K-12 u unutrasnjosti lista biljke
i da su formirale mikrokolonije ispod povrsine lista. Celije E. coli K-12 su locirane u
neposrednoj blizini stoma (Slika 21 - d, e, f).

Na mikrografiji tkiva korena zelene salate, prve celije E. coli K-12 su se pojavile
na dubini od 10um od same povrsine korena i mogu se videti do dubine od 22um.
Najveca koncentracija bakterija u tkivu korena biljke je uoc¢ena u sloju dubine 19-20um.
U ovom sloju tkiva korena je bila i najbolja uocljivost ¢elija E. coli K-12 u vaskularnom
sistemu biljnog korena.

Na mikrografiji tkiva lista zelene salate, ¢elije E. coli K-12 su se pojavile na
dubini 6um od povrsine lista i vidljive su do dupine od 16um, a najbolja vidljivost u
lisnom tkivu bila je na dubini od 11um.

Na samoj povrsini listova biljaka zelene salate, koje su zalivane kontaminiranom

vodom, mikroskopijom nije utvrdeno prisustvo E. coli K-12.
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—i
10 ym 10 pm

Slika 21. Mikrografija korena i lista zelene salate kolonizovanih sa E. coli K-12
(a — koren kontrolne biljke; b i ¢ — koren biljaka zalivanih sa E. coli kontaminiranom vodom,
dubina 19120 um; d, e i f - list biljaka zalivanih sa E. coli kontaminiranom vodom, dubina 11
um; B — bakterijske ¢elije; N — jedro biljne ¢elije; S - stoma)
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5.4. Kolonizacija biljaka patogenim bakterijama

U ’monoxenic’’ modelu sistema gajenja je pracena povrsinska i endofitna
kolonizacija bilnog korena. Na osnovu mikrografija, dobijenih pomoc¢u konfokal-laser-

skening mikroskopije (CLSM), utvrdena je lokacija bakterijskih ¢elija u biljnom tkivu.

E. coli PBA28 (Gfp)

Bakterija E. coli PBA28 (Gfp) je povrsinski (4.36x10°¢elija/mm’ apsolutno
suvog korena) i endofitno (9.41)(104éelija/mm3 apsolutno suvog korena) kolonizovala
koren kukuruza Secerca. Takode, veliki stepen kolonizacije je konstatovan kod spanaca,
gde je u povrsinskom sloju detektovano 3.18x10°¢elija/mm’ apsolutno suvog korena, i u
unutra$njosti korena 8.14x10%¢elija/mm’ apsolutno suvog korena. Kod korenasto-

krtolastih biljaka (mrkva, perSun, celer) je najmanji stepen kolonizacije korena (Grafik

28).

Grafik 28.

Kolonizacija korena biljaka bakterijom Escherichia coli PBA28 (Gfp)
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Konfokal-laser-skening mikroskopijom je detektovano prisustvo bakterija E. coli

u samoj unutras$njosti korena zelene salate i to blizu sprovodnih sudova, odnosno
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ksilema (S’ika 22). Takode, konstatovano je da bakterije u unutrasnjosti korena obrazuju
mikrokolonije od 10-20 ¢elija. Mikrografije dokazuju prisustvo ovih bakterija u

listovima zelene salate i perSuna (Slika 23).

e e
10 pm 10 pm

P .
10 um 10 pm

Slika 22. Mikrografija kolonizacije korena zelene salate sa E. coli pPBA28 (Gfp)
(zelene celije)

Slika 23. Mikrografija kolonizacije lista zelene salate (levo) i perSuna (desno) sa E. coli
pBA28 (Gfp) (zelene celije)
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Kod kukuruza Secéerca vidi se pojedinacno prisustvo ¢elija E. coli u sprovodnim
sudovima (ksilemu) korena biljke (Slika 24). Takode, ovde je izrazena i povrSinska
kolonizacija korena, odnosno korenovih dlacica kukuruza Secerca, a bakterije E. coli su

bile vidljive u intercelularnim prostorima samog korena biljke (Slika 25).

i ; .
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Slika 24. Mikrografija kolonizacije korena kukuruza Secerca sa E. coli pPBA28 (Gfp)
(zelene celije)

Slika 25. Mikrografija povrsinske (levo) i endofitne (desno) kolonizacije korena
kukuruza Secerca sa E. coli pPBA28 (Gfp) (zelene ¢elije)
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Znacajna koncentracija bakterija E. coli je konstatovana i u unutrasnjosti listova

kukuruza Secéerca gde su bakterije bile najvise locirane oko stoma (Slika 26).

Slika 26. Mikrografija endofitne kolonizacije korena (levo) i lista (desno) kukuruza
Secerca sa E. coli pBA28 (Gfp) (zelene Celije)

Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Gfp)

Rezultati ispitivanja kolonizacije korena biljaka bakterijom Pseudomonas
aeruginosa PAO1 (Gfp) su pokazali da je najveca brojnost ove bakterije bila kod zelene
salate i spanaca, kako u povrSinskom sloju, tako i u unutra$njosti korena. Broj P.
aeruginosa PAO1 (Gfp) u unutra$njosti korena spanacéa je 5.33x10°¢elija/mm?’ apsolutno
suvog korena, a visoka brojnost bakterija je detektovana i na povrsSini korena paradajza
(6.20x10°¢elija/mm’ apsolutno suvog korena).

Kod korenasto-krtolastog povréa, najveca brojnost bakterija je konstatovana u
povrsinskom sloju (7.48x10°¢elija/mm’ apsolutno suvog korena) i unutragnjosti
(2.05x10°¢elija/mm’aps.suv.korena) korena peruna. P. aeruginosa PAO1 (Gfp) je u
najmanje povrsinski i endofitno, kolonizovao koren kukuruza Secerca (Grafik 29).

Celije P. aeruginosa PAO1 (Gfp) su vidljive, na povrsini i u unutradnjosti
korena paradajza gde se nalaze pojedinaéno, ali i kao manje mikrokolinije. Celije su,

uglavnom, locirane u intercelularnim prostorima korena (Slika 27).
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Grafik 29.

REZULTATI
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Slika 27. Mikrografija kolonizacije korena paradajza sa Pseudomonas aeruginosa

PAO1 (Gfp) (zelene celije)
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Konfokalnom mikroskopijom je utvrdeno prisustvo celija P. aeruginosa PAOI
(Gfp) u unutrasnjosti stabla biljaka paradajza, u parenhimu i nisu formirale

mikrokolonije.

Slika 28. Mikrografija kolonizacije stabla (levo) i lista (desno) paradajza sa
Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Gp) (zelene Celije)
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Slika 29. Mikrografija kolonizacije lista spanaca sa Pseudomonas aeruginosa PA0O1
(Gfp) (zelene celije)
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U unutra$njosti lista paradajza detektovan je veliki broj ¢elija ove bakterije, oko
stominih otvora koje formiraju mikrokolonije od veceg broja ¢elija. Takode,
mikrokolonije su konstatovane u dubljim slojevima lista, odnosno intercelularnim
prostorima lisnog parenhima (Slika 28).

U unutrasnjosti lista spanaca, ¢elije Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Gfp) su
bile pretezno locirane u zoni stoma, kao i u dubljim slojevima lista. Celije su se javljale
pojedinacno ili su formirale manje mikrokolonije (Slika 29).

Kod korena spana¢a se vidi povrSinska i endofitna kolonizacija bakterijom
Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Gfp), i ¢elije su locirane u neposrednoj blizini
sprovodnih sudova korena.

Celije Pseudomonas aeruginosa PA01 (Gfp), formiraju mikrokolonije (biofilm)
na povrsini stabla, a u intercelularnim prostorima se javljaju pojedinac¢no ili obrazuju

mikrokolonije (S/ika 30).

Slika 30. Mikrografija kolonizacije korena (levo) i stabla (desno) spanaca sa
Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Gfp) (zelene ¢elije)

Analizom mikrografija, vidi se da ¢elije Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Gfp)
kolonizuju korenove dlacice biljaka perSuna, ali i unutra$njost korena. U unutra$njosti
stabla perSuna ¢elije bakterija su pojedinacne u intercelularnim prostorima parenhima

(Slika 31).
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Slika 31. Mikrografija kolonizacije korena (levo) i stabla (desno) perSuna sa
Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Gfp) (zelene celije)

U unutrasnjosti lista perSuna, ¢elije Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Gfp) su u
vidu brojnih mikrokolonija u dubljim slojevima od stoma. Nalaze se u intercelularnim

prostorima, a njihove mikrokolonije se sastoje od viSe desetina Celija (Slika 32).

Slika 32. Mikrografija kolonizacije lista perSuna sa Pseudomonas aeruginosa PAO1
(Gfp) (zelene celije)
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Kod korena kukuruza bakterije se vezuju za korenove dlacice a u dubljim

slojevima korena, bakterije su koncentrisane u intercelularnim prostorima (Slika 33).

Slika 33. Mikrografija kolonizacije korena kukuruza Secerca sa Pseudomonas
aeruginosa PAO1 (Gfp) (zelene celije)

Herbaspirillum frisingense GSF30BA28 (Gfp)

Najveca brojnost H. frisingense GSF30BA28 (Gfp) u povrSinskom sloju
(1.71x10%elija/mm’® apsolutno suvog korena) i unutrainjem delu korena
(3.90x10°¢elija/mm’ aps.suv.korena) je kod zelene salate. Broj bakterija kod spanaca i
mrkve je priblizno ujednacen i nesto manji u odnosu na zelenu salatu. Broj bakterija na
korenu spanaca je 1.27)(106<Selija/mrn3 apsolutno suvog korena a 2.95)(105<3elija/mm3
aps.suv.korena u unutra$njosti, a na korenu mrkve 1.28x10%elija/mm’ aps.suv.korena.
Takode, visok stepen kolonizacije je konstatovan kod korena ostalih ispitivanih biljaka
(Grafik 30).

Bakterija Herbaspirillum frisingense GSF30BA28 (Gfp) je u korenu zelene
salate locirana duboko u unutrasnjosti korena i1 to pored samog ksilema i na
mikrografajima se vide formirane mikrokolonije. U listu ove bakterije se vide kao

pojedinacne cCelije, locirane u dubljim slojevima lista i pored samih stoma.
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Grafik 30.

REZULTATI

Kolonizacija korena biljaka bakterijom Herbaspirillum frisingense GSF30BA 28 (Gfp)
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Kod korena persuna se vidl endofitna, i povrSinska kolonizacija, posebno

korenovih dlacica. U stablu perSuna, bakterije su prisutne u intercelularnim prostorima,

ne stvaraju¢i mikrokolonije. Pojedinacne ¢elije Herbaspirillum frisingense GSF30BA28

(Gfp) su detektovane u intercelularnim prostorima lista perSuna.

U korenu kukuruza Selerca bakterije su formirale mikrokolonije u

meducelijskim prostorima (10-20 ¢elija). Na povrsini stabla, bakterije obrazuju biofilm,

dok se u unutrasnjosti stabla pojedinacne (Slike 34, 35, 36).

Slika 34. Mikrografija kolonizacije korena (levo) i lista (desno) zelene salate sa
Herbaspirillum frisingense GSF30BA28 (Gfp) (bakterijske ¢elije su zelene boje)
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Slika 35. Mikrografija kolonizacije korena perSuna i kukuruza Secerca sa
Herbaspirillum frisingense GSF30BA28 (Gfp) (bakterijske ¢elije su zelene boje)

Slika 36. Mikrografija kolonizacije stabla (levo) i lista (desno) perSuna sa
Herbaspirillum frisingense GSF30BA28 (Gfp) (bakterijske celije su zelene boje)

Slika 37. Mikrografija kolonizacije stabla (levo) i lista (desno) kukuruza Secerca sa
Herbaspirillum frisingense GSF30BA28 (Gfp) (bakterijske celije su zelene boje)
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U listu kukuruza Seéerca, bakterije su uglvnom, licirane pored stominih otvora

(Slika 37).
Salmonella enterica serotip typhimurium (LT2, S1, ATCC14028)

Salmonella typhimurium LT2 je u najvec¢oj meri kolonizovala povrsinu korena

zelene salate (5.08x10°¢elija/mm’ aps.suv.korena).

Grafik 31.

Kolonizacija korena biljaka bakterijom Salmonella typhimurium LT2
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Visok stepen povrsinske kolonizacije korena je konstatovan kod paradajza i
kukuruza Seceraca (3.76)(105(':elija/mrn3 aps.suv.korena i 3.42)(105ée1ija/mm3
aps.suv.korena). S. typhimurium LT2 je endofitno najbrojnija kod korena kukuruza
Secerca (1.99x10°¢elija/mm’ aps.suv.korena), zelene salate (1.59x10°¢elija/mm’
aps.suv.korena) a kod paradajza je 1.12x10°¢elija/mm’ aps.suv.korena (Grafik 31).

U unutrasnjim slojevima korena zelene salate, celije Salmonella typhimurium
LT2 su pojedinacne ili obrazuju mikrokolonije. Celije su locirane iskljuéivo u

intercelularnim prostorima i mogu dospeti veoma blizu sprovodnih sudova korena (Slika

38).
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Slika 38. Mikrografija kolonizacije korena zelene salate sa S. typhimurium LT2

Kod plodovitog povréa, odnosno paradajza i kukuruza Secerca, konfokalnom
mikroskopijom je utvrdeno da ¢elije ove bakterije mogu dospeti veoma duboko u
unutra$njost korena, odnosno do samog ksilema, $to se jasno vidi na mikrografijama
(Slika 39).

Celije Salmonella typhimurium LT2 u velikom stepenu kolonizuju povrinu
korenovih dla¢ica, kao i povrSinu samog korena. Takode, ¢elije su detektovane u

intercelularnim prostorima dubljih slojeva korena ovih biljaka (Slika 40).
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Slika 39. Mikrografija kolonizacije korena paradajza (levo) i kukuruza Secerca (desno)
sa Salmonella typhimurium LT2

Slika 40. Mikrografija kolonizacije korena celera (levo) i mrkve (desno) sa
Salmonella typhimurium LT2

Povrsinska i endofitna kolonizacija korena Salmonella typhimurium S1 je
najizrazenija kod celera i paradajza. Broj bakterija u povrsinskom sloju i unutras$njosti
korena celera je 7.45x10°Celija/mm’® aps.suv.korena i  2.07x10°¢elija/mm’
aps.suv.korena, a kod paradajza 7.44x10°¢elija/mm’ aps.suv.korena (povriina) i
1.64x10°¢elija/mm’ aps.suv.korena (unutragnjost). Konstatovana je i velika brojnost S,
typhimurium S1 na povrsini korena zelene salate (5.17x10°¢elija/mm’ aps.suv.korena).

Najmanja kolonizacija je na povr§ini i unutrasnjosti korena spanaca i kukuruza Secerca

(Grafik 32).
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Grafik 32.
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Celije Salmonella typhimurium S1 u velikom stepenu kolonizuju koren zelene
salate 1 perSuna, obrazuju¢i brojne mikrokolonije, agregacije u intercelularnim

prostorima (Slika 41).

Slika 41. Mikrografija kolonizacije korena zel. salate 1 perSuna sa S. typhimurium S1

Brojnost bakterija soja Salmonella typhimurium ATCC 14028 je najveca na
korenu lisnatih 1 plodovitih povrtarskih vrsta, dok je kod korenasto-krtolastih biljaka
bila neSto manja. Tako, najve¢i broj S. typhimurium ATCC 14028 je detektovan u
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povrsinskom delu korena zelene salate i kukuruza Seéerca (1.01x10%elija/mm’
aps.suv.korena i 1.02x10%elija/mm® aps.suv.korena). Takode, bakterije su i endofitno
kolonizovale ove biljne vrste. Kod korenasto-krtolastih biljnih vrsta, S. typhimurium
ATCC 14028 je najbrojnija na povrsini korena (4.98)(105(':61ija/mm3 aps.suv.korena) i

unutradnjosti korena (1.48x10°éelija/mm” aps.suv.korena) mrkve (Grafik 33).

Grafik 33.

Kolonizacija korena biljaka bakterijom Salmonella typhimurium ATCC14028
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Celije bakterije Salmonella typhimurium ATCC 14028 su intenzivno
kolonizovale povrsinu korenovih dlacica kukuruza Seceraca i obrazovale su agregacije,
odnosno biofilm na njihovoj povrs$ini. U dubljim slojevima korena, celije su
pojedinacne u intercelularnim prostorima (Slika 42).

Karakteristicno je da su kod zelene salate, ¢elije bakterija detektovane unutar
korena formiraju¢i mikrokolonije u intercelularnim prostorima u blizini ksilemskih
sudova. Kod spanaca bakterije su ¢vrsto vezana za korenove dlacice formirajuéi njima

biofilm (Slika 43).
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Slika 42. Mikrografija kolonizacije korena kukuruza Secerca sa Salmonella typhimurium
ATCC 14028

Slika 43. Mikrografija kolonizacije korena zelene salate (levo) i spanaca (desno) sa
Salmonella typhimurium ATCC 14028
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Slika 44. Mikrografija kolonizacije korena perSuna (levo) i mrkve (desno) sa Sal/monella
typhimurium ATCC 14028

Kada su u pitanju korenasto-krtolaste biljne vrste, ¢elije Salmonella typhimurium
ATCC 14028 su locirane na samoj povrsini korena perSuna, dok su rede zastupljene na
korenovim dlacicama. Kod mrkve i celera ¢elije bakterija se nalazile u intercelularnim

prostorima veoma duboko u korenu, blizu sprovodnih sudova (Slike 44, 45).

Slika 45. Mikrografija kolonizacije korena celera sa S. typhimurium ATCC 14028

123



Kontaminacija biljaka patogenim bakterijama iz vode za navodnjavanje REZULTATI

Listeria monocytogenes (EGD-E, SV4B)

Listeria monocytogenes EGD-E je povrSinski i endofitno kolonizovala koren
mrkve, takode, visoka sposobnost kolonizacije je konstatovana kod perSuna i celera. Od
ostalih biljnih vrsta, znaCajan broj L. monocytogenes EGD-E je detektovan u

3

povrsinskom sloju i unutra$njosti korena (6.74x10°¢elija/mm’ aps.suv.korena i

1.36x10°¢elija/mm’ aps.suv.korena) kukuruza $eéerca (Grafik 34).

Grafik 34.

Kolonizacija korena biljaka bakterijom Listeria monocytogenes EGD-E
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Na osnovu dobijenih mikrografija, utvrdeno je da se Ccelije Listeria
monocytogenes EGD-E vezuju za povrSinom korena mrkve, a slabije se nalaze na
korenovim dlacicama. U unutra$njim slojevima korena, bakterijske celije su naseljavale
intercelularne prostore i uglavnom kao pojedinacne ¢elije (Slika 46).

Na korenu ostalih ispitivinah korenasto-krtolastih biljnih vrsta, celera i perSuna,
bakterijske celije su detektovane na korenovim dlacicama. U dubljim slojevima korena,
bakterije su pojedinacne u meducelijskim prostorima i veoma blizu sprovodnih sudova

korena (Slika 47).
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H
10 pm 10 pm

Slika 47. Mikrografija kolonizacije korena celera (levo) i perSuna (desno) sa Listeria
monocytogenes EGD-E
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Kolonizacija korena sa Listeria monocytogenes SV4B je najizraZenija kod
zeljastih povrtarskih biljaka (zelena salata i spanac). Broj bakterija na povrSini korena
zelene salate je 1.68x10°elija/mm’ aps.suv.korena, u unutrasnjosti korena
4.38)(105<Selija/mm3 aps.suv.korena. Na povrsini korena spanaca broj L. monocytogenes
SV4B je 1.39x10%elija/mm’ aps.suv.korena, medutim ova bakterija je endofitno najvise
kolonizovala koren spanaca u poredenju sa ostalim ispitivanim biljnim vrstama. Visok
stepen povrsinske kolonizacije korena je konstatovan i kod kukuruza Secerca. Listeria

monocytogenes SV4B je najslabije kolonizovala korenasto-krtolasto povrée (Grafik 35).

Grafik 35.
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Slika 48. Mikrografija kolonizacije korena celera (levo) i kukuruza Secerca sa Listeria
monocytogenes SV4B
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Bakterijske celije Listeria monocytogenes SV4B su pojedinacno zastupljene u

endofitnoj kolonizaciji celera i kukuruza secerca (Slika 48).

Pseudomonas aeruginosa DSM50071

Vrsta Pseudomonas aeruginosa DSM50071 je najviSe povrsinski i endofitno
kolonizovala korena paradajza. U povrSinskom delu korena broj P. aeruginosa
DSM50071 je 1.25x10%elija/mm’ aps.suv.korena, dok je u unutrainjim slojevima

korena njegov broj iznosio 3.32x10°¢elija/mm’ aps.suv.korena.

Grafik 36.

Kolonizacija korena biljaka bakterijom Pseudomonas aeruginosa DSM50071

1.40E+06

@ Povrsina korena

1.25E+06 @ Unutra$njost korena

1.20E+06

1.00E+06

9.05E+05

8.00E+05

6.89E+05

6.00E+05 4

Broj bakterija / 1 mm 2 aps.suv.kor.

4.00E+05 4

2.69E+05

2.17E+05

1.63E+05

2.00E+05 4

0.00E+00 +

Mrkva Persun Celer Zelena salata Spanaé¢ Paradajz Kukuruz $ecerac

Visok stepen povrsinske kolonizacije korena ovom bakterijom je zapazen i kod
spanaéa  (9.05x10°¢elija/mm’  aps.suv.korena), celera  (6.89x10’¢elija/mm’
aps.suv.korena) i mrkve (4.62x10°¢elija/mm’ aps.suv.korena). Broj P. aeruginosa
DSM50071 u unutra$njim slojevima korena spanaca je 1.36x10°¢elija/mm’
aps.suv.korena, a kod celera 2.67)(105<§elija/mm3 aps.suv.korena (Grafik 36).

Za Pseudomonas aeruginosa DSM50071 je karakteristicno formiranje biofilma
na samoj povrsini korenovih dlacica a endofitno celije bakterija su pojedinacne (Slika

49).
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Slika 49. Mikrografija kolonizacije korena celera (levo) i spanaca (desno) sa
Pseudomonas aeruginosa DSM50071

Ochrobactrum anthropi 1A DSM 14396

Bakterija Ochrobactrum anthropi 1A DSM14396 je povrSinski kolonizovala
koren zelene salate (7.74x10°¢elija/mm’ aps.suv.korena), spanaéa (4.22x10°éelija/mm’
aps.suv.korena) i perSuna (4.10x10°¢elija/mm’ aps.suv.korena). Endofitno je navise

kolonizovala koren spanada (2.42x10°¢elija/mm’

aps.suv.korena), a zatim koren
paradajza i zelene salate (1.76x10°¢elija/mm’ aps.suv.korena i 1.15x10°¢elija/mm’
aps.suv.korena). Najmanja kolonizacije korena je konstatovana kod kukuruza Secerca
(Grafik 37).

Bakterijske ¢elije Ochrobactrum anthropi 1A DSM14396 su obrazovale biofilm
na povrsSini korena. To je naro€ito izrazeno kod korenasto-krtolastih i zeljastih biljnih
vrsta. Endofitna kolonizacija je narocito izrazena kod zeljastog i plodovitog povréa, gde

su se bakterijske celije prisutne u intercelularnim prostorima formiraju¢i mikro-

agregacije. U dubljim slojevima korena, bakterije se javljaju pojedinacno (Slika 50).
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Grafik 37.
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Slika 50. Mikrografija kolonizacije korena celera (levo) i zelene salate (desno) sa

Ochrobactrum anthropi 1A DSM 14396

Roseomonas spp.

Vrsta Roseomonas fauriae KACC11694 je povrSinski i endofitno kolonizovala

koren zeljastog i1 plodovitog povréa. Broj R. fauriae KACC11694 je najveci na povrSini

korena paradajza (6.58x10°¢elija/mm’ aps.suv.korena), dok je endofitno ova bakterija

najbrojnija u korenu zelene salate (6.28x10°¢elija/mm’ aps.suv.korena). Najmanji stepen
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kolonizacije je konstatovan kod korenasto-krtolastog povréa (mrkva, perSu i celer)

(Grafik 38).
Grafik 38.
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Slika 51. Mikrografija kolonizacije korena paradajza (levo) i kukuruza Secerca (desno)

sa Roseomonas fauriae KACC11694
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Rezultati konfokalne mikroskopije su pokazali da ¢elije Roseomonas fauriae
KACC11694 formiraju mikrokolonije na povrSinskom delu korena i korenovih dlacica
kukuruza Secerca i paradajza, dok se u dubljim slojevima korena pretezno se javljaju
kao pojedinacne Celije u intercelularnim prostorima (Slika 51).

Na korenu biljaka celera i zelene salate, konstatovano je da su bakterijske celije
bile pojedinacne i Cvrsto vezane, kako za samu povrSinu korena, tako i za povrSinu
korenovih dlac¢ica. U unutraSnjem delu korena ovih biljaka, bakterije su bile

pojedinacno zastupljene u intercelularnim prostorima u blizini ksilema (S/ika 52).

Slika 52. Mikrografija kolonizacije korena celera (levo) i zelene salate (desno) sa
Roseomonas fauriae KACC11694

Broj bakterija vrste Roseomonas genomospecies 6CCUG33010 je najvec¢i kod
korena zelene salate, 1.31x10°elija/mm? aps.suv.korena u povrsinskom delu korena i u
unutra$njem delu 7.70x10°¢elija/mm’ aps.suv.korena. Velika brojnost R. genomospecies
6CCUG33010 je konstatovana i na povrsini korena paradajza (1.10x10%elija/mm’
aps.suv.korena). Ova bakterija su najmanje povrsinski kolonizovale koren kukuruza
Secerca (2.69)(105(':elija/mm3 aps.suv.korena), a endofitno koren perSuna i celera

(4.53x10*¢elija/mm’ aps.suv.korena i 4.49x10*¢elija/mm’ aps.suv.korena). (Grafik 39).
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Grafik 39.
Kolonizacija korena biljaka bakterijom Roseomonas genomospecies 6CCUG33010
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Slika 53. Mikrografija kolonizacije korena kukuruza Secerca sa Roseomonas
genomospecies 6CCUG33010
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Slika 54. Mikrografija kolonizacije korena perSuna (levo) i mrkve (desno) sa
Roseomonas genomospecies 6CCUG33010

Roseomonas genomospecies 6CCUG33010, nije formirao agregacije na
povrsini i unutra$njosti korena kukuruza $eéerca. Celije su pojedinacno i locirane u
intercelularnim prostorima, §to se veoma jasno vidi na mikrografijama (Slika 53).

Kod korenasto-krtolastih biljnih vrsta, perSuna i mrkve, bakterijske celije

kolonizovale su povrsinu korena i nisu formirale nikakve agregacije(Slika 54).
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6. DISKUSIJA

6.1. Patogene bakterije u povrSinskim vodama

Navodnjavanje moze biti izvor patogenih organizama i odgovorno za neke
epidemije (Gerba, 2009), a US FDA (2009) istice da smanjenje kontaminacije svezeg
povrca pre berbe je od presudnog znacaja u smanjenju rizika bolesti koje se prenose
hranom. Transport patogenih mikroorganizama na povrSinu biljaka preko vode za
navodnjavanje od klju¢nog je znacaja u biljno mikrobnoj ekologiji i osnov za pojavu
bolesti koje se prenose hranom (Mandrell, 2011; Pachepsky i sar., 2011). Stoga je u
radu ispitan mikrobioloski kvalitet povrSinskih voda koje se koriste za navodnjavanje,
ili bi se potencijalno mogle koristiti za navodnjavanje, imajuc¢i u vidu ocekivanja da ¢e
nestaSica vode postati sve veéi problem u buduénosti, a kao glavni razlog istice se
smanjenje kvaliteta voda.

Procena mikrobioloskog kvaliteta voda je vrSena na osnovu prisustva ukupnih i
fekalnih koliformnih bakterija, i patogenih bakterija kao indikatora mikrobioloske
kontaminacije voda.

Prema U.S. Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual,
koliformne bakterije se definiSu kao Gram-negativni Stapic¢i koji produkuju kiselinu i
gas kao rezultat fermentacije laktoze. E. coli je koliformna bakterija, ali za razliku od
ostalih koliformnih bakterija, veéina sojeva ove bakterije produkuje enzim -
glukuronidaza (B-glucuronidase). Ukupne koliformne bakterije su indikator zagadenja
koje se odnosi na duzi vremenski period, a fekalne koliformne bakterije su indikator
trenutnog dospevanja materija fekalnog porekla u vodu, odnosno trenutnog stanja voda.

U gornjem i donjem delu vodotoka *’Sugavac’’, na lokaciji O.S.D. Radmilovac,
prosecne vrednosti ukupnih koliformnih bakterija, u dvogodisnjem periodu ispitivanja,
iznosile su od 5.31x10° do 4.89x10°CFU/100ml, a proseéne vrednosti fekalnih
koliformnih bakterija su od 1.67x10° do 4.31x10°CFU/100ml.

U poredenju sa nemackim standardom DIN 19650, koji se odnosi na vodu za
navodnjavanje, voda ovog vodotoka se ne mogu preporuciti za navodnjavanje bez
predhodnog tretmana, a posebno za navodnjavanje povréa koje se konzumira bez

termicke obrade (Stauffer i sar., 2001.). Ovaj standard preporucuje odsustvo E. coli i

134



Kontaminacija biljaka patogenim bakterijama iz vode za navodnjavanje DISKUSIJA

enterokoka u vodi koja se koristi za navodnjavanje bez ograni¢enja. Za navodnjavanje
biljaka koje se konzumiraju sveze, ovaj standard preporucuje manje od 200 E. coli i
manje od 100 enterokoka u 100 ml vode, dok za navodnjavanje povréa do 2 nedelje pre
zetve 1 biljaka koje se konzumiraju sveze do vremena fruktifikacije, preporucuje se
manje od 2000 E. coli i manje od 400 enterokoka u 100 ml vode (Tabela 3).

Prema pravilniku ’’Guidelines for Water Reuse’” koji je izdala U.S.
Environmental Protection Agency, u vodi koja se koristi za navodnjavanje biljaka koje
se konzumiraju sveze, ne smeju biti prisutne fekalne koliformne bakterije (Anonymous,
1992.). Postujuéi ovaj kriterijumu ova voda se ne mogue preporuciti za navodnjavanje
useva koji se konzumiraju u sveZzem stanju.

U vodotoku >’Sugavac’ broj koliformnih bakterija je veéi u donjem toku,
sobzirom da motel ’Radmilovac’’ ispusta otpadne i kanalizacione vode u ovaj deo
vodotoka. Veci broj koliformnih bakterija je konstatovan tokom 2005. godini (Tabela
12).

Na istoj lokaciji, u otvorenom i zatvorenom bunaru broj koliformnih bakterija je
manji u odnosu na tekuc¢e vode. Takode, broj bakterija je neSto veéi u zatvorenom
bunaru u odnosu na oba otvorena bunara (Tabela 15). Ispitivanja mikrobioloskog
kvaliteta povrSinskih voda, koje se koriste za navodnjavanje, u Alberti (Kanada) su
pokazala da je 8% uzoraka imalo vise od 100 fekalnih koliforma u 100 ml uzorka vode
(Cross, 1997).

U vodi javne cesme, dvogodi$nji prosek za ukupne koliforme je iznosio
4.45x10°CFU/100ml, a za fekalne 1.22x10°CFU/100ml. Ovo je veliki broj bakterija,
obzirom da pravilnik U.S. EPA preporucuje da u vodi za pi¢e ne sme uopSte biti
prisustva fekalnih kolifoma u 100 ml uzorka vode (Anonymous, June 2002.). Takode,
po nasem pravilniku o higijenskoj ispravnosti vode za pi¢e ("SI list SRJ", br. 42/98 i
44/99), u vodi ne smeju biti prisutni: salmonela vrste, Sigela vrste, vibrio-kolere i drugi
patogeni mikroorganizmi, koliformne bakterije i streptokoke fekalnog porekla, proteus-
vrste, Pseudomonas aeruginosa.

U podzemnim vodama prisustvo koliformnih bakterija je bilo najizrazenije u
pijezometru br. 4. Prose¢ne vrednosti ukupnih koliformnih bakterija u podzemnim
vodama su od 1.33x10'-7.99x10°CFU/100ml. Fekalne koliformne su detektovane samo

u pijezometru br. 4 i njihov prose&an broj je 1.75x10°CFU/100ml.
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U Kanadi, gde se pretezno za navodnjavanje koriste povrsinske ili podzemne
vode (Martin et al., 2000), prema kanadskom pravilniku kvaliteta vode za zaStitu
kori$éenja poljoprivrednih voda (Canadian Water Quality Guidelines for the Protection
of Agricultural Water Uses) dozvoljeno je maksimalno 1000 ukupnih koliformnih
bakterija i 100 fekalnih koliforma u 100 ml uzorka vode za navodnjavanje (Anonymous,
1999.).

Prisustvo koliformnih bakterija u podzemnim vodama se objasnjava Cinjenicom
da je u blizini locirano naselje koje nema izgraden kanalizacioni sistem ve¢ individualne
septicke jame (Petkovic i sar., 2011). Naselje se nalazi na uzvisenju tako da se otpadna i
kanalizaciona voda proceduje kroz samo zemljiste i dospeva u podzemne vode koje
kontaminira patogenim bakterijama. U poredenju sa svetskim pravilnicima o
mikrobioloSkom kvalitetu vode za navodnjavanje, podzemne vode na lokaciji
Radmilovca se ne bi smele koristiti u ovu svrhu bez predhodnog tretmana precis¢avanja.

U ispitivanim vodama na lokaciji O.S.D. Radmilovac dokazano je prisustvo
patogenih bakterija: Escherichia coli 1, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae,
Aeromonas hydrophila 1, Enterobacter aerogenes, Salmonella spp., Shigella spp.
Prisustvo ovih bakterija u vodi dokazuje njenu kontaminaciju sa materijama fekalnog
porekla. To je naroéito izrazeno u donjem delu vodotoka >’Sugavac’’ posle izlivanja
kanalizacione i otpadne vode motela *’Radmilovac’’ u ovaj vodotok.

Mnogi autori ukazuju na prisustvo patogenih vrsta bakterija u povrSinskim i
podzemnim vodama. Tako, Salmonella spp. je izolovana iz reke Kornovalis u Novoj
Skotskoj (Kanada) i to nizvodno od fabrika za preradu mesa i Zivine (Menon, 1985).
Prisustvo ove bakterije je detektovano u 6.2% uzoraka povrSinske vode u Grckoj
(Arvanitidou i sar., 1997). Siga-toksin-produkujuéa E. coli serotip O121 je izolovana iz
jezerske vode u Konektikatu (McCarthy i sar., 2001), a E. coli serotip O157:H7, je
izolovana iz jezera u Oregonu (Keene i sar., 1994).

U melioracionom kanalu u Surcinu broj koliformnih bakterija bio u toku
2008.g. 1.33x10*CFU/100ml (2008.), a u 2009. g. je bio 1.80x10*CFU/100ml.

U periodu nasih istrazivanja, ova voda se koristila za navodnjavanje krompira, a
prema pravilnik U.S. EPA koji se odnosi na vode kojima se zalivaju biljke koje se
preraduju (ne konzumiraju se u svezem stanju), preporuka je da u vodi bude manje od

200 fekalnih koliformnih bakterija u 100 ml uzorka vode (Anonymous, 1992.).

136



Kontaminacija biljaka patogenim bakterijama iz vode za navodnjavanje DISKUSIJA

Medutim, naSe analize su pokazale da ispitivana voda sadrzi veci broj koliforma nego
§to je to dozvoljeno navedenim pravilnikom.

Nasuprot pravilniku U.S. EPA, “’Izmenjen pravilnik za bezbednu upotrebu
otpadnih voda’’ (Revised Guidelines for the Safe Use of Wastewater and Excreta in
Agriculture and Aquaculture) koji preporucuje svetska zdrastvena organizacija (WHO)
dopusta prisustvo do 1000 fekalnih koliformnih bakterija u 100 ml uzorka vode kada se
radi o vodi za navodnjavanje useva koji se konzumiraju svezi (povrée i voce). Prema
WHO, voda ovakvog mikrobioloSkog kvaliteta se moze koristit za navodnjavanje
oroSavanjem. Ovako kriterijumi WHO u odnosu na druge standarde se objasnjavaju
¢injenicom da je u svetu trend smanjena resursa vode zadovoljavaju¢eg mikrobioloskog
kvaliteta, dok potreba za intenzivnom poljoprivrednom proizvodnjom svakim danom
raste, tako da je stanovniStvo primorano da koristi i vode loSijeg kvaliteta za
navodnjavanje. Takode, WHO svojim pravilnikom obuhvata i najsiromasnije i
najnerazvijenije zemlje, posebno zemlje u Africi, gde su resursi vode za navodnjavanje
jako ograniCeni. Isti pravilnik (WHO) dozvoljava i prisustvo do 100000 ukupnih
koliforma u 100 ml uzorka vode za neograni¢eno navodnjavanje useva koji se preraduju
pre konzumiranja (Blumenthal i sar., 2000a).

U vodi melioracionog kanala na lokaciji Suréin broj E. coli, je bio najveéi u
2006. g. ( 9.75x10*CFU/100ml). Barrell i sar., (2000), Edberg i sar., (2000) smatraju da
je E. coli bolji indikator fekalne kontaminacije vode, obzirom da ukupne i fekalne
koliformne bakterije mogu predstavljati i bakterije ne fekalnog porekla. U naSim
istrazivanjima u melioracionom kanalu u Suréinu brojnost E. coli ukazuje na
opterecenost vode fekalnim materijama.

U ovoj vodi konstatovano je prisustvo E. coli 2, E. vulneris, E. adecarboxylata,
Vibrio fluvialis, Yersinia enterocolitica, Aeromonas hydrophila 1. Takode, nepreradene
otpadne vode antropogenog porekla mogu sadrzati veliki broj patogenih
mikroorganizama. Tako, 1 litar gradske kanalizacije u zemaljama u razvoju moze da
sadrzi i do 7000 CFU Salmonella spp., 7000 CFU Shigella spp., 1000 CFU V. cholerae
(Feachem i sar., 1983).

Literaturni podaci ukazuju da je brojnost patogenih bakterija u vodi mnogo veca

za vreme letnjih meseci, tako Stanley i1 Jones (2003) su pokazali da je brojnost
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Campylobacter spp. najveca leti i u jesen, dok su Chapman i sar. (1993) utvrdili vecu
brojnost E. coli u prolece i leto.

Rezultati nasih istrazivanja ukazuju na veliku brojnost ukupnih koliformnih
bakterija u letnjim mesecima, ali 1 tokom zimskog perioda u melioracionom kanalu na
lokaciji opstine Negotin. Velika brojnost bakterija ukazuje na veliko prisustvo oragnske
materije, odnosno organskih zagadivaca u ovoj vodi.

Na mestu izlivanja gradske kanalizacije (obuhvata i otpadne vode medicinskog
centra u Negotinu) u melioracioni kanal konstatno je visok broj koliformnih bakterija
(2.02x10°CFU/100ml). Na lokaciji gde su ispustane otpadne vode sa farme svinja,
prosedan broj koliforma je 1.89x10°CFU/100ml. MoZe se zakljuiti da su ovo dva
najveca zagadivaca melioracionog kanala.

Prema standardima koje propisuje U.S. EPA (U.S. Environmental Protection
Agency) vrednosti broja koliforma na ovim lokacijama melioracionog kanala su mngo
vece Cak i1 za navodnjavanje biljaka koje se preraduju ili koriste za stocnu hranu
(Anonymous, 1992.). Prema kanadskom pravilniku kvaliteta vode za zastitu koris¢enja
poljoprivrednih voda (Canadian Water Quality Guidelines for the Protection of
Agricultural Water Uses) voda iz ovog dela melioracionog kanala se ne bi smela
koristiti za bilo kakvu vrstu navodnjavanja bez predhodnog tretmana (Anonymous,
1999.).

Prema pravilniku svetske zdravstvne organizacije (WHO) koji se odnosi na
neograniceno navodnjavanje useva koji se preraduju pre konzumiranja (Blumenthal i
sar., 2000a), otpadne vode koje dospaveju u melioracioni kanal (kanalizaciona i voda sa
farme svinja) su kontaminirane i ne mogu se preporuciti za navodnjavanje bez
predhodnog tretmana.

U vodi melioracionog kanal u Negotinu detektovane su: E. coli 1, E. coli O157
:H7, Citrobacter freundii, Salmonella spp., Shigella spp., Proteus spp., Aeromonas
hydrophila 1. Prisustvo ovih vrsta patogenih bakterija u vodi kanala predstavlja veliku
opasnost po okolno stanovnistvo, jer mnoge studije ukazuju da mnogi patogeni, kao §to
jeiE. coli O157:H7 mogu duzi vremenski period da opstanu u re¢nim vodama (Maule,
2000; Wang i sar., 1996). U vodi na mestu izlivanja gradske kanalizacije velika brojnost

bakterija u zimskom periodu godine, uprkos niskim temperaturama, je verovatno
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posledica nizeg vodostaja kanala i konstantnog izlivanja velike koli¢ine fekalnih
materija u melioracioni kanal.

U uzorcima vode iz kanala na lokaciji kod farme svinja, broj pomenutih
bakterija takode je konstantno bio visok, osim u julu 2006. godine, §to se i mozZe
ocekivati zbog uzgoja svinja tokom cele godine. Farma, samim time, predstavlja stalni
izvor velike kontaminacije vode melioracionog kanala.

Najmanja brojnost ukupnih koliformnih bakterija je na pocetku melioracionog
kanala, tj. u delu pre svih izvora zagadenja. U ovom delu kanala njihov broj je ipak
iznad dozvoljenog prema onome $to preporucuju svetski standardi o kvalitetu vode
(U.S. Environmental Protection Agency; Canadian Water Quality Guidelines for the
Protection of Agricultural Water Uses; World Health Organization) (Anonymous, 1992;
Anonymous, 1999; Blumenthal i sar., 2000a). Ovo moze da bude posledica ispaSe stoke
na okolnim poljima (Hilborn i sar., 1999) i dubrenja oranica pored kanala dubrivima
organskog porekla (Beuchat 1996; Natvig i sar., 2002). Tome, doprinosi i povremeni
boravak stanovniStva u okolnim kucama pretezno u letnjem periodu godine, kao i ne
postojanje izgradene kanalizacione mreze.

Najve¢i broj koliformnih bakterija na lokaciji kanala posle svih izvora
kontaminacije bio je u periodu oktobar 2007. i mart 2008. godine. To je direktna
posledica kontinuiranog ispuStanja fekalnih materija sa farme svinja i gradske
kanalizacije, kao 1 viSih temperatura koje odgovaraju razvoju bakterija. Takode, njihova
velika brojnost je uslovljena 1 moguéno$éu opstanka koliformnih bakterija u
sedimentima, odakle, i posle viSe meseci nakon primarnog zagadenja, dovode do
povecanja koncentracije pomenutih bakterija u vodi (Sherer i sar., 1992).

Kontaminaciji kanala doprinosi i lokalno stanovnoStvo sa stvaranjem
sporadi¢nih deponija otpada pored kanala ili odlaganjem tog otpada direkno u kanal.

Porast broja ukupnih koliformnih bakterija, kao posledica izlivanja
kanalizacione vode i otpadne vode sa farme svinja, direktno dovodi do porasta
kontaminacije na kraju melioracionog kanala koji se uliva u Timok, i dalje u Dunav.

Prisustvo koliformnih bakterija u velikom broju, kao i prisustvo E. coli u
uzorcima vode melioracionog kanala u Negotinu ukazuje na potencijalno prisustvo
patogenih bakterija, pa se voda ovoga kanala ne bi smela koristiti za navodnjavanje

useva, jer bi samim tim doslo i do kontaminacije povrca. Postoje podaci gde jestivi deo
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biljke, koja se zaliva kontaminiranom vodom, iako moze izgledati neoSteceno bude
kontaminiran sa E. coli (Wachtel i sar., 2002a). Takode, E. coli O157:H7 se moze dugo
zadrzati na/u biljkama posle primarne infekcije biljke, odnosno njene kontaminacije
(Solomon i sar., 2003).

U ispitivanom periodu za sliv ’Donje Polje’’, broj ukupnih koliformnih
bakterija se kretrao u intervalu 1.14x10-2.06x10°CFU/100ml, a fekalnih koliformnih
bakterije od 9.09x10'-1.84x10*CFU/100ml )(Grafikoni 12-19).

Prema pravilniku *’Guidelines for Water Reuse’” (U.S. Environmental
Protection Agency) voda ovoga sliva se ne bi smela koristiti za navodnjavanje useva,
pre svega povréa koje se konzumira u sveZzem stanju. Prema standardima svetske
zdravstvene organizacije (WHO), na jednom delu lokacija ovoga sliva, vrednosti
fekalnih koliforma su veée od dozvoljenih (Blumenthal i sar., 2000a).

Najmanja brojnost ukupnih koliforma je detektovana u kanalu Galovica kod C.S.
**Galovica’’, (1.14x10°CFU/100ml), na ostalim lokacijama prose&an broj ovih bakterija
prelazio vrednosti ve¢e od 1000 CFU/100ml.

Izrazito velika brojnost ukupnih koliforma je registrovana u kanalu Galovica na
lokaciji ispod naselja Surcin (2.06X106CFU/ 100ml), Sto je posledica ulivanja
kanalizacione vode iz naselja Sur¢in. Takode, na istoj lokaciji je konstatovana i najveca
brojnost fekalnih koliformnih bakterija 1.84x10*CFU/100ml. Na ostalim lokacijama
prosecne vrednosti felanih koliforma su uglavnom bile ve¢e od 100 CFU/100ml.

U bo¢nim kanalima sliva Petrac 1 na lokaciji ’Donje Polje’’najveca brojnost
ukupnih i fekalnih koliformnih bakterija je u kanalu ’Smrdljivac’’ na lokaciji ispod
naselja Sur¢in (Grafik 20). Visoka brojnost koliformnih bakterija je svakako rezultat
kontaminacije uzrokovane antropogenim faktorom, odnosno otpadne fekalne materije
poreklom sa okolnih farmi se direkno upustaju u ovaj vodotok.

Tokom istrazivanja u vodama sliva >’Donje Polje’’ konstatovano je prisustvo E.
coli, E. coli O157:H7, Salmonella spp. i Aeromonas spp.

Na osnovu prose¢nih vrednosti, broj E. coli u ispitivanim vodama kretao se od
10" do 10°CFU/100ml u zavisnosti od lokacije uzorkovanja vode. Izuzetak je bila voda
kanala Galovica na lokaciji ispod naselja Suréin gde je prosecan broj E. coli bio ¢ak
2.02x10° CFU/100ml.
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Broj E.coli 0157:H7 se kretao u granicama 10*-10*CFU/100ml, Salmonella spp.
od 10'-10°CFU/100ml i Aeromonas spp. izmedu 10° i 10°CFU/100ml. U kanalu
Galovica ispod naselja Surc€in je povecan broj ovih vrsta patogenih bakterija.

Prisustvo Salmonella spp. je registrovano u rekama u Kanadi (Menon, 1985),
povrsinskim vodama u Grckoj (Arvanitidou i sar., 1997). E. coli O121 i E. coli
O157:H7 iz jezerske vode u U.S.A. (McCarthy i sar., 2001; Keene i sar., 1994).

Obzirom da neki autori (Barrell i sar., 2000; Edberg i sar., 2000) smatraju E. coli
boljim indikatorom fekalnog opterecenja voda (kontaminacije voda) u odnosu na
koliformne bakterije, prisustvo ovih bakterija u vodi ispitivanih kanala nam potvrduje
kontaminaciju voda fekalnim materijama.

U bo¢nim kanalima sliva Petrac 1 na lokaciji ’Donje Polje’” najveca
kontaminacija je detektovana u kanalu ’Smrdljivac’” gde je broj E. coli i Salmonella
spp. bio veéi od 10°*CFU/100ml, E.coli O157:H7 iznad 10°, a Aeromonas spp. iznad
10°CFU/100ml.

U vodi kanala Galovice, duz celog njegovog toka, utvrdena je prisustvo
koliformnih bakterija i patogenih bakterija (Grafikoni 21-23). Na samom pocetku
kanala Galovica, na osnovu broja koliformnih bakterija, kao i vrsta patogenih bakterija,
mozZe se konstatovati da voda ne prelazi granice dozvoljene svetskim standardima o
mikrobioloskom kvalitetu vode za navodnjavanje (World Health Organization;
Canadian Council of Ministers of the Environment; U.S. Environmental Protection
Agency). Prema ovim standardima, voda ovog dela kanal se moze preporuciti za
navodnjavanje useva.

U srednjem toku kanala Galovica, na 24. km njenog toka, detektovana je znatno
veca brojnost koliformnih bakterija nego na pocetku kanala. Ovo je rezultat ulivanja
kontaminiranih voda preko boc¢nih kanala koji prolaze kroz naseljena mesta i sakupljaju
atmosferske i otpadne vode koje se ulivaju u kanal Galovica.

Najveci stepen kontaminacije vode je konstatovan na kraju kanala Galovica,
odnosno na 36. km njegovog toka. Ovo je rezultat kontaminacije vode u srednjem toku
kanala Galovica, kao i kontaminacije koje dolazi od strane bo¢nih kanala koji prolaze

kroz naseljena mesta i ulivaju se u kanal Galovicu.
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Voda srednjeg i krajnjeg toka kanala Galovica ne zadovoljava kriterijume o
mikrobioloskoj ispravnosti, po pravilniku WHO (World Health Organization), pa se ne
moze preporuciti za navodnjavanje useva.

Poredeci svetske pravilnike o mikrobioloskom kvalitetu voda, mozZe se uociti
velike razlike, §to prvenstveno zavisi od raspolozivih resursa vode u toj drzavi.

Znacajno je ista¢i propise Kalifornije, drzave sa dugom tradicijom ponovne
upotrebe otpadnih voda u navodnjavanju. Njihov pravilnik propisuje <2.2 UK 1 0 FK u
100 ml uzorka vode koja se koristi za navodnjavanje biljaka koje se konzumiraju sveze
(Blumenthal i sar., 2000b). Ovaj standard je slican sa standardom U.S. EPA koji
preporucuje za vodu za pi¢e (Anonymous, June 2002.).

Treba svakako naglasiti da primena ovih standarda mora biti u saglasnosti sa
nacinom uzorkovanja vode. Prema svim ovim navedenim standardima, u proceni
mikrobioloskog kvaliteta vode, podrazumeva se da geometrijska sredina najmanje 5
uzoraka uzetih u poslednjih 30 dana ne treba da bude ve¢a od 1000 UK i 200 FK u 100
ml uzorka vode. Takode, i kod ne vise od 20% analiziranih uzoraka u bilo kom mesecu
ne bi trebalo da bude veci broj ovih bakterija od navedenih vrednosti. Isto, bilo koji
uzorak, uzet bilo kog dana, ne bi trebao da sadrzi vise od 2400 UK.

Ovo su pravila koja se moraju postovati da bi se mogli primeniti gore navedeni
standardi i donela pravilna procena o mikrobioloskom kvalitetu ispitivane vode.

Broj ispitivanih vrsta patogenih bakterija u kanala Galovica bio je najmanji u
njegovom pocetnom delu, odnosno na 6. km. toka kanala. Na osnovu prosecnih
vrednosti za ispitivani period, broj E. coli, E. coli O157:H7 i Salmonella spp. je u
rasponu 10°~10°CFU/100ml, Aeromonas spp. iznad 10*CFU/100ml.

Najveca brojnost patogenih bakterijama je u donjem toku kanala Galovica (na
36. km. toka) gde su prose¢ne vrednosti za ispitivani period za E. coli, E. coli O157:H7
i Salmonella spp. bile iznad 10°*CFU/100ml, a za Aeromonas spp. iznad 10°CFU/100ml.
Ovi rezultati o broju ispitivanih patogenih bakterija po vrstama su u saglasnosti sa
rezultatima koji se odnose na brojnost koliformnih bakterija (ukupnih i fekalnih) u vodi
kanala Galovica.

Prema ispitivanim parametrima, voda ovog kanala ne zadovoljava kriterijume
mikrobioloSkog kvaliteta za navodnjavanje useva, prema svetskim standardima,

obzirom da u nasoj zemlji ti standardi ne postoje.
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U bo¢nim kanalima u slivu Galovica, na lokaciji industrijske zone je
detektovano prisustvo koliformnih bakterija u vodi.

Broj ukupnih i fekalnih koliformnih bakterija je bio visok u ugranovackom
kanalu u Subotistu, a broj koliformnih bakterija je bio veéi od 10’CFU/100ml. Takode
visoka brojnost koliformnih bakterija je u dovodnom kanalu u Galovicu na lokaciji
Deda. Broj ukupnih koliforma je bila veéa od 10’CFU/100ml, i fekalnih iznad
10°CFU/100ml.  Ovo su visoke vrednosti i ukazuju na kontaminaciju vode, a to je
posledica ispustanja ne tretiranih fabrickih voda u prirodne vodotoke, odnosno u zivotnu
sredinu, koje bi morale biti tretirane pre ispustanja u recipijent. Kanalizaciona voda
moZe u 1000 ml da sadrzi vise od 10°CFU Salmonella spp., Shigella spp. i enterovirusa
(Feachem i sar., 1983). Nasi rezultati su u potpunoj saglasnosti sa literaturom i1 ovde se
zaista radi o ne tretiranim vodama koje se ispustaju iz ovih fabrika.

Rezultati ispitivanja brojnosti patogenih bakterija po vrstama su pokazali da je u
ugranovackom kanalu u Subotistu veliki broj E. coli, Salmonella spp. i E. coli O157:H7
(Tabela 29). Ovo ukazuje na veliku potencijalnu opasnost, ne samo sa aspekta
zagadenja voda, ve¢ i zbog Cinjenice da iz fabrike mesne industrije mogu patogene
bakterije da dospeju u Zivotnu sredinu i time ugroze zdravlje stanovniStva okolnih
mesta.

U dovodnom kanalu u Galovicu na lokaciji Dea, broj E. coli je
3.0x10°CFU/100ml, i Aeromonas spp. 4.9x10°> CFU/100ml.

U vodama sliva Donje Polje i Galovica, detektovane su vrste patogenih
bakterija: E. coli 2, E. coli O157:H7, Aeromonas hydrophila 1, Citrobacter freundii,
Salmonella spp., Shigella spp. i Proteus spp. Voda, posebno ako je opterecena
organskom materijom, predstavlja povoljnu sredinu za dugotrajan opstanak patogena u
njoj (Pasetto Falcao i sar., 1998; Rhodes i sar.,, 1986; Thomson i sar., 1998;

Venkateswaren i sar., 1989).
6.2. Patogene bakterije na biljkama
U novije vreme se sve viSe paznje posveCuje saznanjima da sveze i

polupreradeno povrée i vo¢e moze biti izvor patogenih bakterija ( CDC, 2006b; CDC,
2006c¢; Pezzoli i sar., 2007; Anon, 2007).
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Humani patogeni kao Shigella spp., Salmonella spp., enterohemoragi¢na
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, su najéesce izolovani
sa svezeg povréa i ukazuju na skorasnju kontaminaciju fekalnim materijama (Tabela 5)
(Beuchat, 2002).

Postoji mnogo nacina dospevanja patogena do svezeg povrca, a jedan od nacina
je preko kontaminirane vode za navodnjavanje (Beuchat i Ryu, 1997).

U naSim ispitivanjima se pokazalo da koliformne bakterije, i E. coli, mogu
dospeti iz vode za navodnjavanje do krtola krompira, $to potvrduju i istrazivanja (Steele
i Odumeru, 2004; Forslund i sar., 2010).

Brojnost koliformnih bakterija na krtolama krompira gajenim na oglednoj
parceli u Suréinu je najveéa 2008. g. (4.20x10*CFU/g krtola krompira). U 2006. godini
broj koliformnih bakterija je bio 5.33x10°CFU/g dok je u 2007 i 2006. g, bio manji
(Grafik 25). Krompir je izabran kao model biljka jer se najvise gaji u Evropi. Znac¢ajno
je istaci da je potencijalni rizik od konzumiranja kontaminiranog krompira nizi u odnosu
na ostalo povrée, jer se ne konzumira u sveZzem stanju, ali kontaminirani krompir
predstavlja potencijalni rizik od unakrsne kontaminacije drugog svezeg povréa u
preradivackoj industiji i domacinstvu. Pored toga povecana potraznja za novim i
postoje¢im proizvodima od krompira ukazuje na znacCaj obezbedenja njegove
mikrobioloske bezbednosti (Doan i Da Vidson, 2000)

Prisustvo E. coli na krtolama krompira je detektovano samo u 2006. godine a u
ostale dve istrazivacke godine njeno prisustvo nije registrovano. Ovo ukazuje da se
krtole krompira mogu bezbedno koristiti u ljudskoj ishrani iako su navodnjavane vodom
losijeg mikrobioloskog kvaliteta.

Mnogi podaci ukazuju da E. coli moze da kontaminira i druge biljke, npr. lisnati
deo biljke kupusa, iako je zalivan samo koren (Wachtel i sar., 2002a). Takode,
Salmonella typhimurium, poreklom iz vode za navodnjavanje, moze da kontaminira
mrkvu i rotkvice. Solomon i sar. (2003) su pokazali da E. coli O157:H7 moze
kontaminirati listove zelene salate, iako nije bilo direktnog kontakta kontaminirane vode
sa listovima biljke. Sve ovo ukazuje da treba voditi ra¢una o mikrobioloskom kvalitetu
vode za navodnjavanje kada su u pitanju biljke koje se konzumiraju sveze.

U nerazvijenim i zemljama u razvoju, prisustvo patogena na povréu je mnogo

vece, jer se za navodnjavanje koriste pretezno vode loSeg mikrobioloskog kvaliteta.
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Prisustvo L. monocytogenes je detektovano u 10.6% detaljno opranih uzoraka svezih
proizvoda na pijacama u Indiji (Pingulkar i sar., 2001), zatim 7.8% uzorka povrca u
Spaniji (De Simon i sar., 1992).

Pri uzorkovanju lisnatog povréa u Brazilu, visoka brojnost fekalnih koliforma je
detektovana u 17% uzorka, a Salmonella spp. u 3.1% uzorka (Takayanagui i sar., 2000).
Takode, Salmonella spp. je dokazana u 68% uzoraka zelene salate i 72% uzoraka
mirodije koji potiu iz radnji u Italiji, kao 1 u 8.7% klijanaca pasulja u Tajlandu
(Jerngklinchan i Saitanu, 1993).

Istrazivanja u Hrvatskoj su pokazala da je E. coli izolovana iz 37% uzoraka
lisnatog povréa, 25% uzoraka plodovitog povréa i 31% korenastog povréa od 229
ukupno uzetih uzoraka (Pavi¢ i sar., 2005).

Najve¢i broj ukupnih koliformnih bakterija, na individualnom gazdinstvo u
Negotinu kod krtolastog povréa je kod mrkve (1.18x10°CFU/g), dok je kod lisnatog
povréa najveéa brojnost kod mladog luka 3.79x10*CFU/g (Grafik 26).

Najveci broj ukupnih i fekalnih koliformnih bakterija je konstatovan kod
paradajza (Grafik 26). Velika brojnost ovih bakterija je detoktovana i kod paprike, dok
je kod krastavca utvrden najmanji broj koliformnih bakterija.

Kod ispitivanog povréa je detektovano prisustvo patogenih bakterija (E. coli, E.
coli O157:H7, Salmonella spp.). Tako je E. coli, u uzorcima povrca, konstantovana na
mrkvi, mladom luku, paprici i paradajzu. Soj E. coli O157:H7 je izolovan sa korena
perSuna i mrkve, kao i ploda paradajza. Salmonella sp. je detektovana na korenu
persuna, mladom luku, plodu paprike i paradajza.

Zabelezeno je da medu biljkama postoje razlike u rizicima kontaminacije
patogenim bakterijama. Hamilton i sar., (2006) navode da postoji veéi rizik za
kontaminaciju i opstanak E. coli O157:H7 na paradajzu nego na krastavcu, §to je u
saglasnosti i1 sa rezultatima naSeg istrazivanja. Nijedan od pomenuta tri soja bakterija
nije detektovana kod krastavca, celera i kupusa, dok je kod paradajza zabelezeno
prisustvo sva tri soja (E. coli, E coli O157:H7, Salmonella spp.). Na korenu perSuna nije
zabelezeno prisustvo samo E. coli, a na korenu mrkve Sallmonella sp. Za razliku od
ostala dva soja, E. coli O157:H7 nije pronadena u uzorcima mladog luka i ploda

paprike.
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Fekalne koliforme bakterije, Salmonella spp. i Shigella spp. mogu da opstanu
oko 15 dana na povrsini biljaka (Feachem i sar., 1983). Duzem vremenu prezivljavanja
patogena na biljkama doprinosi i formiranje biofilma (Beuchat, 2002). Sa druge strane,
neki autori ukazuju na redukciju u vremenu broja patogenih bakterija na povréu koje je
navodnjavano kontaminiranom vodom (Armon i sar., 1994; Bastos i Mara, 1995), Sto
objasnjavaju izlozeno$¢u patogena suncevom zracenju, a time i isuSivanju patogena na
povrsini biljaka. Nize temperature, takode utiCu na prezivljavanje patogena na biljkama.
Tako, E. coli O157:H7 opstaje na povrSini ubrane zelene salate do 15 dana na
temperaturi od 4°C (Beuchat, 1999). Stine i sar. (2003) su pokazali da E. coli O157:H7
moze da opstane duze od 2 ndelje na povrsini dinje. Zelna salata navodnjavana sa E.
coli O157:H7 kontaminiranom vodom je imala veliku koncentraciju bakterija i posle
viSe nedelja gajenja (Wachtel i sar., 2002a,b; Solomon i sar., 2002). Islam i sar. (2004)
su detektovali E. coli O157:H7 kod mrkve, dubrene kontaminiranim stajnjakom, posle
84 dana gajenja i kod luka posle 49 dana gajenja. Na vremenski period opstanka S.
enterica na listovima korijandera u mnogome utie temperatura i relativna vlaznost
(Brandl i Mandrell, 2002). Ova bakterija moze da opstane duze od 60 dana na zelenoj
salati i 230 dana na listu perSuna u poljskim uslovima, a slicno je 1 sa mrkvom i
rotkvicom (Islam i sar., 2004). U listovima rukole, S. enterica Typhimurium moze da
opstane oko 17 nedelja tokom gajenja (Natvig i sar. 2002).

Sva ova istrazivanja ukazuju na sposobnost opstanka enteropatogena u
produzenom vremenskom periodu na biljkama, odnosno jestivim biljnim delovima,

ukoliko dode do adherencije bakterija za biljno tkivo.

6.3. Kontaminacija biljaka zelene salate sa E. coli K-12 iz vode za navodnjavanje

Eksperimentalni rezultati su pokazali da E. coli K-12 moze dospeti u
unutrasnjost korena mladih biljaka zelene salate i takode moze biti transportovana sve
do listova biljke (Slika 21). Direktan kontakt izmedu listova biljaka i kontaminirane
vode za navodnjavanje nije neophodan da bi bakterije bile integrisane u listovima zelene
salate. Sve ovo ukazuje da navodnjavanje biljaka sa E. coli-kontaminiranom vodom

moze rezultirati kontaminacijom biljaka gajenim u poljskim uslovima.
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Solomon i sar. (2002), su utvrdili da primena stajskog dubiva, kontaminiranog sa
E. coli O157:H7, mozZe dovesti do kontaminacije useva gajenih u poljskim uslovima.
Izvor kontaminacije moze biti stajsko dubrivo, kao i kontaminirana voda (Kljujev i
Raicevic¢, 2006; Duli¢ i sar., 2008). Neka proucavanja su pokazala da humane patogene
bakterije, posebno E. coli, moze da prezivi dug vremenski period u vodi (Wang i Doyle,
1998; Chalmers i sar., 2000). Takode, humane patogene bakterije mogu preziveti dug
vremenski period u animalnim dubrivima i zemljiStu, kao i na biljnom tkivu (Fukushima
i sar., 1999; Gagliardi i sar., 2002).

Za sada, publikacije koje pokazuju da humane patogene bakterije mogu ostvariti
¢vrstu vezu i kolonizovati tkivo biljaka fokusirana su uglavnom na E. coli ( E. coli
O157:H7) i Salmonella (Berger i sar., 2010) ali i Listeria monocytogenes i
Staphylococcus aureus (Collignon i Korsten., 2010; Brandl i Mandrell, 2002).

Nasi rezultati su pokazali da su biljke zelene salate, koje su tokom svog razvica
(od pocetka klijanja do faze pet stalnih listova) navodnjavane kontaminiranom vodom,
bile pozitivne na prisustvo E. coli K-12, odnosno njihovi jestivi delovi (listovi). Ovo
ukazuje da listovi postaju kontaminirani kao rezultat transporta patogenih bakterija (E.
coli K-12) kroz samu biljku od korenovog sistema pa sve do listova i to bez direktnog
izlaganja listova bakterijama.

U zavisnosti od vrste biljke, korenski eksudati sadrze razliita jedinjenja kao Sto
su ugljeni hidrati, amino kiseline i druga amino jedinjenja, organske kiseline, masne
kiseline i sterole. Dakle, povrsina biljnog korena je zona veoma intenzivne mikrobne
aktivnosti (Solomon i sar., 2006). Patogene bakterije, kao $to je E. coli O157:H7, mogu
biti prenete, ne samo iz kontaminirane vode za navodnjavanje, ve¢ takode i iz
kontaminiranog stajnjaka do jestivih delova biljaka zelene salate (Solomon i sar., 2002).

Primenjena koncentracija bakterija E. coli K-12 za inokulaciju vode za
navodnjavanje, kori§¢ena u ovim istrazivanjima, je mnogo veca od one koja bi se mogla
spontano naéi u poljskim uslovima. Veliki broj, odnosno koncentracija, bakterija je
uzeta da bi se omogucila laksa, bolja i preciznija detekcija bakterija u ispitivanim
delovima biljaka zelene salate. Medutim, u prirodnim uslovima, ¢ak i nizak nivo
koncentracije (mali broj) patogenih bakterija u Zivotnoj sredini moze predstavljati
znacajan rizik za ljudsko zdravlje. Tako, infektivna doza patogene bakterije E. coli

O157:H7 moze biti ¢ak manja od 50 celija (Ackers i sar., 1998).
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Kod klijanaca zelene salate, sojevi E. coli O157:H7, odgovorni za epidemije
izazvane konzumiranjem svezih proizvoda, se vezuju za koren zelene salate u proseku
10 puta bolje nego 2 od 5 nepatogenih sojeva E. coli (Wachtel i sar., 2002a,b). Tako,
postoji veoma velika varijabilnost u sposobnostima vezivanja za biljku (attachment) kod
razlicitih sojeva bakterija, kao i medu razli¢itim modelima gajenja biljaka. Objasnjenje
ovih razlika moglo bi biti posledica vise razli¢itih mehanizama bakterijskog vezivanja
(bacterial attachent) (Solomon i sar., 2006). Treba imati u vidu da prezivljavanje i
kolonizacija humanih patogena na povréu i voéu zavisi pre svega od njihove
sposobnosti da se adaptiraju na ekolosku niSu van domacina (Collignon i Korsten,
2010).

Nasa istrazivanja ukazuju da bakterijske celije (E. coli K-12) egzistiraju u
unutrasnjosti biljaka zelene salate, odnosno endofitno kolonizuju biljku, Sto potvrduju i
ranija istrazivanja (Beuchat, 1999; Taormina et al., 1999). Nepristupa¢nost mnogih
endofitnih bakterija u biljnom tkivu, kao posledica njihove podpovrSinske i unutrasnje
lokalizacije, je mozda razlog za nedostatak efikasnog delovanja povrSinsko-
sanitizacionih tretmana kontaminiranih biljaka (Solomon i sar., 2002).

Navodnjavanje kontaminiranom vodom moze dovesti da E. coli K-12 i druge
patogene bakterije postanu zdruzene sa zelenom salatom ali priroda te zajednice joS

uvek nije dovoljno istrazena.

6.4. Mogucénosti kolonizacije biljaka patogenim bakterijama

U ovom radu kolonizacija korena biljaka je posmatrana kao povrSinska i
endofitna i rezultati su predstavljeni na grafikonima od broja 28 do 39, a lokacija ¢elija
je potvrdena konfokal-laser-skening mikroskopijom (Slike od broja 22 do 54).

E. coli PBA28 (Gfp)

Istrazivanja su pokazala da E. coli PBA28 (Gfp) povrsinski kolonizuje kukuruz
Secerac i lisnato povrée. Na povrsini korena lisnatog povrca i kukuruza Secerca broj ove
bakterije je iznad 10 ¢elija/mm’ aps.suv.korena.

Sposobnost kolonizacije unutrasnjosti biljaka sa E. coli pokazala su istrazivanja
Dong i sar. (2003). Tyler i Triplett,( 2008). Endofitna kolonizacija se javlja kao rezultat

infekcije korena biljke ili kontaminacije semena biljke (Cooley i sar., 2003). Stepen ove
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kolonizacije je odreden genetskim kodom oba organizma, bakterija sa jedne strane i
biljke domacina sa druge strane (Tyler i Triplett, 2008).

E. coli O157:H7 u blizini stoma ili unutar stominih otvora kod biljaka zelene
salate, detektovali su Seo i1 Frank, (1999); Takeuchi i Frank, (2001). Itoh i sar., (1998)
su dokazali unutra$nju kolonizaciju E. coli O157:H7 kod klijanaca rotkvice.

Endofitna kolonizacija E. coli PBA28 je na lisnatom povréu i kukuruzu Seéercu
bila >10*¢elija/mm’ aps.suv.korena. E. coli PBA28 (Gfp) je najmanje povrsinski i
endofitno kolonizovala korenasto-krtolasto povrée (Grafik 28).

Gfp-transormisani soj E. coli O157:H7 moze da kolonizuje unutra$njost zelene
salate, dospevajuci iz kontaminiranog zemljista preko korena i biva transportovan do
listova kroz sistem sprovodnih sudova biljke (Franz i sar., 2007; Solomon i sar., 2002).
E. coli O157: H7 je detektovana u eksperimentu u kome je ova bakterija dodata preko
stajnjaka i vode za navodnjavanje u zemljiSte i u periodu od 9 nedelja tokom jeseni,
odnosno 7 u prolece, ova bakterija je registrovana na povsini i unutrasnjosti lista zelene
salate (Oliveira i sar., 2012).

Suprotno ovim istrazivanjima, dve druge studije su ukazale da E. coli O157:H7
nije sposobna da kolonizuje jestivi deo biljke spana¢a, (Hora i sar., 2005) i listove
zelene salate (Johannessen i sar., 2005). lako nisu dosli do konstatacije o endofitnoj
kolonizaciji, ovi autori su, u svojim istrazivanjima, dokazali prisustvo E. coli O157:H7
u rizosferi i na povrsini korena ispitivanih biljaka.

Pseudomonas aeruginosa PA01 (Gfp)

U naSem eksperimentu, bakterija Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Gfp) je
detektovana u velikom broju na povrini lisnatog povréa (vise od 10%elija/mm’
aps.suv.korena), dok je na povrSini korena kukuruza Secerca, registrovana najmanja
brojnost bakterija (graf ). Literaturni podaci pokazuju da Gfp-transformisane bakterije
Pseudomonas putida VM 1450 i P. putida VM 1450, koje endofitno kolonizuju topolu
(Populus sp.) i da kolonizacija zavisi od primenjenog metoda inokulacije, vrste,
odnosno bakterijskog soja i biljne vrste (Germaine i sar., 2004, 2006).

Endofitno, P. aeruginosa PAO1 (Gfp) je u najvecem stepenu kolonizovao koren
spanaca, (viSe od 105(':elija/mm3 aps.suv.korena), dok je u unutrasnjosti korena kukuruza

“ s . .. . v, - 4 4 qe- 3
Secerca broj ove bakterije bio nesto iznad 10" ¢elija/mm’ aps.suv.korena.
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Kod biljne vrste Arabidopsis thaliana, utvrdeno je da bakterija Pseudomonas
aeruginosa PA14 moze da se Cvrsto veze za povrsinu listova, zatim da formira
agregacije i mikrokolonije pored stominih otvora, kao i da uzrokuje oStecenja biljnog
tkiva. Takode, ova bakterija moze prodreti u unutrasnjost samih listova i kolonizovati
intercelularne prostore lista (Plotnikova i sar., 2000). Znacajno je pomenuti sposobnost
ove bakterije da pravi cirkularne perforacije u zidovima mezofilnih biljnih ¢elija, ¢ime
se omogucava prodiranje bakterijskih ¢elija u biljku. Vezano za ova proucavanja, moze
se zakljuciti da je Pseudomonas aeruginosa PA14 fakultativni patogen za biljku A.
thaliana, jer moze uzrokovati lokalnu i sistemi¢nu infekciju koja moze rezultirati i
uginu¢em biljke.

Herbaspirillum frisingense GSF30BA28 (Gfp)

Nasa istrazivanja su pokazala da je Herbaspirillum spp.energi¢an endofitni
kolonizator ispitivanih biljaka. Najveca brojnost ove bakterije je detektovana na
povrsini 1 unutrasnjosti korena lisnatog povréa i mrkve (Grafik 30). PovrSinska
kolonizacija korena celera je manja od 10°¢elija/mm’ aps.suv.korena, a unutrasnja
kolonizacija korena celera je ~10°¢elija/mm’ aps.suv.korena. U prou¢avanju endofitne
kolonizacije biljaka, James i1 sar. (2002) su koristili B-glucuronidase (GUS) sistem
detektovanja bakterijskog signala (GUS-oboleZeni soj Herbaspirillum seropedicae Z67)
kojim su inokulisali klijance pirin¢a i konstatovali prodiranje na mestu oStecenja korena
koja su rezultat pojave lateralnih korenc¢i¢a. Herbaspirillum seropedicae Z67 u korenu
prvo kolonizuje intercelularne prostor, a zatim aerenhim i ¢elije koteksa korena i prodire
u vaskularno tkivo korena. Dokazano je da ove bakterije endofitno kolonizuju i
ksilemske sudove u listovima i stablu inokulisanih biljaka.

Kutter i sar. (2006) su utvrdili da bakterija Herbaspirillum sp. N3 endofitno
kolonizira koren biljaka je¢ma. Ona veoma intenzivno i brzo kolonizira biljne ¢elije
centralnog cilindra korena biljke, uglavnom kao pojedinacne celije.

Salmonella enterica serotip typhimurium (LT2, S1, ATCC14028)

Nasi istrazivanja ukazuju da sojevi Salmonella spp. imaju razli¢itu sposobnost
kolonizacije biljnih vrsta. Salmonella enterica serotip typhimurium LT2 povrSinski i

endofitno majvise kolonizuje koren zelene salate a najmanje koren mrkve (Grafik 31).
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Dobijeni rezultati ukazuju da humani patogen Salmonela enterica serovar
typhimurium (S. typhimurium) veoma efikasno endofitno kolonizuje razli¢ite biljne vrste
i aktivno ulaziti u tkivo korena i razmnozava se u intercelularnim prostorima korena.

Proucavanja Schikora i sar. (2008.) su pokazala da Salmonella typhimurium
dospeva ¢ak u unutras$njost samih ¢elije biljne vrste Arabidopsis thaliana i razmnozava
se u njima. Mada infekcija biljaka Arabidopsis thaliana aktivira imuni odgovor biljke,
koji je slican imunom odgovoru kod drugih fitopatogenih bakterija, izgleda da S.
typhimurium ima sposobnost da prevazide odbranbene mehanizme domaéina i
razmnozava se u biljkama. Nas$i rezultati, u skladu sa literaturnim podacima, su
pokazali da Salmonella typhimurium moze biti tipi¢an biljni endopatogen.

Povrsinska kolonizacija korena ispitivanih biljaka, Salmonella enterica serotip
typhimurium S1 je najizrazenija kod paradajza, zelene salate i celera (>10°¢elija/mm’
aps.suv.korena), a najmanja kod spanaca. Endofitna kolonizacija je, takode najveca kod
paradajza i celera a kod spanaca je >10¢elija/mm’ aps.suv.korena).

Sojevi S. typhimurium LT2 i DT104 mogu endofitno kolonizovati klijance i
izdanke je¢ma gajenjem u ‘’axenic’’sistemu i primenom FISH analize ustanovljeno je
prisustvo Salomonella typhimurium u unutrasnjosti biljnog tkiva (Kutter i sar., 2006).

Istrazivanja, vezana za ’’odgovor’® =zelene salate (Lactuca sativa) na
kolonizaciju Salmonella enterica serovar Dublin, su pokazala da je 43% biljaka, koje su
bile povrSinski sterilisane, kolonizovano ovom bakterijom, dok je 93% ne-
dezinfikovanih biljaka zelene salate bilo kolonizovano ovim sojem (Klerks i sar., 2007).

Soj Salmonella enterica serotip typhimurium ATCC14028 je izrazito dobro
kolonizovao korena ispitivanih biljnih vrsta. Najvec¢a brojnost ove bakterija u
povrsinskom sloju korena je konstatovana kod zelene salate i1 kukuruza Secerca
(10°¢elija/mm’ aps.suv.korena), ali i kod spanaca, paradajza i mrkve (>10°¢elija/mm’
aps.suv.korena). Najmanja povrSinska kolonizacije je kod korena perSuna i celera.
Endofitna kolonizacija kod zelene salate i kukuruza 3eerca je ~10’¢elija/mm’
aps.suv.korena, a kod celera ~10*¢elija/mm? aps.suv.korena).

Proucavajuci kolonizacije u funkciji vremena, Klerks i sar. (2007) su utvrdili da
je najve¢i broj bakterija detektovan 12. dana od pocetka inokulacije a kod

nedezinfikovanih biljaka, najve¢a brojnost je 18. dana nakon inokulacije.

151



Kontaminacija biljaka patogenim bakterijama iz vode za navodnjavanje DISKUSIJA

Nasa istrazivanja pokazuju da je Salmonella typhimutium kolonizovala sve
ispitivane biljne (Grafici 31, 32, 33; Slike 38-45).

Ukoliko patogene bakterije dospeju u unutrasnjost lista, sposobne su da se
umnozavaju, uazuju nasi eksperimenti, sa Gfp-transformisanim sojevima, $to je u
skladu 1 sa literaturnim podacima (Dong i sar., 2003; Iniquez i sar., 2005). Mnoga
istrazivanja su pokazala da Salmonella spp. moze biti prisutna u apoplastu
(intercelularni prostori) i obrazovati biofilm, kod biljke perSuna (Lapidot i sar., 2006).

Infekcija ljudi i zivotinja sa S. typhimurium zavisi od razli¢itih faktora i poznat
je mehanizam prodora ove bakterije u epitelne ¢elije domacina sisara (Fields i sar.,
1986). Sposobnost prezivljavanja Salmonella spp. u Zivotnoj sredini, odnosno van
organizma domacina, jo$ nije potpuno razjasnjena, ali je evidentno da su ove bakterije
veoma adaptibilne kada su u pitanju niska pH vrednost i visoke temperature (Samelis i
sar., 2003). Prema istrazivanjima Nicholson i sar. (2005), u samom zemljistu
Salmonella spp. ne moze opstati duze od 900 dana posle inokulacije.

Istrazivanja pokazuju da kontaminirano zemljiste, na kome se uzgajaju usevi,
posebno oni koji se konzumiraju u svezem stanju, moze biti uzrok infekcija patogenim
bakterijama (Brandl, 2006). Salmonella spp. dospevaju u zemljiSte najces¢e putem
stajnjaka, otpadnih voda, kao i drugih otpadnih materija organskog porekla.

Nasi rezultati pokazuju da biljke, koje su endofitno kolonizovane bakterijom
Salmonela enterica serovar typhimurium, predstavljaju veoma dobar model sistem za
dalje prouc¢avanje mehanizama kolonizacije i patogenosti Salmonella spp. u biljkama.

Listeria monocytogenes (EGD-E, SV4B)

U naSim istrazivanjima, Listeria monocytogenes EGD-E veoma intenzivno
kolonizuje koren mrkve i u povrSinskom sloju korena njen broj iznosi 106(':(31ija/mm3
aps.suv.korena. Takode, ova bakterija je detektovana i u unutrasnjosti korena (Slika 46).
Listeria spp. spada u kosmopolitske bakterije u Zivotnoj sredini, jer se moze naéi i
izolovana iz zemljiSta, biljaka, fecesa domacih Zivotinja, biljaka navodnjavanih
kontaminiranom vodom i dr. Mogu¢nost da Listeria spp., poreklom iz Zivotne sredine
(environmental Listeria spp.), kontaminira sveze proizvode, odnosno povrée i voce, i
dovede do enteri¢ne infekcije je ve¢ odavno poznata (Blakeman, 1985).

Najveca brojnost ove bakterije je u unutrasnjosti korena mrkve (IOSéelija/mm3

aps.suv.korena), dok je najslabija kolonizacija korena paradajza.
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Po nekim istrazivanjima, pojava infekcija i epidemija izazvanih sa Listeria spp.
se desava tokom postupaka prerade i manipulacije svezih proizvoda (Harvey i Gilmour,
1993). Medutim, ima mnogo izvestaja (Arumugaswamy i sar., 1994; MacGowan i sar.,
1994; De Simon i sar., 1992; Vahidy, 1992) koji dokazuju prisustvo Listeria
monocytogenes na krastavcu, paprici, krompiru, rotkvici, lisnatom povréu, klijancima i
izdancima pasulja, brokoli, paradajzu, kupusu i to u momentu prodaje ovih proizvoda
(point-of-sale). pokazalo se da populacija Listeria monocytogenes opada na rendanoj
mrkvi za 2-loga za vise od 9 dana (Farber i sar., 1998).

Generalno, kolonizacija biljaka sa Listeria spp. je najzastupljenija  kod
korenasto-krtolastih povrtarskih biljaka i prema Heisick i sar. (1989), razlog je direktan
kontakt biljke sa kontaminiranim zemljistem. McLauchlin i sar. (2004) smatraju da
velika infektivna doza, koja iznosi ~10°Celija, za L. monocytogenes, varijacije u
osetljivosti populacije na infekciju i dug inkubacioni period, mogu dati objaSnjenje
nedostatka dokazanih epidemija izazvanih konzumiranjem svezih proizvoda
kontaminiranih ovom bakterijom.

Soj Listeria monocytogenes SV4B, najbolje povrsinski i endofitno kolonizuje
koren lisnatog povrca (Slika 48). Najmanji broj bakterija je konstatovan na povrsini i u
unutrasnjosti korena mrkve i1 paradajza.

Za razliku od nasih rezultata, prouc¢avanja Jablasone i sar. (2005) su pokazala da
Listeria monocytogenes ne moze da prodre u unutrasnjost klijanaca biljaka, ve¢ da ova
bakterija ima samo sposobnost povrsSinske kolonizacije biljaka i da moZe da opstane na
povrsini biljaka tokom celog perioda njenog uzgajanja. Takode, Kutter i sar. (2006)
ispituju¢i kolonizaciju jeéma sojevaima L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua
primenom FISH metoda sa specificnim oligonukleotidnim probama za ovu bakteriju,
nisu detektovali endofitnu kolonizaciju, ali su konstatovali intenzivnu kolonizaciju
korenovih dladica i smatraju da je to glavno podrucje kolonizacije korena sa Listeria
spp. Po njima, kolonizacija povrsine korena je¢ma sa sojevima Listeria spp. se javljala
retko i sporadi¢no i to sa samo nekoliko pojedinacnih bakterijskih ¢elija.

Pseudomonas aeruginosa DSM50071

Pseudomonas aeruginosa DSM50071 je najintenzivnije kolonizovao koren
paradajza (Grafik 36). Kolonizacije je registrovan i kod spanaca, celera i mrkve (Slika

49). Najmanji stepen kolonizacije je detektovan kod korena perSuna.
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Buddrus-Schiemann i sar. (2010) su takode proucavali kolonizaciju korena
je¢ma, sa bakterijom Pseudomonas sp. DSMZ 13134, gde su primenili FISH metod u
kombinaciji sa laser-skening-konfokalnom mikroskopijom i Gfp-transformisane sojeve
ove bakterije. Njihovi rezultati su pokazali da je Pseudomonas sp. DSMZ 13134
kolonizovao sve delove korena je¢ma i da su bakterijske ¢elije najvise bile lokalizovane
u zoni korenovih dlacica. Najveca koncentracija bakterija je bila registrovana na samoj
povrsini korena je¢ma, odnosno povrsini korenovih dlacica.

Ochrobactrum anthropi 1A DSM14396

Ochrobactrum anthropi 1A povrSinska kolonizacije korena zelene salate,
spanaca, paradajza, mrkve i perSuna (105<':elija/mm3 aps.suv.korena). Iste biljke je
Ochrobactrum anthropi 1ADSM 14396 i endofitno kolonizovao (Slika 50). Najmanja
brojnost bakterija je utvrdena na povrsini i unutrasnjosti korena kukuruza Secerca.

Brojne i raznovrsne oportunisticke patogene bakterije, Burkholderia sp.,
Enterobacter sp., Herbaspirillum sp., Ochrobactrum sp., Pseudomonas sp.,
Staphylococcus sp., su prepoznatljivi kolonizatori rizosfernog zemljista, i celih biljaka
(Berg i sar., 2005) i.prisutni su u razli¢itim staniStima.

Roseomonas spp.

Roseomonas genomospecies 6CCUG33010 je povrsinski najviSe kolonizovao
koren lisnatog povréa (10%elija/mm’ aps.suv.korena), a najmanje korena kukuruza
Secerca.

Na osnovu ispitivanja kolonizacije biljaka od strane dve razliCite vrste
Roseomonas spp., ustanovljeno je da je Roseomonas fauriae KACC11694 povrsinski i
endofitno najbolje kolonizovao lisnato i plodovito povrée, a najmanje korenasto-
krtolasto (Slike 51 i 52).

Interesantno je da je broj Roseomonas fauriae KACC11694 bio ¢ak za oko
60000 ¢elija vec¢i u unutrasnjosti korena zelene salate nego na njegovoj samoj povrsini.

Znacajno je ista¢i da su bakterijske celije ovih sojeva detektovane i u samim
biljnim ¢elijama, odnosno u njihovoj unutrasnjosti (citoplazmi).

Mikrobno-biljna interakcija jos uvek nije dovoljno istrazena i na nju uti¢u mnogi
faktori. Krause i sar., (2006) smatraju da na ovu interakciju uticu faktori koji su kodirani
od strane BH72 genoma. Tu spadaju pili tip IV, povrSinski polisaharidi, proteinski

sekrecioni sistem tip I 1 II, flagele, hemotaksis i1 siderofore. Ovaj BH72 genom je
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znaCajan u sagledavanju biologije i ekologije endofitnih bakterija. Karakterzacija
genomskih sekvenci endofitnih bakterija doprinece razjasnjenju mehanizama endofitne
kolonizacije biljaka od strane humanih patogenih bakterija.

Znacajno je ista¢i da su endofitne niSe vazna mesta za horizontalni transfer gena
(HGT), §to su pokazala i istrazivanja Taghavi i sar. (2005). Oni su ustanovili da plazmid
za degradaciju ksenobiotika, pTOM-Bu61 moze biti prirodno prenosen medu razlicitim
endofitnim bakterijama. Tako, aktivnost HGT-a poboljSava mnogo efikasniju
degradaciju toluena na mestima gde se biljka topola koristi za fitoremedijaciju. Ovo
saznanje imaju vaznu prakti¢nu primenu, jer prirodne endofitne populacije bakterija, sa
visokom sposobnos¢u degradacije polutanata, mogu se efikasno koristiti u uklanjanju
kesenobiotika i njihovih metabolita akumulirajuéi ih u biljci domacinu.

Upotrebom Gfp-transformisanih sojeva bakterija, kao i primenom FISH analize,
naSa istrazivanja su dokazala povrSinsku i endofitnu kolonizaciju korena biljaka
patogenim bakterijama. Pojedine dobijene mikrografije (Slika 53) ukazuju na prisustvo
bakterijskih ¢elija u samoj unutrasnjosti Celija (citoplazmi) korena biljaka, ali ostaje
nerazjasnjen mehanizam dospevanja bakterija u citoplazmu biljnih ¢elija.

Na osnovu eksperimentalnih rezultata, Schikora i sar. (2008) tvrde da
Salmonella spp. moze da naseljava citoplazmu biljnih ¢elija Arabidopsis thaliana, jer su
primenom konfokalne mikroskopije utvrdili pomeranje bakterija u citoplazmi biljne
¢elije. Oni su konstatovali da samo 3 casa od inkubacije, bakterije su bile prisutne u
korenovim dlacicama, a posle 17 sati u rizodermalnim celijama. Opreznost u
interpretaciji ovih rezultata je svakako neophodna, jer jo§ uvek nije razjasnjen tacan
mehanizam kako patogene bakterije prodiru kroz ¢elijski zid biljaka.

U naSoj zemlji, jo$ uvek ne postoji pravilnik koji definiSe mikrobioloski kvalitet
vode koja se moZe koristi za navodnjavanje, Sto predstavlja problem u proizvodnji
zdrastveno bezbedne hrane, s obzirom da je navodnjavanje prepoznato kao izvor
patogenih organizama. Postojanje standarda koji obavezuje na mikrobiolosku ispravnost
vode za navodnjavanje u znacajnom stepenu bi smanjilo rizik od mikrobioloske
kontaminacije svezeg povrca i voc¢a

Kao jedna od strategija u cilju proizvodnje bezbedne hrane, jeste stroga kontrola
mikrobioloskog kvaliteta organskih djubriva i vode za navodnjavanje. Takode, mozda bi

trebalo razmiSljati o selekciji biljaka sa povecanim stepenom odbrane od humanih
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patogena, Sto bi mozda pomoglo u sprecavanju infekcija izazvanim patogenim
bakterijama na nivou biljaka.

U naSim istrazivanjima smo pokazali da ispitivane biljke mogu biti
kontaminirane patogenim bakterijama, pa se one mogu i smatrati ~’medufaznim’’
domac¢inom za Sirenje bolesti u ljudskoj populaciji. Smatramo da i druge endofitne
patogene bakterije mogu na slian ili ¢ak isti nacin kolonizovati i kontaminirati razne
biljne vrste. U cilju daljeg razjaSnjavanja ove problematike, smatramo da bi trebalo
pokloniti veliku paznju istrazivanju sposobnosti ostalih patogenih bakterija, koje
izazivaju bolesti coveka i toplokrvnih zivotinja, da koriste biljke kao alternativnog
domacina. Potpuno poznavanje ove nauCne oblasti zahteva dalja istrazivanja u cilju
procene rizika, a samim tim i spreCavanja epidemija izazvanih mikrobioloski
kontaminiranim svezim proizvodima.

Sve ovo ukazuje na neophodnost stalnog monitoringa mikrobioloskog kvaliteta
vode za navodnjavanje i povréa, posebno onog koje se konzumira u sveZzem stanju i
inplementacija principa dobre agronomske prakse moze obezbediti proizvodnju

zdavstveno bezbedne hrane.
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu eksperimentalnih rezultata mogu se izvesti zakljucci:

- Broj koliformnih bakterija u svim ispitivanim vodama na lokacijama:
Radmilovca, Sur€ina, Negotina i Srema je veci nego Sto dozvoljavaju standardi:
Pravilnik ’Uputstva za ponovnu upotrebu vode’’ (Guidelines for Water Reuse),
koji je izdala americka agencija za zastitu zivotne sredine (U.S. Environmental
Protection Agency), zatim ‘’Izmenjen pravilnik za bezbednu upotrebu otpadnih
voda i otpada u poljoprivredi i vodoprivredi’’ (Revised Guidelines for the Safe
Use of Wastewater and Excreta in Agriculture and Aquaculture) koji je izdala
svetska zdrastvena organizacija (World Health Organization), zatim ‘’Kanadski
pravilnik kvaliteta vode za zaStitu koris¢enja poljoprivrednih voda’’ (Canadian
Water Quality Guidelines for the Protection of Agricultural Water Uses), koji je
izdao kanadski savet ministarstva za zivotnu sredinu (Canadian Council of
Ministers of the Environment) i Nemacki standard DIN 19650 za vodu za

navodnjavanje.

- Prema ’’Guidelines for Water Reuse’’ (U.S. E.P.A.) za navodnjavanje biljaka
koje se konzumiraju sveze ne preporucuju se sve ispitivane vode sa lokacija
Radmilovca, Surc¢ina, Negotina i sliva Galovice, a za navodnjavaje biljaka koje
se preraduju mogu se koristiti vode iz pijezometra br. 3 na lokaciji Radmilovca,
zatim voda u pocCetnom delu melioracionog kanala u Negotinu i voda u

pocetnom delu kanala Galovica.

- Prema pravilniku *’Revised Guidelines for the Safe Use of Wastewater and
Excreta in Agriculture and Aquaculture’’ (WHO), za navodnjavanje biljaka koje
se konzumiraju u svezem stanju mogu se koristiti vode otvorenih bunara, javne
Cesme 1 pijezometara na lokaciji Radmilovca, zatim voda kanala u Sur¢inu, voda
pocetnog dela melioracionog kanala u Negotinu, vode kanala sliva Donje polje,
a ne preporucuju se za navodnjavanje voda kanala Galovica kod naselja Surcin,

kao 1 vode kanala Galovica u njenom srednjem i1 donjem toku. Za navodnjavanje
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useva koji se preraduju mogu se koristiti sve vode na lokaciji Radmilovca, voda
melioracionog kanala u Sur¢inu, voda pocetnog i srednjeg dela melioracionog
kanala u Negotinu, voda kanala slivova Donje polje i Galovica, a ne preporucije
se voda dodjeg toka melioracionog kanala u Negotinu i otpadnih voda koje se
ulivaku u ovaj kanal, kao i vode bo¢nih kanala slivova Petrac 1 i Galovice u

industrijskoj zoni.

- Na osnovu pravilnika >’ Canadian Water Quality Guidelines for the Protection of
Agricultural Water Uses’’ (Canadian Council of Ministers of the Environment),
za navodnjavanje se mogu preporuciti: voda otvorenog bunara 1 i voda iz
pijezometara na lokaciji Radmilovca, kao i voda pocetnog dela kanala Galovica,
dok se ne bi se mogle preporuéiti: voda iz vodotoka ’’Sugavac’’, otvorenog
bunara 2 i zatvorenog bunara na lokaciji Radmilovac, zatim melioracionog
kanala u Sur¢inu, melioracionog kanala u Negotinu, kanala sliva Donje polje i

voda srednjeg i donjeg toka kanala Galovica.

- Prema nemackom standardu DIN 19650, odnosno prema prisustvu E. coli u
vodi, za navodnjavanje biljaka koje se konzumiraju sveze, se ne bi mogle
preporuciti: sve ispitivane vode na lokaciji Radmilovca, zatim voda
melioracionog kanala u Sur¢inu, voda melioracionog kanala u Negotinu, voda
kanala sliva Donje polje i voda srednjeg i donjeg toka kanala Galovica, dok se

moze preporuciti voda gornjeg toka kanala Galovica.

- Na osnovu brojnosti ukupnih i fekalnih koliformnih bakterija, najboljeg
mikrobioloskog kvaliteta je voda u otvorenom bunaru 1 i pijezometrima na
lokaciji Radmilovca, zatim u pocetnom delu melioracionog kanala u Negotinu i
u pocetnom i srednjem delu kanala Galovica, a najloSijeg kvaliteta su otpadne
vode koje se ulivaju u melioracioni kanal u Negotinu, zatim vode bocnih kanala

sliva Petrac 1 i vode bo¢nih kanala sliva Galovice u industrijskoj zoni.
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U ispitivanim vodama na lokaciji *’Radmilovac’’ je identifikovano prisustvo:
Escherichia coli 1, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Aeromonas

hydrophila 1, Enterobacter aerogenes, Salmonella spp., Shigella spp.

U vodi melioracionog kanala u Sur¢inu konstatovano je prisustvo patogenih
bakterija: E. coli 2, E. vulneris, E. adecarboxylata, Vibrio fluvialis (dva razliCita
soja u pogledu biohemijskih osobina), Yersinia enterocolitica, Aeromonas

hydrophila 1.

U vodi melioracionog kanala na lokaciji Negotina identifikovane su: E. coli 1, E.
coli O157 :H7, Citrobacter freundii, Salmonella spp., Shigella spp., Proteus
spp., Aeromonas hydrophila 1.

U vodi kanala na lokaciji Srema, detektovane su : E. coli 2, E. coli O157 :H7,
Aeromonas hydrophila 1, Citrobacter freundii, Salmonella spp., Shigella spp.
Proteus spp.

Najve¢i broj ukupnih i fekalnih koliformnih bakterija na individualnim
gazdinstvima u Negotinu, konstatovan je kod ploda paradajza (2.50x10° i
8.61x10* CFU/g), a najmanji kod ploda krastavca (3.0x10* i 1.0x10* CFU/g).
Kod ispitivanih vrsta povréa konstatovano je prisustvo E. coli, E. coli O157:H7,

Salmonella spp.

Koliformne bakterije na krtolama krompira su konstatovane u sve tri godine, a
najveéi broj je bio 2008. godini i iznosio 4.20 x 10* CFU/g, dok je najmanji broj
bio u 2007. godini i iznosio 3.0x10° CFU/g, dok je E. coli u malom broju
konstatovano samo u 2006. godini (6.70 x 10' CFU/g). Na krtolama krompira

identifikovane su vrste E. coli 2 i E. vulneris.
Bakterija E. coli K-12, poreklom iz kontaminirane vode za navodnjavanje, je

povrsinski 1 endofitno kolonizovala koren zelene salate. Takode, ova bakterija je

bila transportovana do listova biljaka, gde su bakterijske celije formirale
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mikrokolinije oko stominih otvora. Najvec¢i broj bakterija je konstatovan na
povrsini korena, a najmanji u unutraSnjosti listova, dok je visoka brojnost ovih
bakterija detektovana i u samoj unutra$njosti korena (3.0x10°CFU/g). Konfokal
laser skening mikroskopijom, potvrdeno je prisustvo E. coli K-12 u unutrasnjosti
korena i listova zelene salate (Lactuca sativa) koje su navodnjavane

kontaminiranom vodom.

- Sojevi bakterija: Pseudomonas aeruginosa PAOl (Gfp), Pseudomonas
aeruginosa DSM50071, E. coli PBA28 (Gfp), Herbaspirillum frisingense
GSF30BA28 (Gfp), Salmonella typhimurium LT2, Salmonella typhimurium
ATCC14028, Salmonella typhimurium S1, Listeria monocytogenes EGD-E,
Listeria monocytogenes SV4B, Ochrobactrum anthropi 1ADSM14396,
Roseomonas fauriae KACC11694, Roseomonas genomospecies 6CCUG33010
su povrsinski i endofitno kolonizovale koren, stablo i list ispitivanih biljnih

vrsta.

- Sojevi E. coli pBA28 (Gfp), Salmonella typhimurium ATCC 14028, Listeria
monocytogenes SV4B 1 Roseomonas genomospecies 6CCUG33010 su
detektovani u unutrasnjosti biljnih ¢elija korena kukuruza Secerca, dok je soj
Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Gfp) detektovan u ¢elijama korena paradajza.

Mehanizam transporta bakterija u unutrasnjost biljne ¢elije nije razjasnjen..
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IIpnaor 1.
H3jaBa o ayTopcTBy
MoTnucaHu

Hrop C. KibvjeB

Bpoj ynuca

HsjaBbyjem
Aa je foKTOpCcKa aucepTaumja Nog HacnoBoM:

Konramunanuja 6u/baka natorenum G6akrepujama u3 Boje 3a HABOAHABAH:E

- pesynTaT COnCTBEHOr UCTpaXuBayKor paaa,

- Aa npepnoxeHa auceptauuja y UENMHW HW Yy genoBuma  Huje 6Guna
npeanoxeHa 3a gobujare GUNO Koje gunnome npema CTyAujCKUM nporpammma
APYrux BUCOKOLLKOMCKUX YCTaHOBA,

- Aa CY pesynTaTi KOPEKTHO HaBeaeHU U

- Aa HUCaM KpLUMO ayTopcKa npasa v KOPUCTNO UHTENEKTYarnHy CBOjUHY Apyrux
nvua.

ITornue qoxkropanTa
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IIpnor 2.

HM3jaBa 0 HCTOBETHOCTH ITAMNAHE H eJIEKTPOHCKE Bep3Hje
JAOKTOPCKOI pajaa

ime 1 npesnme ayTopa
Hrop C. KibyjeB

Bpoj ynuca

Cryavjcku nporpam
Exojomka mukpo6uosoruja

Hacnoe paga

Kontamunannja 6nmaka narorennm 6akrepujama u3 Boje 3a HABO/(H:aBalbe

MeHTop

[Ap Bepa Pauuesuh, penosun mnpodeccop, Ilomonpuspennn dakyarer,
Yuusep3urer v Beorpaay

INornucann Urop C. KibyvjeB

W3jaBrbyjeM fa je wTamnaHa Bep3vja MOr AOKTOPCKOr paja WCTOBeTHa
eNneKTPOHCKO] Bepauju kojy cam npeaao 3a ob6jaBrbuBake Ha noprany
Jururananor penosutopujyma Yuusepsurera y Beorpany.

HossorbaBam fga ce ofjaBe MoOjM NWYHM MoAaAUM Be3aHW 3a Aobvjare
aKagemckor 3saka [OKTOpa Hayka, Kao LWTO Cy vUMe W npesvume, roauHa M
MecTo pofjerba 1 Aatym onbpaHe [4OKTopcKor paja.

OBK nu4HM nogaum Mmory ce ofjaBUTK Ha MPEXHUM CTpaHULAMa AuruTanHe
6ubnuoTeke, y enekTPoOHCKOM kaTanory v y nybnukauvjama YHusepauterta y
Beorpagy.

ITornuce foxkTopanTa
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Hpuaor 3.

H3jaBa o kopumhemy

Osnawhyjem YHuBepauTeTcky Bubnuoreky ,CBeTO3ap Mapkosuh" Aa y

AvirutanHu penosnTopujym YHusepauterta y beorpagy yHece MOjy AOKTOpCKy
AvcepTauujy nog Hacrnosom:

Konramunaumja 6mmaka HnaToreHum Gakrepujama uz BOJI€ 32 HABOH-aBaH:e

Koja je Moje ayTopcko aero.
HAvcepTraumjy ca caum Nprnosvma npeaao cam y enekTpoHckom opmary
rOroAHOM 3a TpajHo apxuBupatse.
Mojy AokTopcky AvcepTauujy noxparbeHy y Jurutanmu penosutopujym
YHusepauterta y beorpagy mory ga KopuCTe cBm koju nowTyjy ogpenbe
CaApxaHe y ogabpaHom Tuny nnueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative
Commons) 3a kojy cam ce oany4ywuo.
1. AyTopcTBo

. AyTOpCTBO - HeKomepumjanHo

@Awopcmo — HeKomepuujanHo - 6es npepage

. AyTopcTso - HEekomepuujanHo — AenuTu nog neTum ycnosuma
5. AyTopcTBo — 6es npepage
6. AytopcTBo - genutu noA UCTUM ycroBuma
(Monwumo pa 330KPYXuUTe camMo jegHy of LwecT NOHYNEHUX NuLeHUM, kpaTak
OMVC NUUEeHLM AaT je Ha noneRuHu nucra).

MoTtnuc pokr
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