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KONTAMINACIJA KLANICNIH POVRSINA
I OPREME SA LISTERIA MONOCYTOGENES

Snezana Ivanovi¢', Milenko Zuti¢, Oliver Radanovi¢
Naucni institut za veterinarstvo Srbije, Vojvode Toze 14, Beograd

Kratak sadrzaj

Listerioza je infektivna bolest mnogih vrsta Zivotinja i ¢oveka (zoonoza). Klinic¢ki se
manifestuje u razli¢itim oblicima, naj¢es¢e u vidu abortusa i meningitisa. Uzro¢nik
bolesti je Listeria monocytogenes. To je ubikvitarna bakterija, ustanovljena kod preko
40 vrsta sisara, 20 vrsta ptica, viSe vrsta riba i insekata. Nakon inficiranja kod Zivotinja
se ne moraju javiti klini¢ki simptomi i one se u klanicu otpremaju kao zdrave
(inaparentna infekcija). Kada Zivotinje, u ovom slucaju koze, dodu na klanje, sa njih
se ne mora uzro¢nik preneti na meso ali se prenosi na opremu. U nasem ispitivanju,
nakon klanja klini¢ki zdravih koza u klanici, neposredno posle klanja, uzorkovali
smo 20 briseva sa kolica za prihvat iznutrica, pet briseva sa Zleba nozeva (izmedu
se¢ivaidrske) i dvadeset briseva sa poda. Nakon tri dana od momenta klanja, uzeti su
ponovo brisevi sa poda (deset briseva sa razli¢itih mesta) i sa dna kolica (20 briseva) u
koja su bili prihva¢ni unutrasnji organi (creva i uterus). Brisevi su zasejani na
selektivni, obogacéeni bujon koji je stavljen u frizider na temperaturu od 5-8°C. Treéii
sedmi dan su bujoni presejani na krvni agar (5% ov¢ije krvi), Columbia (Himedia) i
MacConkey agar (Biomedics) i inkubirani na temperaturi od 37°C tokom 24-48 h.
Suspektne kolonije, sa krvnog i kolumbije agara, mikroskopski su kontrolisane i dalje
radi dobijanja ciste kulture, rekultivisane na istu vrstu podloga. Za ispititivanje
biohemijske aktivnosti kori$¢eni su komercijalni testovi. Za proveru identifikacije,
primenjen je BBL Crystal G/P ID kit. Dobijeni su sledeéi rezultati: iz dva brisa uzetih
sa poda, jednog brisa sa noza i dva brisa sa kolica, izolovali smo Listeriu
monocytogenes. Osim iz jednog brisa sa poda, svi sojevi L. monocytogenes izolovani su
iiz bujona presejanih sedmog dana. Listeria monocytogenes je izolovana iz 2 brisa sa
poda uzetih tri dana nakon klanja. Ovi sojevi su izolovani i iz bujona presejanih
sedmog dana. Na§ nalaz ukazuje na moguénost posrednog prenosenja Listeria
monocytogenes na meso.
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CONTAMINATION OF SURFACES AND
EQUIPMENT IN THE
SLAUGHTERHOUSE WIHT LISTERIA
MONOCYTOGENES

SneZana Ivanovié, Milenko Zuti¢, Oliver Radanovi¢
Scientific Veterinary Institute of Serbia, Vojvode Toze 14, Belgrade

Abstract

Listeriosis is an infective disease of many animals and humans (zoonosis). Clinically
it is manifested in various forms, mostly as abortion and meningitis. The cause is Lis-
teria monocytognes. It is an ubiquitar bacteri, found in over than 40 mammals, 20 bird
species, several fish species and insects. After infection, clinical symptoms are some-
times not diagnosed and the animals arrive in slaughterhouse as healthy animals (un-
apparent infection). When animals, in this case goats, arrive for slaughter, the cause
of the disease can be transmitted on the equipment and possibly on meat. In our ex-
amination, immediately after slaughter of clinically healthy goats, 20 swabs were
taken from the bottom of trolleys for placing of the organs, 5 swabs from knives (be-
tween glade and grip) and 20 swabs from the floor. Three days after slaughter, 10
swabs were taken again from floor (from ten different places) and from the bottom of
trollies (20 swabs) where the intestine and uterus were placed. The swabs were incu-
bated in selective, enriched broth refrigerated at 5-8°C. On the third and seventh day
they were inoculated on blood agar (5% sheep blood), Columbia (Himedia) and
MacConkey agar (Biomedics) and incubated under the temperature of 37°C for
24-48 hours. the suspect colonies from blood and Columbia agar were controlled mi-
croscopically and, because of getting pure culture, re-cultivated on the same media.
For examination of biochemical activity, commercial tests were used. For the identi-
fication BBL Crystal G/P ID kit was used. Listeria monocytogenes was isolated from
two floor swabs, one knife swab and from two swabs from trollies. Except the one
from floor, each isolate of Listeria monocytogenes was isolated from the broth inocu-
lated for seven days. Listeria monocytogenes was isolated from two floor swabs three
days after slaughter. These isolates were isolated from the broth inoculated for seven
days. Our finding shows the possibility of indirect transmission of Listeria
monocytogenes on meat.

Key words: slaughter house, equipment, Listeria monocytogenes, meat, dis-
ease, humans
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UVOD

Listerioza je infektivna bolest mnogih vrsta Zivotinja i coveka (zoonoza). Klinic¢ki
se manifestuje u razli¢itim oblicima, najée$¢e u vidu abortusa i meningitisa (Quinn i
sar., 2000). Uzro¢nik bolesti je Listeria monocytogenes. To je ubikvitarna bakterija,
ustanovljena kod preko 40 vrsta sisara, 20 vrsta ptica, viSe vrsta riba i insekata.
Rezervoar infekcije u prirodi su glodari i ptice kod kojih su ¢este inaparentne infekcije
i ¢ije fekalije sadrze veliki broj uzro¢nika kojima kontaminiraju okolinu. Pored toga
$§to se nalazi u zivotinjskom i ljudskom fecesu, uzro¢nik se moze nadi u otpadnim i
povrsinskim vodama, tlu, biljkama, Zivotinjskoj hrani, na zidovima i podovima
objekata gde borave zZivotinje. U zemljiste uglavhom dospeva preko stajskog dubriva.
Ova (¢injenica ukazuje da zemljiSte moze predstavljati inicijalni faktor u procesu
inficiranja zivotinja (Infectious Disease Epidemiology Section, Louisiana, 2004).
Infekcija najc¢esée nastaje peroralno i pernazalno, a dokazana je infekcija duz ogranka
nervusa trigeminusa. Patogeneza, a time i klinicka slika, zavise umnogome od puta
kojim su listerije prodrle u organizam i od mesta njihove lokalizacije.

Pri peroralnoj infekciji uzro¢nik penetrira crevnu sluzokozu posle ¢ega nastaje, ili
inaparentna infekcija uz dugotrajno izluc¢ivanje uzro¢nika fecesom, uzro¢nik se locira
urazlic¢ite organe ili se razvija septikemija. Septikemijski oblik sa meningitisom ili bez
njega najcesce se javlja kod monogastri¢nih zivotinja i mladih prezivara a posebno
kod fetusa i mladuncadi. Listeria monocytogenes se Cesto kod subklini¢kih mastita
izlu¢uje mlekom. Najcesce oboljevaju goveda, ovce, koze ali i svinje. Kad se listerioza
pojavi kao enzootija, bilo na kojoj vrsti domacih Zivotinja, moguce je sa dosta ta¢nosti
ustanoviti izvor infekcije, $to je kod sporadi¢nih slucajeva vrlo tesko.

U nekim slucajevima nakon infekcije kod Zivotinja se ne pojavljuju klinicki
simptomi i takve se Zivotinje u klanicu otpremaju kao zdrave (inaparentna infekcija).
U tim slucajevima uzro¢nik se moze preneti ne samo na meso nego i na opremu,
zidove, podove, kecelje radnika, ¢izme i dr.

Oprema u klanici, ali i mlekari, je brojna i razli¢ita: konvejeri, tankovi, masine za
hladenje i zamrzavanje, skidanje koze, pribor za rezanje, se¢enje, masina za punjenje i
pakovanje. Sva pomenuta oprema je slozena, sa uzanim otvorima i dostupnim
mestima za necistoce ali nepristupacnim za pranje, ¢is¢enje i dezinfekciju. Prema
tome, nije iznenadujule ako se Listeria monocytogenes nade na opremi koja je oprana i
dezinfikovana i tako naknadno kontaminira meso i proizvode od mesa. Neki
serotipovi Listeria monocytogenes su uporni i na opremi mogu da opstanu nekoliko
meseci ili godina (Rijj i sar., 2003). To je verovatno posledica, u brojnim istrazi-
vanjima dokazane sposobnosti Listeria monocytogenes da formira biofilm (Milanov,
2009; Harvey, 2007).

Sposobnost bakterija da se pri¢vrste za odredene povrsine i da stvaraju biofilmove
privukla je znacajnu paznju velikog broja istrazivaca u brojnim industrijama
ukljucujudi i prehrambenu. To se dogada zahvaljujuéi sposobnosti bakterija da se
zadrzavaju na povr$inama i da stvaraju mikrokolonije. Pri tome flagele Listeria
monocytogenes imaju znac¢ajnu ulogu (Todhanakasem 2008, Lemon 2007). Gotovo da
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se moze re¢i da sposobnost formiranja biofilma diktira novu koncepciju u razu-
mevanju infektivnih oboljenja.

Listeria monocytogenes je mala, pokretljiva, gram-pozitivna bakterija. Ne stvara
spore, visoko je otporna i ima S§tapicasti do kokobacilarni oblik. Optimalna
temperatura rasta je od 30-37°C, ali zapravo moze da raste na temperaturi od 4-44°C
(Holt isar., 1994). Moze da prezivi pasterizaciju na 71,6°C u trajanju 15 sekundi. Lis-
teria monocytogenes raste u granicama pH izmedu 4,3-9,6.

Ljudi se uglavnom inficiraju kada jedu hranu u kojoj se nalazi Listeria
monocytogenes. U istrazivanjima Ivanovi¢ i sar. (2006) dokazano je da se ova bakterija
ne samo odrzava, ve¢ i razmnozava na temperaturi od +4 do + 8°CipH 6. Zato hrana
koja se nalazi u frizideru moze biti rizi¢na za nastajanje infekcije.

Listeria monocytogenes se na ljude najces¢e prenosi preko sira, narocito ako je
pravljen od nekuvanog mleka, ali i nedovoljno kuvanog i pecenog mesa ali i preko
mozga, svinjskog jezika u Zeludca i kuvanih kobasica.

Ako dospe u organizam coveka Listeria monocytogenes moze biti uzro¢nik
invazivne 1 neinvazivne infekcije. Prema koris¢enim literaturnim podacima,
invazivna listerioza je retka, godi$nje se javi kod 2-9 slu¢aja na milion. Ona je jedna od
snaznih infekcija prenetih hranom koja u priblizno 30% slucajeva zavr§ava smrcu.
Listeriozi su predisponirane imunokompromitovane osobe, kao $to su oboleli od
raka, alkoholicari, dijabeticari, HIV pozitivni, stare osobe, te trudnice i novoroden-
¢ad. Kao posledica infekcije sa listerijama, moze se javiti oboljenje CNS, septikemija,
abortus, infekcija novorodencadi i dr. Vreme inkubacije kod invazivne listerioze je
razli¢ito: od jednog dana do nekoliko nedelja.

Listeria monocytogenes moze da izazove i kontaktni dermatitis koji je opisan kod
veterinara i farmera. Valja napomenuti da ljudi mogu nositi Listeria monocytogenes u
digestivnom traktu kao normalnu floru. I pored intenzivnih istrazivanja o L.
monocytogenes i listeriozi, jo$ uvek nije poznata minimalna infektivna doza koja
dovodi do oboljenja ljudi, nagovestava se da je to individualna osobina (Autio, 2003).
Teskoce u odredivanju najmanje infektivne doze za ljude diktirane su u poje-
dina¢nim slucajevima nepoznavanjem imuniteta domacina i koncentracije patogena
u konzumiranoj namirnici. Zbirni podaci sakupljeni nakon nekoliko vecih epidemija
listerioze upu¢uju da bi infektivna doza mogla biti vrednosti od 107 do 10'! CFU po
gramu namirnice. Razvoj bolesti moguc je i nakon unosa nizih infektivnih doza. Iz
tog razloga su, a zbog ucestalosti pojavljivanja epidemija i specifi¢nih karakteristika
ovog patogena, SAD i Novi Zeland odredile takozvanu ,nultu toleranciju” za
prisustvo L. monocytogenes u hrani spremnoj za konzumiranje. Hrana se smatra
zarazenom ako se u uzorku od 25 g detektuje L. monocytogenes. Evropska unija
podrzava ovaj normativ procene rizika za meke sireve i pasterizovano mleko (ne sme
se nadiu 25 g uzorka) kao i za ostale proizvode od mleka (odsustvo u 1 g), a Australija
za vedinu namirnica spremnih za konzumiranje. Italija, uglavnom, koristi princip
»hulte tolerancije” u proceni higijenske ispravnosti hrane kada je L. monocytogenes u
pitanju (Veskovi¢, 2005). U nastojanju da smanji i elimini$e prisustvo L.
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monocytogenes u namirnicama, Americka agencija za hranu i lekove (Food and Drug
Administration, FDA) je 2006. godine, prvi put odobrila kori$¢enje listeria
specifi¢nih bakteriofaga kao aditiva mesnim preradevinama koje se konzumiraju bez
dodatne termicke obrade (FDA 2006).

Cilj naseg ispitivanja je bio da se utvrdi da li postoji kontaminacija klani¢nih
povrsina i opreme sa Listeria monocytogenes nakon klanja koza.

MATERIJALI METODE

Nakon klanja klini¢ki zdravih koza u klanici, neposredno posle klanja, uzorkovati
20 briseva sa kolica za prihvat iznutrica, pet briseva sa zleba nozeva (izmedu seciva i
drske) i 20 briseva sa poda. Na nekoliko mesta na podu je posle klanja zapazeno
prisustvo fecesa zaklanih zivotinja. Tri dana nakon klanja uzeli smo ponovo briseve
sa poda (10 briseva sa razli¢itih mesta) i sa dna kolica (20 briseva) u koja su bili
prihvaceni unutrasnji organi (creva i uterus). Povrsine sa kojih smo uzimali briseve
nakon treéeg dana klanja su prethodno ¢is¢ene, prane i dezinfikovane.

Brisevi su zasejani na selektivni, obogaceni bujon (Listeria enrichment broth
Himedia M888) koji je stavljen u frizider na temperaturu od 5-8°C. Tre¢i i sedmi dan
subujoni presejani na krvni agar (5% ov¢ije krvi), Columbia (Himedia) i MacConkey
agar (Biomedics) i inkubirani na temperaturi od 37°C tokom 24-48 h. Suspektne
kolonije, sa krvnog i kolumbije agara, mikroskopski su kontrolisane i dalje radi
dobijanja ciste kulture, rekultivisane na istu vrstu podloga.

Za ispitivanje biohemijske aktivnosti (oksidaza, VP, urea, Indol, glukoza, salicin,
eskulin, manitol, redukcija nitrata, ramnoza i ksiloza) kori$¢eni su komercijalni
testovi (HiMedia). Takode je uraden test katalaze (ID color Catalase, bioMerieux),
pokretljivost kulture na 25°C (api M Medium, bioMerieux) i CAMP test.

Za proveru identifikacije primenjen je BBL Crystal G/P ID kit (Becton
Dickinson).

REZULTATI I DISKUSIJA

U nadim ispitivanjima iz dva brisa uzetih sa poda, jednog brisa sa noza i dva brisa
sa kolica, izolovali smo Listeria monocytogenes. Osim iz jednog brisa sa poda, svi sojevi
L. monocytogenes izolovani su i iz bujona presejanih sedmog dana. Listeria
monocytogenes je izolovana iz 2 brisa sa poda uzetih tri dana nakon klanja. Ovi sojevi
su izolovani i iz bujona presejanih sedmog dana. Izrasle kolonije na krvnom agaru
bile su sitne, konveksne, identi¢nog oblika, okruzene uskom zonom p hemolize (slika
1).
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Slika 1. Izgled kolonija na krvnom agaru okruzene uskom zonom g hemolize

Na Columbia agaru izrasla je kultura u vidu sitnih, transparentnih, sivkastih
kolonija (slika 2).

-

-
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U mikroskopskom preparatu uradenom iz kulture, ustanovljeni su gram-pozi-
tivni ve¢inom pojedinacni $tapiéi, rede kokobacilarni oblici (slika 3).

E S

opski preparat

ke

Slika 3. Mikrosk

U tabeli 1 su prikazani rezultati ispitivanja. Izrasle kolonije su pokazale hemolizu
na krvnom agaru, pozitivnu katalaza a negativnu oksidaza reakciju. Kultura je bila
pokretljiva na 25°C. Reakcija na VP, eskulin, glukozu, salicin, ramnozu bila je
pozitivna a sa ureom, indolom, manitolom, ksilozom je bila negativna. Kultura nije
izazvala redukciju nitrata. Pozitivan CAMP test ustanovljen je sa Staphylococcus
aureus 1 negativan sa Rhodococcus equi.

Tabela 1. Kulturelno-fizioloske i biohemijske osobine izolovane Listeria
monocytogenes

Hemoliza + Glukoza +
Pokretljivost na 25°C + Salicin

Katalaza + Manitol -
Oksidaza - Ramnoza +

VP + Ksiloza -

Urea - Nitrati -

Indol - CAMP (sa S. aureus) +

Eskulin + CAMP (sa R.equi) -
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Na osnovu rezultata provedenih analiza kultura je identifikovana kao Listeria
monocytogenes $to je u skladu sa njenim karakteristikama koje su opisali Quinn
(2002) i Holt (1994). Identifikacija je potvrdena BBL Crystal GP ID kit.

Ved je re¢eno da su mnoge zivotinjske vrste prijemcive za listeriju i da se nakon
inficiranja kod Zivotinja ne moraju javiti klinicki simptomi, te se one u klanicu
otpremaju kao zdrave (inaparentna infekcija). Kada tako inficirana zivotinja dode na
klanje, uzro¢nik se moze preneti na meso i opremu, zidove, podove, §to potvrduju
nasi rezultati. Oprema u klanici je brojna i razli¢ita, sa mestima pogodnim za
odrzavanje necistoce §to oteZzava njeno pranje, ¢is¢enje i dezinfekciju.To jeirazlogda
oprema i pribor mogu kod nepravilnog odrzavanja, naknadno kontaminirati meso i
proizvode od mesa. Nasi nalazi Listeria monocytogenes u brisevima, treeg dana od
momenta klanja, kada je prethodno izvrSeno (iscenje, pranje i dezinfekcija u
saglasnosti su sa saopstenjima Rij-a i sar. (2003), koji je saopstio da sojevi Listeria
monocytogenes na opremi i priboru mogu opstati vise meseci, pa i godina.

ZAKLJUCAK

Rezultati nasih ispitivanja u saglasnosti su sa literaturnim podacima i ukazuju na
mogu¢nost indirektnog puta prenosa Listerije monocytogenes na meso. Visegodi$nja
epizootiolosko-epidemioloska istrazivanja listerioze pokazuju da su osnovni vektori
prenosa ovog patogena u lanac ljudske ishrane namirnice animalnog porekla.
Posebno znacajnom smatramo cinjenicu da L. monocytogenes formira biofilm a
poznata je prednost zivota u biofilmu, u smislu povec¢ane otpornosti bakterija, i to ne
samo prema antibioticima ve¢ i prema dezinficijensima i deterdzentima (Borucki,
2003). Prisustvo biofilmova u pogonima prehrambene industrije nesumnjivo
predstavlja potencijalnu opasnost mikrobioloske kontaminacije proizvoda, opreme i
prostora, bilo patogenim, bilo bakterijama koje dovode do kvarenja namirnica
(Chmielewski, 2006). Svojom odrzivo$cu, prisustvo biofilmova moze da dovede i do
naknadne mikrobioloske kontaminacije sto moze dovesti do skradenja roka trajanja
namirnice, ali i $irenja i prenosa patogena kao $to je to slucaj sa L. monocytogenes.
Mogu¢nost formiranja biofilma od strane L. monocytogenes, ai drugih bakterija, treba
svakako imati na umu prilikom implementacije i odrzavanja HACCP sistema.
Intenziviranjem prehrambene industrije raste i broj faktora rizika po bezbednost
hrane. Stoga u svrhu prevencije posebnu paznju treba posvetiti odrzavanju higijene
opreme, pribora i prostorija u kojima se hrana proizvodi a sve u cilju zastite zdravlja
ljudi. Tome u prilog govori i ¢injenica da je ve¢ dugo radna sredina prepoznata kao
potencijalni izvor zdravstvenog rizika. Pravilna procena uticaja radnog procesa na
zdravlje, preduslov je za odgovarajuce preventivne aktivnosti i zastitu zdravlja ljudi
odredenih zanimanja u konkretnom radnom procesu ali istovremeno i sprec¢avanje
prenosa patogena putem hrane. Sve to ima poseban znacaj i dimenziju u celokupnom
tehnoloskom procesu proizvodnje kvalitetne i zdravstveno bezbedne hrane (Moretro
isar., 2004).
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