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ANALIZA PRIRODE REZISTENCIJE NA HINOLONE I MOLEKULARNA
TIPIZACIJA ODABRANIH SEROTIPOVA SALMONELLA ENTERICA
SUBSPECIES ENTERICA

SAZETAK

Salmoneloze spadaju medu najznacajnije zoonoze u svetu. S obzirom da se ljudi
zarazavaju najces¢e putem konzumacije hrane zivotinjskog porekla, nadzor nad
salmonelama neophodan je u svakom stadijumu proizvodnje hrane od farme do viljuske.
Sirenje rezistencije na hinolone medu salmonelama predstavlja veliki javno zdravstveni
problem zbog uticaja na lecenje ljudi 1 Zivotinja. Cilj istraZivanja je bio da se ispita
moguénost brze i1 efikasne tipizacije Salmonella enterica subspecies enterica serotip
Enteritidis (S. Enteritidis) kao najéeS¢eg serotipa kod ljudi i ucestalost i molekularni
mehanizmi rezistencije na hinolone kod salmonela. U kolekciji izolata S. Enteritidis
poreklom od ljudi, pili¢a i iz namirnica Zivinskog porekla, kombinacijom RAPD-PCR
tipizacije sa Cetiri prajmera, rezistotipizacije i polimorfizma mutacija u regionu gyr4
gena koji kodira rezistenciju na hinolone (QRDR), diskriminisano je 22 geneticke grupe
sa indeksom diskriminacije 0.828. Svi izolati bili su visoko srodni, a tipizacija je
dokazala nasumic¢nu rasporedenost tipova u sve tri kategorije izolata, odnosno
cirkulaciju sojeva kroz razne stadijume lanca ishrane. RAPD-PCR tipizacija uspesno je
izdvojila epidemijski soj medu tri izolata S. Enteritidis iz jednog restorana brze hrane.
Analizom uzoraka iz fabrike biskvita ustanovljena je kontaminacija sa najmanje Cetiri
soja S. Enteritidis 1 povezanost serotipa Enteritidis sa jajima kao izvorom kontaminacije.
Analizom veceg uzorka izolata poreklom od namirnica i ljudi sa teritorije Juznobackog
okruga u SestogodiSnjem periodu ustanovljena je mala ucestalost rezistencije S.
Enteritidis na antibiotike, retka pojava viSestruke rezistencije na antibiotike i mala
ucestalost rezistencije na hinolone (2.9%). Nadena su tri tipa mutacija odgovornih za
rezistenciju na hinolone u QRDR regionu: Asp87Asn, Asp87Gly i1 Ser83Phe.
Dominirale su mutacije na 87. poziciji i to Asp87Asn supstitucija. Nisu nadeni dokazi o
klonalnom Sirenju sojeva rezistentnih na nalidiksi¢nu kiselinu. Rezistencija na
fluorohinolone nije otkrivena. Dokazana je smanjena osetljivost na fluorohinolone kod
S. Enteritidis rezistentnih na nalidiksi¢nu kiselinu. Kod drugih serotipova salmonela

rezistencija na nalidiksi¢nu kiselinu i udruzenost sa viSe markera rezistencije bila je



ucestalija nego kod S. Enteritidis, narocito kod S. Hadar. Rezistencija na ampicilin 1
nalidiksi¢nu kiselinu bile su najceS¢e kod salmonela bez obzira na serotip.
Diskriminativna mo¢ i jednostavnost RAPD-PCR metode sa Cetiri prajmera udruZene sa
rezistotipizacijom preporucuju ih kao efikasan sistem tipizacije prilikom nadzora nad
kretanjem salmonela u humanoj i zivotinjskoj populaciji. Ispitivanje rezistencije na
antibiotike, a naroc¢ito na hinolone kod salmonela neophodno je u cilju upozoravanja
klini¢ara na terapijske rizike, a sa epidemioloSkog aspekta, radi detekcije pojave i

Sirenja opasnih sojeva.
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ANALYSIS OF NATURE OF RESISTANCE TO QUINOLONES AND
MOLECULAR TYPING OF SELECTED SEROTYPES OF SALMONELLA
ENTERICA SUBSPECIES ENTERICA

ABSTRACT

Salmonelloses are among most significant zoonoses in the world. Since people are most
often infected by consumption of food of animal origin, surveillance of salmonella is
necessary in every stage of food production from farm to fork. Emergence of resistance
to quinolones among salmonella is a significant public health problem, considering
implications on the treatment of humans and animals. The aims of the investigation
were to analyze the possibility of fast and efficient typing of Salmonella enterica
subspecies enterica serotype Enteritidis (S. Enteritidis) as the most frequent serotype in
humans and to investigate frequency and molecular mechanisms determining resistance
to quinolones in salmonella. In a collection of S. Enteritidis isolates originating from
humans, poultry and marketed poultry products and eggs, a combination of RAPD-PCR
typing with four primers, resistotyping and polymorphism of mutations in quinolone
resistance determining region (QRDR) of gyr4 gene revealed 22 genetic groups with
discrimination index of 0.828. All isolates were closely related and typing has proved
random distribution of types in all three categories of isolates, ie. circulation of strains
through subsequent stages of food chain. RAPD-PCR typing succesfully discriminated
epidemic strain among 3 S. Enteritidis isolates from one fast food restaurant. Analysis
of samples from one biscuit factory showed contamination with at least four strains of S.
Enteritidis and strong connection of serotype Enteritidis with eggs as a source of
contamination. Analysis of larger collection of isolates from food and humans in
Southern Backa county in a six-year period revealed low frequency of resistance of S.
Enteritidis to antibiotics, rare occurence of multiple resistance to antibiotics and low
frequency of resistance to quinolones (2.9%). Three types of mutations determining
resistance to quinolones in QRDR were discovered: Asp87Asn, Asp87Gly and
Ser83Phe. Mutations at position 87 are dominant, with Asp87Asn as the most frequent.
There was no evidence of clonal spread of strains resistant to quinolones. Resistance to

fluoroquinolones was not detected. Reduced susceptibility to fluoroquinolones among S.



Enteritidis resistant to nalidixic acid was proved. Resistance to nalidixic acid and
association with multiple antibiotic resistance were more common among other
serotypes of salmonella, especially in S. Hadar, than among S. Enteritidis. Resistance to
ampicillin and nalidixic acid were the most common in all investigated salmonella
serotypes. Discriminative power and simplicity of RAPD-PCR method with four
primers together with resistotyping recommend them as the efficient typing system for
monitoring of salmonella in human and animal population. Investigation of resistance to
antibiotics, especially to quinolones among salmonella is essential for alerting clinicians
for therapy risks, and from epidemiological aspect, for detection of emergence and

spread of dangerous strains.
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1. UVOD

Salmonele se ubrajaju medu najznacajnije patogene familije Enterobacteriaceae.
Kod ljudi one izazivaju razli¢ite oblike oboljenja, od crevnih infekcija kao $to je
dijareja, do generalizovanih infekcija opasnih po zivot kao Sto je trbuSni tifus.
Generalizovane infekcije kod ljudi su uglavnom uzrokovane bakterijama vrste
Salmonella enterica subspecies enterica (S.), serotipom Typhi ili Paratyphi. Drugi
serotipovi uzrokuju uglavnom crevne infekcije, ali mogu izazvati i septikemiju, a
neretko je i postojanje dugotrajnog kliconostva, odnosno slucajeva kada su zdravi ljudi
nosioci salmonele. Salmonela se smatra ubikvitarnim mikroorganizmom. Sem ljudi ona
moze da izazove oboljenja kod mnogih Zivotinjskih vrsta, ukljucujuéi i one koji se gaje
za ljudsku ishranu, te su oboljenja kod ljudi najces¢e povezana sa konzumacijom hrane
zivotinjskog porekla (meso, jaja). Stoga oboljenja izazvana salmonelama spadaju medu
najznacajnije zoonoze.

Salmonella enterica subsp. enterica serotip Enteritidis (S. Enteritidis) je serotip
koji je sa S. Typhimurium vode¢i uzro¢nik salmoneloza kod ljudi u svetu. lako je za S.
Enteritidis karakteristicno da je uglavnom osetljiva na vecinu antibiotika, pocetkom
devedesetih godina proslog veka pocinju da se beleze slucajevi visestruko rezistentnih
izolata. Tokom protekle decenije jos veci problem nastao je pojavom sojeva rezistentnih
na hinolone, grupu sintetickih antibiotika Sirokog spektra. Pojava rezistentnih sojeva na
hinolone je utoliko znacajnija jer je pokazatelj i smanjene osetljivosti pomenutih sojeva
na fluorohinolone, hinolone novije generacije vece efikasnosti i Sireg spektra delovanja.
Fluorohinoloni su otkriveni kasnih 1970-tih, a u Sirokoj upotrebi su od sredine 1980-tih
godina. Koriste se izmedu ostalog za leCenje invazivnih 1 sistemskih salmoneloza kod
ljudi 1 Zivotinja. Preterana upotreba fluorohinolona dovela je do fenomena smanjene
osetljivosti salmonela na fluorohinolone, a time i pojave prvih salmonela rezistentnih na
hinolone. Rezistencija na hinolone povezana je Cesto i sa rezistencijom na cefalosporine
proSirenog spektra i produkcijom B-laktamaza proSirenog spektra (,,extended spectrum
B-lactamases™ - ESBL) (Giraud, 2006; Gunell, 2010), ¢ime se smanjuje mogucnost

izbora terapije u leCenju ozbiljnih infekcija uzrokovanih salmonelama.



1.1. Rod Salmonella

Rod Salmonella ¢ine pokretne Stapicaste bakterije koje se mogu naci u crevima
mnogih zivih bi¢a kao fakultativni intracelularni patogeni, ali mogu opstati i u prirodi
kao slobodnozivece, gde dele staniste sa drugim bakterijama, i protozoama (Tezcan-
Merdol et al., 2004).

Rod Salmonella podeljen je na dve vrste: Salmonella enterica 1 Salmonella
bongori. Vrsta Salmonella enterica sastoji se od Sest podvrsta, a podvrste od serotipova.
Genomi pojedinih sojeva Salmonella bongori, Salmonella enterica subspecies arizonae,
diarizonae 1 oko 20 serotipova u okviru Salmonella enterica subspecies enterica su
potpuno sekvencirani. Slicnosti medu razli¢itim serotipovima su 95-99% sekvence
DNK. Bakterije roda Salmonella su srodne sa Escherichia coli (E. coli) jer dele 60-70%
sekvence (Jacobsen et al., 2011). Salmonele se mogu podeliti na osnovu specifi¢nosti za
domacina 1 na osnovu patogeneze. Nedavno je pokazano da sklonost odredenih
serotipova za specifiéne domacine zavisi ne toliko od interakcije sa imunim sistemom
domacina, ve¢ od sposobnosti da pre invazije tkiva izbegnu predatorske amebe
specificne za crevo domacina (Wildschutte and Lawrence, 2007). Pojedini serotipovi
imaju uzak opseg domacina i sposobne su da izazovu ozbiljne sistemske infekcije kod
ogranicenog broja srodnih vrsta (,,host specific* - S. Gallinarum kod Zivine, S. Typhi
kod coveka ili S. Abortus-ovis kod ovaca). U drugu grupu spadaju serotipovi koji su
adaptirani na Sirok opseg domacina koji su prevalentni kod jedne vrste domacina, ali
mogu da izazovu bolesti i u drugim vrstama (,,host restricted - S. Dublin izaziva
ozbiljnu bolest medu govedima, ali od nje mogu oboleti i ljudi). Kona¢no, u tre¢u grupu
spadaju ubikvitarni serotipovi sa Sirokim opsegom domacina (,,generalist® - S.
Enteritidis, S. Typhimurium, S. Infantis, S. Hadar). Ubikvitarni serotipovi retko
izazivaju sistemska oboljenja kod zdravih odraslih osoba, ali su sposobni da kolonizuju
gastrointestinalni trakt mnogih vrsta domacina. Zahvaljuju¢i cestoj kolonizaciji i
visokom nivou izlucivanja putem fecesa kod zivotinja gajenih za ljudsku ishranu,
ubikvitarni serotipovi ulaze u lanac ishrane i izazivaju slucajeve salmoneloza kod ljudi

(Van Hoorebeke, 2011).



1.2. Istorijat, klasifikacija i taksonomija

Prvu salmonelu uzroc¢nika tifusa otkrio je 1880. godine Eberth u slezini i
mezenterijalnim limfnim zlezdama bolesnika koji je umro od crevnog tifusa. Gaftky je
uspeo 1884. godine da je kultiviSe i detaljnije opiSe. Drugu bakteriju koja je po mnogim
osobinama li¢ila na uzro¢nika crevnog tifusa izolovali su Salmon i Smith iz svinja koje
su bolovale od svinjske kolere. Gértner je 1888. godine nasao salmonelu u slezini
coveka koji je umro od teskog enterokolitisa 1 ona je nazvana Salmonella gartneri, a
kasnije Sa/monella Enteritidis. Widal i saradnici su 1896. godine demonstrirali fenomen
aglutinacije u serumu pacijenata. Test aglutinacije, koji je baziran na antigenoj
klasifikaciji se i dan danas koristi kao standardni metod za serolosku dijagnozu
Salmonella.

Rod Salmonella pripada porodici Enterobacteriaceae. Osnova za klasifikaciju i
identifikaciju salmonela je bila seroloska tipizacija koju je napravio White, a usavrsio
Kauffmann 1 drugi autori. Sistem seroloSke tipizacije se bazira na seroloskoj
identifikaciji razlika u polisaharidnom delu lipopolisaharidnog sloja (O ili somatski
antigen) i1 filamentoznom delu flagela (H ili flagelarni antigen) koji su prisutni na
povrsini bakterije. Isprva salmonele su bile podeljene u vrste na osnovu rezultata
serotipizacije po principu: ,,svaki serotip - posebna vrsta®, pa su serotipovima davani
nazivi prema Lineovoj binominalnoj nomenklaturi (na primer Salmonella enteritidis).
Tek 1973. godine ovaj opsteprihvaceni koncept biva iz korena poljuljan kada su Crosa i
saradnici pomo¢u DNK-DNK hibridizacije dokazali da su svi serotipovi salmonela vrlo
srodni, sem jednog, Salmonella bongori. Nakon objavljivanja genetickih dokaza bilo je
evidentno da se koncept vrste kod salmonela mora redefinisati. Tek 1987. godine Le
Minor i Popoff su dali zvani¢an predlog Komisiji Medunarodnog Komiteta za
Sistematsku Bakteriologiju da se prihvati predlog Edwards-a 1 Kauffmann-a iz 1952.
godine, da se vrsta nazove Salmonella enterica. Predlog je u pocetku bio odbijen jer se
smatralo da se ne pridaje dovoljan znacaj serotipu Typhi i da ¢e ga klini¢ari mozda
prevideti ako dobiju nalaz Salmonella enterica subspecies enterica serotip Typhi.
Medutim, danas je prihvaceno da postoje dve vrste roda Salmonella: Salmonella
enterica 1 Salmonella bongori. Vrsti Salmonella enterica pripada preko 99% danas

poznatih serotipova i sastoji se od Sest podvrsta: enterica (podvrsta I), salamae (II),
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arizonae (111a), diarizonae (111b), houtenae (IV) 1 indica (VI). Vrsti Salmonella enterica
pripadaju svi najvazniji serotipovi patogeni za ljude, a danas je poznato skoro 2500.
Imena serotipova uobicajeno se daju prema sindromu koji izazivaju (S. Typhi),
specificnim domacinima (S. Gallinarum) ili prema geografskom poreklu novog serotipa
(S. Kentucky).

Cak i sa promenama u taksonomiji, ime serotipa ostaje glavna taksonomska
definicija izolata salmonela. Siroko je prihvaéeno da se umesto Salmonella enterica
subsp. enterica serotip Enteritidis koristi naziv Salmonella Enteritidis (gde je Enteritidis

oznaka serotipa, a ne vrste) (Gunell, 2010).

1.3. Bakterioloske karakteristike i identifikacija salmonela

Salmonele su Gram-negativni, fakultativno anaerobni, nesporogeni pravi Stapici.
Dimenzije su im 2 do 3 sa 0.4 do 0.6 um i ve¢inom poseduju peritrihalne flagele, tj.
sposobne su da se aktivno krecu. Sposobne su da redukuju nitrate, ne proizvode
citohrom oksidazu, ne hidrolizuju ureu i ne vrSe dezaminaciju triptofana i fenilalanina.
Prilikom fermentacije glukoze proizvode gas i ne fermentiSu laktozu, adonitol,
saharozu, salicin 1 2-ketoglukonat. Produkuju H,S iz tiosulfata, dekarboksiluju ornitin 1
lizin. Pojedini serotipovi salmonela se razlikuju medusobno u metabolizmu ugljenih
hidrata, a S. Typhi je jedini serotip koji ne produkuje gas prilikom fermentacije Secera.

Kada su u pitanju ljudi, detekcija salmonela se vrsi iz stolice ili rede iz krvi (kod
sumnje na bakterijemiju ili tifus). U veterinarskoj praksi salmonela se izoluje iz stolice
Zivotinja, unutraSnjih organa (npr. jetre pilica), stelje, itd. Danas je za izolaciju
salmonela iz razliCitih uzoraka sa uglavnom meSovitom bakterijskom florom na
raspolaganju niz diferencijalnih i selektivnih ¢vrstih podloga (MacConkey i
dezoksiholatni agar, Salmonella-Shigella, Wilson-Blair i Hektoen agar) u kombinaciji
sa podlogama za umnoZavanje (selenit bujon). Savremenije selektivne hromogene
podloge kao $to je CHROM agar se koriste i za izolaciju i za preliminarnu identifikaciju
salmonela iz klini¢kih uzoraka. Za izolaciju S. Typhi i detekciju laktoza fermentiSucih
sojeva salmonela koriste se selektivnije podloge kao $to je bizmut-sulfitni agar koji
sadrzi vodonik sulfit umesto laktoze. Identifikacija salmonela se potvrduje nizom

biohemijskih testova i testom aglutinacije na plocici za dokazivanje specificnih
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somatskih i flagelarnih antigena, ¢ime se definiSe o kom se serotipu radi. Kao pomo¢no
sredstvo u seroloskoj identifikaciji koristi se Kauffmann-White-ova Sema prema kojoj
su salmonele podeljene na osnovu somatskih antigena u 67 O grupa, ali najceSce
uzroc¢nici oboljenja kod ljudi pripadaju grupama A, B, C;, C,, D i E. Dalja podela u

serotipove se vrsi prema H ili flagelarnim antigenima faze 1 i faze 2 (WHO, 2007).

1.4. Infekcije salmonelama

Salmonele su patogene kako za ljude tako i za ve¢inu toplokrvnih Zivotinja, riba,
a odnedavno je dokazana i patogenost za biljke (Tezcan-Merdol et al., 2004). Oboljenja
kod ljudi su najceS¢e vezana za kontaminiranu hranu Zivotinjskog porekla ili vodu
zagadenu fecesom obolelih ljudi ili zivotinja. Takode je dokazana i moguénost zaraze
konzumacijom zarazenih biljaka ili biljaka koje su zalivane zagadenom vodom.
Neodgovarajuca higijena ruku moze dovesti do prenosa oboljenja sa coveka na Coveka i
sa zivotinja na ¢oveka. MozZe se re¢i da je glavni put infekcije fekalno-oralni put. U
prirodnom okruzenju postoje mnogi rezervoari kao §to su amebe, insekti, glodari, koji
su potencijalni prenosioci zaraze. I pored znacajnog unapredenja na polju bezbednosti
proizvodnje 1 distribucije hrane, infekcije izazvane salmonelama su Siroko
rasprostranjene u svetu, pogadaju ljude svih uzrasta i predstavljaju veliki javno

zdravstveni problem.

1.4.1. Mehanizmi patogenosti

Minimalna infektivna doza za ljude varira od 30 do preko 10° infektivnih
mikroorganizama. Ova varijabilnost zavisi od matriksa hrane kontaminirane
salmonelom 1 stanja digestivnog trakta ¢oveka. Infektivna doza je niza u kontaminiranoj
hrani sa visokim sadrzajem masti kao §to je sir ili sladoled. Da bi dostigle mesta
kolonizacije, salmonele moraju preziveti uslove koji vladaju u proksimalnom delu
gastrointestinalnog trakta, ukljucuju¢i nizak pH 1 prisustvo organskih kiselina.
Salmonele su razvile mehanizme koji omogucavaju prezivljavanje uslova koji vladaju u
gastrointestinalnom traktu kao §to je tolerancija na kiseline (,,acid tolerance response® -

ATR) koji ukljuCuje razliCite regulatorne faktore i proteine. Bakterije koje prezive
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nepovoljne uslove u zelucu, potom kolonizuju tanko, debelo crevo i cekum. Intestinalna
adhezija se vrsi putem vise vrsta fimbrija ili pila prisutnih na povrsini bakterije: fimbrije
tipa 1 (Fim), duge polarne fimbrije (Lpf), tanke agregativne ili kovrdzave fimbrije i
plazmidski kodirane fimbrije (Pef). Pojedini tipovi fimbrija imaju afinitet za
odgovarajuce tkivo domacina. Nakon vezivanja za epitelijalne ¢elije, kod bakterija se
eksprimira sekretorni sistem tipa III (T3SS) koji pospesuje ulaz u ¢elije 1 invaziju. T3SS
predstavlja kompleks proteina koji omogucéavaju transfer faktora virulencije direktno u
¢elije domacina i utiCe na najmanje 20 strukturalnih i regulatornih proteina koji su
ukljuceni u invaziju celija. Fizicki T3SS kompleks predstavlja strukturu koja u vidu
Suplje igle spaja bakterijsku citoplazmu i ¢elijsku membranu napadnute ¢elije. Geni koji
kodiraju T3SS masineriju su locirani u ostrvu patogenosti 1 prisutnom kod bakterija
roda Salmonella (,,Salmonella pathogenicity island-1 - SPI-1). Ostrva patogenosti
(,,pathogenicity islands* - PI) su geneticki elementi koji se sastoje od gena koji kodiraju
faktore virulencije, kao Sto je adhezija, invazija kao i geni za proizvodnju toksina. PI se
mogu nalaziti na hromozomu ili na plazmidu, ograniceni su ponavljaju¢im sekvencama
1 u bakterijskim genomima su u blizini tRNK gena, ¢esto su mobilni i mogu se
ugradivati u blizini razli¢itih tRNK lokusa. PI mogu da sadrze transpozone, integrone ili
insercione sekvence. Do 2005. godine je identifikovano 12 PI kod salmonela (Velge et
al., 2005). Jedna od glavnih klinickih manifestacija salmoneloze je dijareja koju
uzrokuju SPI-1 T3SS translocirani proteini - SopB. Salmonela biva uvucena u celiju
domacina u specificnoj vakuoli (,,Salmonella containing vacuole” - SCV). SCV je
glavni faktor virulencije salmonela, jer je zahvaljujuci njoj bakterija zastiCena od
lizozomalnih procesa prilikom wulaska u makrofage na Peyer-ovim plo¢icama.
Invazivne, sistemske infekcije salmonelama vezane su za T3SS kodiranim sa ostrva
patogenosti 2 (SPI-2). Ozbiljne manifestacije salmoneloza u vidu sistemskih infekcija
deSavaju se kad se salmonele prisutne intracelularno u makrofagima 1 dendriticnim
¢elijama (migratorni fagociti) raseju iz crevnog trakta u druge delove tela. Produkti gena
lociranih na SPI-2 T3SS suprimiraju ispoljavanje bakterijskih antigena unutar
dendriti¢nih celija, te izostaje jac¢i imuni odgovor, Sto bakterijama omogucéuje opstanak
do dospeca u druge organe gde salmonele zapocCinju proces apoptoze (Schmidt and
Hensel, 2004). Pored navedenih faktora virulencije na SPI-1 1 SPI-2 T3SS, neki faktori

mogu biti locirani na plazmidima. Mnogi serotipovi vezani za infekcije ljudi kao §to su
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S. Typhimurium, §. Enteritidis, pa i S. Choleraesuis nose gene odgovorne za virulenciju
na plazmidima. Neki od ovih plazmida su i autokonjugabilni, $to obezbeduje znacajnu
kompetitivhu prednost sojevima koji ih nose (Darwin and Miller, 1999; Foley and

Lynne, 2008).

1.4.2. Infekcije kod ljudi

Postoje dve odvojene kategorije infekcija salmonelama, prema oboljenjima koja
izazivaju kod ljudi: tifusne i netifusne infekcije. Tifusne infekcije izazivaju serotipovi
S.Typhi, S. Paratyphi A, S. Paratyphi B 1 S. Paratyphi C. Jedini rezervoari za salmonele
serotipova S. Typhi 1 S. Paratyphi A, B 1 C su ljudi i bolesti se prenose sa ¢oveka na
coveka, rede direktnim kontaktom obolele 1 zdrave osobe ili kontaktom sa fecesom
osobe koja je hroni¢ni kliconosa, a ¢es¢e fekalno kontaminiranom vodom i hranom.
Trbusni tifus koji izaziva S. Typhi je infekcija krvi opasna po Zivot koja je 1 danas
endemska u mnogim delovima sveta sa nerazvijenim higijensko-sanitarnim sistemima,
gde su voda i hrana zagadene ljudskim fekalijama. Pijenje nepreradene vode i
konzumacija sirovog i neopranog voca i povrca, kao i mle¢ni proizvodi su glavni faktori
rizika za trbusni tifus u tim podru¢jima. Endemsko podrucje je Azija, narocito indijski
potkontinent, a belezi se ukupno 22 miliona slucajeva godisnje u svetu. Inkubacija je od
jedne do Sest nedelja, a simptomi su visoka temperatura, znojenje, glavobolja, nesanica,
bol u stomaku i dijareja ili konstipacija. S. Paratyphi A, B i C izazivaju sli¢ne, ali blaze
simptome od trbusnog tifusa, i objedinjeni su pod nazivom paratifus.

Za razliku od prethodnih, netifusne salmoneloze mogu se nazvati zoonozama,
budué¢i da su im rezervoar i ljudi i zivotinje i da se infekcija najceS¢e prenosi
konzumacijom zarazenih ili kontaminiranih proizvoda animalnog porekla (jaja, meso,
mleko). Gastrointestinalna infekcija je najuobicajeniji vid infekcije salmonelama, sa
uobicajenim simptomima kao §to su gastroenteritis, dijareja, povracanje, groznica i
stomacni gréevi koji poc€inju najces¢e 12 do 72 ¢asa nakon infekcije i traju tri do sedam
dana. Iako infekcije salmonelama uzrokuju uglavnom blago ili umereno tesko oboljenje
koje prolazi samo od sebe, takode se mogu 1 javiti po zivot opasne infekcije kao §to je
septikemija, osteomijelitis, pneumonija 1 meningitis, naro¢ito kod starijih i

imunokompromitovanih pacijenata (Foley et al., 2006; Dhanoa and Fatt, 2009).
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Nasuprot trbusnom tifusu, ostale salmoneloze su Siroko rasprostranjene i u razvijenom i
u nerazvijenom svetu. Objasnjenje lezi u tome da i1 pored napretka u primeni mera
bezbednosti u proizvodnji i prometu namirnica, masovnost proizvodnje zivotinja za
ljudsku ishranu na farmama, proizvodnje povréa navodnjavanog prirodnim fekalnim
dubrivom i porast medunarodne trgovine hranom dovode do vece moguénosti masovne

kontaminacije hrane salmonelama i njihovog globalnog Sirenja medu ljudima.

1.4.3. Salmonele u prirodnoj sredini

Zivotni ciklus salmonela ukljuduje fazu kada se nalaze unutar domaéina gde im
je obezbedena temperirana sredina bogata aminokiselinama i Se¢erima, pogodna za rast
1 razmnoZzavanje. Izlu¢ivanjem u spoljnu sredinu putem fecesa, bakterije se nadu u
potpuno drugacijem okruzenju, bilo da je u pitanju voda ili zemlja, suoCavajuéi se sa
ograni¢enim resursima hranljivih materija, niskom vlazno$¢u, temperaturom i pH,
nekad visokim salinitetom 1 prisustvom predatora. Mnogi autori smatraju da salmonele
prezivljavaju ovakve uslove ulaze¢i u vijabilno, ali nekultivabilno stanje (,,viable but
nonculturable state“ — VBNC) (Gupte et al., 2003). U ovom stanju bakterije su
,uspavane® - metabolicki su aktivne, ali se ne mogu kultivisati u laboratorijskim
uslovima. Sa vra¢anjem povoljnih uslova bakterije ponovo rastu i razmnoZavaju se. Ima
autora koji sumnjaju u ispravnost ove hipoteze (Winfield and Groisman, 2003), ali je
evidentno da salmonele vrlo uspesno i dugo opstaju u spoljasnjoj sredini, ¢ak duze od E.
coli. Upravo ta ubikvitarna priroda omogucava salmonelama Zzivotni ciklus koji se
sastoji od prolaza kroz domacina u prirodnu sredinu i nazad u novog domacina. Ovim se
izmedu ostalog objasnjava viSegodiSnja perzistencija salmonela na farmama kao i
dugorocno prezivljavanje u zemlji nakon dubrenja njiva izmetom inficiranih Zivotinja.
Sa druge strane, salmonele imaju sposobnost prezivljavanja i do 50 dana u sredinama
kao S$to su povrSine u kupatilu, zahvaljuju¢i sposobnosti adhezije i1 formiranja
biofilmova. Kada je vodena sredina u pitanju, u septickim jamama i kanalizaciji ostaju
vijabilne 10 do 15 dana, u povrSinskim zagadenim vodama nadzivljavaju
Staphylococcus aureus 1 Vibrio cholerae, a u morskim vodama za razliku od E. coli
njihov broj ne varira u zavisnosti od temperature ili sezone, nije podlozna osmotskom

stresu pri promeni saliniteta pri ulivanju slatkovodne kanalizacije u morsku sredinu.
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Takode, salmonela je mnogo otpornija od E. coli i u zemlji 1 sedimentu, gde ne samo da
prezivljava putem adhezije za Cestice, nego se i razmnozava najmanje godinu dana, a

prema nekim autorima i 900 dana (Winfield and Groisman, 2003).

1.4.4. Salmonele u biljkama

lako se za sluCajeve salmoneloza uzrokovane konzumacijom povréa i voca
najc¢eS¢e optuzivala kontaminacija spoljaSnjosti biljaka prilikom zalivanja fekalnom
vodom ili prilikom procesuiranja, nedavno je dokazano da salmonele aktivno inficiraju
biljke i intracelularno se razmnoZzavaju i izazivaju patogene efekte na biljkama u svim
stadijumima razvica. Dokazano je da salmonele mogu intracelularno inficirati radic,
salatu, paradajz, razne klice, itd, izazivaju¢i kaskadu imunog odgovora i patoloske
promene, kao i da mogu formirati stabilne biofilmove na korenu i listovima. Takode
salmonele mogu da prodru u biljku iz kontaminiranog zemljiSta kroz korenov sistem
(Schikora et al., 2008). Identifikovan je poseban set gena kod S. Typhimurium koji se
diferencijalno reguliSe tokom kolonizacije unutrasnjih tkiva paradajza, tzv. geni
regulisani paradajzom, a koji su razli¢iti od gena ukljucenih u infekciju i kolonizaciju
zivotinjskih tkiva, kao 1 od gena za kolonizaciju biljnih tkiva nadenih kod fitopatogenih
bakterija (Noel et al., 2010). S obzirom da se voc¢e i povrée konzumira uglavnom sirovo,
jasno je da povrSinsko pranje nije dovoljna mera za dekontaminaciju i da se rizik od

konzumacije sirovih namirnica mora dodatno razmotriti (Lynch et al., 2009).

1.4.5. Infekcije kod Zivotinja

Salmonele su Siroko rasprostranjene medu skoro svim grupama Zzivotinja. Malo
se zna o prevalenci, patogenosti 1 distribuciji salmonela medu divljim Zivotinjama, mada
su izolovane iz fecesa oposuma, veverica, rakuna, jelena, jezeva, lisica, minkova, puma,
tigrova, divljih svinja, nilskih konja, nosoroga, foka, kitova, itd. Takode, salmonele su
prisutne i medu pticama pevacicama, grabljivicama, papagajima, sovama, labudovima,
ribama, insektima (mravi, muve, bubaSvabe, crvi, komarci), artropodama (Skampi,
krabe). Muve mogu da prenose tifus i druge serotipove salmonela (mogu izlugiti 10

bakterija u izmetu), a kokoSije grinje prenose salmonele medu pili¢ima, $to im daje
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veliki znaCaj kao rezervoarima infekcije (Holt et al., 2007; Hoelzer et al., 2011).
Bakteriofagne nematode koje se nalaze u zemlji mogu takode biti domacini
salmonelama, a neretko se nalaze i na povréu i vo¢u gde ¢ak mogu da Stite salmonele od
efekata pranja i tretmana dezinficijensima tokom obrade namirnica (Caldwell et al.,
2003; Kenney et al., 2004). Dok kod nekih zivotinja salmonele mogu izazvati oboljenja,
druge mogu biti njihovi nosioci bez vidljivih znakova bolesti, ali ipak predstavljati
opasnost za ljude kao rezervoar infekcije. I kod zivotinja glavni put prenosa je fekalno-
oralni put, ali je moguca i vertikalna transmisija kod pilia, a preko respiratornog
sistema i tonzila kod svinja i goveda. Zivotinje gajene za ljudsku ishranu su najveéi
izvor potencijalne zaraze ljudi salmonelama. Takode, infekcije salmonelama se danas
povezuju i sa kuénim ljubimcima kao §to su ptice, glodari, macke i psi. Kod ovih
zivotinja infekcija je uglavnom asimptomatska, ali se mogu javiti 1 groznica,
enterokolitis, endotoksemija, povracanje, anoreksija, dehidracija, itd. Prevalenca medu
kuénim ljubimcima psima 1 mackama je 1-5%. Psi 1 macke se zaraze uglavnom preko
hrane, ¢eS¢e sirove hrane, ali oko 30% infekcija nastaje kada su zivotinje hranjene
kontaminiranom komercijalnom hranom. Medu ljubimcima su nalaZeni i viSestruko
rezistentni izolati salmonela. Direktan kontakt sa psima i mackama u kuéama i
veterinarskim klinikama je glavni put infekcije ljudi. Salmonele se mogu naci i kod
glodara kuénih ljubimaca, kao Sto su miSevi, pacovi, zecCevi, hréci, morski prasi¢i, a
zabelezena je 1 humana epidemija S. Typhimurium u viSe drzava ¢iji su izvor bili
smrznuti glodari kao hrana za zmije. Kod pojedinih grupa zivotinja kao Sto su reptili
(zmije, kornjace, gusteri, krokodili) 1 vodozemci, salmonele se prema nekim autorima
smatraju delom normalne crevne flore, jer su zastupljene kod velike vecine jedinki
(90%) u crevnom traktu i drugim organima, a ne izazivaju nikakve klinicke ni
patofizioloske znakove bolesti (Chiodini, 1982; Corrente et al., 2004). Priblizno 40%
svih poznatih serotipova salmonela je nadeno kod reptila i vodozemaca, pa ipak manje
od 1% salmoneloza kod ljudi je uzrokovano serotipovima karakteristicnim za reptile.
Salmonele se i kod ovih Zivotinja izlucuju fecesom, put zaraze je najcesce indirektni
kontakt sa okruzenjem zivotinje, a infekcije kod ljudi su ¢eSée sistemske i ozbiljne sa
visim mortalitetom nego kod salmoneloza poreklom iz hrane (Hoelzer et al., 2011).
Pokazano je da su infekcije serotipovima S. Marina i S. Chameleon uzrokovane

kontaktom sa iguanama, a kontakt sa zmijama je povezan sa infekcijom Salmonella
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enterica subspecies arizonae, iako reptili mogu biti domacini 1 uobiCajenijim
serotipovima koji pripadaju podvrsti enterica. Stoga, sa porastom popularnosti drzanja
takozvanih egzoti¢nih ljubimaca raste i rizik zaraze pojedinim serotipovima, narocito

kada su u pitanju deca (Harris et al., 2010).

1.4.5.1. Infekcije kod sisara gajenih za ljudsku ishranu

Salmonela je znaCajan patogen u trovanju hranom kod ljudi, iako ima mnogo
nizu prevalencu medu zivotinjama na farmama u poredenju sa E. coli i bakterijama roda
Campylobacter. Salmonela se najceS¢e nalazi kod pili¢a, svinja i goveda, a zastupljenost
razli¢itih serotipova varira medu ovim grupama Zivotinja. S. Enteritidis 1 S.
Typhimurium spadaju medu najces¢e kod pili¢a i u jajima. Stoga su infekcije kod ljudi
ovim serotipovima uglavnom vezane za konzumaciju piletine (S. Typhimurium) i jaja
(S. Enteritidis) (Piddock et al., 2002). S. Typhimurium ima S$iri opseg domacina, pa se
moze naci 1 kod stoke 1 svinja, i povremeno i1 kod ovaca. Sa druge strane, kod ljudi
relativno retke, S. Kentucky su Siroko rasprostranjene medu pili¢ima u SAD. S. Dublin
je karakteristicna za krupnu stoku. Takode je veliki problem salmoneloza medu gajenim
ribama u ribnjacima, a izvor zaraze je najcesce riblja hrana. Generalno, salmonele rede
uzrokuju oboljevanja kod zivotinja gajenih za ljudsku ishranu, ve¢ su najceSce
nezapazene ili sa slabim simptomima.

Kod goveda su posledice oboljevanja od salmonela rede abortusi, a ve¢i znacaj
imaju slucajevi oboljevanja mladih jedinki, Sto ima za posledicu gubitak tezine i
troSkove lecCenja 1 kontrole Sirenja epidemije. Kod odraslih grla infekcije salmonelom
Cesto prolaze nezapazeno i poznato je da perzistiraju na inficiranim farmama mesecima
i godinama. Ljudi se mogu zaraziti od inficiranih goveda prvenstveno putem
konzumacije sirovog mleka i sira i direktnim kontaktom sa Zivotinjama ili njihovim
izmetom. Serotipovi koji se detektuju kod goveda su S. Dublin, S. Newport, S.
Typhimurium, S. Anatum, S. Montevideo, S. Braenderup, itd (Hoelzer et al., 2011).

Salmoneloze kod ovaca dovode do znacajnog mortaliteta i spadaju medu
ekonomski najznacajnije bolesti malih ruminanata. Abortusi su najceS¢e izazvani
serotipom S. Abortus-ovis, ali su zabeleZeni slu¢ajevi uzrokovani i S. Typhimurium 1 S.

Dublin, a vrlo je visok i neonatalni mortalitet i mortalitet jagnjadi kod pogodenih stada.
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Salmonella diarizonae je visoko adaptirani serotip za ovce 1 uzrocnik zimske
dizenterije, a takode 1 uzro¢nik abortusa. Ljudi se rede zarazavaju od ovaca, jer je
izlu€ivanje putem fecesa relativno slabo, rizik je veci za zaposlene na farmama preko
okruzenja, vune, itd., kao posledica lose higijene (Hoelzer et al., 2011).

Kod svinja su moguc¢e manifestacije od asimptomatske infekcije do perakutnog
oboljenja od enteritisa do septikemije. S. Choleraesuis uzrokuje ozbiljne sistemske
infekcije, a ubikvitarni serotipovi kao §to je S. Typhimurium obi¢no uzrokuju blago
oboljenje ili su asimptomatske, ali Zivotinje izluuju salmonele dosta dugo. Mogu
oboleti sve starosne grupe ali ¢eS¢e prasiéi stariji od 8 nedelja (Hoelzer et al., 2011), a

ljudi se zaraZzavaju konzumacijom mesa.

1.4.5.2. Infekcije kod Zivine gajene za ljudsku ishranu

Nasuprot ozbiljnim oboljenjima izazvanim FE.coli 1 Campylobacter sp.,
salmoneloze se kod pili¢éa smatraju velikim problemom u proizvodnji, najviSe zbog
opasnosti koju zaraZena jata predstavljaju za bezbednost hrane. Infekcije se ipak mogu
javiti kao akutne ili hroni¢ne izazvane jednim ili sa viSe serotipova roda Salmonella.
Pili¢i se mogu inficirati oralnim putem, kao i nazalnim i kloakalnim putem. Takode,
Cesta je 1 vertikalna transmisija jaja bilo iz inficiranog ovarijuma, ovidukta ili tokom
prolaska kroz kloakalni feces inficiranih koka bilo kliconosa (S. Entritidis), ali ve¢ina
infekcija su asimptomatske. Patogenost salmonela zavisi od invazivnosti i sposobnosti
bakterija da prezive 1 da se umnozavaju u ¢elijama, narocito makrofazima. Glavno
mesto umnozavanja ovih bakterija je digestivni trakt, a zatim sledi invazija kroz crevnu
mukozu, cekalne tonzile i Peyer-ove plocice. Asimilovane bakterije od strane
makrofaga se putem krvi ili limfe Sire na organe koji su bogati retikuloendotelijalnim
tkivom kao §to su jetra i slezina, koji su ujedno glavno mesto za dalje umnozavanje. U
slucaju neodgovarajueg imunog odgovora organizma, moze do¢i do sekundarne
invazije i lokalizacije u drugim organima, posebno ovarijumu, oviduktu, miokardu,
perikardu, zlezdanom zelucu, Zzumancanoj kesi i plu¢ima. Klinicki simptomi izazvani S.
Enteritidis 1 S. Typhimurium su uglavnom blagi i1 prolaze nezapazeno ali pili¢i postaju
kliconoSe jer dolazi do asimptomatske kolonizacije crevnog trakta. Medutim,

zabelezene su 1 akutne epidemije klini¢ke bolesti sa visokim mortalitetom medu
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pili¢cima mladim od dve nedelje (Velge et al.,, 2005). Kod odraslih kliconosa
reproduktivni organi su predilekciona mesta za S.Typhimurium i S. Enteritidis, koje
dovode do infekcije ovarijalnih folikula i kao rezultat dovode do transovarijalne
transmisije bakterija.

Generalno se smatra da su ovidukt i belance (zapravo mukus ovidukta)
neprijateljske sredine za salmonele, a narocito belance odnosno albumen, koji sadrzi
mnostvo antibakterijskih supstanci od kojih su najvazniji ovotransferin i lizozim. Dok
ostali serotipovi roda Salmonella mogu da kolonizuju gastrointestinalne organe zivine,
samo su S. Typhimurium i S. Enteritidis sposobni da kolonizuju reproduktivne organe i
tako kontaminiraju jaja u toku formiranja. Dodatno, S. Enteritidis je u stanju da opstane
u jajetu nakon S§to je sneseno. S. Enteritidis moZe biti 1 u belancetu i u Zumancetu, ali je
u belancetu cesca (Clavijo et al., 20006).

Salmonele se izlucuju i preko fecesa kada dolazi do lateralnog Sirenja putem
fekalno kontaminirane hrane, vode i1 stelje, a na ovaj nacin i drugi serotipovi salmonela
mogu da kontaminiraju ljuske jaja. Od oko 2500 poznatih serotipova roda Sal/monella,
svega 10% je nadeno kod zivine. Pili¢i su prirodni domacini visoko adaptiranih S.
Gallinarum 1 S. Pullorum, ali se epidemije javljaju i kod ¢uraka, morki, prepelica i
fazana. Sa ljudskog aspekta, mnogo vec¢i znacaj ima zastupljenost S. Enteritidis 1 S.
Typhimurium medu Zivinom, jer se tesko detektuju zbog nedostatka simptoma, a ovi
serotipovi najceS¢e se prenose sa pilica na ljude, S. Enteritidis putem jaja, a S.
Typhimurium putem mesa. Postoji i problem praga detekcije S. Enteritidis u jajima dok
bakterije ne dostignu log 9.0 po jajetu. Velika gustina jata, slaba ishrana 1 drugi stresni
uslovi kao i1 nehigijensko okruzenje znacajno povecavaju mortalitet i pad proizvodnje.
Pokazano je da pacovi umnogome doprinose Sirenju i perzistenciji salmonela na

farmama pili¢a (Kabir, 2010).

1.5. Epidemiologija infekcija

Ubikvitarnost salmonela i Siroka rasprostranjenost u prirodnoj sredini, na
farmama, pa prema tome i u lancu hrane, prilagodenost na mnoge zivotinjske rezervoare
1 puteve prenoSenja ¢ini epidemioloska istrazivanja ovih bakterija vrlo slozenim. Dok se

za veéinu epidemija medu ljudima relativno lako moze otkriti izvor infekcije jer su
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najces¢e alimentarne prirode, uzrokovane jednim serotipom 1 uglavnom ograni¢enog
trajanja, izuzetak mogu biti bolnicke epidemije ili epidemije u domovima za stare ili
mentalno zaostale koje duze traju i imaju sloZenije puteve prenosenja. Kod zivotinja
gajenih za ljudsku ishranu na farmama, izvori, putevi i nacini Sirenja infekcija su
najcesce slozeniji, narocito zato $to visSe sojeva i serotipova salmonela moze perzistirati
na farmama istovremeno i to duze vreme. Samim tim 1 eradikacija samonela na
farmama predstavlja veliki izazov. Prvi korak u sprecavanju Sirenja infekcija medu
zivotinjama 1 ljudima je pracenje kretanja pojedinih sojeva salmonela u obe populacije.
U tu svrhu nije dovoljno identifikovati salmonele do nivoa serotipa, jer nisu svi sojevi
bakterija u okviru serotipa identi¢ni. Podele na razli¢itim nivoima u okviru serotipa
imaju znacaja u epidemioloSkim studijama, kako populacionim, tako i na lokalnom

nivou u okviru nadzora nad ovim patogenima.

1.5.1. Tipizacija salmonela

Tipizacija ima za cilj odredivanje nivoa medusobne srodnosti izolata, odnosno
svrstavanje izolata u sojeve. Soj je set klonalno povezanih izolata koji se medusobno ne
mogu razlikovati primenom odgovarajuc¢ih metoda tipizacije, a razlikuju se od drugih
izolata po svojim genotipskim karakteristikama (Dijkshoorn et al., 2000). Definicija
soja je prakticno zavisna od rezolutivne mo¢i sistema tipizacije, odnosno varijabilnosti
osobine ili dela genoma koji se izucavaju (Pereira et al., 2008) i stoga je korisnije
koristiti klonalnost kao relativan pojam nego kao apsolutan. Sojevi predstavljaju
uslovnu podelu vrste. Koriste se jo§ i izrazi kao S§to su tipovi, klonovi ili linije. U
epidemioloskim istrazivanjima diferencijacija sojeva omogucava utvrdivanje
endemskog prisustva, incidence, prevalence, cirkulacije i evolucije patogenih klonova u
prostoru 1 vremenu. Takode omogucava medusobno povezivanje klini¢kih slucajeva i
slu¢ajeva sa epidemijama, rezervoarima i putevima prenoSenja bakterija. Savremena
epidemiologija oslanja se na molekularne metode tipizacije koje analiziraju sastav
nukleinskih kiselina ili aminokiselina u nekom organizmu i c¢esto se naziva i
molekularna epidemiologija (Foxman and Riley, 2001). Ne postoji ,,zlatni standard*
odnosno metoda koja je sama za sebe u stanju da otkrije sve razlike medu sojevima.

Stoga se obi¢no pribegava kombinaciji dve ili viSe tipizacionih tehnika, a rezultati se

14



analiziraju u svetlu epidemioloskih podataka. Metode tipizacije mogu se vrednovati
prema mogucénosti dobijanja nedvosmislenog rezultata za svaki izolat, reproducibilnosti,
mo¢i diskriminacije odnosno diferencijacije medu nesrodnim sojevima, lakoci
interpretacije 1 lakoc¢i izvodenja (Foxman et al., 2005).

Koncept vrste pretrpeo je velike izmene nakon uvodenja metoda genotipizacije u
filogenetska ispitivanja roda Salmonella. Cinjenica da veéina serotipova geneticki
pripada istoj podvrsti sama po sebi ukazuje na teSkofe u diskriminaciji sojeva
salmonela, a narocito ispod nivoa serotipa. Podela salmonela ispod nivoa serotipa ili
tipizacija sojeva moze se vrsiti koris¢enjem fenotipskih ili genotipskih metoda (Liebana,
2002).

Od tradicionalnih fenotipskih metoda koriste se biotipizacija (Ahmed et al.,
2000), fagotipizacija i rezistotipizacija.

U slucaju salmonela opste je priznata fagotipizacija, odnosno tipizacija sojeva
koji su osetljivi na odredeni set faga ili virusa koji specifi¢no liziraju bakterijske celije
(Rychlik et al., 2000; de Oliveira et al., 2007). Tako se danas govori o dominaciji
odredenih fagotipova u nekim delovima sveta kao $to je fagotip DT104 S. Typhimurium
(Velge et al., 2005).

Rezistotipizacija ili odredivanje osetljivosti na antibiotike moze da diskriminise
razli¢ite sojeve salmonela ukoliko oni poseduju determinante rezistencije. S obzirom da
je prisustvo gena odnosno mutacija koje determiniSu rezistenciju ponekad favorizovano
selektivnim pritiskom primene antibiotika i da se geni za rezistenciju mogu naci
udruzeni na mobilnim genetickim elementima i1 na taj nacin horizontalno preneseni
medu sojevima istih 1/ili razli¢itih vrsta, rezultati rezistotipizacije se moraju razmatrati u
svetlu Sirih epidemioloskih istrazivanja (Xia et al., 2009).

Metode genotipizacije diferenciraju sojeve salmonela na osnovu njihovih razlika
na nivou DNK molekula. DNK metode uklju¢uju PFGE (,,pulsed-field gel
electrophoresis®), genotipizaciju baziranu na hibridizaciji ili RFLP (,restriction
fragment length polymorphism*) odnosno tipizaciju na osnovu insercionih sekvenci
IS200 kao i ribotipizaciji. Dodatno u genotipizaciji se koriste metode bazirane na PCR
(,,polymerase chain reaction®) metodi i1 to RAPD-PCR (,randomly amplified
polymorphic DNA*), ERIC-PCR (,enterobacterial repetitive intergenic consensus
sekvence) 1 AFLP (,amplified fragment length polymorphism®). Dodatno,

15



genotipizacija moze podrazumevati PCR-ribotipizaciju, ,,microarray* genotipizaciju,
MLVA (,,multiple locus variable number of tandem repeats®), MLST (,,multilocus
sequence typing®).

Analiza plazmidnih profila dobijenih iz razli¢itih sojeva jedna je od prvih
genotipskih tehnika koja se primenjivala kod mnogih bakterija pa i salmonela. Kod
nekih serotipova kao Sto su S. Typhimurium, S. Virchow i S. Gallinarum ona se
pokazala korisnom u diferencijaciji sojeva, ali kod S. Enteritidis koja poseduje mali
broj plazmida ova metoda ima ograni¢enu mo¢ (Rychlik et al., 2000; I¢gen et al., 2002).
Naime, veéina S. Enteritidis poseduje svega jedan plazmid virulencije. Neki plazmidi
vezani su za odredene fagotipove salmonela. Mobilnost i1 nestabilnost ovih genetickih
elemenata 1 moguénost horizontalnog prenosenja medu sojevima ¢ine plazmidni sastav
sojeva promenljivom karakteristikom koja se mora uzeti sa rezervom prilikom
epidemioloske analize.

PFGE metoda bazira se na razdvajanju fragmenata velikih molekulskih tezina
dobijenih nakon secenja celokupne DNK bakterije pomocu restrikcionih enzima koji
imaju malo restrikcionih mesta u hromozomu. Tokom PFGE smer elektri¢nog polja
kroz gel se periodi¢no menja (pulsira) omogucavaju¢i velikim fragmentima efikasniji
prolazak kroz pore gela, odnosno razdvajanje. Dobijeni profili su stabilni i
reproducibilni. PFGE je visoko standardizovana metoda koja se Cesto koristi za
tipizaciju salmonela, a podaci se mogu uporediti u PulseNet bazi. Enzimi koji su dali
najbolje rezultate u u tipizaciji S. Typhimurium, S. Infantis, S. Virchow i S. Hadar su
Xbal 1 Binl (Tassios et al., 1997; Ling et Wang, 2001; Cardinale et al., 2005; Xia et al.,
2009; Vaz et al., 2010; Zou et al., 2010; Zheng et al., 2011). Nedostatak metode je
dugotrajna i komplikovana procedura koja zahteva specijalizovanu opremu.

Hibridizacione tehnike genotipizacije se zasnivaju na sec¢enju celokupne DNK
restrikcionim enzimima, razdvajanju fragmenata po veli€ini elektroforezom, otiskivanju
dobijenih profila na nitroceluloznu ili najlonsku membranu i sledstvenoj hibridizaciji sa
obelezenim DNK probama u cilju otkrivanja polimorfnih regiona DNK. Varijacije u
broju i veli¢ini hibridizovanih fragmenata odrazavaju geneticke razlike medu sojevima.
Za tipizaciju salmonela koriS¢ene su DNK probe za detekciju insercionih sekvenci
IS200 koje su nadene kod skoro svih serotipova salmonela, ali sa nedovoljnom

diskriminativnom moci za S. Enteritidis, S. Hadar 1 S. Virchow, a samo sa umerenom
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diskriminativnom mo¢i za S. Typhimurium 1 S. Infantis (Liebana, 2002). Ribotipizacija
ili hibridizacija sa DNK probom za detekciju 7rn operona dala je kontradiktorne
rezultate u razli€itim tipizacionim studijama, pogotovo kada je S. Enteritidis u pitanju i
zavisi umnogome od izbora restrikcionog enzima. Automatizovana ribotipizacija koristi
sistem koji analizira genomske fragmente generisane restrikcionom digestijom rrn
operona (De Cesare et al., 2001). lako su metode RFLP reproducibilne i lako se
interpretiraju, nedostatak im je Sto su komplikovane i skupe.

RAPD-PCR tipizacija se bazira na koriS¢enju pojedina¢nog kratkog prajmera
(oko 10 nukleotida) nasumiéne sekvence koji hibridizuje sa dovoljnim afinitetom sa
hromozomalnom DNK na niskim temperaturama vezivanja (,,Jow-stringency* PCR)
(Welsh and McClelland, 1990; Williams et al., 1990). Ako su susedna mesta vezivanja
prajmera dovoljno blizu (nekoliko kilobaza), bi¢e moguc¢e PCR umnoZavanje
fragmenata izmedu prajmera. Razlike u broju i pozicijama vezivanja nasumicnih
prajmera odrazi¢e se na duzine umnoZenih fragmenata. Dobijeni fragmenti razlicitih
duzina se razdvajaju elektroforezom u agaroznom gelu i Cine jedinstveni profil izolata
koji sluzi za tipizaciju. Izbor odgovarajucih prajmera koji daju reproducibilne profile i
optimizacija uslova PCR reakcije su presudni za povecanje diskriminatorne moéi ove
metode. Problemi sa reproducibilnos¢u 1 ponekad teSkoca interpretacije, odnosno
razlikovanja artefakata od stvarnog polimorfizma, su ograni¢enja RAPD PCR-a. Zbog
lakoce izvodenja i brzine dobijanja rezultata metoda je intenzivno koriS¢ena u tipizaciji
salmonela, narocito S. Enteritidis gde je kombinacija pojedinih RAPD prajmera dala
dobre rezultate (Lopez-Molina et al., 1998).

ERIC-PCR tipizacija je bazirana na koriS¢enju prajmera u okviru
enterobakterijskih repetitivnih sekvenci od 126 bp koje se u vidu konzervisanih
palindromskih ponovaka nalaze na viSe mesta na hromozomu. Varijabilnost broja i
pozicija ovih sekvenci odrazi¢e se na broj i veli¢inu umnoZzenih fragmenata. Metoda je
dosta koriS¢ena u tipizaciji salmonela, ali sa ogranicenom diskriminativnom moci
(Weigel et al., 2004; Oliveira et al., 2007)

AFLP je metoda koja kombinuje secenje DNK sa dve vrste restrikcionih enzima
(koji Cesto seku 1 koji retko seku), ligaciju specificnih adaptera i PCR amplifikaciju
pomocu selektivnih prajmera. UmnoZeni fragmenti se razdvajaju na akrilamidnim

gelovima za sekvenciranje. Kada je AFLP kori$¢ena u tipizaciji salmonela diskutabilna
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je mogucnost interpretacije genetickih razlika u profilima 1 nedovoljna
diskriminativnost (Chansiripornchai et al., 2000).

PCR-ribotipizacija se bazira na umnoZavanju intergenskih 16S-23S regiona rrn
ribozomalnih operona. Genom salmonele ima 7 rrn operona sa razli¢itim stepenom
polimorfizma koji se detektuje ili direktnom analizom umnozenih produkata ili nakon
digestije restrikcionim enzimima (del Cerro et al., 2002).

»Microarray* genotipizacija ili CGH (,,comparative genomic hybridization®)
omogucava detekciju prisustva ili odsustva viSe hiljada gena na osnovu hibridizacije sa
specifiénim probama na ,,microarray* plocici i tako se otkriva polimorfizam kroz ceo
genom (Majtan et al., 2007; Betancor et al., 2010; Huehn et al., 2010).

U novije metode mogu se svrstati 1 fenotipske metode koje diferenciraju sojeve
na osnovu nivoa ekspresije pojedinih gena, odnosno osobina koje kodiraju, kao §to su
pokretljivost, invazivnost, prezivljavanje u albumenu, virulencija (Yim et al., 2010).
,Microarray*“ fenotipizacija ili PM (,,phenotype microarray*) moze da detektuje
mnostvo fenotipskih osobina, na primer minimalne inhibitorne koncentracije za 240
antibiotika istovremeno (Morales et al., 2005; Guard-Bouldin et al., 2007).

MLVA metoda koristi prirodnu varijabilnost u broju tandemskih DNK ponovaka
na VNTR (,,variable number tandem repeats*) lokusima. Ovakvih lokusa ima viSe u
bakterijskim genomima 1 sastavljeni su od razli¢itog broja kratkih ponovaka (6 ili viSe
baznih parova). Umnozavanjem VNTR lokusa pomo¢u PCR-a 1 preciznim
odredivanjem veli¢ine fragmenata putem automatizovane kapilarne elektroforeze,
moguce je odrediti varijacije u pogledu broja ponovaka kod razlicitih sojeva. Uz
specijalizovanu opremu, metoda se pokazala kao brza i1 reproducibilna i zadovoljavajuce
diskriminativna u tipizaciji salmonela, posebno serotipova. S. Typhimurium (Larsson et
al., 2009) 1 S. Enteritidis (Heck, 2009; Parker et al., 2010; Hopkins et al., 2011).

MLST analiza je zasnovana na poredenju sekvenci sa viSe varijabilnih genskih
lokusa koji su umnoZeni PCR-om i sekvencirani. MLST metoda je rede primenjivana za
tipizaciju salmonela, ali je kod S. Enteritidis pokazala bolju diskriminativhu mo¢ nego

PFGE i fagotipizacija (Kotetishvili et al., 2002).
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1.5.2. Epidemioloski trendovi salmoneloza u svetu

Infekcije salmonelama su Siroko rasprostranjene u svetu. Ipak, s obzirom da su
infekcije salmonelama vezane za konzumaciju kontaminirane vode i hrane, ve¢i broj
slucajeva se javlja u nerazvijenim zemljama i u zemljama u razvoju. Poslednje studije
procenjuju da u svetu od gastroenteritisa uzrokovanog salmonelama godisnje oboli 93.8
miliona ljudi, sa 155000 smrtnih sluc¢ajeva. Salmonela je najces¢i bakterijski uzrocnik
oboljenja uzrokovanih hranom u SAD, uzrokuju¢i oko 44% potvrdenih bakterijskih
infekcija hranom, a u Evropi je odmah iza Campylobacter sp. Oko 1% infekcija zahteva
hospitalizaciju (Hoelzer et al., 2011).

S. Enteritidis 1 S. Typhimurium su serotipovi koji najéescée izazivaju salmoneloze
kod ljudi. Kada je epidemiologija salmoneloza u pitanju, od druge polovine 20 veka
zabeleZeno je nekoliko trendova:

1. Pandemija S. Enteritidis, vezana prvenstveno za konzumaciju kokosSijih jaja.

Od pocetka osamdesetih godina beleZi se dramati¢an porast ucestalosti infekcija
S. Enteritidis u Evropi i Sirom sveta. Do 1990. godine u SAD i do 1993. godine u Evropi
S. Enteritidis je ve¢ bila najcesée izolovani serotip (1963. godine serotip Enteritidis je
bio tek na Sestom mestu po ucestalosti u SAD). Prema podacima Svetske zdravstvene
organizacije 1995. godine medu 191 zemljom clanicom tri naj¢eSc¢a serotipa su bila S.
Enteritidis, S. Typhimurium i S. Typhi (76.1% svih registrovanih slu¢ajeva). U Evropi
gde nema endemskih infekcija sa S. Typhi, najucestaliji serotipovi su S. Enteritidis
(64.5%), S. Typhimurium, S. Infantis, S. Virchow 1 S. Newport (ECDC, 2010). Postoji
viSe moguc¢ih objasnjenja za pandemiju serotipa S. Enteritidis (Velge et al., 2005):
asimptomatsko kliconostvo kod pili¢a i sledstveno brzo Sirenje u jatu kontaminacijom
okruzenja putem fecesa; teSkoca da se detektuje kontaminacija jaja do praga od log 9.0
bakterija po jajetu; praksa u na¢inu uzgoja na farmama — veliki broj jedinki razliCitog
uzrasta na farmama; ukidanje hrane dok se koke nosilje mitare $to dovodi do poveéane
osetljivosti koka na infekciju S. Enteritidis; nedovoljna dezinfekcija i primena
higijensko-sanitarnih mera; kontaminirana voda 1 hrana uzrokuju da jata bivaju
inficirana uglavnom direktno iz okruZenja na farmi; globalizacija trgovine zivinom,
jajima 1 pile¢im mesom koja dovodi do medunarodnog klonalnog Sirenja pojedinih

sojeva; glodari kao rezervoar S. Enteritidis na farmama; istrebljenje S. Gallinarum kod
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zivine koje je oslobodilo ekoloSku niSu omogucivsi prodor S. Enteritidis u Zivinarska
jata (budu¢i da S. Gallinarum i S. Enteritidis dele imunodominantni antigen O9,
matematicki modeli predvidaju da koegzistencija dva serotipa inicira kompeticiju gde ¢e
lakSe prenosiva bakterija eliminisati drugu iz populacije domacina, odnosno zauzece
ekolosku nisu) (Rabsch et al., 2001); sticanje novih faktora virulencije - indikativno je
da je S. Enteritidis u ekspanziji jer je povezana skoro isklju¢ivo sa novim izvorom
hrane, kokoSijim jajima. S. Enteritidis je za razliku od drugih serotipova stekla nove
gene (Cak 25 ih je identifikovano) koji joj omoguéavaju efikasniju infekciju
reproduktivnih organa kokosaka sa jedne strane, i bolje prezivljavanje antimikrobnih
supstanci u belancetu sa druge strane (Lu et al., 2003; Clavijo et al., 2006; Gantois et al.,
2008; Van Immerseel, 2010).

2. Epidemija S.Typhimurium rezistentne na viSe antibiotika narocito fagotipa

DT104.

3. Pojava 1 Sirenje sojeva Salmonella sa smanjenom osetljivoS¢éu na

fluorohinolone ili rezistencijom na ovu grupu antibiotika.

4. Pad broja obolelih od salmoneloza uopste kao posledica povecane
informisanosti konzumenata i primene programa kontrole salmonela na farmama i u
procesu proizvodnje (EFSA and ECDC, 2011a); prema nekim autorima pad predstavlja
privremenu fluktuaciju (Velge et al., 2005).

5. Epidemija S. Kentucky ST198 sa visokom rezistencijom na ciprofloksacin (Le

Hello et al., 2011).

6. Epidemija S. Paratyphi B varijetet Java medu pili¢ima u viSe evropskih

zemalja (Gobin et al., 2011).

1.5.3. Epidemioloski trendovi salmoneloza kod ljudi u Vojvodini i Juznobackom okrugu

Crevne zarazne bolesti u Vojvodini ve¢ godinama zauzimaju drugo mesto po
ucestalosti, odmah iza respiratornih bolesti (IZJZV, 2006; 1ZJZV, 2007; 1ZJZV, 2008;
1ZJZV, 2009; 1ZJZV, 2010; 1ZJZV, 2011). Za vecinu crevnih zaraznih bolesti se ne
otkrije uzro¢nik, ve¢ se prijavljuju pod dijagnozama dijareja 1 gastroenteritis verovatno
infektivne etiologije, odnosno bakterijske crevne infekcije neutvrdenog uzrocnika

(Diarrhoea et gastroenteritis, causa infectionis suspecta/Infectio intestinalis bacterialis
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non specificata) ili bakterijska trovanja hranom (Intoxicatio alimentaria bacterialis). Od
bakterijskih uzro¢nika crevnih zaraznih bolesti, najces¢i je Salmonella sp., ispred
Clostridium difficile, Campylobacter sp., Shigella sp., Yersinia enterocolitica, E. coli,
itd. Prema podacima Centra za kontrolu i prevenciju bolesti Instituta za javno zdravlje
Vojvodine, salmoneloze medu ljudima u Vojvodini pokazuju trend opadanja od 2003.
godine. Trend opadanja govori sa jedne strane o boljoj kontroli uzgoja na farmama,
proizvodnje 1 prometa mesa i primeni higijensko-sanitarnih mera u ovim procesima, i
sve zastupljenijoj primeni HACCP standarda za zdravstvenu bezbednost hrane u
Vojvodini, te je manja verovatno¢a da kontaminirane namirnice dodu do konzumenata.
Sa druge strane, znacajna je i prosvecenost stanovniStva o rizicima koris¢enja termicki
neobradenih jaja i pileCeg mesa, kao i poboljSanje higijensko-epidemioloskih navika i
uslova kod stanovnistva na podruc¢ju Vojvodine.

Za epidemije izazvane salmonelama u Vojvodini karakteristicno je Sirenje
alimentarnim putem i to uglavnom u porodicama. NajceS¢e su alimentarne epidemije
bile posledica primarne kontaminacije namirnica Zivotinjskog porekla (jaja, meso).
Pored porodi¢nih epidemija, zabeleZene su i epidemije u restoranima druStvene ishrane,
ugostiteljskim objektima, privatnim poslasti¢arskim radnjama. U poslednjih 6 godina
salmonele su izazvale septikemije odnosno tezak sistemski oblik oboljenja kod 25 ljudi,
a 4 osobe su umrle od posledica infekcije salmonelom. Salmoneloze najviSe pogadaju
decu do 10 godina (44.4% slucajeva), a najvisa specificna incidenca je medu decom do
5 godina 178.2/100000 i 16 puta je veca od incidence kod ljudi starijih od 60 godina. Sa
epidemioloskog aspekta kao rezervoari zaraze opasnost predstavljaju 1 kliconose.
Godisnje se u Vojvodini otkrije u proseku 46 slucajeva kliconostva utvrdenog nakon
prelezanog oboljenja ili pri zdravstvenim pregledima osoba koje podlezu sanitarnom
nadzoru. Broj salmoneloza dostize svoj maksimum tokom letnjih meseci, kada je
razmnozavanje salmonela u hrani ubrzano, a minimum je zimi.

Na teritoriji JuZnobackog okruga medu salmonelama identifikovanim do nivoa
serotipa, u periodu 2005.-2010. iz godine u godinu serotip Enteritidis dominira kao
uzro¢nik salmoneloza u preko 80% slucajeva svake godine. U 4 od 6 godina S.
Typhimurium je bila druga, sa ucestalos¢u od 1.5 do 2%. Godine 2006. na drugom
mestu je bila S. Agona (3.2%), a 2008. S. Senftenberg (1.9%), verovatno kao posledice

klonalnog Sirenja odnosno epidemije, §to je i potvrdeno u slucaju S. Senftenberg.
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1.6. Antibiotsko le€enje infekcija uzrokovanih salmonelama

Gastroenteritis uzrokovan salmonelama obi¢no ne zahteva le¢enje antibioticima,
ve¢ samo nadoknadom tecnosti i elektrolita. Medutim, u nerazvijenim zemljama
salmoneloze su obi¢no prac¢ene visokom incidencom invazivnih oboljenja koja izazivaju
visok mortalitet 1 u tim slu¢ajevima neophodna je antibiotska terapija. U razvijenim
zemljama ¢eS¢i je gastroenteritis koji je obicno izazvan netifusnim S. Typhimurium 1 S.
Enteritidis. Gastroenteritis pogada ljude svih uzrasta, iako je incidenca najvisa kod dece.
Ali u slu¢aju invazivne salmoneloze, bakterijemije, kao i kod svih rizi¢nih grupa kao $to
su imunokompromitovani pacijenti, deca, stariji ljudi 1 ljudi sa drugim osnovnim
oboljenjem treba da budu tretirani antibioticima. Izbor su naj¢eS¢e fluorihinoloni za
oralnu upotrebu, sem kod dece ispod 10 godina i trudnica zbog ozbiljnih
kontraindikacija. Stoga se deca i trudnice le¢e cefalosporinima prosirenog spektra, kao
Sto je ceftriakson. Ipak, deca koja imaju tifus ili viSestruko rezistentnu netifusnu
salmonelu se najefikasnije lece fluorohinolonima. Fluorohinoloni se daju i u slucaju
produzene ili jake dijareje izazvane salmonelama (Hohmann, 2001).

Kod netifusnih salmonela, nakon prelezane salmoneloze, pacijent ostaje
kliconosa jos Cetiri do pet nedelja. Duzina kliconoStva zavisi od serotipa, a neke studije
pokazuju da terapija antibioticima koji nisu fluorohinoloni produzava kliconostvo.
Eliminacija salmonele iz kliconoSa je uvek bila problem, ali je i tu produZen tretman
fluorohinolonima (2 do 3 nedelje) davao dobre rezultate (Gunell, 2010). Za lecenje
trbusnog tifusa izazvanog S. Typhi obavezno se koriste antibiotici. Od 1948. godine do
1970. koristio se hloramfenikol, ali je tada zbog pojave rezistentnih sojeva zamenjen
amoksicilinom i kotrimoksazolom. Od osamdesetih godina proslog veka poceli su da se

koriste fluorohinoloni u terapiji tifusa, a danas i cefalosporini prosirenog spektra.

1.7. Rezistencija na antibiotike

Antibiotici su jedinstvena grupa lekova koji napadaju mikroorganizme u
pacijentu. Interakcija antibiotika i mikrobioma je slozen 1 fluktuiraju¢i odnos koji ima
svoju istoriju i evoluciju i samim tim se stalno menja. Interakcija antibiotika i

mikrobioma postoji u prirodi od kada postoje i mikroorganizmi i nije posledica
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uvodenja prvih antibiotika u medicinsku praksu. U prirodi antibiotici su supstance
mikrobnog porekla koje mikroorganizmi lu¢e da bi se odbranili od drugih
mikroorganizama u svojoj okolini. Tako 1 rezistencija na antibiotike postoji u
mikrobioloSskom svetu oduvek. Ono $to se promenilo je to da je masovna upotreba
prirodnih i1 sintetskih antibiotika, u terapeutske i1 profilakticke svrhe, dovela do
pojacanog selektivnog pritiska na svet mikroorganizama i ubrzane evolucije novih
mehanizama rezistencije u svetu mikroba. Bakterije mogu brzo da menjaju svoju
geneticku osnovu brzim razmozavanjem, ve¢om stopom mutacija i sticanjem gena za
rezistenciju, dovodeci do brze selekcije i1 ekspanzije rezistentnih sojeva. Optimizam koji
je postojao u ranom periodu nakon otkri¢a antibiotika vrlo brzo je splasnuo pojavom
prvih bakterijskih sojeva rezistentnih na antibiotike. Danas postoji viSe od 15 klasa
antibotika ¢ija su ciljna mesta osnovne fizioloSke i metabolicke funkcije bakterijske
¢elije. Nijedna klasa nije izbegla pojavu mehanizma rezistencije u bakterijama.

Razli¢ite klase antibiotika deluju na razli¢ita ciljna mesta u bakterijama: B-
laktami (penicilini, cefalosporini), karbapenemi, daptomicin, monobaktami i
glikopeptidi (vankomicin i teikoplanin) inhibiraju sintezu celijskog zida; makrolidi
(eritromicin, klaritromicin i azitromicin), aminoglikozidi (streptomicin, gentamicin,
amikacin), klindamicin, hloramfenikol, oksazolidononi, streptogramini, ketolidi,
linkozamidi 1 tetraciklini inhibiraju sintezu proteina; rifampicin inhibira sintezu RNK;
fluorohinoloni inhibiraju DNK zirazu, odnosno replikaciju DNK; trimetoprim i
sulfametoksazol inhibiraju sintezu folata (Berkowitz, 1995; Levy and Marshall, 2004).
Antimikrobna rezistencija je rezultat interakcija izmedu antimikrobnog agensa,
mikroorganizama i okruzenja gde se nalaze. Antimikrobna rezistencija se moze podeliti
na urodenu i stecenu. Ako je bakterija urodeno rezistentna, znaci da je velika veéina
sojeva koja pripada toj grupi bakterija, rodu ili vrsti rezistentna na izvesne antibiotike.
Budu¢i da se rezistencija prirodno javlja i nasleduje, ona je predvidiva. Stecena
rezistencija nastaje kao rezultat hromozomalnih mutacija ili zadobijanja determinanti
rezistencije u vidu strane DNK, tj. nastaje kao rezultat promena u geneti¢koj osnovi
bakterija. SteCena rezistencija nije karakteristicna za vecinu sojeva pojedinih vrsta i
stoga je nepredvidiva (Gunell, 2010).

Rezistencija na antibiotike moze nastati 1 Siriti se u viSe razli¢itih okruzenja.

Prvo takvo okruzenje bilo bi zajednica mikroorganizama (mikrobiota) u ljudskom ili
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zivotinjskom telu, gde mikroorganizmi dolaze u direktan kontakt sa dejstvom
antibiotika. Druga grupa okruzenja gde postoji selektivni pritisak primene antibiotika su
bolnice, ustanove za dugotrajnu negu i lecenje bolesnika ili starih i farme, gde je veci
broj individua u bliskom kontaktu $to pospesSuje prenos rezistentnih bakterija. Otpadne
vode ili druga vrsta bioloskog otpada iz bolnica ili sli¢énih ustanova sa ekstenzivnom
primenom antibiotika su takode pogodno okruzenje za selekciju rezistentnih mutanata
(Mach and Grimes, 1982). Konac¢no, pogodno okruZenje je i zemljiSte kontaminirano
otpadnim vodama, gde se rezistentne bakterije meSaju sa slobodnoziveéim
mikroorganizmima i prenose im determinante rezistencije (Gunell, 2010). U prirodnom
okruZzenju Zivotinje koje se hrane uginulim tretiranim Zivotinjama gajenim za ljudsku
ishranu takode su izlozene reziduama antibiotika 1 na taj nain se vr$i selekcija
rezistentnih bakterija i u divljini (Lemus et al., 2008).

Ono §to je posebno zabrinjavajuce je da u svakom od ovih okruzenja, ne samo
patogene, ve¢ 1 nepatogene 1 komensalne bakterije koje ¢ine normalnu floru ljudi 1
zivotinja ili u spoljasnjoj sredini, postaju rezervoari gena rezistencije i doprinose
njihovom Sirenju u svetu mikroorganizama koji nas okruzuje i koji je u nama. Znaci
postoji ne samo klonalno Sirenje rezistentnih sojeva, ve¢ i horizontalno Sirenje gena
rezistencije izmedu razli¢itih vrsta bakterija (Boerlin and Reid-Smith, 2008). Tako je
dokazano da su geni rezistencije na antibiotike koji se koriste ili su se koristili samo kod
zivotinja nadeni ne samo medu bakterijama u Zivotinjama, nego i u komensalnoj flori
kod ljudi, pa i u patogenim zoonotskim bakterijama kao Sto je Salmonella sp. ali i u
striktno ljudskim patogenima kao S§to je Shigella sp. (Velge et al., 2005). Rezistencija
moze biti uzrokovana mnogim mehanizmima kao §to su smanjena akumulacija
antibiotika, fizicka modifikacija ili destrukcija antibiotika, promena ciljnog mesta za
delovanje antibiotika, i mehanizam koji podrazumeva aktivni efluks ili izbacivanje vise
vrsta antibiotika iz bakterije pomocu efluks pumpe (Velge et al., 2005).

Bakterije mogu postati rezistentne na antibiotike pojavom slucajne mutacije na
hromozomu i/ili zadobijanjem mobilnih genetickih elemenata koji nose gene
rezistencije kao Sto su bakteriofazi, plazmidi, transpozoni, integroni, genske kasete ili
fragmenti DNK poreklom iz drugih bakterija. Mobilni geneticki elementi su sposobni da
se ugraduju u hromozom bakterije domacina (transpozoni, integroni, bakteriofazi,

DNK) ili da egzistiraju samostalno pored hromozoma (plazmidi, genske kasete), kao i
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da ,,skacu sa plazmida na hromozom 1 obrnuto (transpozoni, integroni, genske kasete).
Nije retko da mobilni geneticki elementi nose vezane razliCite gene rezistencije i
uzrokuju rezistenciju domacina na vise antibiotika istovremeno (White et al., 2001).
Mobilni geneticki elementi su odgovorni za horizontalno Sirenje gena rezistencije u
raznorodnoj bakterijskoj populaciji. Horizontalno Sirenje gena, odnosno prelazak iz
jedne bakterije u drugu moze se desiti putem konjugacije, transdukcije 1 transformacije.
Konjugacija je proces prenosa plazmida iz jedne bakterijske ¢elije u drugu preko seks
pilusa uz istovremenu replikaciju plazmida, tako da i recipijentna i donorska celija
zavrse sa kopijom plazmida. Geni rezistencije na plazmidu se tako mogu eksprimirati u
novom recipijentu. Transdukcija je prenos DNK iz bakterije u bakteriju putem faga.
Prilikom transdukcije fazi koji su inficirali bakterijsku ¢eliju mogu slucajno da upakuju
male segmente domacinske DNK za vreme virusnog reproduktivnog procesa i ubace ga
u sledecu bakterijsku recipijentnu ¢eliju koju inficiraju. Ova DNK koja moze sadrzati
gene rezistencije moze da se ugradi u hromozom i eksprimira. Transformacija je proces
uzimanja, integracije i ekspresije strane slobodne DNK u bakteriji. DNK molekuli sa
genima rezistencije se mogu nac¢i u okruzenju poreklom od raspadajucih ili oStecenih
¢elija 1 virusa (Foley et Lynne, 2008). Zadobijanje gena rezistencije transformacijom
karakteristi¢no je za svega nekoliko Gram-pozitivnih vrsta bakterija (Livermore, 2003).
Obi¢no je mutacija na hromozomu odgovorna za nizi nivo rezistencije ili
smanjenu osetljivost, a geni na mobilnim geneti¢kim elementima (prenosivi geni) su
odgovorni za visok nivo rezistencije. Najcesc¢e nije dovoljna mutacija samo na jednom
mestu da bi se dobio visok nivo rezistencije, vec je to proces nakupljanja vise genetickih
dogadaja (hromozomalne mutacije udruZzene sa prenosivim genima rezistencije) koji
korak po korak dovode od niskog nivoa (smanjene osetljivosti) do visokog nivoa
rezistencije. Tako je nastala rezistencija na penicilin i tetracikline kod Neisseria
gonorrhoeae 1 rezistencija na fluorohinolone kod pripadnika Enterobacteriaceae.
Hromozomalni mutanti  Staphylococcus aureus intermedijerno rezistentni na
vankomicin su se pojavili kao odgovor na upotrebu vankomicina, ali su za njima usledili
sojevi sa visokim nivoom rezistencije koji su zadobili transpozonsku rezistenciju od
vankomicin-rezistentnog enterokoka. Malo povefanje minimalnih inhibitornih
koncentracija na antibiotik bi trebalo da upozori klinicke mikrobiologe na prete¢u

rezistenciju. lako je jo§ u domenu osetljivog, soj sa smanjenom osetljivos¢u ukazuje na

25



eventualnu pojavu sojeva sa viSim nivoom rezistencije Sto bi trebalo da bude indikacija
za izbegavanje dalje upotrebe tog antibiotika u datoj sredini.

Dugotrajna upotreba jednog antibiotika (viSe od 10 dana) moze da selektuje
bakterije koje su rezistentne ne samo na taj antibiotik nego i na nekoliko drugih
(,,multidrug resistant“ - MDR sojevi). Sklonost bakterija da akumuliraju vise
determinanti rezistencije je karakteristicna za produzenu upotrebu tetraciklina kod
infekcija urinarnog trakta i za tretman akni kod ljudi. Pod stalnim selektivnim pritiskom,
osetljiva crevna flora ili flora koZe bivaju kolonizovane mikroorganizmima koji su
rezistentni ne samo na tetraciklin, ve¢ i na druge nesrodne antibiotike zbog udruzivanja
gena rezistencije na mobilnim genetickim elementima koji se prenose u bloku na druge
bakterije. Tako selekcija gena rezistencije na jedan antibiotik dovodi do selekcije drugih
gena koji su blisko vezani uz taj gen. Sa ekoloske tacke gledista, ako celu populaciju u
nekom okruzenju (bolnica, dom za negu starih i nemo¢nih, farma,...) tretiramo istom
klasom antibiotika, osetljivi sojevi ¢e imati malo mogucénosti da rekolonizuju svoju nisu
1 rezistentni sojevi ¢e ste¢i vaznu prednost. Rezultuju¢a ekoloska neravnoteza
proizvesée potencijalno opasni spektar gena rezistencije koji ulaze u to okruzenje.
Pojedini MDR sojevi predstavljaju globalan svetski problem po bolnicama:
Mycobacterium tuberculosis, Enterococcus faecium, Enterobacter cloacae, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumanii 1 Pseudomonas
aeruginosa. U zemljama u razvoju dodatan problem predstavljaju i MDR sojevi
Shigella flexneri, S. Enteritidis 1 Vibrio cholerae. U SAD 40-60% sojeva
Staphylococcus aureus su meticilin rezistentni (meticilin rezistentni Staphylococcus
aureus - MRSA), koji su rezistentni i na ve¢inu ostalih antibiotika. Sem u humanoj
medicini, upotreba antibiotika kod Zivotinja gajenih za ljudsku ishranu i u poljoprivredi
(profilakticko zaprasSivanje vocaka antibioticima) znacajno doprinosi generalnom
problemu rezistencije bakterija kod ljudi. Iako je u Evropskoj Uniji zabranjena, primena
subterapijskih doza antibiotika kao promotera rasta u SAD je dozvoljena, ali pod
kontrolisanim uslovima. Poznato je da ovakva primena vrlo brzo selektuje rezistentne
sojeve bakterija kod zivotinja. Najveci uticaj na pojavu rezistencije bakterija kod ljudi
ima selekcija MDR sojeva crevnih bakterija koje se mogu preneti sa zivotinja na ljude:

Salmonella sp., Campylobacter sp., Listeria sp., enterokoka i nekih sojeva E. coli.
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Prilikom lecenja bakterijskih infekcija, osetljivost na pojedine antibiotike je
kljucna u izboru terapije. Potpuna rezistencija bakterije na neki antibiotik znaci da je taj
lek beskoristan u le¢enju bilo koje infekcije uzrokovane tom bakterijom. Ako je
bakterija osetljiva ili sa smanjenom osetljivos¢u, vazno je razmotriti koji lek izabrati i u
kojoj terapijskoj dozi. Ovo zavisi od farmakokinetic¢kih i farmakodinamickih svojstava
leka. Prema nacinu dejstva na bakterije antibiotici se dele na vremenski 1
koncentracijski zavisne. Fluorohinoloni spadaju u koncentracijski zavisne antibiotike i

stoga se preporucuje davanje visokih doza antibiotika u kratkom periodu.

1.7.1. Testiranje osetljivosti na antibiotike

Odredivanje osetljivosti na antibiotike je neophodno za uspesno leCenje
bakterijsih infekcija. Osetljivost na antibiotike se moze testirati pomocu vise klasi¢nih
metoda: disk-difuzioni test na agar podlozi, agar-dilucioni test, bujon-dilucioni test, E-
test, mikrodilucioni test u mikrotitar plocama. Postoji viSe standarda koji propisuju
nacin izvodenja ovih testova i interpretaciju rezultata, a u najSiroj upotrebi su americki
CLSI standard (Clinical and Laboratory Standards Institute) i evropski EUCAST
standard (European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing). Mnoge zemlje
primenjuju CLSI standard, izmedu ostalog 1 klinicke mikrobioloSke laboratorije u nasoj
zemlji, ali sve viSe zemalja Evropske Unije prelazi na EUCAST standard. EUCAST je
udruzio Sest evropskih standarda i harmonizovao grani¢ne vrednosti osetljivosti na
antibiotike. Pomenutim standardnim metodama odreduje se osetljivost bakterija in vitro.
Medutim, deSava se da su neki izolati osetljivi na antibiotik in vitro, a on nema
efikasnost u in vivo uslovima. Zato je za kliniCare vazna interpretacija rezultata
testiranja, koja zavisi i od klinicke efikasnosti antibiotika. Prema svojoj osetljivosti na
antibiotike, bakterije se mogu svrstati u osetljive (S), intermedijerne (I) i rezistentne (R).
Prema evropskom konsenzusu, kategorija osetljivog se odnosi na nivo antimikrobne
osetljivosti koji rezultira visokom verovatno¢om uspeha u terapiji, intermedijaran je
nivo osetljivosti koji je povezan sa neizvesnim terapijskim efektom i rezistentan je nivo
osetljivosti koji rezultira verovatnim terapijskim neuspehom (Brown et MacGowan,
2010). Da bi se odredile granice izmedu ove tri kategorije, neophodno je odrediti

minimalne inhibitorne koncentracije leka (MIC). Minimalna inhibitorna koncentracija
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leka za datu bakteriju je najmanja koncentracija koja dovodi do inhibicije rasta bakterija

u in vitro uslovima. Ova vrednost govori o efikasnosti leka protiv tog soja bakterija.

1.7.2. Rezistencija Salmonella enterica subspecies enterica na antibiotike

Kod Salmonella enterica subspecies enterica rezistencija na antibiotike javljala
se paralelno u viSe serotipova na razliite ili slicne antibiotike, u zavisnosti kakvom
selektivnom pritisku su ti serotipovi izlozeni. S. Typhi, koja je iskljucivo ljudski
patogen 1 izaziva sistemske infekcije, bila je intenzivno le¢ena hloramfenikolom od
1948. godine, sve dok se nisu pojavili sojevi rezistentni na ovaj lek sedamdesetih
godina. Tada su u terapiju trbuSnog tifusa uvedeni amoksicilin i kotrimoksazol. Prvi
izolati rezistentni na sva tri leka su se pojavili osamdesetih godina proslog veka u
Jugoisto¢noj Aziji, Africi i Indiji, pa je ciprofloksacin postao lek izbora za tifus. Uskoro
su se u Indiji (1996.) i Jugoistocnoj Aziji (Vijetnam 1997, Tadzikistan 1998.) pojavili
sojevi S. Typhi rezistentni na nalidiksicnu kiselinu 1 smanjene osetljivosti na
fluorohinolone, §to je ugrozilo i ovaj izbor terapije u endemskim podrucjima.
Rezistentni sojevi poceli su da se pojavljuju i u drugim zemljama gde S. Typhi nije
endemska, kao uvezeni slucajevi, na primer u Francuskoj (Launay et al., 1997). U
Velikoj Britaniji kod povratnika sa indijskog potkontinenta 2000. godine trecina izolata
S. Typhi imala je smanjenu osetljivost na ciprofloksacin udruzenu sa rezistencijom na
hloramfenikol, ampicilin i trimetoprim (Threlfall et al., 2001). Prvi nalaz S. Typhi
rezistentne 1 na nalidiksi¢nu kiselinu 1 na ciprofloksacin objavljen je 2007. godine u
Indiji (Kownhar et al., 2007). Zbog rezistencije na hinolone, tifus se moze leciti
cefalosporinima proSirenog spektra.

Visestruka rezistencija na antibiotike kod netifusnih salmonela ima poreklo iz
drugog izvora. S obzirom da se netifusni serotipovi prenose sa zivotinja na ljude preko
hrane, izvore MDR determinanti treba traZziti u zivotinjskim domacinima. Mnogi sojevi
razli¢itih serotipova salmonela ispoljavaju viSestruku rezistenciju na tetracikline,
sulfonamide, streptomicin, kanamicin, hloramfenikol i neke B-laktame (peniciline i
cefalosporine). Dokazano je da su plazmidi koji nose rezistenciju na viSe antibiotika
uobicajeni medu salmonelama 1 da su ti geni Cesto grupisani u integrone. Integroni kod

salmonela mogu da nose gene za rezistenciju na hloramfenikol, sulfonamide,
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tetracikline 1 streptomicin. Uobic¢ajeni nosioci gena rezistencije, integroni klase jedan,
koji su Cesti kod mnogih bakterijskih vrsta, nadeni su i kod salmonela (Rao et al., 2008).
Integroni klase jedan sadrze gen koji kodira enzim integrazu (int/), mesto rekombinacije
(attl) 1 kasetu gena sa genima rezistencije 1 aftC mestom za prepoznavanje i
mobilizaciju prilikom rekombinacije. Integron moze da se ubacuje u hromozom, u
transpozone, da biva prenesen sa plazmidom u drugog domacina i1 tako se Siri u
bakterijskoj populaciji, prenosec¢i viSestruku rezistenciju u bloku medu salmonelama i
drugim mikroorganizmima (Foley and Lynne, 2008).

Kao $to je pomenuto, jedan od dominantnih trendova u epidemiologiji salmonela
je 1 ekspanzija viSestruko-rezistentnih S. Typhimurium u svetu. Rezistencija na vise
antibiotika postala je uobi¢ajena medu izolatima S. Typhimurium 1960-tih godina, ali je
veliki porast usledio 1990-tih. Problem pojave multirezistentne S. Typhimurium medu
govedima u Engleskoj i Velsu 60-tih godina proslog veka vezan je za pocetak
intenzivnog uzgajanja goveda na farmama 1 intenzivne trgovine govedima u ovim
podru¢jima. To je dovelo do epidemije fagotipa DT 29 kod ljudi i goveda 1962-64.
godine. Za vreme te epidemije zivotinje su intenzivno leCene raznim antibioticima, $to
je dovelo do pojave visestruke rezistencije S. Typhimurium kod goveda na 8 grupa
antibiotika (Rabsch et al., 2001). Od tada u svetu dolazi do stalnog porasta ucCestalosti
viSestruko rezistentne S. Typhimurium iako se fagotipovi smenjuju u dominaciji.
Razlozi za smenjivanje dominacije razli¢itih klonova viSestruko rezistentne S.
Typhimurium nisu sasvim jasni. Po nekima je to vezano za medunarodnu trgovinu
govedima, a po drugima za horizontalni transfer gena virulencije putem fagne
transdukcije medu razli¢itim fagotipovima. Trenutno je od 1990-tih dominantan fagotip
DT104 u Velikoj Britaniji, Nemackoj, Holandiji, Ujedinjenim Arapskim Emiratima,
Filipinima, SAD. Dokazano je da je u pitanju klonalno Sirenje jednog epidemijskog soja
prvo kod divljih ptica, zatim kod goveda, a zatim 1 ostalih Zivotinja gajenih za ljudsku
ishranu — Zivine, svinja 1 ovaca. Kod prvih izolata DT104 rezistencija je bila ograni¢ena
na 5 antibiotika: ampicilin, hloramfenikol, streptomicin, sulfonamide i tetraciklin. Ali
do 1990-tih S. Typhimurium je zadobila jo$ i rezistenciju na tri grupe lekova:
trimetoprim-sulfametoksazol, ciprofloksacin 1 cefalosporine proSirenog spektra
(Threlfall et al., 2000). Kada su u pitanju druge S. Typhimurium, novi MDR tipovi

obi¢no ukljucuju horizontalni transfer gena rezistencije putem plazmida. Nasuprot tome,
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kod DT104 rezistencija je kodirana hromozomalnim genima. MDR profil koji ukljucuje
rezistenciju na sedam antibiotika (ampicilin, hloramfenikol, florfenikol, streptomicin,
spektinomicin, sulfametoksazol i tetracikline) je kodiran grupom gena smeStenom na
hromozomalnom genomskom ostrvu koje se zove Salmonella genomsko ostrvo (SGII —
swalmonella genomic island 1°). Ovo ostrvo blizu svog 3’ kraja sadrzi integron klase 1,
koji je nosilac kasete pomenutih gena rezistencije. Stavise, otkriveno je da je doslo do
horizontalnog transfera SGI1 u druge serotipove salmonela, gde su ova ostrva takode
nadena na istom mestu u hromozomu S. Agona, S. Paratyphi B, S. Albany i S. Newport
(Velge et al., 2005).

Sa terapijske taCke gledista svakako najvecu zabrinutost izaziva Sirenje
rezistencije salmonela na fluorohinolone i cefalosporine proSirenog spektra. Od pojave
MDR S. Typhi i S.Typhimurium DT104, ciprofloksacin i drugi oralni hinoloni su poceli
da se koriste kao alternative za prethodne antibiotike prve linije. Danas je ve¢ kod
mnogih serotipova zabeleZena smanjena osetljivost, ali i1 rezistencija na fluorohinolone.
Salmonele 1 E. coli rezistentne na cefalosporine proSirenog spektra su postale globalni
problem. Pre 1996. godine rezistencija na cefalosporine proSirenog spektra je bila
izuzetno retka kod salmonela, a 2000. godine u SAD se pojavila salmonela sa
plazmidski prenosivom CMY-2 AmpC B-laktamazom. Za dve godine CMY-2
cefalosporinska rezistencija je detektovana kod salmonela u Kanadi, Spaniji, Rumuniji,
Tajvanu. Budu¢i da su sojevi sa CMY-2 rezistencijom izazivali epidemije povezane sa
govedim mesom, a da su detektovani i medu govedima, pretpostavlja se da je
rezistencija selektovana korisS¢enjem ceftiofura u leCenju goveda. Ceftiofur je
cefalosporin prosirenog spektra koji se koristi u veterinarskoj medicini, a rezistencija
podrazumeva i unakrsnu-rezistenciju na ceftriakson koji se koristi u humanoj medicini.
Uskoro su nadene i salmonele sa plazmidski determinisanim CTX-M i drugim B-
laktamazama, pa i soj rezistentan na imipenem (Armand-Lefévre et al., 2003; Batchelor
et al., 2005; Weill et al., 2004). Plazmidi koji nose rezistenciju na B-laktame povrh toga
mogu kodirati i rezistenciju na druge antibiotike kao Sto su aminoglikozidi, fenikoli,
tetraciklini 1 sulfonamidi. Primena bilo kojeg od ovih antibiotika favorizuje o¢uvanje

pomenutih plazmida u bakterijama (Velge et al., 2005).
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1.7.3. Rezistencija na hinolone

1.7.3.1. Hinolonski antibiotici

Prvi hinolon, nalidiksi¢na kiselina, je sintetisan 1962. godine od strane Lesher-a
1 saradnika, kao sporedni proizvod sinteze antimalarika hlorokvina. Ovaj lek bio je
koriS¢en za leCenje urinarnih i crevnih infekcija izazvanih bakterijama iz porodice
Enterobacteriaceae. U 1970-tim godinama sintetisano je jo§ nekoliko hinolona prve
generacije - pipemidinska kiselina, oksolini¢na kiselina i cinoksacin. Zatim se otkrilo da
dodatkom piperazina na C6 i fluora na C7 na osnovni 4-okso-1,4-dihidrohinolon skelet
dobija 1000 puta veca antimikrobna aktivnost i proSireni spektar delovanja. Bakterije
koje su urodeno rezistentne na nalidiksi¢nu kiselinu su bile osetljive na novu grupu
hinolonskih antibiotika - fluorohinolone. Tako su 80-tih godina pefloksacin,
norfloksacin, ciprofloksacin, enoksacin 1 ofloksacin uvedeni u klinicku upotrebu
(Amyes et Gemmell, 1992). Ciprofloksacin, kao trenutno najceS¢e koriscen
fluorohinolon, je uSao u upotrebu 1987. godine. Fluorohinoloni se oralno dobro
apsorbuju i1 imaju dobru distribuciju u tkivu i ulaz u fagocite, a koncentracija u urinu
prevaizlazi MIC za mnoge patogene bakterije. Sve ove osobine dovele su do brze
ekspanzije upotrebe fluorohinolona u humanoj i veterinarskoj klini¢koj praksi. Hinoloni
deluju dobro protiv svih pripadnika familije Enterobacteriaceae kao i1 protiv drugih
Gram-negativnih bakterija kao $to su Neisseria sp., Haemophilus sp. 1 Pseudomonas
aeruginosa.

Aktivnost hinolona se zasniva na hinolonskim prstenovima. Svi derivati
hinolona imaju strukturu od dva vezana prstena gde je azot na poziciji 1, karbonilna
grupa (C=0) na poziciji 4 i karboksilna grupa (COOH) vezana za C3 prvog prstena.
Dodatak atoma fluora na poziciju 6 centralnog sistema prstena povecava potentnost
hinolona 1 to je osnovna struktura svih fluorohinolona. Potentnost protiv Gram-
negativnih bakterija postignuta je dodavanjem piperazinil (ciprofloksacin, norfloksacin,
enofloksacin), metil-piperazinil (ofloksacin, lomefloksacin, gatifloksacin) ili dimetil-
piperazinil grupe (sparfloksacin) na poziciju 7 prstena. Metil substituenti piperazinskog
prstena pojacavaju oralnu dostupnost, a pirolidinil substitiuenti na poziciji 7

(klinafloksacin) pojacavaju aktivnost protiv Gram-pozitivnih bakterija, kao i strukture
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dvostrukog prstena koje su derivati pirolidinil prstena (moksiflokacin, sitafloksacin)
(Slika 1). Postoji viSe generacija hinolonskih antibiotika. U prvu generaciju spadaju
nalidiksi¢na kiselina i cinoksacin. Oni se danas retko koriste, uglavnom za urinarne
infekcije, jer imaju najuzi spektar dejstva. Drugoj generaciji pripadaju ciprofloksacin,
norfloksacin i ofloksacin. Oni imaju vecu sistemsku aktivnost protiv Gram-negativnih
bakterija. U novije fluorohinolone spadaju levofloksacin, sparfloksacin, grepaflokscin i
trovafloksacin, a u jo§ noviju generaciju gatifloksacin i moksifloksacin, ¢ija je
specificnost da imaju Siri spektar dejstva i protiv Gram-pozitivnih bakterija i atipi¢nih

patogena.

HyC

NALIDIXIC ACID AMIFLOXACIN
0 [4]
o] COOH OOH F COOH
< | ~ LT 1
_
0 N HN N «,_P_!_,: N
| —/ |
CoHg VY CaHg
OXOLINIC ACID CIPROFLOXACIN ENOXACIN

Slikal. Struktura hinolonskih prstenova i nekih hinolonskih antibiotika

(preuzeto od: Wolfson and Hooper, 1985)

Fluorohinolonima se danas lefe gastrointestinalne infekcije, respiratorne
infekije, infekcije koze i osteomijelitis. Hinoloni su sintetski antibiotici koji inhibiraju
replikaciju DNK u bakterijskim ¢elijama. Njihova meta su dva fundamentalna
bakterijska enzima, topoizomeraza II (DNK ziraza) i topoizomeraza IV. Ovi enzimi

menjaju topologiju DNK molekula. Ziraza je tetramer i sastoji se od dve GyrA i dve
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GyrB subjedinice, koje su produkti gena gyr4 i gyrB. DNK ziraza je jedini bakterijski
enzim koji moze da proizvede negativne supernavoje u DNK tako Sto omotava DNK
molekul oko sebe. Superspiralizacija igra vaznu ulogu u funkcionisanju bakterija. Ona
¢ini hromozom kompaktnijim, reguliSe nivo transkripcije gena i uti¢e na interakciju
bakterije sa svojom okolinom. Negativno superspiralizovana DNK omogucava
inicijaciju DNK replikacije. Subjedinica GyrA seCe oba lanca DNK istovremeno na
razmaku od po 4 baze i drzi lance razdvojene, ali vezane kovalentno za enzime.
Subjedinica GyrB, koriste¢i ATP kao energiju, uvodi negativne navoje u lanac, koji
subjedinica GyrA zatim ponovo sastavi. DNK ziraza takode omogucava DNK
replikaciju uklanjajuéi pozitivne superspiralizovane navoje koji se akumuliraju ispred
replikacione viljuSke. Topoizomeraza IV je strukturno srodna DNK Zirazi i takode se
sastoji od 4 subjedinice, po dva produkta gena parC i parE (homologi genima gyrA4 i
gyrB). Topoizomeraza IV na kraju DNK replikacije razresava vezane novoreplikovane
DNK molekule i omogucava njihovu segregaciju u ¢erke celije.

Fluorohinoloni inhibiraju ove enzime stabilizuju¢i ili DNK-DNK-ziraza
kompleks ili DNK-topoizomeraza IV kompleks. Stabilizovani DNK-DNK-ziraza
kompleks blokira napredovanje replikacione viljuske, uzrokuju¢i da prethodno
reverzibilni DNK-enzimski kompleksi sada postanu ireverzibilno vezani. OStecenje
DNK generisanjem dvolan¢anih prekida u DNK lancu koji se ne popravljaju okida sled
dogadaja koji jo$ nisu do kraja definisani, ali dovode do brze inhibicije DNK sinteze i
rezultuju smréu bakterijske ¢elije (Gunell, 2010; Hooper, 2000; Pallo-Zimmerman et al.,
2010).

Fluorohinoloni pokazuju dobru aktivnost protiv salmonela i stoga se koriste u
terapiji infekcija salmonelama. Medutim, navedeni terapijski pristup sve vise je
kompromitovan Sirenjem pojave smanjene osetljivosti na fluorohinolone kod raznih

serotipova salmonela.

1.7.3.2. Smanjena osetljivost na fluorohinolone

Fenomen smanjene osetljivosti na antibiotik odnosi se na situaciju da, pri
trenutno prihva¢enim grani¢nim vrednostima, izolati pokazuju osetljivost u

standardnom antibiogramu, ali nisu potpuno osetljivi, i njihove MIC vrednosti su
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znacajno vise od divljih sojeva. Bakterije sa smanjenom osetljivos¢u na fluorohinolone
su obi¢no visoko rezistentne na nalidiksi¢nu kiselinu. Stoga je testiranje osetljivosti na
nalidiksi¢énu kiselinu u standardnom antibiogramu odli¢an pokazatelj za smanjenu
osetljivost na ciprofloksacin. Nakon toga bi kao potvrdu za sve izolate rezistentne na

nalidiksi¢nu kiselinu trebalo odrediti MIC na ciprofloksacin.

1.7.3.3. Mehanizmi rezistencije na fluorohinolone

Dok je kod Gram-negativnih bakterija DNK ziraza primarno ciljno mesto za
dejstvo hinolona, a topoizomeraza IV sekundarno, kod Gram-pozitivnih bakterija je
situacija obrnuta. Stoga su i primarne hromozomalne mutacije odgovorne za rezistenciju
kod ovih grupa bakterija na razli¢itim ciljnim mestima. Rezistencija na hinolone nastaje
na viSe nacina, kao rezultat jednog ili vise razli¢itih mehanizama:

1. Hromozomalne mutacije u genima koji kodiraju DNK Zirazu i topoizomerazu IV

2. Smanjenje akumulacije hinolona u bakterijskoj ¢eliji kao rezultat smanjene
permeabilnosti ili povecane ekspresije efluks pumpe (npr. AcrAB-TolC sistema)

3. Plazmidno determinisana zastita ciljnih enzima od inhibicije hinolonima (gnr)

4. Enzimska modifikacija ili degradacija fluorohinolona (aac(6°)-Ib-cr)

5. Aktivna hinolonska efluks pumpa (gepA)

Hromozomalne mutacije — modifikacija ciljnih enzima: Izolati rezistentni na
hinolone imaju jednu ili viSe mutacija u tzv. QRDR (,,quinolone resistance determining
region® — region koji determiniSe rezistenciju na hinolone) regionima. U QRDR, u
okviru 4 hromozomalna gena koji kodiraju subjedinice DNK Zziraze i topoizomeraze 1V,
se deSavaju najceS¢e mutacije vezane za rezistenciju na hinolone: gyr4 (kodoni od
Ala67 do GInl106), gyrB (kodoni od Ala415 do Ile 470), parC (kodoni od Tyr47 do
Leul33) ili parE (kodoni od Ser450 do Arg528) (Eaves et al., 2004). Granice QRDR
regiona ova 4 gena se donekle razlikuju u zavisnosti od autora (Eaves et al., 2004;
Hopkins et al., 2005; Kilmartin et al., 2005). Mutacije u QRDR gyr4 gena se uvek
javljaju u osnovi mehanizama rezistencije na hinolone kod Gram-negativnih bakterija,
pa i u slucaju E. coli 1 Salmonella sp. Ovaj region je visoko konzerviran i lociran je
blizu 5’ kraja gena, blizu kodona za Tyr122, gde dolazi do privremenog kovalentnog

vezivanja za fosfatne grupe DNK u inicijalnoj reakciji presecanja lanaca. Kada se
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mutacije dese u QRDR regionu gyr4 koji obuhvata deo od kodona za Ala67 do GIn106
(Giraud et al., 1999), dolazi do konformacionih promena na mestu vezivanja za DNK
Sto smanjuje afinitet hinolona da se vezuje za ovaj modifikovani kompleks DNK-Ziraza.
Najcesc¢e su mutacije na kodonima 83 (Ser83) i 87 (Asp87). koje dovode do zamene
originalne aminokiseline drugom. Kod E. coli i Salmonella sp. QRDR regioni su
analogni 1 jedna mutacija u gyr4 je dovoljna da uzrokuje visok nivo rezistencije na
nalidiksi¢énu kiselinu, i smanjenu osetljivost na fluorohinolone. Za visok nivo
rezistencije na fluorohinolone neophodno je postojanje najmanje dve mutacije u QRDR
ili van njega ili prisustvo drugih mehanizama rezistencije. Sem na kodonima 83 1 87 i na
drugim mestima u QRDR su nadene mutacije (Ala67, Asp72, Gly81, Asp82), a kod
salmonela nalaZene su i van QRDR regiona gyr4 (Alal19, Alal31, Glul39 i Aspl44)
(Eaves et al., 2002). Mutacije koje su nadene do sada u genima za DNK zirazu i

topoizomerazu IV kod salmonela date su u Tabeli 1 (Hopkins et al., 2005).

Tabela 1. Mutacije hromozomalnih gena koje uzrokuju rezistenciju na hinolone kod

salmonela (preuzeto od: Hopkins et al., 2005).

Gen E(())czli)cria Supstitucija Gen llz(())czli)iqiii a Supstitucija
grd  Ala67 — Pro grB Tyr420 —  Cys
Asp72 — Gly Argd37 —  Leu
Val73 — Ile Ser464 —  Tyr/Phe
Gly81 — Cis/Ser/His/Asp parC Th57 — Ser
Asp82 — Gly/Asn Thr66 — Ile
Ser83 — Tyr/Phe/Ala Gly78 — Asp
Asp87 — Asn/Gly/Tyr/Lys Ser80 — Arg/lle
Leu98 — Val Glu84 — Lys/Gly
Alall9 — Ser/Glu/Val parE Glu453 —»  Gly
Alal3l — Gly Ser458 —  Pro
Glul39 — Ala His461 —  Tyr
Aspl44 — Asp (tiha mutacija) Ala498 —  Thr
Val512 —-  Gly
Ser518 — Cys
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Kod E. coli dominira mutacija Ser83Leu, dok kod salmonela nema dominacije
pojedinih mutacija (Eaves et al., 2004). Jos uvek je nejasno da li su pojedine mutacije u
gyrA karakteristicne za pojedine serotipove salmonela, jer su mnogi autori pokusali da
ustanove ovu vezu. Nadeno je da je mutacija Asp87Asn karakteristicna za S.
Typhimurium DT104 kod ljudi i S. Hadar i S. Montevideo kod farmskih zivotinja,
Ser83Phe za S. Typhi i S. Paratyphi; Giraud i saradnici (1999), sugeriSu da su mutacije
na Ser83 prevalentne kod serotipova Newport, Virchow 1 Typhimurium, a mutacije na
Asp87 kod S.Hadar i S. Kottbus. Ali prevalentnost pojedinih tipova mutacija kod nekih
serotipova moze se objasniti i uspesnim Sirenjem klonova tek nakon zadobijanja
mutacije u gyrd. Takode, na prevalencu nekih mutacija moze da utiCe 1 izbor
fluorohinolona koji ih selektuje. Selekcija sa enrofloksacinom podsti¢e Ser83Phe
mutacije, dok selekcija sa ciprofloksacinom favorizuje Asp87Gly mutacije (Hopkins et
al., 2005).

lako su u gyrB genu mutacije retke, nalazene su kod salmonela rezistentnih na
fluorohinolone na Ser464 kodonu (Heisig, 1993; Heisig et al., 1995; Giraud et al.,
1999), a na Asp426 i Lys447 kod E. coli (Piddock 2002). Kod salmonela i ostalih
Gram-negativnih bakterija geni za topoizomerazu IV, parC i parE, su sekundarna ciljna
mesta za hinolone. Mutacije na ovim genima su nalazene rede nego na gyrA4 i to skoro
uvek zajedno sa gyr4 mutacijama, Sto znaci da se mutirana topoizomeraza [V nece javiti
sem ako soj ve¢ ima mutiranu zirazu A i smanjenu osetljivost na fluorohinolone. Smatra
se da je dodatna mutacija u parC ili parE drugi korak koji dovodi do visokog nivoa
rezistencije na fluorohinolone kod E. coli i salmonela (Hopkins et al., 2005). Mutacije
na parC uklju€uju Thr57 (Eaves et al., 2004), Ser80 1 Glu84 (Hooper, 1999). Kod
salmonela su mutacije na ovom genu nalazene i kod izolata iz Zivotinja ili ljudi i kod in
vitro laboratorijskih mutanata, i one su obi¢no bile udruzene sa jednom ili dve mutacije
u gyrd. Takvi izolati bili su visoko rezistentni na fluorohinolone. Medutim Ling i
saradnici (2003) su naSli mutante samo sa parC mutacijom 1 oni su bili potpuno osetljivi
na fluorohinolone (MIC na ciprofloksacin < 0.06 mg/l). Eaves i saradnici (2004), su
sojeva bez mutacija, ali da ne uti¢e na rezistenciju na nalidiksi¢nu kiselinu. Cak i kada
se porede gyrd-parC dvostruki mutanti sa gyr4 mutantima, dvostruki mutanti imaju

manji MIC na ciprofloksacin. Ovo sugeriSe da bi parC mutacije mogle biti spontane
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kompenzatorne mutacije i nisu je nasli medu izolatima S. Enteritidis, S. Typhimurium 1
S. Dublin u Velikoj Britaniji. Mutacije na parE su relativno retke kod enterobakterija pa
1 salmonela (Giraud et al., 2006; Piddock 2002), ali su nalazene kod viSe serotipova
osim kod S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Newport i S. Dublin (Eaves et al., 2004).
Iako je visok nivo rezistencije klinickih izolata salmonela na fluorohinolone jo§ uvek
retka pojava, sojevi koji su otkriveni nose najmanje dve mutacije u gyr4 genu, cesto u
kombinaciji sa mutacijama u drugim genima za topoizomeraze.

Smanjenje akumulacije hinolona: Rezistencija na hinolone se moze dogoditi
kao rezultat smanjene permeabilnosti ili preterane ekspresije efluks pumpe koja dovodi
do smanjene akumulacije hinolona u bakterijskoj ¢eliji. Ulazak malih molekula pa i
hinolona u ¢eliju se odvija kroz celijski zid bakterije putem transporta kroz spoljnu i
citoplazmatsku membranu. Promene u bilo kojoj membrani mogu dovesti do smanjenja
u akumulacijii hinolona u ¢eliji i shodno tome rezistenciji na ove antibiotike. Spoljna
membrana sadrzi proteine od kojih su sainjene pore, tzv. porine, kao §to su OmpC i
OmpF koji formiraju kanale za pasivnu difuziju i omogucavaju rastvorenim
supstancama ukljucujuéi i antibiotike da udu u celiju. Antibioticima je uglavnom
potrebno oko 1-2 minuta da se akumuliraju u ¢eliji dok se ne uspostavi ravnoteza
koncentracija (Gunell, 2010). Uloga smanjene OmpF ekspresije u rezistenciji salmonela
nije jasna, jer nekoliko autora nije naSlo korelaciju izmedu smanjene akumulacije
hinolona sa smanjenjem ili odsustvom bilo kog Omp porina, dok su dva autora nasla
takvu korelaciju sa smanjenjem OmpF ekspresije (Hopkins et al., 2005).

Sa druge strane, bakterije su sposobne i za aktivan transport odredenih supstanci
kao $to su antibiotici i druge toksi¢ne supstance van Celije. Za ove procese su odgovorne
protonske pumpe (,,proton motive force® - pmf) koje generiSu transport elektrona u
jednom pravcu, a protona u drugom i tako stvaraju gradijent naelektrisanja duz
membrane. Protonske pumpe su sposobne za aktivan efluks antibiotika van bakterijske
¢elije (Gunell, 2010). Aktivan efluks igra vaznu ulogu i u urodenoj i u stecenoj
rezistenciji bakterija na antibiotike. Postoje razni sistemi efluks pumpi sa niskom
specificnos¢u za supstrat, koje su sposobne da eliminiSu antibiotike koji pripadaju
razli¢itim familijama 1 kad su eksprimirane u vecoj meri, mogu u sadejstvu sa drugim
mehanizmima da ucine bakterije manje osetljivima ili klini¢ki rezistentnima na viSe

antibiotika istovremeno (Van Bambeke et al., 2010). Kod Salmonella sp. povecana
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ekspresija AcrAB aktivne efluks pumpe proizvodi smanjenje osetljivosti S.
Typhimurium na fusidinsku kiselinu, hloramfenikol, tetraciklin, norfloksacin 1 penicilin-
G. Navedene pumpe su aktivne i u sojevima koji su visoko rezistentni na ciprofloksacin
(Escribano et al., 2004), tako da se moze re¢i da je AcrAB-TolC sistem jedan od glavnih
mehanizama rezistencije na fluorohinolone kod salmonela. AcrAB-TolC sistem pripada
familiji RND (,resistance-nodulation division®) i sastoji se od AcrB - efluksnog
proteina citoplazmatiéne membrane, AcrA - fuzionog proteina membrane i TolC -
spoljnog proteina membrane. AcrAB-TolC sistem je pod preciznom transkripcionom
kontrolom i ekspresija pumpi je regulisana na vise nivoa. Ova ekspresija je modulisana
stresnim uslovima kao i op$tim regulatorima MarA, SoxS ili RamA. Pomenuti
regulatori kontroliSu ekspresiju mnogih gena u organizmu (MarA kontroliSe ekspresiju
viSe od 60 hromozomalnih gena E. coli). Pored toga, i lokalni represor, AcrR takode
reguliSe acrAB gene. Mutacija u bilo kom od ovih regulatornih gena (marA4, soxS, marR,
acrR, acrS, ramA) moze dovesti do povecane ekspresije AcrAB-TolC efluks pumpe 1
pojacanog izbacivanja antibiotika iz bakterije i time dovesti do rezistencije. Mar
regulatorni lokus je otkriven u vise od 40 serotipova salmonela, a potpuno je
sekvenciran kod S. Typhimurium (Abouzeed et al., 2008; Saenz et al., 2004;
Kehrenberg et al., 2009; Piddock, 2006).

Plazmidno determinisana zastita ciljnih enzima od inhibicije hinolonima
(gqnr): Dugo se mislilo da se rezistencija na hinolone nece lako Siriti medu bakterijama,
s obzirom da su prvobitno nadene mutacije bile vezane za hromozomalne gene. Sa
druge strane, budu¢i da su rezervoari plazmidno prenosive rezistencije urodeno
rezistentne bakterije iz Zivotne sredine, ocekivalo se da je horizontalan transfer gena
rezistencije na hinolone putem plazmida nemogué, s obzirom da su hinoloni sintetski
antibiotici i ne postoje u prirodi. Medutim, 1994. godine otkriven je mehanizam
rezistencije na hinolone lociran na konjugativnom plazmidu kod urinarnog izolata
Klebsiella pneumoniae u SAD (Martinez-Martinez et al., 1998). Ovaj izolat nosio je
plazmid pMG252 koji je pored gena gnrAl za rezistenciju na nalidiksi¢nu kiselinu nosio
1 gene za rezistenciju na jo§ 12 antibiotika. Sve do 2003. godine plazmidno
determinisana rezistencija na hinolone identifikovana je u jednoj E. coli, Cetiri
Klebsiella pneumoniae 1 jednoj Klebsiella sp. iz Alabame u SAD. Od tada nadeno je
viSe plazmidski prenosivih gnr gena - gnrA (sa varijantama gnrd2, A3, A4, A5), qnrB
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(sa varijantama gnrB1, B2, B3, B4, BS), gnrC, gnrS i gnrD (Tran and Jakoby, 2002;
Robichek et al., 2006; Cavaco et al., 2009). Qnr tip rezistencije na hinolone naden je u
velini enterobakterija Sirom sveta, sa izuzetkom Proteus sp. i klini¢ki znacajnih
Pseudomonas aeruginosa 1 Acinetobacter sp. Pravo iznenadenje izazvao je nalaz gnr
gena kod bakterija u prirodnoj sredini i smatra se da poticu iz hromozoma akvati¢nih
bakterija 1 algi gde se pretpostavlja da ili reguliSu ekspresiju gena ili Stite DNK Zirazu
od nekih toksina (Hernandez et al., 2011; Strahilevitz et al., 2009). Kod salmonela gnr
geni determiniSu smanjenu osetljivost na fluorohinolone, ali su ti sojevi osetljivi na
nalidiksi¢nu kiselinu, te se ne mogu detektovati disk-difuzionom metodom, Sto
predstavlja veliku opasnost jer fenomen ostaje neprepoznat ¢ak i kada se bakterija
testira na nalidiksicnu kiselinu (Hakanen et al., 2005). Zasada su gnr pozitivne
salmonele relativno retke, nadene uglavnom u Aziji — Maleziji, Tajlandu, Tajvanu, Kini,
Japanu (Asai et al., 2010; Gunell, 2009; Wu et al., 2008; Xia et al., 2009), ali pojavile su
se 1 u Evropi (Kehrenberg et al., 2006; Cattoir et al., 2007; Hopkins et al., 2008) i SAD
(Gay et al., 2006; Sjolund-Karlsson et al., 2009). Svi Qnr proteini pripadaju grupi
pentapeptidnih ponavljaju¢ih proteina koji ¢ine bakterije rezistentnima tako Sto Stite
DNK zirazu i verovatno i topoizomerazu IV od inhibicije hinolonima. Qnr proteini
redukuju vezivanje zZiraze za DNK 1 ¢ak se takmiCe sa DNK za vezivanje sa zirazom.
Vezujuéi se za zirazu, oni je sprecavaju da ucestvuje u letalnom kompleksu Ziraza-
iseCena DNK-hinolon, ali sa druge strane nije jasno kako ne inhibiraju njenu normalnu
aktivnost u procesu replikacije (Robichek et al., 2006). Plazmidno prenosiva rezistencija
na hinolone je od posebnog znacaja jer plazmidi nose i rezistenciju na mnoge
antibiotike smeStene na integronu, pa i na B-laktame proSirenog spektra (Cattoir et al.,
2007). Koegzistencija na istom plazmidu je i objaSnjenje zaSto je rezistencija na
hinolone visoka kod nekih ESBL (,,extended spectrum pB-lactamase) produkujuéih
izolata. S obzirom da su gnr geni kod salmonela nadeni na plazmidima razli¢ite veli¢ine
1 strukture to govori u prilog Sirenja gnr gena na mobilnim genetickim elementima kao
Sto su integroni pre nego Sirenja jednog plazmida rezistencije (Giraud et al., 2006). Iako
gnr geni sami po sebi uzrokuju nizak nivo rezistencije na fluorohinolone, doprinose i
pojavi viSeg nivoa rezistencije u prisustvu hinolona. Stoga lateralno Sirenje gnr
plazmida medu sojevima u kombinaciji sa drugim mehanizmima rezistencije moze u

buduénosti znacajno da kompromituje upotrebu fluorohinolona u terapiji salmoneloza.
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Enzimska modifikacija ili degradacija fluorohinolona: Godine 2004. kod E.
coli je otkriven jo§ jedan plazmidno determinisan mehanizam rezistencije: enzimska
inaktivacija hinolona. Prvi enzim kod bakterija za koji je dokazano da inaktivira
hinolone je ustvari cr varijanta aminoglikozidne acetiltransferaze, AAC(6’)-1b. Ovaj
enzim je odgovoran za smanjenu osetljivost na ciprofloksacin i rezistenciju na
aminoglikozide tobramicin, amikacin 1 kanamicin. lako izolati imaju smanjenu
osetljivost na ciprofloksacin, potpuno su osetljivi na nalidiksi¢nu kiselinu pa se tesko
mogu detektovati u standardnom disk-difuzionom antibiogramu. Enzim AAC(6’)-Ib-cr
ima dve aminokiselinske supstitucije (Trp102Arg i Aspl179Tyr) koje mu omogucavaju
da izvr$i acetilaciju azota u piperazinil grupi molekula ciprofloksacina i1 norfloksacina.
Levofloksacin 1 moksifloksacin nisu pogodeni moguénoséu acetilacije jer imaju
drugaciju gradu. Ovo otkrice ukazuje na opasnost od ko-selekcije rezistencije na
fluorohinolone prilikom upotrebe aminoglikozida i selekcije sojeva rezistentnih na
aminoglikozide. Takode, aac(6°)-Ib-cr gen je naden na gnr plazmidima udruzen sa gnr
genima, povecavaju¢i Cetvorostruko nivo rezistencije na hinolone, a naden je i
plazmidski udruzen sa genima koji kodiraju ESBL (Gunell, 2010). Kod salmonela je
gen aac(6’)-1b-cr tek nedavno naden i kod netifusnih salmonela iz zivotinja gajenih za
ljudsku ishranu u Koreji (Tamang et al., 2011) 1 kod humanih izolata u SAD (Sj6lund-
Karllson et al., 2010).

Aktivna hinolonska efluks pumpa (gepA): Jos dva plazmidna mehanizma
rezistencije koji su nedavno otkriveni kod E. coli su plazmidno determinisane efluks
pumpe kodirane genima gepA 1 ogxAB. QepA pumpa specificno izbacuje hidrofilne
fluorohinolone ciprofloksacin, norfloksacin 1 enrofloksacin iz bakterije, kao i
eritromicin, etidijum bromid i akrilflavin. OgxAB pumpa sem hinolona izbacuje i
tetraciklin, hloramfenikol i razne biocide (Hernandez et al., 2011). Dosada ovi
mehanizmi nisu otkriveni kod salmonela.

Sticanje visokog nivoa rezistencije na fluorohinolone je multifaktorijalni proces,
odnosno potrebno je vise od jednog genetickog dogadaja da dovede do rezistencije
(Cloeckaert et Chaslus-Dancla, 2001; Hopkins et al., 2005; Giraud et al., 2006), na
primer hromozomalna mutacija u jednom od gena za topoizomeraze udruzena sa
smanjenom permeabilnos¢u spoljne membrane ili promenom ekspresije MDR efluks

pumpe koja moze dovesti 1 do viSestruke rezistencije na antibiotike (Kehrenberg et al.,
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2007; O’'Regan et al., 2009). Doprinos svakog od mehanizama na nivo rezistencije je
razli¢it (Van Bambeke et al., 2005). Pri izloZzenosti fluorohinolonima, kao posledica
stresa 1 alteracije DNK, mozZe se indukovati SOS sistem reparacije i aktivacija DNK
polimeraze koja gresi, rezultiraju¢i mutatorskim stanjem. Na taj nacin povecava se
frekvencija i nakupljanje viSe mutacija i pojava mutanata sa smanjenom osetljivosc¢u, a
potom 1 rezistentnih na fluorohinolone (Livermore, 2003; Boerlin and Reid-Smith,
2008). Sojevi rezistentni na nalidiksi¢nu kiselinu su na korak blize rezistenciji na
fluorohinolone od osetljivih. Visok nivo rezistencije na fluorohinolone kod klinickih
izolata salmonela je jo§ uvek relativno neuobicajen u odnosu na druge pripadnike
enterobakterija kao Sto je E. coli. U Velikoj Britaniji i skandinavskim zemljama izolati
rezistentni na fluorohinolone najcesc¢e su poreklom iz inostranstva, i to kod putnika koji
su se vratili iz Jugoistocne Azije. Rezistencija je nadena kod S. Enteritidis, S.
Choleraesuis, S. Schwarzengrund i S. Typhimurium. Godine 1993. objavljen je prvi
nalaz S. Typhimurium rezistentne na fluorohinolone, a kod ostalih serotipova 2001.
godine i kasnije. Pretpostavlja se da prisustvo mutacija koje uzrokuju rezistenciju na
fluorohinolone kod salmonela imaju posledice po zdravlje, kompetitivnost i invazivnost
bakterije (manje kolonije, duze vreme generacije, nemoguc¢nost kolonizacije creva), s
obzirom da su pogodene vitalne funkcije u bakteriji kao Sto je replikacija ili aktivan
efluks (Giraud et al., 2003; Zhang et al., 2006). To ukazuje na cCinjenicu da bi u
odsustvu selektivnog pritiska prevladali kompetitivniji osetljivi sojevi, $to je i dokazano
sa in vitro mutantima (Enne, 2010; O'Regan et al., 2010).

U svetlu Sirenja rezistencije na hinolone 1 smanjene osetljivosti na
fluorohinolone u svetu, ispitivanja kod nas zapocela su 2006. godine na odabranom
uzorku sojeva S. Enteritidis. U cilju da se obuhvati ceo lanac proizvodnje i konzumacije
od farme do potrosaca, uzorak je ukljuc¢io sojeve poreklom od obolelih ljudi, namirnica
(Jaja 1 pilece meso) i pili¢a gajenih za ljudsku ishranu. IzvrSena je molekularna tipizacija
1 rezistotipizacija epidemijski povezanih i sporadi¢nih izolata S. Enteritidis. Detekcija
sojeva sa smanjenom osetljivo$¢u na fluorohinolone podstakla je nastavak istrazivanja,
odnosno selekciju 1 analizu svih sojeva salmonela rezistentnih na nalidiksi¢nu kiselinu
izolovanih u Institutu za javno zdravlje Vojvodine u periodu od 2005. godine do kraja
2010. godine. Prvi put u Srbiji omogucen je uvid u ucestalost i molekularnu prirodu

fenomena smanjene osetljivosti na fluorohinolone medu sojevima salmonela u
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Vojvodini. Istovremeno je testiran i ustanovljen jednostavan sistem za efikasnu
tipizaciju koji omogucava epidemiolosko pracenje pojave i Sirenja razliitith sojeva

salmonela u lancu ishrane.
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2. CILJEVI RADA

Salmoneloze spadaju medu najznaCajnije zoonoze i time predstavljaju veliki

javno zdravstveni problem, a Salmonella enterica subspecies enterica serotip Enteritidis

(S. Enteritidis) je najzastupljeniji serotip kod ljudi. U svetlu trenda rastuce ucestalosti

rezistencije salmonela na antibiotike u svetu, u poslednje dve decenije, a narocito

rezistencije na hinolonske preparate koji su lekovi izbora u leCenju ozbiljnih

salmoneloza, ciljevi ovog rada bili su:

l.

Karakterizacija S. Enteritidis u kolekciji nasumi¢no odabranih izolata poreklom od
pili¢a, ljudi obolelih od salmoneloze i namirnica Zivinskog porekla identifikovanih
na podrucju Juznobackog okruga u periodu 2005.-2006. godine:

la. Tipizacija izolata metodom RAPD-PCR (,randomly amplified polymorphic
DNA- polymerase chain reaction)

1b. Testiranje osetljivosti na antibiotike i odredivanje tipova rezistencije

lc. Definisanje molekularnih mehanizama rezistencije na hinolone kod rezistentnih
izolata.

Analiza ucestalosti rezistencije na hinolone na ve¢em uzorku izolata S. Enteritidis
poreklom od ljudi i namirnica identifikovanih na podru¢ju JuZnobackog okruga u
periodu 2005.-2010. godine.

Odredivanje tipova rezistencije kod izolata S. Enteritidis rezistentnih na hinolone.
Analiza pojave fenomena smanjene osetljivosti na fluorohinolone kod izolata S.
Enteritidis odredivanjem minimalnih inhibitornih koncentracija za ciprofloksacin.
Detekcija mutacija i analiza polimorfizma mutacija u regionu koji determiniSe
rezistenciju na hinolone (QRDR) gyr4 gena odgovornih za rezistenciju na hinolone
kod S. Enteritidis.

Analiza ucestalosti rezistencije na hinolone kod drugih serotipova salmonela
identifikovanih na podrucju Juznobackog okruga u periodu 2005.-2010. godine.
Odredivanje tipova rezistencije kod izolata drugih serotipova salmonela rezistentnih
na hinolone.

Karakterizacija izolata salmonela sa podrucja Juznobackog okruga omogucice

sagledavanje slike o prirodi i veli¢ini problema rezistencije salmonela na hinolone kod

nas, ali i uvodenje efikasnog sistema molekularne tipizacije izolata u cilju definisanja i

pracenja razli¢itih sojeva u populaciji salmonela.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Materijal

3.1.1. Izolati

U istrazivanje su ukljuceni izolati salmonela identifikovani u Nau¢nom Institutu
za veterinarstvo “Novi Sad” i1 u Institutu za javno zdravlje Vojvodine u periodu od
2005. do 2010. godine. U nameri da se istraZivanjem obuhvate razni stadijumi prenosa
salmonela u lancu ishrane, kolekcija je formirana da ukljuci izolate poreklom iz pili¢a
(veterinarski izolati), fecesa obolelih ljudi (humani izolati) i namirnica pile¢eg porekla.
Za rezistotipizaciju i RAPD (,,randomly amplified polymorphic DNA®) tipizaciju
izabrano je 30 izolata Salmonella enterica subspecies enterica serotip Enteritidis (S.
Enteritidis) poreklom iz pili¢a gajenih za ljudsku ishranu sa farmi iz JuZznobackog
okruga 1 30 izolata poreklom iz fecesa pacijenata obolelih od salmoneloze i iz namirnica
(jaja, pripravci od jaja 1 zivinsko meso) namenjenih ljudskoj ishrani, takode sa podrucja
Juznobackog okruga (opStine Bac, Backa Palanka, Backi Petrovac, Beocin, Becej,
Vrbas, Zabalj, Srbobran, Temerin, Titel, Sremski Karlovci, grad Novi Sad) (Tabela 2. i
3.). U istrazivanje su uklju€eni samo izolati identifikovani prvi put kod nekog pacijenta
ili iz namirnice (primoizolati). U cilju ispitivanja geneticke prirode rezistencije
salmonela na hinolone i1 njihove udruzenosti sa drugim determinantama rezistencije
analizom je obuhvadeno 900 izolata Salmonella Enteritidis 1 259 izolata drugih
serotipova. Izolati su humanog porekla ili poreklom iz namirnica i prikazani su u Tabeli
4.

Uzorci za identifikaciju veterinarskih salmonela bili su jetra, cekum, crevo, feces
1 papirna stelja; humani izolati identifikovani su iz fecesa, a namirnice su ukljucivale
pripravke od sirovih jaja (majonez, tartar sos, ruska salata, testo za biskvit) i Zivinsko
meso.

Kao referentni sojevi koriS¢eni su Escherichia coli (E. coli) ATCC 25922 i

Salmonella (S.) Typhimurium ATCC 14028.
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Tabela 2. Veterinarski izolati S. Enteritidis koriS¢eni za rezistotipizaciju i RAPD

tipizaciju

Veterinarski izolati

Broj Uzorak Poreklo izolata
protokola/godina (lokacija farme)
122/2005 Brojler pre klanja (jetra) Novi Sad
501/2005 Brojler (jetra) Novi Sad
7938/2005 Jednodnevna koka nosilja (jetra) Novi Sad
70/2005 Pile uginulo u transportu (jetra) Novi Sad
74/2005 Brojler pre klanja (jetra) Gospodinci
75/2005 Jednodnevni brojler (jetra) Novi Sad
1982/2005 Jednodnevno pile (jetra) Bac
3073/2005 Jednodnevni brojler (jetra) Mladenovac
9097/2005 Jednodnevno pile (jetra) Srbobran
9568/2005 Brojler pre klanja (jetra) Stara Pazova
9635/2005 Brojler pre klanja (jetra) Sid
350/2006 Brojler (jetra) Bac
386/2006 Jednodnevno pile (jetra) Sid
494/2006 Koke nosilje u eksploataciji (feces) Beska
533/2006 Brojler pre klanja (jetra) Stara Pazova
534/2006 Brojler pre klanja (jetra) Bac
631/2006 Koke nosilje u eksploataciji (jetra) Beska
721/2006 Brojler pre klanja (cekum) Sid
765/2006 Brojler pre klanja (jetra) Becej
766/2006 Pile uginulo u transportu (jetra) Becej
775/2006 Brojler pre klanja (jetra) Temerin
921/2006 Brojler pre klanja (jetra) Stara Pazova
932/2006 Brojler pre klanja (cekum) Irig
1387/2006 Brojler pre klanja (jetra) Stara Pazova
1443/2006 Brojler pre klanja (cekum) Stara Pazova
1845/2006 Sestodnevno pile (crevo) Zabalj
3557/06 Jednodnevni brojler (jetra) Novi Karlovci
3560/2006 Jednodnevni brojler (jetra) Becej
3568/2006 Pile uginulo u transportu (papirna stelja) Zabalj
3612/2006 Cetvorodnevni brojler (jetra) Kovilj
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Tabela 3. Humani izolati i izolati S. Enteritidis iz namirnica kori$éeni za
rezistotipizaciju i RAPD tipizaciju

Humani izolati i izolati iz namirnica

Br.[?rotokola/ Uzorak Poreklo izolata
godina
168335/2005 | Feces pacijenta Novi Sad, staracki dom
168347/2005 | Feces pacijenta Novi Sad, epidemija u restoranu
247471/2005 | Feces pacijenta Novi Sad, epidemija u hamburgeriji
349699/2005 | Namirnica (majonez) Novi Sad, epidemija u hamburgeriji
349700/2005 | Namirnica (tartar sos) Novi Sad, epidemija u hamburgeriji
348585/2005 Narpirnica (ruska salata sa | Vrbas, kiosk brze hrane

majonezom)
337918/2005 | Namirnica (pile¢e meso) Novi Sad, kantina u obdanistu
85038/2005 Feces pacijenta Srbobran, Dom zdravlja

.. Sremska Kamenica, epidemija u
202617/2005 | Feces pacijenta Skolskoj kantini piéemy
227467/2005 | Feces pacijenta Novi Sad, Dom zdravlja
239077/2005 | Feces pacijenta Novi Sad, Klinika za infektivne bolesti
33641/2005 Feces pacijenta Novi Sad, Dom zdravlja
228020/2005 | Feces pacijenta Novi Sad, Peéija bolnica — Klinika za
neonatologiju
647/2005 Namirnica (pile¢i batak) Magli¢, mesara
164067/2006 | Feces pacijenta Novi Sad, Dom zdravlja
201394/2006 | Feces pacijenta Beoin, Dom zdravlja, porodicna
epidemija
202635/2006 | Feces pacijenta Novi Sad, Dom zdravlja
. N. Sad, Dom zdravlja, trovanje
204843/2006 | Feces pacijenta koladom sa iaii
jajima

323476/2006 | Feces pacijenta Novi Sad, Klinika za infektivne bolesti
148323/2006 | Feces pacijenta Novi Sad, Klinika za infektivne bolesti
173264/2006 | Feces pacijenta Novi Sad, Dom zdravlja
212328/2006 | Feces pacijenta Zabalj, sanitarni pregled
317526/2006 | Feces pacijenta Novi Sad, Dom zdravlja
751/2006 Namirnica (pile¢i batak) Titel, mesara
2249/2006 Namirnica gaj a.iz tanka sa | Crvenka, fabrika biskvita

testom za biskvit)
5693/2006 izr;i)mica (smrznuto pile¢e | Magli¢, fabrika za preradu pili¢a
5717/2006 Namirnica (pileéi batak) Magli¢, fabrika za preradu pili¢a
5814/2006 Namirnica (pileéi batak) Pancevo, fabrika za preradu pili¢a
641/2006 Namirnica gaj a.iz tanka sa | Crvenka, fabrika biskvita

testom za biskvit)
1898/2006 Namirnica (testo pre Crvenka, fabrika biskvita

depozita)
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Tabela 4.

Salmonele obuhvaéene analizom rezistencije na hinolone

Serotip 2005. | 2006. | 2007. | 2008. | 2009. | 2010, | "<"P"
izolata

S. Enteritidis 200 200 100 200 83 117 900
S. Typhimurium 23 16 8 17 7 15 86
S. Infantis 1 2 3 11 5 15 37
S. Agona 24 5 3 2 34
S. Senftenberg 2 9 4 10 1 4 30
S. Hadar 10 5 2 1 2 20
S. Derby 3 9 12
S. Bovismorbificans 1 6 7

S. Heidelberg 4 4

S. Tennessee 1 1 1 3

S. Goldcoast 2 1 3

S. Abony 1 2 3

S. Anatum 3 3

S. Mbandaka 3 3

S. Virchow 1 1 2

S. Wien 1 | 2

S. Thompson 2 2

S. London 1 1

S. Oranienburg

S. Jerusalem

S. Strasbourg

S. Ahuza

S. Kottbus

S. Saintpaul

S. Stanleyville
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3.1.2. Medijumi za rast, kultivaciju i potvrdnu identifikaciju bakterija, testiranje

osetljivosti na antibiotike i odredivanje minimalnih inhibitornih koncentracija

Za cuvanje kolekcije izolata iz veterinarskih uzoraka, fecesa i namirnica
koriséen je 0.8% hranljivi meki agar (Himedia, Indija)

Za kultivaciju bakterija koriS¢ena je selektivna podloga SS (Salmonella —
Shigella) agar. Za potvrdnu biohemijsku identifikaciju salmonela koris¢en je
modifikovani Kligler agar sa dvostrukim Se¢erom sa dodatkom 0.3% urea karbamida,
andrade-saharoza-peptonska voda, andrade-laktoza-peptonska voda, andrade-dekstroza-
peptonska voda, Simmons-citratni agar, andrade-manitol-peptonska voda, urea po
Christensen-u, SIM (sumpor-indol-motility) agar, andrade-adonitol-peptonska voda,
podloga sa natrijum malonatom, podloga za KCN ogled i kontrolu. Sve te¢ne 1 Cvrste
podloge su napravljene su prema preporuci proizvodaca (Himedia).

Za kultivaciju referentnih sojeva E. coli ATCC 25922 i S. Typhimurium ATCC
14028 koriS¢eni su liofilizovani sojevi proizvodaca Microbiologics (SAD) kultivisani na
krvnom agaru koji je napravljen prema preporuci proizvodaca (Himedia).

Za ispitivanje osetljivosti bakterija na antibiotike disk-difuzionom metodom kao
1 odredivanje minimalnih inhibitornih koncentracija (MIC) antibiotika koris¢ena je
podloga Miieller-Hinton agar (MHA) koji je napravljen prema preporuci proizvodaca
(Himedia).

Za izolaciju ukupne DNK iz bakterija, koja je koris¢ena u PCR (,,polymerase
chain reaction”) reakciji za umnozavanje regiona koji determiniSe rezistenciju na
hinolone (QRDR) gyr4 gena, salmonele su kultivisane u dekstroznom bujonu koji je
sadrzao: 15 g/l pepton-1, 3 g/l mesni ekstrakt, 10 g/l dekstrozu, 5 g/l NaCl, 0.3 g/l
K,PO4 pH 7.3).

3.1.3. Serumi, antibiotici, kitovi za izolaciju DNK, kitovi za PCR, rastvori, puferi

Za serolosku tipizaciju salmonela koriS¢eni su serumi za aglutinaciju
proizvodaca Denka Seiken (Japan) 1 Statens Serum Institute (Danska). Za ispitivanje
osetljivosti bakterija na antibiotike disk-difuzionom metodom koris¢eni su diskovi

antibiotika proizvodaca BioRad (SAD). Izbor diskova i njihove koncentracije prikazani
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u Tabeli 5. Za odredivanje MIC antibiotika koriS¢eni su antibiotici ciprofloksacin (CIP)

1 nalidiksi¢na kiselina (NAL) u supstanci (Sigma, Nemacka).

Tabela 5. Antibiotici i njihove koncentracije u komercijalnim diskovima kori§¢ene u
testu osetljivosti na antibiotike

Antibiotik Skraéenica | Koncentracija (ng)
Ampicilin AMP 10
Cefalotin CFT 30
Ceftriakson CRO 30
Tetraciklin TET 30
Kotrimoksazol (trimetoprim+sulfametoksazol) SXT 1.25+23.75
Ciprofloksacin CIP 5
Nalidiksi¢na kiselina NAL 30

Za izolaciju ukupne DNK iz ¢elija, koja je kori§¢ena za RAPD-PCR sa OPB-17
prajmerom koris¢en je kit QITAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Francuska). Za RAPD-PCR
1 PCR umnoZavanje QRDR gyr4 gena koriS¢en je kit Taq PCR Core Kit (Qiagen).

U radu su koriS¢eni sledeci rastvori 1 puferi: sterilni fizioloSki rastvor sastava
0.9% NaCl u destilovanoj vodi; etidijum bromid koncentracije 10 mg/l, finalna
koncentracija u gelu 0.5 mg/l; IxXTBE (89 mM Tris, 89 mM borna kiselina i 2 mM
EDTA, pH 8.3).

3.2. Metode

3.2.1. Potvrdna identifikacija salmonela

Izolati iz kolekcije koji su identifikovani i sacuvani na 0.8% hranljivom mekom
agaru osvezeni su zasejavanjem na krvni agar i nakon inkubacije od 24 h na 37°C
prenoSeni na SS agar. Karakteristicne providne laktoza-negativne kolonije sa crnim
centrom sa SS agara dalje su potvrdivane kao salmonele na osnovu svojih biohemijskih
osobina i antigenske grade. Pojedinacne kolonije su zasejane na biohemijski niz i

inkubirane 24 h na 37°C. Sve dalje inkubacije prilikom identifikacije 1 kultivacije
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salmonela 1 referentnih sojeva vrSene su u trajanju od 24 h na 37°C u aerobnim
uslovima.

Pripadnost odredenom serotipu potvrdena je metodom aglutinacije na plocici u
odgovaraju¢im komercijalnim aglutiniSu¢im serumima, tako Sto je uzet materijal sa
kosine Kligler agara i pomeSan sa jednom kapi odgovaraju¢eg aglutiniSuceg seruma
nakon Cega je posmatrano prisustvo aglutinacije antigena (izolat) i antitela (serum).
Paralelno je proveravano odsustvo aglutinacije u fizioloskom rastvoru (ako su kolonije
u R formi, aglutiniraju nespecifi¢no pa se ne mogu na taj nacin identifikovati). Nakon
aglutinacije u polivalentnom O aglutiniSuéem serumu, koris¢eni su aglutiniSuci serumi

za odredivanje prisustva grupnih O i flagelarnih H antigena.

3.2.2. Izolacija DNK

3.2.2.1. Izolacija ukupne DNK za RAPD-PCR

Izolacija ukupne DNK iz salmonela uradjena je po metodi koju su opisali
Betancor i saradnici (2004). Izolati su zasejani na SS agar i inkubirani 24 h na 37°C u
cilju dobijanja pojedinac¢nih kolonija. Sa ¢vrste podloge uzeto je nekoliko kolonija
svakog izolata kalibrisanom ezom od 1 pl i razmuceno u 150 pl sterilne bidestilovane
vode. Nakon kuvanja u trajanju od 5 min uzorci su ohladeni na ledu i centrifugirani u
trajanju od 3 min na 14000 rpm (centrifuga: 5415C, Eppendorf, Nemacka). Dobijeni
supernatant nakon centerifugiranja je koris¢en kao uzorak u RAPD-PCR reakcijama za
prajmere P1254, 23L i OPA-4. Za prajmer OPB-17 bilo je neophodno izolovati DNK
pomocu QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen), prema uputstvima proizvodaca.

3.2.2.2. Izolacija ukupne DNK za PCR umnozavanje ORDR regiona gyr4 gena

Sa ¢vrste podloge je nekoliko kolonija svakog izolata S. Entritidis zasejano u
dekstrozni bujon i inkubirano 24 h na 37°C. Po 1.5 ml te¢nih kultura svakog izolata je
centrifugirano na 14000 rpm (centrifuga: 5415C, Eppendorf). Nakon odlivanja
supernatanta, pelet je resuspendovan u 200 pl bidestilovane sterilne vode i kuvan 5 min.

Nakon hladenja na ledu suspenzije su centrifugirane na 14000 rpm u trajanju od 5 min,
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a dobijeni supernatant je koriS¢en u PCR reakcijama za umnozavanje gyrA gena

(Giraud et al., 1999).

3.2.3. RAPD tipizacija

RAPD tipizacija je radena PCR metodom po metodi Betancor i saradnika (2004)
sa po 4 prajmera za svaki izolat. Po 10 pl svakog uzorka DNK dodato je u PCR reakciju
zapremine 50 pl, koja je sadrzala 3.5 mmol/l MgCl,, 0.2 mmol/l dNTP-ova, 2.5 pmol/l
jednog od RAPD prajmera, 1 x PCR pufera i 1 U Taq polimeraze (Taq PCR Core Kit,
Qiagen). Sekvence svih prajmera koji su koris¢eni u RAPD tipizaciji 1 umnozavanju

QRDR regiona gyr4 gena su navedene u Tabeli 6.

Tabela 6. Sekvence RAPD prajmera i prajmera za umnozavanje QRDR regiona gyr4

gena koriS¢enih u ovom radu

Oznaka RAPD prajmera Sekvenca

P1254 5’-CCG CAG CCA A-3

23L 5’-CCG AAG CTG C-3°

OPB-17 5’-AGG GAA CGA G-3°

OPA-4 5’-AAT CGG GCT G-3°

Oznaka prajmera za umnozavanje Sekvenca

QRDR gyrA gena

STGYRALI 5’-TGT CCG AGA TGG CCT GAA GC-3°
STGYRAI2 5’-CGT TGA TGA CTT CCG TCA G-3’

Umnozavanje za RAPD tipizaciju je vrSeno u PCR aparatu Eppendorf
Mastercycler (Nemacka) pod slede¢im uslovima: 4 inicijalna ciklusa koja su se sastojala
od denaturacije 4 min na 94°C, vezivanja prajmera 4 min na 35°C, ekstenzije 4 min na
72°C; 35 ciklusa koji su se sastojali od denaturacije 30 sec na 94°C, vezivanja prajmera
1 min na 35°C, ekstenzije 2 min na 72°C; i finalne ekstenzije 10 min na 72°C. PCR
produkti su razdvojeni horizontalnom elektroforezom u 2% agaroznim gelovima.

Gelovi su pravljeni rastvaranjem agaroze u 1 x TBE puferu. U gel je dodat etidijum
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bromid u koncentraciji 0.5 mg/l. Za elektroforezu je koris¢en 1 x TBE pufer.
Elektroforeza je tekla pri konstantnom naponu od 100 V. Veli¢ine analiziranih
fragmenata su odredivane uporedivanjem duZine predenog puta dobijenih fragmenata sa
predenim putem DNK fragmenata poznate duzine pri ¢emu je koriS¢en standard
molekulskih masa koji se sastojao od fragmenata velicine 100-1000 bp (Fermentas,
Litvanija). RAPD profili su vizuelizovani na transiluminatoru i fotografisani digitalnom
kamerom u mra¢noj komori (Biometra, Nemacka) uz koriS¢enje BioDocAnalyze

softvera za obradu digitalnih fotografija.

3.2.4. Selekcija za utvrdivanje rezistencije na NAL

Selekcija izolata rezistentnih na NAL medu 1159 izolata salmonela (900 S.
Enteritidis 1 259 salmonela koje su pripadale drugim serotipovima) izvrSena je
zasejavanjem po 3 ul prekono¢nih tecnih kultura salmonela na selektivnu Cvrstu
podlogu MHA koja je sadrzala po 64 mg/l NAL dodate u vodenom rastvoru pred

razlivanje. Rast bakterija na ovoj koncentraciji NAL dokazuje rezistenciju izolata.

3.2.5. Testiranje osetljivosti na antibiotike

Osetljivost bakterija na antibiotike testirana je na reprezentativnom uzorku S.
Enteritidis od po 30 veterinarskih i 30 humanih izolata i namirnica, kao i kod izolata
salmonela koji su u selekcionom eksperimentu pokazali rezistenciju na NAL. Za
odredivanje osetljivosti koriS¢ena je disk-difuziona metoda na agaru prema standardnoj
proceduri CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (CLSI, 2008). Nekoliko
morfoloski identi¢nih kolonija resuspendovano je u sterilnom fizioloSkom rastvoru da se
dobije opticka gustina 0.5 McFarlanda. Sterilni bris je natopljen ovom suspenzijom,
oceden o zidove epruvete 1 gustim potezima zasejan po celoj povrSini MHA podloge u
tri sloja pod uglom od 60°. Nakon 10 min sterilnom pincetom postavljeni su antibiotski
diskovi na podlogu, Petri Solje su prevrnute i tako inkubirane 24 h na 37°C. Testirana je
osetljivost na antibiotike koji se koriste u terapiji salmoneloza (Tabela 5.). Nakon
inkubacije merene su zone inhibicije rasta bakterija oko svakog diska i na osnovu

kriterijuma CLSI standarda i proizvodaca izolati su prema ovim zonama svrstavani u
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osetljive (S), intermedijerne (I) ili rezistentne (R). Izolati koji su dali intermedijernu
zonu inhibicije za pojedine antibiotike svrstani su u rezistentne. U Tabeli 7. dati su

kriterijumi za osetljivost.

Tabela 7. Kriterijumi za utvrdivanje osetljivosti na antibiotike prema pre¢nicima zona

inhibicije
Rezistentan (R) | Intermedijeran (I) | Osetljiv (S)
Antibiotik
Precnici zona inhibicije (mm)
AMP <13 14-16 >17
CFT <14 15-17 > 18
CRO <13 14-20 >21
TET <14 15-18 >19
SXT <10 11-15 > 16
CIP <15 16-20 >21
NAL <13 14-18 >19

3.2.6. Odredivanje MIC za antibiotike

Odredivanje MIC antibiotika izvrSeno je agar-dilucionom metodom prema
standardnoj proceduri CLSI (CLSI, 2006). Pripremljene su cvrste podloge sa
dvostrukim serijskim razblazenjima antibiotika odnosno MHA u koji je pred razlivanje
dodavana odgovarajuca koncentracija antibiotika NAL i CIP (rastvorenih u vodi), tako
da su konac¢ne koncentracije u Petri Soljama iznosile:

NAL - 0.25; 0.5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64; 128; 256; 512; 1024; 2048 mg/1
CIP - 0.002; 0.004; 0.008; 0.016; 0.032; 0.064; 0.128; 0.256; 0.512; 1; 2; 4 mg/1

Odredivane su minimalne inhibitorne koncentracije na NAL i CIP kod 65 izolata
S. Enteritidis:

1. iz kolekcije od 60 S. Enteritidis: 30 reprezentativnih izolata osetljivih na NAL —

15 veterinarskih 1 15 humanih i1 9 izolata rezistentnih na NAL

2. iz kolekcije od 900 S. Enteritidis: 26 izolata rezistentnih na NAL otkrivenih

selekcijom
53



Izolati S. Enteritidis su pripremljeni tako Sto su pojedinacne kolonije zasejane u
dekstrozni bujon 1 inkubirane 24 h na 37°C. Potom je svaka te¢na kultura razblazena u
fizioloskom rastvoru do opti¢ke gustine od 0.5 McFarlanda (oko 10® éelija/ml), a zatim
je napravljeno novo desetostruko razblazenje (107 éelija/ml). Iz razblaZenja je 3 pl
zasejavano u vidu kapi (finalna koli¢ina u kapi jel0* éelija) na MHA sa serijskim
dvostrukim razblazenjima NAL i CIP. Nakon inkubacije od 24 h na 37°C ocitavani su
rezultati, odnosno MIC-ovi. Pod MIC-om je podrazumevana ona koncentracija
antibiotika na kojoj nije bilo vidljivog porasta bakterija ili je taj porast zanemarljiv (2-3
kolonije). Referentni soj E. coli ATCC 25922 korisc¢en je kao kontrolni soj, ¢iji se MIC
za NAL krece u intervalu 1 — 4 mg/l, a za CIP se krece u intervalu 0.008 — 0.03 mg/I.
Sojevi su klasifikovani prema klinickim grani¢nim vrednostima CLSI standarda: za
NAL — osetljiv MIC < 16 mg/l, rezistentan MIC > 32 mg/l; za CIP — osetljiv MIC < 1
mg/l, rezistentan MIC > 4 mg/I1.

Kao grani¢na vrednost za smanjenu osetljivost na CIP uzet je MIC > 0.125 mg/I

(Wybo et al., 2004; Aarestrup et al., 2003).

3.2.7. Umnozavanje QRDR regiona gyrA gena PCR-om i sekvenciranje

QRDR regioni gyr4 gena svih izolata S. Enteritidis koji su pokazali rezistenciju
na NAL (35 izolata) umnoZeni su u PCR reakciji sa prajmerima: STGYRAI i
STGYRAI2 ¢ije su sekvence navedene u Tabeli 6. PCR smesa od 25 pl po uzorku je
ukljucivala 25 pmol svakog prajmera, 200 umol/l ANTP smese, 1.5 mmol/l MgCl,, 0.5
U Taq polimeraze, 1 x PCR pufera i 5 pl uzorka DNK. Koris¢en je Taq PCR Core Kit
(Qiagen), a amplifikacija je izvrSena u Eppendorf Mastercycler-u pod slede¢im
uslovima: pocetna denaturacija 3 min na 94°C; 30 ciklusa: denaturacija 1 min na 94°C,
vezivanje prajmera 1 min na 55°C, ekstenzija 1 min na 72°C; i finalna ekstenzija 10 min
na 72°C (Giraud et al., 1999). Umnozeni PCR fragment je potvrden horizontalnom
elektroforezom u 2% agaroznom gelu u 1 x TBE puferu. U gel je dodat etidijum bromid
u koncentraciji 0.5 mg/l. Za elektroforezu je koris¢en 1 x TBE pufer. Elektroforeza je
tekla pri konstantnom naponu od 100 V. Veli¢ina PCR produkta je odredena
poredenjem duzine predenog puta PCR produkta sa predenim putem DNK fragmenata

poznate duZine, pri ¢emu je koriS¢en standard molekulskih masa koji se sastojao od
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fragmenata veli¢ine 100-1000 bp (Fermentas, Litvanija). PCR produkti su potvrdeni
vizuelizacijom na transiluminatoru i fotografisanjem u UV komori (Biometra), uz
koriS¢enje BioDocAnalyze softvera za obradu digitalnih fotografija. UmnoZeni QRDR
regioni gyr4 gena su preciS¢eni pomocu QIAquick PCR Purification Kit-a (Qiagen) i
sekvencirani u Macrogen-u (Seoul, Republika Koreja i Holandija). DNK izolovana iz
referentnog soja S. Typhimurium ATCC 14028 je ukljuCena u amplifikaciju 1
sekvenciranje QRDR regiona gyr4 gena. Poravnavanje sekvenci i pronalazenje mutacija
je izvrSeno pomoéu CLUSTALW programa, a nukleotidne sekvence su uporedene sa
fragmentom od 261 bp gyr4 gena S. Typhimurium NCTC 74, pristupnog broja X78977
u EMBL GenBank bazi podataka (Griggs et al., 1996).

3.2.8. Odredivanje Simsonovog indeksa diverziteta (D)

U cilju procene diskriminativne mo¢i metoda tipizacije, za svaku od njih
odredivan je indeks diskriminacije koji se definiSe kao verovatno¢a da dva nasumicno
izabrana izolata pripadaju razli¢itim tipovima. Ovaj indeks se izraCunava pomocu

Simpsonovog indeksa diverziteta:

N(N -1) 21
Gde je N ukupan broj izolata, s je ukupan broj razlicitih tipova a n; je broj izolata koji

pripadaju j-tom tipu. (Hunter and Gaston, 1988)
3.2.9. Odredivanje Dice koeficijenta
Sli¢nost izmedu 2 RAPD profila je odredena Dice koeficijentom (DC):
DC =2X/Y

Gde je X broj identi¢nih traka u profilima kod oba izolata, a Y je ukupan broj traka. DC
vrednost moze da se krece od 0 (potpuno razli€iti profili) do 1 (identicni profili). Smatra
se da su izolati sa DC > 0.8 visoko srodni, odnosno istog klonalnog porekla (Lima et al.,

1997).
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4. REZULTATI

4.1. Karakterizacija kolekcije od 60 izolata Salmonella enterica subspecies enterica
serotip Enteritidis (S. Enteritidis) poreklom od pili¢a, ljudi i namirnica Zivinskog

porekla

Karakterizacija 60 izolata iz kolekcije je obuhvatala RAPD (,randomly
amplified polymorphic DNA”) tipizaciju sa Ccetiri razliCita prajmera, odredivanje
osetljivosti na antibiotike odnosno rezistotipizaciju, dokazivanje fenomena smanjene
osetljivosti na fluorohinolone odredivanjem minimalnih inhibitornih koncentracija
(MIC) za ciprofloksacin (CIP) i nalidiksi¢nu kiselinu (NAL) i odredivanje mehanizma
rezistencije kod izolata rezistentnih na NAL detekcijom mutacija u regionu koji

determiniSe rezistenciju na hinolone (QRDR) gyr4 gena.

4.1.1. RAPD tipizacija

RAPD tipizacija sastojala se od po Cetiri PCR (,,polymerase chain reaction’)
reakcije za svaki izolat iz kolekcije S. Enteritidis poreklom od ljudi, pilica i iz
namirnica. Svaka PCR reakcija za pojedini izolat ukljucivala je po jedan od Cetiri kratka
nasumic¢na prajmera (P1254, OPA-4, 23L ili OPB-17) koji su sluzili i kao uzvodni i kao
nizvodni prajmer. Svaki izolat je nakon RAPD tipizacije sa jednim od cCetiri prajmera
dao niz nasumi¢nih PCR produkata koji su nakon elektroforetskog razdvajanja €inili
jedinstveni RAPD profil izolata za dati prajmer. Prilikom odredivanja RAPD profila,
prvo je definisan osnovni, preovladujuéi tip za svaki prajmer i nazvan tip A, a zatim je
svaki novi tip koji se razlikovao od osnovnog tipa u jednom ili viSe fragmenata oznacen
kao tip B, C, D ili E. Zatim je odreden zbirni RAPD tip za svaki izolat tako $to su se
spojila slova koja oznacavaju tipove dobijene sa svakim od prajmera i to u redosledu:
P1254, OPA-4, 23L, OPB-17 (Slike 2., 3.,4.,5.,6.,7.,8.19.).

Prajmer P1254: Osnovni tip A je imao deset fragmenata. A tip naden je kod 45
izolata (75%) 1 to 21 veterinarskog, 15 humanih i devet namirnica. Tip B je imao jedan
dodatni fragment od 550 bp i naden je kod devet izolata (15%) i to sedam veterinarskih,

jednog humanog i jedne namirnice. Tip C je imao jedan dodatni fragment od 620 bp u
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odnosu na tip A 1 imao ga je jedan veterinarski izolat iz jetre jednodnevnog pileta. Tip D

je imao jedan dodatni fragment od 800 bp u odnosu na tip A 1 naden je kod cCetiri

izolata, od kojih je tri poreklom iz epidemije u novosadskoj hamburgeriji, a jedan iz

brojlera pre klanja iz BecCeja. Tip E je imao jedan dodatni fragment od 580 bp u odnosu

na tip A 1 imao ga je jedan humani izolat. Na Slici 2. i 3. prikazani su odabrani RAPD

profili dobijeni nakon PCR umnozavanja izolovane DNK sa P1254 prajmerom.

P1254
uw = o - = @ (; ) L
&= = L (3] e o — o
- o= [ar) wi ") =) & =

100

Slika 2. RAPD profili dobijeni  sa
prajmerom P1254 nakon razdvajanja

PCR-om umnozenih fragmenata
dobijenth sa DNK izolovanom iz
veterinarskih  izolata.  Slovima  su

obelezeni pojedini tipovi.
L100 - marker molekulske mase 100-
1000 bp (Fermentas,Litvanija).

E e -1y
e -

" g . ‘s .“ e
g":...".'

Slika 3. RAPD profili dobijeni sa
prajmerom P1254 nakon razdvajanja
PCR-om umnozenih fragmenata
dobijenth sa DNK izolovanom iz
humanih izolata i izolata iz namirnica.
Slovima su obeleZeni pojedini tipovi.
L100 - marker molekulske mase 100-
1000 bp (Fermentas,Litvanija).
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Prajmer OPA-4: Osnovni tip A je imao deset fragmenata 1 naden je kod 57

izolata (95%) iz svih grupa izolata. Kod tipa B je nedostajao jedan fragment od 420 bp i

imala su ga dva izolata iz namirnica. Tipu C je nedostajao jedan fragment od 750 bp u

odnosu na tip A i uocen je kod jednog humanog izolata. Na Slici 4. i 5. prikazani su

odabrani RAPD profili dobijeni sa OPA-4 prajmerom.

Slika 4. RAPD profili dobijeni sa
prajmerom OPA-4 nakon razdvajanja
PCR-om umnozenih fragmenata
dobijenih sa DNK izolovanom iz
humanih izolata i izolata iz namirnica.
Slovima su obelezeni pojedini tipovi.
L100 - marker molekulske mase 100-
1000 bp (Fermentas,Litvanija).

Slika 5. RAPD profili
prajmerom OPA-4 nakon razdvajanja

dobijeni  sa

PCR-om umnozenih fragmenata
dobijenih sa DNK izolovanom iz humanih
izolata 1 izolata iz namirnica. Slovima su
obeleZeni pojedini tipovi.
L100 - marker molekulske mase 100-1000
bp (Fermentas,Litvanija).
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Prajmer 23L: Osnovni tip A se sastojao od Sest fragmenata i naden je kod 42 izolata
(70%) 1z svih grupa izolata. Kod tipa B je nedostajao jedan fragment veci od 1000 bp i
imalo ga je deset izolata (16.7%). Tipu C je nedostajao jedan fragment ve¢i od 1000 bp
u odnosu na tip A, ali imao je jedan dodatni fragment od oko 800 bp i ovakav profil
naden je kod Sest izolata (10%). Tipu D je nedostajao jedan fragment od oko 1200 bp u
odnosu na tip A i naden je kod jednog izolata. Tip E je imao jedan dodatni fragment od
oko 1100 bp u odnosu na osnovni tip A i imao ga je jedan izolat. Na Slici 6. 1 7.

prikazani su odabrani RAPD profili dobijeni sa 23L prajmerom.

Slika 6. Slika 4. RAPD profili dobijeni
sa prajmerom 23L nakon razdvajanja

PCR—om umnozenih fragmenata
dobijenih sa DNK izolovanom iz
humanih izolata i izolata iz namirnica.
Slovima su obelezeni pojedini tipovi.
L100 - marker molekulske mase 100-
1000 bp (Fermentas,Litvanija).

Slika 7. Slika 4. RAPD profili dobijeni
sa prajmerom 23L nakon razdvajanja
PCR—om umnozenih fragmenata dobijenih
sa DNK izolovanom iz humanih izolata 1
izolata iz namirnica. Slovima su obelezeni
pojedini tipovi.

L100 - marker molekulske mase 100-1000
bp (Fermentas,Litvanija).
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Prajmer OPB-17: Osnovni tip A je imao pet fragmenata. Ovaj tip naden je kod

56 izolata (93.3%) 1 to 26 veterinarskih, 18 humanih i 12 namirnica. Tipu B je

nedostajao jedan fragment veci od 2000 bp i naden je kod dva veterinarska izolata. Tip

C je imao jedan dodatni fragment od oko 800 bp u odnosu na tip A i naden je kod

jednog izolata, a tipu D je nedostajao jedan fragment od oko 500 bp u odnosu na tip A i

imao ga je jedan veterinarski izolat. Na Slici 8. 1 9. prikazani su RAPD profili dobijeni

sa OPB-17 prajmerom.

Slika 8. RAPD profili dobijeni  sa
prajmerom OPB-17 nakon razdvajanja

PCR-om umnozenih fragmenata
dobijenih sa DNK izolovanom iz
veterinarskih  izolata.  Slovima  su

obelezeni pojedini tipovi.
L100 - marker molekulske mase 100-1000
bp (Fermentas,Litvanija).

Slika 9. RAPD profili dobijeni  sa
prajmerom OPB-17 nakon razdvajanja

PCR—om umnozenih fragmenata
dobijenih sa DNK izolovanom iz
veterinarskih ~ izolata.  Slovima  su

obelezeni pojedini tipovi.
L100 - marker molekulske mase 100-1000
bp (Fermentas,Litvanija).
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Prajmeri P1254 1 23L su diskriminisali po pet tipova, prajmer OPB-17 Cetiri tipa,
a prajmer OPA-4 tri razli¢ita tipa medu 60 ispitanih izolata. Rezultati RAPD analize
dobijene sa cetiri prajmera omogucili su razlikovanje 16 genetickih grupa.
Najzastupljenija je bila AAAA grupa kojoj je pripadalo 17 veterinarskih, deset humanih
i Sest izolata iz namirnica ili 55% S. Enteritidis. Slede¢a po brojnosti je bila grupa
BABA sa 10% izolata (pet veterinarskih i jedan iz namirnice). Jedinstvena grupa DACA
se sastojala od tri epidemijski povezana izolata koja poticu iz epidemije u hamburgeriji i
ukljuuju jedan izolat od obolelog konzumenta i dva izolata iz inkriminisanih

namirnica. Distribucija RAPD tipova medu izolatima je pokazana u Tabeli 8.

Tabela 8. RAPD tipovi klasifikovani medu S. Enteritidis izolatima razli¢itog porekla

Broj i poreklo izolata RAPD tipovi

Ukupno Veterinar | Humani | . . Prajmer | Prajmer | Prajmer | Prajmer
izolata | skiizolati | izolati P1254 | OPA-4 23L OPB-17

33 17 10 6 A A A A

3 2 1 B A A

6 5 1 B A B A

1 1 C A A A

3* 1* 2% D A C A

1 1 D A C C

1 1 E A A A

1 1 A B A A

1 1 A B B A

1 1 A C B A

2 1 1 A A B A

2 1 1 A A C A

1 1 A A D A

1 1 A A E A

2 2 A A A B

1 1 A A A D

* Izolati iz jedne epidemije u hamburgeriji: dva izolata iz namirnica i jedan iz fecesa

obolelog pacijenta
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4.1.2. Testiranje osetljivosti na antibiotike disk-difuzionom metodom

Odredivanje osetljivosti svakog od 60 izolata na antibiotike posluZilo je za
definisanje razlicitih tipova rezistencije u kolekciji S. Enteritidis poreklom od pilica,
ljudi i namirnica. Tip rezistencije ili rezistotip izolata oznacava se nizom antibiotika na
koje je izolat rezistentan (markeri rezistencije) i predstavlja vid tipizacije. Izolati
osetljivi na sve ispitane antibiotike nemaju nijedan marker rezistencije, Sto takode

predstavlja jedan rezistotip. Rezultati testiranja osetljivosti na antibiotike dobijeni za 30

izolata poreklom od pili¢a (veterinarski izolati) prikazani su u Tabeli 9.

Tabela 9. Testiranje osetljivosti veterinarskih izolata S. Enteritidis na antibiotike disk-
difuzionom metodom

Broj izolata S. Enteritidis Tip rezistencije
24 (80%) Osetljiv
4 (13.3%) NAL
1 (3.3%) AMP
1 (3.3%) AMP CFT NAL TET
Ukupno: 30 izolata (100%)

Rezultati testiranja osetljivosti 18 humanih izolata 1 12 izolata iz namirnica

zivinskog porekla S. Enteritidis prikazani su u Tabeli 10.

Tabela 10. Testiranje osetljivosti humanih izolata i izolata iz namirnica S. Enteritidis na
antibiotike disk-difuzionom metodom

Broj izolata S. Enteritidis Tip rezistencije
23 (76.7%) Osetljiv
4 (13.3%) NAL
1 (3.3%) AMP
2 (6.7%) AMP TET SXT
Ukupno: 30 izolata (100%)

Visestruka rezistencija je definisana kao rezistencija na tri ili viSe antibiotika. U
ovom istrazivanju visSestruka rezistencija na Cetiri antibiotika je nadena kod jednog
izolata izolovanog iz pileta starog jedan dan (izolat 75 — AMP CFT NAL TET), a na tri
antibiotika kod dva izolata, oba izolovana iz fecesa obolelih ljudi (izolati 168347 i
168335 - AMP TET SXT).

Rezistencija samo na AMP nadena je kod dva izolata, jednog izolovanog iz

pileta (izolat 1982) i jednog humanog (izolat 202635). Rezistencija na NAL nadena je
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kod pet izolata iz zivine (izolati 9568, 501, 7938, 75, 74), jednog iz uzorka namirnice
(izolat 1898) 1 tri 1z fecesa pacijenata sa dijarejom (izolati 33641, 228020, 317526). Kod
veterinarskog izolata 75 rezistencija na NAL bila je udruzena sa rezistencijom na lekove
iz grupe penicilina (AMP), cefalosporina (CFT) i tetraciklina (TET), dok je kod ostalih
osam izolata iz ove kolekcije bila jedini marker rezistencije. Time je u ovoj kolekciji
rezistencija na NAL bila najzastupljenija sa 9 izolata (15%), zatim AMP sa pet izolata
(8.3%), TET sa tri izolata (5%) 1 CFT sa jednim izolatom (1.7%). Rezistencija na

fluorohinolone, odnosno CIP nije otkrivena disk-difuzionom metodom.

4.1.3. Odredivanje MIC za NAL i za CIP agar-dilucionom metodom

Odredivanje MIC vrednosti za NAL, kao predstavnika hinolona starije
generacije i za CIP kao predstavnika fluorohinolona (hinolona novije generacije)
omogucilo je uvid u postojanje fenomena smanjene osetljivosti na fluorohinolone kod
izolata rezistentnih na hinolone starije generacije. Iz kolekcije od 60 izolata S.
Enteritidis za ovaj eksperiment odabrano je po 15 humanih i veterinarskih izolata
osetljivih na NAL 1 devet izolata koji su bili rezistentni na NAL u disk-difuzionoj
metodi.

Izolati koji su bili osetljivi na NAL 1 na CIP u disk-difuzionoj metodi ve¢inom
su imali MIC za CIP od 0.032 mg/l (70% izolata). Sa druge strane, izolati koji su bili
rezistentni na NAL, a osetljivi na CIP u disk-difuzionoj metodi imali su znacajno
smanjenu osetljivost i na CIP. Kod ovih izolata MIC vrednosti za CIP su bile 0.256 ili
0.512 mg/l, odnosno blizu grani¢ne vrednosti za osetljivost od 1 mg/l. Kod NAL
osetljivih izolata vrednosti MIC za NAL nisu prelazile 8 mg/l, dok je za NAL
rezistentne izolate karakteristicno da su MIC vrednosti za NAL veée ili jednake od 128
mg/l. Ove vrednosti su posluzile u definisanju koncentracije NAL (64 mg/l) u
podlogama koje su se koristile za selektovanje NAL rezistentnih salmonela u veéem
uzorku (900 izolata serotipa S. Enteritidis 1 259 izolata drugih serotipova). Vrednosti
MIC za referentni soj Escherichia coli (E. coli) ATCC 25922 uklapale su se u
dozvoljene granice za ovaj soj. U Tabeli 11. prikazana je distribucija MIC-ova na NAL 1

CIP kod NAL osetljivih 1 NAL rezistentnih izolata.
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Tabela 11. Distribucija kombinovanih MIC-ova na NAL 1 CIP medu izolatima
osetljivim na NAL 1 CIP (30 izolata) i medu izolatima rezistentnim na NAL 1 osetljivim
na CIP u disk-difuzionoj metodi (9 izolata)

MIC (mg/1) Broj izolata
NAL CIP | (broj protokola izolata)
Osetljivi na NAL i CIP 2 0.016 1
(30 izolata) 4 0.016 7
4 0.032 20
4 0.064 1
8 0.032 1
Rezistentni na NAL, osetljivi na 128 0.256 (18198)
CIp 256 0.256 (9568, 501,575, 228020,
(9 izolata) 317526)
256 0.512 (74, 33641)
512 0.512 o)
E. coli ATCC 25922 1 0.016

4.1.4. Detekcija mutacija u QRDR regionu gyrA gena kod S. Enteritidis rezistentnih na

NAL metodom sekvenciranja

Odredivanje redosleda nukleotida u QRDR regionu gyr4 gena i poredenje
sekvence sa fragmentom od 261 bp gyrA gena soja Salmonella Typhimurium NCTC 74
(osetljiv na NAL) omogucilo je uvid u mesto 1 vrstu mutacija koje ¢ine molekularnu
osnovu fenomena smanjene osetljivosti na fluorohinolone kod izolata S. Enteritidis
rezistentnih na NAL. Polimorfizam tackastth mutacija (,single nucleotide
polymorphism” — SNP) koji postoji kod razli¢itih sojeva bakterija predstavlja sredstvo
za tipizaciju izolata, u ovom slucaju S. Enteritidis rezistentnih na NAL.

UmnoZavanjem i sekvenciranjem QRDR regiona gyr4 gena kod svih devet
izolata, koji su pokazivali rezistenciju na NAL, otkrivene su tackaste mutacije na 83. ili
87. poziciji koje su dovele do aminokiselinskih supstitucija (Tabelal2.). Supstitucija na

Asp87Asn je prisutna kod sedam izolata, Cetiri veterinarska i tri humana. Jedan izolat S.
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Enteritidis naden u uzorku testa uzetom iz procesa proizvodnje u fabrici biskvita imao je
na istom kodonu Asp87Gly supstituciju, a mutacija na 83. kodonu koja dovodi do
Ser83Phe supstitucije je nadena samo kod jednog veterinarskog izolata. Nijedan izolat

nije imao mutacije na oba lokusa istovremeno.

Tabela 12. Priroda mutacija u QRDR regionu gyr4 gena pronadena kod devet izolata S.
Enteritidis rezistentnih na NAL; V — veterinarski izolat; H — humani izolat;

N —izolat iz namirnice

Izolat Mutacija u kodonu Ammok} sehpska

supstitucija
V: 9568 87: GAC—AAC Asp87Asn
V: 501 87: GAC—AAC Asp87Asn
V:74 87: GAC—AAC Asp87Asn
V:75 87: GAC—-AAC Asp87Asn
V: 7938 83: TCCHTTC Ser83Phe
H: 33641 87: GAC—AAC Asp87Asn
H: 317526 87: GAC—AAC Asp87Asn
H: 228020 87: GAC—>AAC Asp87Asn
N: 1898* 87: GAC—-GGC Asp87Gly
* Izolat iz fabrike biskvita

Sekvenciranjem QRDR regiona referentnog soja Salmonella Typhimurium

ATCC 14028 (osetljiv na NAL) nisu otkrivene mutacije ni na jednom od ovih lokusa.

4.1.5. Objedinjeni rezultati tipizacije za 60 izolata S. Enteritidis

Koris¢enjem viSe metoda tipizacije dobijena je znacajno veca moé
diskriminacije izolata i omoguéeno razlikovanje vise genetickih grupa u ispitivanoj
kolekciji S.Enteritidis nego kod pojedinacnih metoda.

Kombinovanjem razli¢itih metoda 1 to poredenjem RAPD profila dobijenih sa
Cetiri razli¢ita prajmera, rezistotipizacije i polimorfizma mutacija u QRDR regionu gyr4
gena, u kolekciji od 60 S.Enteritidis izolata otkrivene su 22 geneticki razlicite grupe. U

Tabeli 13. prikazane su sve geneticke grupe, odnosno objedinjeni rezultati tipizacije.
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Tabela 13. Objedinjeni rezultati tipizacije dobijeni za 60 S. Enteritidis izolata. V -

veterinarski izolati, H — humani izolati i N - izolati iz namirnica

RAPD profili

Osetljivost na 11\1/[31:;)1]13
Izolati g T g :tr ig . g ',: antimikrobne regionu
EE Eg gg gg lekove gyrA gena
V: 775,350, 533,494,
70,3073, 921, 1387, 3612,
3557, 3560
H: 227467, 239077, 164067,
204843, 323476, 148323, A|lA|A|A Osetljiv
173264, 212328
N: 647,751, 5693, 5814,
641
V: 9568, 501, 74
H: 33641, 317526 A|A|]A|A NAL Asp87Asn
N: 1898 AlA]A]A NAL Asp87Gly
V: 7938 A|A|]A| A NAL Ser83Phe
V: 1982 A|A|A|A AMP
V:75 A|A|]A|A AMP %1;? NAL Asp87Asn
V: 721,932 B | A|A|A Osetljiv
H: 168347 B A| AL A AMP TET SXT
V: 386, 9635, 631, 1845,
3568 B|A|B]| A Osetljiv
N: 348585
V:9097 C|A|A]|A Osetljiv
H: 247471% ..
N: 349699* 349700 * Dl ATCIA Osetljiv
V: 765 DI A|C]|C Osetljiv
H: 228020 E|A]|A| A NAL Asp87Asn
N: 337918 A|B|A|A Osetljiv
N: 5717 A | B B A Osetljiv
H: 202617 A|lCc|BJ|A Osetljiv
N 53238 AlAa|B]|aA Osetljiv
N ;%)213 o4 Alalc|a Osetljiv
H: 202635 A|A|D|A AMP
H: 168335 A| A | E A AMP TET SXT
V: 766, 534 A|A|A|B Osetljiv
V: 1443 A|A| A | D Osetljiv

* Izolati iz epidemije u hamburgeriji: 247471 — stolica obolelog; 349699 —majonez;

349700 - tartar sos
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Najveca grupa se sastojala od 24 izolata ili 40% (11 veterinarskih, osam humanih 1 pet
iz namirnica). Ovu grupu karakterisao je RAPD tip AAAA 1 osetljivost na sve ispitane
antibiotike. Sledecu grupu predstavljalo je Sest izolata (pet veterinarskih i jedan iz
namirnice) osetljivih na sve antibiotike sa RAPD tipom BABA. Tre¢i tip po brojnosti je
RAPD tip AAAA rezistentan na NAL sa identicnom mutacijom na 87 kodonu QRDR
regiona, Asp87Asn (tri veterinarska i dva humana izolata). 14 izolata razli¢itog porekla
ili 23.3% je predstavljalo 14 jedinstvenih genetickih grupa. Izolati razli¢itog porekla su

bili nasumicno rasporedeni po grupama.

4.1.6. Odredivanje diskriminacione moci tipizacionih metoda pomocu indeksa

diskriminacije

Diskriminaciona mo¢ odabranih metoda tipizacije odredena je na osnovu broja
grupa koje su izdiferencirane 1 broja izolata u tim grupama. Vrednost indeksa
diskriminacije mozZe se kretati od 0 — svi izolati pripadaju istoj grupi, Sto znaci da
metoda tipizacije nema nikakvu mo¢ diskriminacije do 1 — svaki izolat pripada razlicitoj
grupi, odnosno metoda je diskriminisala onoliko grupa koliko ima izolata. Sto vise

grupa se otkrije, veca je 1 diskriminaciona mo¢ metode.

Tabela 14. Indeksi diskriminacije za pojedinacne RAPD prajmere

Prajmeri D
P1254 0.412
OPA-4 0.098

23L 0.480

OPB-17 0.250

Kombinovani indeks diskriminacije za sva Cetiri prajmera, odnosno za RAPD
tipizaciju svih 60 izolata iznosio je 0.688 (16 genetiCkih grupa). Indeksi diskriminacije
za svaki RAPD prajmer pojedinac¢no su pokazani u Tabeli 14. U odabranoj kolekciji od

60 izolata rezistotipizacija je diskriminisala pet grupa sa indeksom diskriminacije D =

0.372.
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Kada je RAPD tipizacija

iskombinovana sa rezistotipizacijom,

indeks

diskriminacije je porastao na D = 0.820 (20 genetickih grupa). Sa definisanjem mutacija

kod izolata rezistentnih na NAL, osam izolata rezistentnih na NAL moglo je da se

izdiferencira u tri geneticke grupe, $to je podiglo diskriminatornu mo¢ ovog sistema

tipizacije na D = 0.828. Indeksi diskriminacije za pojedina¢ne i kombinovane metode

tipizacije za izolate razli¢itog porekla prikazani su u Tabeli 15.

Tabela 15. Indeksi diskriminacije pojedina¢nih i kombinovanih metoda tipizacije za
kategorije veterinarskih, humanih izolata i namirnica

1) Q =0 = 0
Indeksi .§ E § .§ § .§ =¥
diskriminacije 3=y '% :g* 3=y :g 55 (%
D 2 = e/ o/ +

[a ] RZ] [a RZ) (oW

z 2 e e
Veterinarski 0.660 0.352 0.832 0.839

izolati

Humani izolati 0.706 0.542 0.810 0.810
Namirnice 0.758 0.167 0.833 0.833
Ukupno 0.688 0.372 0.820 0.828

4.1.7. Odredivanje Dice koeficijenta

Dice koeficijenti govore o nivou srodnosti izolata na osnovu sli¢nosti RAPD

profila. Kada se uporede razlike izmedu profila, za svaki prajmer Dice koeficijent je visi

od 0.8, Sto govori o visokoj srodnosti svih izolata.

68



4.2. Ispitivanje prirode rezistencije na NAL i smanjene osetljivosti na

fluorohinolone kod S. Enteritidis u SestogodiSnjem periodu

Otkri¢e prisustva salmonela rezistentnih na NAL u kolekciji od 60 izolata
iniciralo je dalje istrazivanje ovog fenomena koji ukazuje na smanjenu osetljivost na
fluorohinolone. Ovo istrazivanje je ukljucilo analizu 900 izolata S. Enteritidis poreklom
od ljudi 1 namirnica identifikovanih u laboratoriji za koprologiju Instituta za javno
zdravlje Vojvodine u periodu 2005.-2010. godine, a zatim i drugih serotipova salmonela

u cilju selekcije NAL rezistentnih sojeva.

4.2.1. Analiza zastupljenosti rezistencije na NAL kod S. Enteritidis

Metoda selekcije na hranljivoj podlozi sa NAL omogudila je brzu detekciju
izolata S. Enteritidis rezistentnih na NAL medu velikim brojem izolata.

Od 900 ispitanih salmonela izolovanih iz humanog materijala i iz namirnica u
periodu 2005.- 2010. godine, a koji su obuhvaceni ovom analizom, otkriveno je 26 NAL
rezistentnih izolata (2.9%). Distribucija ovih izolata po godinama prikazana je na Slici
10. Zanimljivo je da je u 2008. upadljivo odsustvo izolata S. Enteritidis rezistentnih na
NAL. U 2005. godini viSe od polovine NAL rezistentnih izolata ¢ine S. Enteritidis
nadene u uzorcima testa uzetim na razli¢itim lokacijama i stadijumima proizvodnje u
fabrici biskvita, gde se ogromna koli¢ina jaja meSa u smesu za biskvit, te je tesko

razluciti da li se radi o jednom ili viSe sojeva.

B NAL rezistentne S.
Enteritidis

2005* 2006 2007 2008 2009 2010

Slika 10. Zastupljenost NAL rezistentnih S. Enteritidis po godinama u
periodu 2005.- 2010.
*U 2005. godini sedam izolata je bilo poreklom iz fabrike biskvita
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4.2.2. Ispitivanje osetljivosti NAL rezistentnih izolata S. Enteritidis na ostale antibiotike

Osetljivost 26 NAL rezistentnih izolata na ostale antibiotike ispitana je disk-
difuzionom metodom koriste¢i panel antibiotika prikazan u Tabeli 6. Kod polovine
izolata rezistencija na NAL bila je jedini marker rezistencije (50%), a rezistencija na
AMP je najcesce bila udruZena sa rezistencijom na NAL (12 izolata ili 46.1%). Tip
AMP NAL je bio vrlo uniformno zastupljen po godinama, osim §to je u 2005.
dominirao tip NAL. Rezistencije na TET i CFT bile su retke i javile su se udruzene sa
NAL samo u 2006. godini (jedan izolat NAL TET i dva izolata AMP CFT NAL).

Tipovi rezistencije prikazani su u Tabeli 16.

Tabela 16. Zastupljenost tipova rezistencije S. Enteritidis rezistentnih na NAL po

godinama u periodu 2005.-2010. godina

Godina

Tip rezistencije | Ukupno izolata
2005. | 2006. | 2007. | 2009. | 2010.

NAL 13 11 2
AMP NAL 10 1 2 2 2 3
NAL TET 1 1
AMP CFT NAL 2 2

4.2.3. Odredivanje MIC za NAL i za CIP kod S. Enteritidis rezistentnih na NAL agar-

dilucionom metodom

Da bi se detektovao fenomen smanjene osetljivosti na fluorohinolone (MIC CIP
> 0.125 mg/l) kod 26 NAL rezistentnih S. Enteritidis iz ve¢e kolekcije odredene su MIC
vrednosti za NAL i CIP.

U Tabeli 17. su prikazane kombinovane vrednosti MIC za NAL i1 CIP za 26 S.
Enteritidis izolata gde se kao najceS¢a kombinacija MIC-ova izdvaja MIC NAL 256
mg/l i MIC CIP 0.256 mg/l, a bila je prisutna kod 53.8% izolata. Zapazen je i jedan soj
sa MIC CIP 0.064 mg/l, §to se ne smatra smanjenom osetljivo§éu prema usvojenim

kriterijumima. Kod ostalih izolata osetljivost na CIP je smanjena, ali ispod grani¢ne
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vrednosti od 1 mg/l. MIC vrednosti kod referentnog E. coli ATCC 25922 padaju u

opseg dozvoljenih vrednosti za ovaj soj.

Tabela 17. Distribucija kombinovanih MIC vrednosti za NAL i CIP kod 26 izolata S.
Enteritidis rezistentnih na NAL detektovanih u periodu 2005.-2010. godina

S. Enteritidis MIC (mg/1)

rezistentne na NAL Broj izolata
NAL CIP
128 0.064 1
128 0.256 4
256 0.125 2
256 0.256 14
512 0.256 4
1024 0.512 1

E. coli ATCC 25922 | 2 0.008

4.2.4. Detekcija mutacija u QRDR regionu gyrA gena kod S. Enteritidis rezistentnih na

NAL metodom sekvenciranja

Region QRDR gyrd gena kod 26 NAL rezistentnih izolata je, nakon izolacije
njihove DNK umnozen PCR metodom. Umnozeni QRDR

agaroznom gelu, prikazani su na Slici 11.

w
2
=
b=

97205

544105

1161105

1896/05
1897/05

1140/05

182673105

188487105

202795105
224725105

50bp ladder

fragmenti, razdvojeni na

Slika 11. Elektroforeza PCR fragmenata dobijenih nakon umnozavanja QRDR regiona
gyrA gena kod NAL rezistentnih S. Enteritidis izolata pomocu prajmera
STGYRAI/STGYRA12; L500 - marker molekulske mase 100-1000bp (Fermentas).
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U Tabeli 18. prikazani su rezultati sekvenciranja QRDR regiona gyr4 kod svih
26 S. Enteritidis, odnosno pozicije mutacija 1 vrste aminokiselinskih supstitucija koje su

ove mutacije izazvale, kao 1 MIC vrednosti za NAL i CIP pojedinac¢nih izolata.

Tabela 18. Mutacije u QRDR regionu gyr4 gena otkrivene kod 26 NAL rezistentnih S.
Enteritidis izolata, aminokiselinske supstitucije i MIC za NAL i1 CIP

Izolat Pozicija mutacije MIC (mg/l)
Broj K Aminokiselinska
odon 83 Kodon 87 o
protokola/ (NAL osetljiv | (NAL osetljiv supstituctja NAL CIP
godina ~TCC) — GAC)

917/05* AAC Asp87Asn 256 0.256

972/05* AAC Asp87Asn 256 0.256

544/05* AAC Asp87Asn 512 0.256
1161/05* AAC Asp87Asn 256 0.256
1896/05* AAC Asp87Asn 128 0.256
1897/05* AAC Asp87Asn 256 0.256
1140/05* AAC Asp87Asn 512 0.256
182673/05 AAC Asp87Asn 256 0.256
188487/05 GGC Asp87Gly 128 0.256
202795/05 GGC Asp87Gly 256 0.256
224725/05 AAC Asp87Asn 256 0.256
260110/05 GGC Asp87Gly 256 0.256

2989/06 TTC Ser83Phe 256 0.256
120599/06 TTC Ser83Phe 1024 0.512
207096/06 GGC Asp87Gly 128 0.256
220035/06 AAC Asp87Asn 256 0.256
337167/06 GGC Asp87Gly 128 0.064
91766/07 AAC Asp87Asn 256 0.256
110574/07 TTC Ser83Phe 128 0.256
138591/07 AAC Asp87Asn 512 0.256
252107/07 AAC Asp87Asn 512 0.256
54979/09 AAC Asp87Asn 256 0.256
129066/09 AAC Asp87Asn 256 0.256
122658/10 GGC Asp87Gly 256 0.125
149323/10 GGC Asp87Gly 256 0.125
248292/10 AAC Asp87Asn 256 0.256

*[zolati iz fabrike biskvita

72



4.3. Objedinjeni rezultati ispitivanja prirode mutacija kod svih S. Enteritidis

rezistentnih na NAL u ovom istraZivanju

Kada se analiziraju svi NAL rezistentni izolati S. Enteritidis otkriveni u ovom
istrazivanju, nadene su tri vrste mutacija u QRDR regionu gyr4 gena kod ukupno 35
NAL rezistentnih S. Enteritidis izolata, i to na 87. ili 83. kodonu ovog regiona. Kod
svakog izolata nadena je samo po jedna mutacija na jednom od ova dva lokusa, odnosno
nije bilo dvostrukih mutacija. Kod 88.6% izolata mutacija se desila na 87. kodonu.
Najucestalija supstitucija kod svih NAL rezistentnih S. Enteritidis je bila Asp87Asn.
Ona je bila uzrok rezistencije na NAL kod 65.7% izolata, sledi Asp87Gly nadena kod
22.8% izolata, a kod 11.4% izolata mutacija je bila na 83. kodonu uzrokujué¢i Ser83Phe
supstituciju.

Ucestalost razli¢itih mutacija kod svih 35 NAL rezistentnih S. Enteritidis izolata
otkrivenih u ovom istrazivanju: devet izolata iz kolekcije od 60 (pet poreklom od pilic¢a,
jednog iz namirnice i tri humana) i1 26 izolata iz vece kolekcije od 900 (osam iz

namirnica i 18 humanih) prikazana je na Slici 12.

25

20

151

101

Asp87Asn Asp87Gly Ser83Phe

O Aminokiselinske supstitucije

Slika 12. Zastupljenost aminokiselinskih supstitucija odgovornih za rezistenciju na NAL

kod 35 S. Enteritidis izolata.

Od osam izolata iz fabrike biskvita, sedam je imalo Asp87Asn supstituciju, dok
je jedan imao Asp87Gly supstituciju. Ovaj izolat sa razli¢itom supstitucijom nalazio se

u prvobitnoj kolekciji od 60 nasumi¢no odabranih izolata S. Enteritidis.
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4.4. Rezistencija na NAL kod razlicitih serotipova salmonela

Zastupljenost rezistencije na NAL kod drugih serotipova salmonela detektovana
je testiranjem na selektivnoj podlozi sa NAL svih izolata Salmonella enterica
subspecies enterica (S.) identifikovanih do nivoa serotipa sem serotipa Enteritidis.
Izolati su identifikovani u laboratoriji za koprologiju Instituta za javno zdravlje
Vojvodine u periodu 2005.-2010. godine i ukljuc¢uju i humane i izolate poreklom iz

namirnica.

4.4.1. Analiza rezistencije na NAL razlicitih serotipova salmonela

Analizom je obuhvaceno 259 salmonela koje su pripadale drugim serotipovima
osim §. Enteritidis. Od 24 identifikovana serotipa (izuzimaju¢i S. Enteritidis),
rezistencija je otkrivena kod Cetiri serotipa. Ovim ispitivanjem je otkriveno ukupno 25
izolata rezistentnih na NAL ili 9.7% od ukupno ispitanih. Od toga je devet pripadalo
serotipu S. Hadar, sedam su bile S. Infantis, Sest S. Typhimurium i tri S. Agona. Na Slici

13. prikazan je udeo izolata rezistentnih na NAL kod razli¢itih serotipova.

100- O NALrezistentni B Ukupno

80+

60+

40-

NN\ N

20+

S. Hadar S. Infantis S. Typhimurium S. Agona

Slika 13. Ucestalost NAL rezistentnih izolata kod razlicitih serotipova salmonela

Iako je S. Typhimurium drugi naj€es¢i serotip posle S. Enteritidis izolovan kod
nas, rezistencija na NAL je bila najucestalija medu izolatima S. Hadar (45% izolata), a
zatim kod S. Infantis (18.9% izolata). Kod S. Agona 8.8% izolata je bilo NAL
rezistentno, dok ih je kod S. Typhimurium bilo 7%.
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4.4.2. Ispitivanje osetljivosti na antibiotike razlicitih serotipova salmonela rezistentnih

na NAL

Udruzenost rezistencije na NAL sa drugim markerima razli¢itih serotipova
salmonela, ispitana je testiranjem na odabrani panel antibiotika (Tabela 5.). U ovoj
grupi nije bilo izolata koji su bili rezistentni samo na NAL (Tabela 19.). Rezistencija na
NAL najcesce je bila udruzena sa rezistencijom na AMP (kod 23 izolata) i na TET (kod
20 izolata). ViSestruka rezistencija na tri ili Cetiri antibiotika je nadena kod vecine
izolata (76% ili 19 izolata). AMP NAL TET rezistotip je bio najucestaliji (40% ili deset
izolata) 1 naden je kod sva Cetiri serotipa. Rezistencija na CFT karakteristicna je samo

za serotip Hadar, a na SXT je nadena kod serotipova S. Typhimurium i S. Infantis.

Tabela 19. Tipovi rezistencije NAL rezistentnih izolata razli¢itih serotipova salmonela u
periodu 2005.- 2010. godina

Godina Serotip Broj protokola | Tip rezistencije

S. Hadar 124824 AMP CFT NAL TET

S. Hadar 124930 AMP CFT NAL TET
2005. S. Hadar 151462 AMP CFT NAL

S. Hadar 204078 AMP NAL

S. Hadar 324536 AMP NAL

S. Hadar 17670 AMP CFT NAL TET
2006. S. Infantis 33859 AMP SXT NAL TET

S. Hadar 75984 AMP NAL

S. Agona 157039 AMP NAL

S. Typhimurium | 56415 AMP SXT NAL TET

S. Typhimurium | 56416 AMP SXT NAL TET
2007. S. Infantis 236430 NAL TET

S. Agona 245052 NAL TET

S. Agona 287998 AMP NAL TET

S. Infantis 208664 AMP NAL TET
2008. S. Infantis 287878 AMP NAL TET

S. Typhimurium | 363582 AMP CFT NAL TET

S. Infantis 270494 AMP NAL TET
2009. S. Typhimurium | 320673 AMP SXT NAL TET

S. Hadar 397968 AMP NAL TET

S. Infantis 89585 AMP NAL TET

S. Typhimurium | 152136 AMP NAL TET
2010. S. Infantis 164466 AMP NAL TET

S. Typhimurium | 162794 AMP NAL TET

S. Hadar 219177 AMP NAL TET
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S. DISKUSIJA

Prema podacima sa raznih kontinenata Sal/monella enterica subspecies enterica
serotip Enteritidis (S. Enteritidis) je najucestaliji serotip kod ljudi u ve¢em delu Azije,
Evropi 1 Juznoj Americi a sledi ga S. Typhimurium, dok je u Severnoj Americi 1 Africi
redosled obrnut (Xia et al., 2009). Na evropskom nivou, S. Enteritidis 1 S. Typhimurium
zajedno Cine oko tri Cetvrtine potvrdenih slucajeva salmoneloza (S. Enteritidis 64% u
2007. do 52% u 2009., a S. Typhimurium od 16% u 2007. do 23% u 2009.). U istom
periodu dominacija S. Enteritidis je u JuZnobackom okrugu u mnogo izrazenija (93% u
2007. do 81% u 2009. od svih salmonela), a zastupljenost S. Typhimurium mnogo
manja (2% u 2007. do 5% u 2009.) kod ljudi nego u Evropskoj Uniji. To moze biti
posledica prehrambenih navika, odnosno ceS¢e upotrebe sirovih jaja za pravljenje
domacih majoneza, sosova, krema i kolaca u nasoj ishrani nego u zemljama Evropske
unije, gde se vise koriste gotovi proizvodi. Incidenca salmoneloza u okruzenju vrlo
varira, od Grcke sa 4.3/100000 do Slovenije sa 118.1/100000 i Madarske sa
134.6/100000 stanovnika (EFSA and ECDC, 2011). Iz toga proizilazi da je prose¢na
incidenca u Vojvodini za isti period 2007-2009. od 26.3/100000 (I1ZJZV, 2008; 1ZJZV,
2009; 1Z2JZV, 2010) relativno niska, ¢ak niza od Danske (inc. 33.1/100000), koja ima
najrazvijeniji sistem nadzora i kontrole nad salmonelama. Iako je ve¢ pomenut trend
opadanja incidence u Vojvodini, ova povoljna slika je odraz jo§ uvek nedovoljno
razvijenog sistema mikrobioloske identifikacije, odnosno potvrde 1 prijavljivanja
salmoneloza, jer svakako nije dostignut evropski nivo primene higijensko-
epidemioloskih mera i kontrole u lancu proizvodnje, distribucije i konzumiranja hrane.

Kod izolata salmonela poreklom od Zivine sa farmi iz okruzenja (Juznobacki i
Sremski okrug), u Naucnom institutu za veterinarstvo ,,Novi Sad“ 2007. godine S.
Enteritidis je bila zastupljena sa 71%, na drugom mestu je bila S. Infantis (16%) i na
treCem S. Typhimurium (5%). Od tada zastupljenost S. Infantis raste, pa je 2010. njen
udeo medu salmonelama nadenim kod zivine skoro 40%, odmah iza S. Enteritidis
(56%). Sa druge strane, S. Typhimurium je pala na manje od 3% svih izolovanih
salmonela, a u jednakom procentu je nadena i S. Hadar (Stojanov et al., 2008; Stojanov
et al., 2010; Stojanov et al., 2011). Rastuca ucestalost S. Infantis kod zivine verovatno je

posledica trendova u okruzenju, jer je S. Infantis dominantna kod brojlera i ljudi u
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Madarskoj 1 kod brojlera u Rumuniji 2009. godine. Sumirajuéi rezultate istrazivanja u
zemljama Evropske Unije, Evropsko telo za bezbednost hrane (,,European Food Safety
Authority” - EFSA) izveStava da je S. Enteritidis ipak najceS¢e izolovani serotip kod
pilica u 9 od 15 zemalja Evropske Unije u 2009. godini, a sledi ga S. Typhimurium. U
zemljama EU postoji zakonska obaveza primene programa kontrole salmonela pri
uzgoju zivine od 1993. godine koji se odnose na kontrolu celog lanca ishrane od farme
do trpeze. Ove mere dovele su do smanjenja broja zaraZenih jata i jaja sa S. Enteritidis a
to je dovelo do pada incidence humanih oboljenja i epidemija izazvanih S. Enteritidis za
44% u periodu 2007.-2009. godine. Uprkos generalnom trendu smanjenja slucajeva S.
Enteritidis, Austrija 1 Italija beleze znacajan porast ucestalosti S. Enteritidis kod Zivine
(EFSA and ECDC, 2011a). U SAD 2005. godine kod pili¢a je najceS¢a bila S.
Heidelberg, slede S. Kentucky, S. Typhimurium, a tek Cetvrta je S. Enteritidis (Foley
and Lynne, 2008).

Sto se ti¢e namirnica, oko treéine salmonela nalazenih u kontaminiranim
truplima brojlera u EU 2008. godine su bile S. Infantis, a slede S. Enteritidis 1 S.
Kentucky, dok je tek na ¢etvrtom mestu bila S. Typhimurium, podjednako ucestala kao i
S. Bredeney i S. Virchow, sa znacajnim razlikama medu zemljama EU (EFSA and
ECDC, 2011a).

Razlike u zastupljenosti serotipova medu zivinom i ljudima na podrucju
Juznobackog okruga su evidentne. lako je S. Enteritidis najzastupljenija i kod pili¢a i
kod ljudi, ona je dominantniji serotip medu ljudima. Sa druge strane, kod ljudi je S.
Typhimurium zauzela drugo mesto sem 2006. godine kada je doslo do epizode klonalne
ekspanzije S. Agona, dok je kod Zivine na tre¢em mestu po ucestalosti. S. Infantis koja
je Cesta kod zivine, medu ljudima je od osmog mesta po ucestalosti u 2005. godini dosla
na to da deli drugo mesto sa S. Typhimurium u 2010. godini. Medutim, ta ucestalost nije
prelazila 7%, Sto je mnogo manje nego kod Zivine. Ova neslaganja se mogu objasniti
nac¢inom ishrane ljudi u Vojvodini, odnosno ve¢om verovatno¢om da ¢e se inficirati
konzumacijom namirnica koje sadrze sirova jaja (u kojima preovladuje serotip
Enteritidis) nego mesom ili iznutricama, koji se naj¢es¢e termicki obraduju (u kojima se
mogu naci 1 drugi serotipovi). Na ovaj nacin S. Enteritidis ¢eS¢e pronalazi put do ljudi u
odnosu na ostale serotipove. To je 1 dokazano u istrazivanju veze izmedu tipa, odnosno

porekla namirnice i bakterija koje se mogu na¢i u njima. Naime, S. Enteritidis je

77



najces¢e pronalazena u jajima, dok su ostali serotipovi salmonela ¢eSce nalazeni u
zivinskom 1 drugom mesu (Greig and Ravel, 2009). S obzirom na dominaciju serotipa
Enteritidis kao najznacajnijeg uzro¢nika salmoneloza u Juznobakom okrugu, fokus
ovog istrazivanja bio je na S. Enteritidis.

Imajuci u vidu ¢injenicu da su izvori, putevi i nacini Sirenja salmonela u lancu
ishrane neraskidivo vezani za rizike inficiranja i oboljevanja ljudi, epidemioloska
istrazivanja moraju ukljucivati pracenje i tipizaciju ovih patogena kako kod ljudi tako i
kod zivotinja namenjenih ljudskoj ishrani u svim stadijumima u procesima proizvodnje i
distribucije namirica zivotinjskog porekla. Intenzivna nacionalna i medunarodna
trgovina hranom medu zemljama koje imaju razliite nivoe higijene u proizvodnji
zivotinja 1 hrane animalnog porekla ubrzale su uvodenje i Sirenje novih sojeva
salmonela u pojedinim zemljama. Stoga je primena pouzdanih 1 dovoljno
diskriminativnih metoda tipizacije sojeva postala imperativ. Pri tome je nivo genetickog
polimorfizma u populaciji kljucni Cinilac za molekularnu epidemiologiju. Zbog
¢injenice da serotip Enteritidis ¢ine sojevi visoko klonalne populacione strukture (Zheng
et al., 2011), potrebne su vrlo moéne tehnike za detekciju malih razlika u genotipovima
izolata. Do sada ne postoji konsenzus koje su to najbolje metode tipizacije za salmonele.
Kada se razmatra izbor molekularne metode tipizacije koje ¢e se uvesti u laboratoriju
potrebno je uzeti u razmatranje mnoge kriterijume kao S§to su lakoca izvodenja, lakoca
interpretacije, mo¢ diskriminacije, vreme trajanja, reproducibilnost, troSkovi (Olive and
Bean, 1999). lako pojedine tehnike mogu imati veliku diskriminativhu mo¢ i dobru
reproducibilnost, njihova kompleksnost i1 tesSkoca interpretacije rezultata, kao i troskovi
uvodenja mogu biti problemati¢ni. U takve metode spadaju metoda PFGE (,,pulsed-field
gel electrophoresis®), koju mnogi autori smatraju zlatnim standardom kada je u pitanju
diskriminacija salmonela, kao i MLVA (,,multiple locus variable number of tandem
repeats analysis®), metoda koja u novije vreme parira PFGE metodi u tipizaciji
salmonela, naroCito S. Enteritidis (Boxrud et al., 2007), zbog standardizovanosti,
reproducibilnosti 1 uporedivosti tipova u internacionalnim bazama podataka. lako su
PFGE i MLVA metode koje daju dobre rezultate u Sirim populacionim studijama
velikih kolekcija izolata salmonela, ¢esto nisu dovoljno diskriminativne same za sebe
kada se pokuSaju tipizirati manje kolekcije izolata ispod nivoa serotipa. Kada je u

pitanju S. Enteritidis, primena PFGE je samo u kombinaciji sa viSe drugih metoda
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tipizacije kao §to je RAPD (,,randomly amplified polymorphic DNA®), fagotipizacija ili
rezistotipizacija imala zadovoljavajuéu diskriminativnu moc¢ ispod nivoa serotipa
(Laconcha et al., 1998; Biendo et al., 2003; Fernandez et al., 2003).

Za rutinski rad u klinickim laboratorijama potrebne su pre svega metode
tipizacije koje su brze, lako se izvode, i ne zahtevaju skupu opremu i reagense.
Tipizacija bazirana na PCR (,,polymerase chain reaction*) tehnologiji zadovoljava
pomenute kriterijume jer je ve¢ izvesno vreme dostupna u mnogim laboratorijama, a
cene reagenasa su sve nize, te je mogucnost i svrsishodnost uspostavljanja sistema PCR
tipizacije salmonela bila predmet naSeg istrazivanja.

ERIC-PCR (,,enterobacterial repetitive intergenic consensus sequence‘) tehnika
koriSena za tipizaciju salmonela je pokazala manju diskriminatornu mo¢ od ostalih
metoda u mnogim studijama (Millemann et al., 1996; Lopez-Molina et al., 1998; Lim et
al., 2005). S druge strane, mnoga istrazivanja isticu RAPD tipizaciju kao vrlo pogodnu
metodu za diskriminaciju salmonela jer je brza i laka za izvodenje, a u koriS¢enjem
razli¢itih prajmera 1 u kombinaciji sa drugim tehnikama tipizacije daje dobre rezultate.
Sam izbor RAPD prajmera za pojedine bakterijske vrste je presudan za dobijanje
dovoljne diskriminativnosti. RAPD metodologiju su na salmonelama primenili mnogi
autori (Millemann et al., 1996; Landeras et al., 1998; Ling et al., 1998; Chansiripornchai
et al., 2000; De Cesare et al., 2001; Mar¢ et al., 2001; Khoodoo et al., 2002; Biendo et
al., 2003; Lim et al., 2005; Morshed et Peighambari, 2010; Smith et al., 2011). U radu
del Cerra i koautora (del Cerro et al., 2002) RAPD tipizacija se pokazala kao
diskriminativnija u tipizaciji ispod nivoa serotipa nego PCR ribotipizacija. Mnogi autori
poput ovih primenjuju metode tipizacije na kolekciji koja ukljucuje vise serotipova, pa
samim tim dobijaju i vecu diskriminativnu mo¢ metode (Lim et a., 2005; Smith et al.,
2011). Medutim, pravi je izazov diskriminisati izolate unutar serotipa. Zbog manjeg
diverziteta S. Enteritidis, metode tipizacije pokazuju manju diskriminativnost. Lin i
saradnici (1996) su ispitivali 65 RAPD prajmera i selektirali Sest prajmera koji su
pokazali najveéu diskriminatornu mo¢ za S. Enteritidis izolate. Navedeni autori
ustanovili su sistem RAPD tipizacije S. Enteritidis koji je kasnije koris¢en u mnogim
studijama, ukljucujuci i1 ovaj rad (u ovom radu su koriscena Cetiri od Sest pomenutih
prajmera). RAPD tipizacija je u istrazivanju Lin i saradnika diskriminisala viSe

genetickih grupa nego fagotipizacija, ribotipizacija i PFGE tipizacija, a postignuta je i
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zadovoljavajuc¢a reproducibilnost. Tipizacija sa pet od Sest istih prajmera (P1254, 23L,
OPA-4, OPB-15, OPB-17) kori$¢ena je i u radovima u Urugvaju i u Koreji (Betancor et
al., 2004; Choi et al., 2005) i1 pokazala se kao efikasna i reproducibilna metoda pri
tipizaciji S. Enteritidis izolata iz pili¢a 1 ljudi, koja je uspela da diskriminiSe geneticke
grupe unutar fagotipova. RAPD sistem tipizacije sa prajmerima OPB-17 i P 1254 je
imao mnogo vecu diskriminacionu mo¢ (D=0.664) nego automatizovana ribotipizacija
sa 3 restrikciona enzima (D=0.082) u analizi izolata S. Enteritidis iz pili¢a i Zivinskih
namirnica u Italiji. S. Enteritidis su pokazale znatno manji polimorfizam nego S.
Typhimurium (De Cesare et al., 2001). Pored brzine i jednostavnosti kojom se dobijaju
rezultati, RAPD tipizacija ima prednost u odnosu na ribotipizaciju i zato Sto se detektuju
razlike u celom genomu, dok ribotipizacija analizira samo razlike u kopijama vrlo
konzerviranih ribozomalnih gena tj. operona i njihovih restrikcionih mestima. Problemi
sa reproducibilnoséu koji mogu da postoje kod RAPD tipizacije mogu se prevaziéi
optimizacijom PCR uslova i standardizacijom koncentracije DNK uzoraka (Pereira et
al., 2008).

Prema dostupnoj literaturi, u Srbiji i zemljama u okruzenju dosada nisu
sprovedene studije koje bi obuhvatile izolate iz pili¢a, ljudi i namirnica Zzivinskog
porekla u pokusSaju da se ispita njithova eventualna klonalna povezanost kao dokaz
cirkulacije sojeva kroz lanac ishrane, te je ovo prvo istrazivanje u tom pravcu. Takode
nisu nadeni podaci da je RAPD tipizacija koriS¢ena za utvrdivanje nivoa diverziteta
medu izolatima S. Enteritidis razli¢itog porekla u Srbiji.

Prvi deo istrazivanja fokusirao se na karakterizaciju kolekcije od 60 nasumicno
odabranih izolata S. Enteritidis poreklom od Zivine, ljudi obolelih od salmoneloze i
namirnica zivinskog porekla identifikovanih na podruc¢ju Juznobackog okruga u periodu
2005.-2006. godine. Karakterizacija je podrazumevala tipizaciju izolata metodom
RAPD-PCR, rezistotipizaciju i odredivanje polimorfizma mutacija u regionu gyrA gena
koji determiniSe rezistenciju na hinolone (QRDR).

U naSem istrazivanju kombinacija RAPD tipizacije, rezistotipizacije 1
polimorfizma mutacija u QRDR regionu gyr4 gena je pokazala zadovoljavajucu
diskriminatornu mo¢ (D = 0.828), razdvojiv§i 60 nasumi¢no odabranih izolata u 22
geneticke grupe. Medutim, 40% izolata iz sve tri kategorije pripadalo je glavnoj

genetickoj grupi osetljivoj na sve antibiotike, koju je karakterisao RAPD tip AAAA
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(Tabela 13). Ostali izolati bili su nasumicno rasporedeni u preostalim grupama.
Dobijeni rezultati govore o cirkulaciji geneticki vrlo sli¢nih izolata S. Enteritidis kroz
lanac hrane, Sto potvrduje i ¢injenica da je Dice koeficijent preko 0.8 za svaki kori§¢eni
RAPD prajmer (profili se razlikuju u 1-2 trake), a to ukazuje na verovatnu klonalnu
povezanost izolata. Kada se primenjuje RAPD tehnika tipizacije, obi¢no se koristi vise
prajmera u cilju dobijanja bolje diskriminatorne mo¢i. Tako je i u ovom istrazivanju
svaki RAPD prajmer za sebe razlikovao svega tri do pet tipova i imao nizak indeks
diverziteta (Tabela 14), ali kombinacija sva Cetiri prajmera podigla je broj tipova na 16
(D =0.688).

Stavise, RAPD tipizacijom sa &etiri prajmera epidemioloski povezani izolati iz
epidemije u hamburgeriji (dva iz namirnica 1 jedan iz stolice obolelog koji je jeo u toj
hamburgeriji) dali su jedinstveni tip DACA, §to znac¢i da je ova metoda uspela da
izdvoji pomenute izolate od ostalih sporadi¢nih §. Enteritidis. Nalaz istog soja S.
Enteritidis kod pacijenta i u majonezu 1 tartar sosu govori o tome da se epidemija u
hamburgeriji desila verovatno preko kontaminiranih jaja. Epidemije salmoneloza u
restoranima predstavljaju znacajan faktor rizika za oboljevanje u SAD, moguce su i
putem dasaka za meso, pribora i ruku kontaminiranih prilikom pripreme zarazenih
namirnica (Kimura et al., 2004).

U naSem istraZivanju jaja su najverovatnije bila izvor kontaminacije u
tehnoloskom procesu proizvodnje keksa u fabrici biskvita. Zabelezena su tri geneticki
razli¢ita soja S. Enteritidis (izolati 641, 1898 i 2249) koja su izolovana iz rezervoara i iz
testa za biskvit.

Nalaz razli€itih sojeva S. Enteritidis u organima jednodnevnih pili¢a sa razli¢itih
farmi (izolati 7938, 70, 75, 1982, 3073, 9097, 386, 766, 3557 i 3560) govori o tome
koliko je kontaminacija S. Enteritidis veliki problem u Zivinarskoj industriji i sledstveno
1998). Kada su u pitanju veterinarski izolati, nije bilo moguce iskljuéivo vezati sojeve
za pojedine farme odakle je identifikovano vise S. Enteritidis izolata, sem u slucaju
zabaljske farme gde su oba okarakterisana izolata pripadala soju BABA-osetljiv. Alj, taj
soj se javio i kod dva izolata u Sidu i jednog u Begkoj. Od pet izolata sa novosadske
farme svaki je pripadao razli¢itoj genetickoj grupi, iz Baca sva tri izolata su iz razli¢itih

grupa, kao i u Beceju. Sa Sidske farme dva izolata su predstavljala jedan soj, a treci se
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razlikovao. U slucaju farme u Staroj Pazovi od pet izolata tri je pripadalo najc¢eS¢em
soju AAAA-osetljiv, a dva su predstavljala posebne sojeve. Dobijeni podaci govore o
tome da na farmama cirkuliSe viSe sojeva S. Enteritidis, a ¢ak 1 pili¢i mogu biti
kolonizovani sa viSe sojeva S. Enteritidis istovremeno (Mayrhofer et al., 2004). Na
naSim farmama pilica se nazalost nedovoljno primenjuju savremeni nacini gajenja i
adekvatne higijensko-sanitarne mere, te se razna jata i uzrasti gaje paralelno i dolazi do
Sire kontaminacije razliitim sojevima salmonela. Medutim, i na farmama pili¢a koje
praktikuju savremeni ,all in — all out” sistem koji podrazumeva gajenje pilica u
turnusima i potpunu dezinfekciju farmi izmedu turnusa, moguce je da se soj unet u
jednom turnusu prenosi na pilice iz slede¢eg turnusa usled nedovoljne dezinfekcije,
preko hrane i odece, glodara, kokosijih grinja itd. Nedavno je dokazano da endemske
zajednice bakteriofagnih protozoa mogu da perzistiraju na farmama brojlera tako $to u
nepovoljnim uslovima formiraju ciste, $to ih ¢ini otpornim na dezinfekciju. Mnoge od
ovih vrsta su poznati vektori za patogene bakterije, pa i salmonele, te je ovo verovatan
nacin kako pojedini sojevi salmonela opstaju na farmama duze vremena (Baré et al.,
2011). Liljebjelke i saradnici (2005) dokazali su da salmonele izolovane iz raznih
uzoraka sa farme brojlera, zivinske hrane, miSeva uhvacéenih na farmi, kao i pile¢ih
trupova sa farme predstavljaju isti soj, odnosno PFGE tip. Takode je moguce da se sa
novim turnusom u farmu unosi novi soj koji koegzistira sa starim. Dominantni soj
AAAA-osetljiv je naden na devet farmi u razli¢itim mestima, kod humanih izolata i u
namirnicama vrlo razli¢itog porekla i iz razli¢itih godina. To se moZe objasniti
cirkulacijom visoko srodnih S. Enteritidis u ljudskoj 1 zivinskoj populaciji u
JuZznobackom okrugu, ali i mozda ograni¢enim moguénostima tipizacije S. Enteritidis
generalno.

Iz rezultata ovog istrazivanja se jasno vidi koliko je kombinovanje raznih
tipizacionih tehnika povecalo mo¢ diskriminacije sojeva S. Enteritidis. Kombinacija
RAPD profila sa rezistotipizacijom je oc¢ekivano imala vecu diskriminativhu mo¢ nego
ove dve metode odvojeno (D = 0.820). Ona je dominantni RAPD tip AAAA
diskriminisala u Cetiri nove geneticke grupe (AAAA-osetljivi, AAAA-NAL, AAAA-
AMP i AAAA-AMP CFT NAL TET), a tip BAAA razdvojila u dve grupe (BAAA-
osetljiv i BAAA-AMP TET SXT). Analiza prirode mutacija u QRDR regionu u ovom

istrazivanju pomogla je i u diskriminaciji nekoliko sojeva. Polimorfizam mutacija u
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QRDR regionu (,,single nucleotide polymorphism* - SNP) kao tipizaciona metoda ima
svoja ograni¢enja jer moze da diskriminiSe samo sojeve koji nose mutaciju u ovom
regionu (Ji and Manak, 2002). SNP metoda nije doprinela diferencijaciji viSe sojeva od
kombinacije RAPD i rezistotipizacije kod humanih izolata i S. Enteritidis iz namirnica
(D = 0.810 i D = 0.833). Ipak, polimorfizam je postojao i SNP metoda je RAPD-
rezistotip AAAA-NAL diskriminisala u tri geneticke grupe (AAAA-NAL-Asp87Asn,
AAAA-NAL-Asp87Gly 1 AAAA-NAL-Ser83Phe). Time je i indeks diverziteta u
kombinaciji tri metode povecan sa 0.820 na 0.828, razlikujuci 22 geneticke grupe medu
60 izolata S. Enteritidis.

Odredivanje markera rezistencije u kolekciji od 60 nasumi¢no odabranih izolata
S. Enteritidis je sa jedne strane posluzilo kao metod tipizacije izolata, a sa druge strane
je imalo za cilj utvrdivanje ucestalosti pojave rezistencije na antibiotike kod S.
Enteritidis na podruc¢ju Juznobackog okruga. Rezultati ispitivanja osetljivosti na
antibiotike pokazuju da je od 60 izolata iz kolekcije 78% (47 izolata) osetljivo na sve
testirane antibiotike 1 da je taj procenat sliCan i1 za veterinarske i za humane izolate.
Samo 5% (tri izolata) S. Enteritidis je bilo viSestruko rezistentno na tri odnosno cetiri
antibiotika istovremeno, a 15% (devet izolata) na nalidiksi¢nu kiselinu (NAL). Najcesca
je bila rezistencija upravo na NAL, zatim na ampicilin (AMP) (8.3%), na tetraciklin
(TET) (5%), a jedan soj je bio rezistentan na cefalotin (CFT) (1.7%). Ukupno gledano
(Tabele 9. 1 10.), ucestalost rezistencije kod S. Enteritidis je jo$ uvek relativno niska na
podrucju Juznobackog okruga i to kod sve tri kategorije izolata (pili¢i, ljudi, namirnice).
Nametnulo se pitanje da li su dobijene ucestalosti realne ili su odraz slu¢ajno odabranog
uzorka. Dobijeni rezultati na uzorku od 60 izolata su inicirali Sira istrazivanja
rezistencije, narocito rezistencije na hinolone na ve¢em uzorku od 900 S. Enteritidis.

Kada su u pitanju humani izolati, u laboratoriji Odeljenja za koprologiju Instituta
za javno zdravlje Vojvodine rutinski se ne testira osetljivost svih identifikovanih
salmonela na antibiotike zato S$to se nekomplikovane intestinalne lokalizacije
salmoneloze retko le¢e antibioticima. Po zahtevu klinicara uradi se mali broj
antibiograma (testiranja osetljivosti na antibiotike disk-difuzionom metodom). Medu
900 ispitanih S. Enteritidis uradeno je 254 antibiograma (interni podaci laboratorije za

koprologiju Instituta za javno zdravlje Vojvodine).
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U vec¢em uzorku, medu 900 izolata S. Enteritidis iz ljudi 1 namirnica nadeno je
svega 4.3% (11 izolata) sa nekim markerom rezistencije. ZabeleZene su rezistencije na
AMP, TET 1 kotrimoksazol (SXT). Svega jedan izolat je bio rezistentan na tri
antibiotika (AMP SXT TET). Najcesca je bila rezistencija na AMP (3.5%). Ucestalost
rezistencije na TET ne mozZe se realno sagledati jer je testirana kod svega 17 izolata
(otkriveno je dva rezistentna), budu¢i da se TET ne primenjuje u klinickoj praksi za
lecenje ljudi, te ne ulazi u standardni panel antibiotika prilikom testiranja osetljivosti.
Kao marker rezistencije TET je znaCajan zbog primene u veterinarskoj medicini i
verovatno je da bi se ova rezistencija ¢eS¢e nalazila da se redovno ispituje osetljivost S.
Enteritidis na TET. U vec¢oj kolekciji od 900 izolata S. Enteritidis nadena je manja
zastupljenost rezistentnih sojeva i trostruko manja ucestalost rezistencije na AMP nego
medu humanim izolatima iz manje kolekcije od 60 izolata.

Prilikom ispitivanja osetljivosti na antibiotike u prvobitnoj kolekciji od 60
izolata S. Enteritidis izolovanih iz pili¢a, ljudi 1 namirnica pronaden je relativno visok
procenat izolata rezistentnih na NAL u periodu 2005.-2006. godine (15%), a samo kod
ljudi i namirnica taj procenat iznosio je 13.3%. Pojava NAL rezistentnih S. Enteritidis i
na podru¢ju JuznobaCkog okruga je pokazatelj prisutne opasnosti od smanjene
osetljivosti salmonela na fluorohinolone. Prema zajednickom nau¢nom misljenju
Evropskog centra za kontrolu bolesti (,,European Centre for Disease Prevention and
Control*“ — ECDC), Evropskog tela za bezbednost hrane (,,European Food Safety
Authority” — EFSA) i Evropske agencije za lekove, rezistencija na hinolone (ukljucujuci
fluorohinolone) i rezistencija na cefalosporine (ukljucujuéi trecu i Cetvrtu generaciju) su
prepoznati kao najznacajnije opasnosti za javno zdravlje kada su salmonele u pitanju
(EFSA and ECDC, 2011b). U Srbiji ne postoji harmonizovani sistem pracenja
zastupljenosti rezistencije na antibiotike kod salmonela poreklom od zivotinja, u
namirnicama i kod ljudi. Takode ne postoji ni sistem za pracenje potrosnje antibiotika u
Zivinarstvu, veterini i u humanoj medicini, kao vrlo vazan ¢inilac za pojavu i Sirenje
rezistentnih sojeva medu ljudima i pili¢ima. Ovo je prvo istrazivanje u Srbiji koje se
bavi rezistencijom salmonela na hinolone, kao jednim od najznacajnijih problema
salmoneloza. Adekvatni harmonizovani sistemi postoje u mnogim zemljama EU (Plym

Forshell and Wierup, 2006) i1 uklju¢ivanje Srbije u evropske tokove podrazumevace
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uvodenje stroge kontrole potrosnje antibiotika i1 kod zivotinja i kod ljudi, kao 1 sistema
pracenja rezistencije na antibiotike 1 viSestruko rezistentnih sojeva salmonela.

Zbog znacaja koji se pridaje fenomenu rezistencije na hinolone, uradena je dalja
analiza ucestalosti rezistencije na NAL kod 57.8% (900) od ukupnog broja S. Enteritidis
identifikovanih u periodu 2005.-2010. godine (prema internim podacima laboratorije za
koprologiju Instituta za javno zdravlje Vojvodine identifikovano je ukupno 1558
primoizolata S. Enteriditis) 1 100% salmonela drugih serotipova koje su identifikovane
do nivoa serotipa (259) u istom periodu iz pacijenata i namirnica. Kada je u pitanju
serotip Enteritidis, pokazalo se da je ucCestalost rezistencije na NAL generalno ipak
mnogo manja nego Sto se to pokazalo u prvobitnoj kolekciji od 60 izolata. Ona je na
uzorku od 900 S. Enteritidis iznosila svega 2.9% nasuprot 13.3% NAL rezistentnih S.
Enteritidis koji su nadeni u prvobitnoj kolekciji iz 2005. 1 2006. godine. Poredenjem
istog perioda, od 393 ispitanih izolata S. Enteritidis iz 2005. i 2006. godine nadeno je 10
NAL rezistentnih izolata, odnosno svega 2.5%. U 2008. godini, nije bilo registrovanih
NAL rezistentnih S. Enteritidis, a u€estalost u ostalim godinama se ujednaceno kretala
oko 2.5%, sem u 2007. godini kada je iznosila 4% od 100 ispitanih S. Enteritidis i u
2005. godini gde su na ucestalost NAL rezistentnih S. Enteritidis zna¢ajno uticali izolati
iz fabrike biskvita (6%). MoZe se zakljuciti da je veli¢ina uzorka stoga bitno uticala na
sagledavanje stvarne slike o ucestalosti rezistencije na antibiotike pa i na NAL kod S.
Enteritidis na podru¢ju Juznobackog okruga i ukazala na moguénost izvodenja
pogresnih zakljuc¢aka prilikom ispitivanja male kolekcije izolata. S obzirom da je
pregledano viSe od polovine ukupnog broja primoizolata S. Enteritidis identifikovanih
na podruc¢ju Juznobackog okruga, mala je verovatnoca da bi se u ve¢em uzorku naislo
na neke znacajnije razlike kada je rezistencija na hinolone u pitanju. Izuzetno mala
obzirom na podatke iz zemalja u okruzenju (EFSA and ECDC, 2011b).

Medu otkrivenih 26 NAL rezistentnih S. Enteritidis jasno se izdvajaju dve
grupe: kod polovine izolata rezistencija na NAL je bila jedini marker, dok 46% izolata
pokazuju udruzenost rezistencije na NAL sa rezistencijom na AMP (Tabela 16.). S
obzirom da su rezistencije na NAL i AMP uobicajeno najucestaliji markeri kod S.
Enteritidis 1 u Evropi, pojedini autori su izucavali genetiCke mehanizme u osnovi

navedenih pojava. Soto i saradnici (2003) su ustanovili da je rezistencija na AMP
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determinisana blargy genima lociranim najcesS¢e na autotransferabilnim plazmidima, a
da je rezistencija na NAL uzrokovana hromozomalnim mutacijama na gyr4 genu (87. ili
83. kodon). To zna¢i da ne postoji direktna geneticka povezanost dva markera
rezistencije, ve¢ se oni javljaju u istoj bakteriji nezavisno.

Istrazivanja rezistencije na antibiotike S. Enteritidis kod ljudi, Zivotinja i
namirnica u svetu su brojna poslednjih godina, a najinteresantnije za poredenje su
studije iz evropskih zemalja. Jo§ u periodu 1994.-1997. u Francuckoj na mnogo vecem
uzorku animalnih i humanih izolata zabeleZena pojava rezistencije na AMP, NAL 1 jo§
pet antibiotika u jednocifrenim procentima, sa izuzetkom TET na koji je rezistencija
bila oko 20% (Breuil et al., 2000). Veliko istraZivanje rezistencije salmonela u Holandiji
iz humanih 1 Zivotinjskih izvora u periodu 1984-2001. godine otkriva ¢ak oko 90%
izolata S. Enteritidis osetljivih na sedam ispitanih antibiotika 1 zanemarljiv broj
viSestruko rezistentnih. U ovo istrazivanje ipak nije ukljuceno testiranje na NAL, $to bi
znaCajno uticalo na rezultate (Van Duijkeren et al., 2003). Veliki problem sa
rezistencijom S. Enteritidis kod Zivotinja, namirnica i ljudi, naro¢ito na AMP i NAL
belezi se u nekoliko studija u Spaniji od sredine devedesetih godina, tako da je 2009.
godine polovina humanih izolata bila rezistentna na hinolone (Cruchaga et al., 2001;
Marimén et al., 2004; Soler et al., 2006; EFSA and ECDC, 2011b). Za razliku od
Spanije, situacija je neito povoljnija u drugim zemljama. U Turskoj je dve treéine
humanih izolata S. Enteritidis u periodu 2000-2002. bilo osetljivo na svih 7 testiranih
antibiotika (Erdem et al., 2005). Sli¢na je situacija bila i u blizem okruzenju, u Austriji
(dve tre¢ine osetljivih S. Enteritidis), ali kod izolata S. Enteritidis Zivotinjskog porekla
(Mayrhofer et al., 2004). Situacija u Evropi se menja do 2009. godine, jer se beleZi
zna€ajan porast rezistentnih i humanih i Zivotinjskih izolata, naro¢ito na hinolone. U
zvani¢nom izvestaju EFSA o rezistenciji salmonela u 2009. godini u zemljama EU
(EFSA and ECDC, 2011b) navodi se da je od svih antibiotika najucestalija rezistencija
kod S. Enteritidis bila na NAL (21.1% humanih i 16% S. Enteritidis iz zivine) i na CIP
(13.1% humanih i 17% S. Enteritidis iz zivine). Podatke za CIP treba uzeti sa rezervom,
jer se uglavnom odnose na zemlje EU koje smanjenu osetljivost na CIP izvestavaju kao
rezistenciju (epidemioloske grani¢ne vrednosti), dok u zemljama koje primenjuju vise,
klinicke grani¢ne vrednosti (sojevi sa smanjenom osetljivoS¢u se izveStavaju kao

osetljivi na CIP) za CIP poput Srbije, nema S. Enteritidis rezistentnih na CIP.
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Rezistencija na cefalosporine tre¢e generacije koji su takode klini¢ki znacajni za
leCenje generalizovanih salmoneloza, narocito kod dece, bila je zabeleZena samo kod
jednog izolata medu 60 u ovom istrazivanju S. Enteritidis, a retko se beleZi 1 u zemljama
EU. Dosta visoka ucestalost rezistencije S. Enteritidis na sulfonamide u Rumuniji
(41.5%) signalizira eventualnu potrebu za testiranjem na ovaj antibiotik (EFSA and
ECDC, 2011b). Naime, sulfonamidi su testirani u naSem istraZivanju samo u
kombinaciji sa trimetoprimom (kotrimoksazol ili SXT) zbog njihovog sinergistickog
dejstva, ali rezistencija je nadena samo kod dva izolata. Moguce je da neki od izolata
osetljivih na SXT ipak nose determinante rezistencije na sulfonamide. Rezistencija na
TET nije bila visoka kod 60 S. Enteritidis u naSem istrazivanju (5%, odnosno jedan
veterinarski 1 dva humana izolata), a ne predstavlja problem kod S. Enteritidis ni u
zemljama EU. Na drugom kraju sveta situacija se nesto razlikuje. U Cetiri istrazivanja
sprovedena u poslednjih 10 godina na izolatima S. Enteritidis razli¢itih kolekcija iz
pili¢a, ljudi 1 namirnica u Brazilu uofava se porast ucestalosti rezistentnih izolata S.
Enteritidis u svim grupama, naro¢ito na AMP, NAL i TET, pa je u poslednjem
istrazivanju (Okamoto et al., 2009) kod pili¢a nadeno 41% izolata rezistentnih na AMP,
18% na TET 1 ¢ak 57% rezistentnih na NAL. Naden je i jedan izolat rezistentan na CIP.
De Oliveira i1 saradnici nalaze znaCajno vecu zastupljenost rezistencije na NAL 1
viSestruko rezistentnih izolata medu pili¢ima, nego kod ljudi, §to u naSem istrazivanju
nije slucaj (de Oliveira et al., 2005). Kod izolata S. Enteritidis iz namirnica koje su
izazvale humane epidemije u toku 2001.-2002. u Brazilu, takode je najceS¢a bila
rezistencija na NAL (21.5%). S obzirom da su namirnice bile preteZzno Zivinskog
porekla, autori ovu rezistenciju objasnjavaju upotrebom enrofloksacina u Zivinarskoj
industriji u Brazilu (de Oliveira et al., 2006), §to se potvrduje i nalazom 3.75% S.
Enteritidis rezistentnih na fluorohinolon enrofloksacin u pile¢im trupovima u Brazilu
(Cardoso et al., 2006). U Koreji je medu klinickim izolatima nadeno 21.6% NAL
rezistentnih S. Enteritidis (Choi et al., 2005). Livermore (2003) zapaza da je ucestalost
rezistencije na svim kontinentima veca $to se ide juznije (jug Evrope, Juzna Amerika,
Afrika, Indija i Jugoisto¢na Azija).

Poredenje rezultata kada je viSestruka rezistencija u pitanju je teze zbog
razli¢itog broja i izbora antibiotika koje su pojedini autori koristili. Iako bi testiranje na

viSe antibiotika mozda otkrilo i druge markere rezistencije, kao §to su ustanovili
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Morshed 1 Peighambari (2010) testirajuci izolate S. Enteritidis na Cak 29 antibiotika,
ovaj pristup nije praktican ukoliko se testira veca kolekcija izolata ili se radi redovno
pracenje osetljivosti, jer bi za svaki izolat trebalo uraditi testiranje disk-difuzionom
metodom na 4-5 Petrijevih Solja. Stoga je panel koji je koriS¢en u ovom istrazivanju
sveden na sedam antibiotika koji je saglasan standardnoj proceduri za testiranje
osetljivosti salmonela CLSI (,,Clinical Laboratory Standard Institute). Problem
uporedivosti rezultata prepoznalo je 1 evropsko telo koje se bavi problemima
rezistencije bakterija kod Zivotinja gajenih za ljudsku ishranu, EFSA. EFSA je dala
preporuke za harmonizovano testiranje osetljivosti salmonela na znacajne grupe
antibiotika u zemljama Evropske Unije (EFSA, 2008).

Generalno, dobijeni rezultati u ovom istraZivanju ukazuju na vecu osetljivost
odabranih izolata S. Enteritidis na antibiotike i znatno nizu ucestalost rezistencije na
NAL nego u vecini evropskih i svetskih studija. Moguc¢e objasnjenje za dobijene nalaze
bi se moglo na¢i u ¢injenici da se u veterinarskoj Zivinarskoj praksi na podrucju
JuZnobackog okruga jo§ uvek ne koriste antibiotici u toliko velikoj meri, narocito ne kao
promoteri rasta u hrani. Razlog tome je mozda $to je Sira primena antibiotika skupa za
uzgajivace, Sto u ovom slucaju predstavlja sre¢nu okolnost kada je problem rezistencije
u pitanju. Pri tome, tretman fluorohinolonima (enrofloksacinom) se na lokalnim
farmama rede primenjuje kod koka nosilja nego kod brojlera gajenih za proizvodnju
mesa, a ne primenjuje se uopSte u toku perioda noSenja jaja (prema usmenoj
komunikaciji sa dr veterinarske medicine Dubravkom Potkonjak, Nau¢ni institut za
veterinarstvo ,,Novi Sad®), te bi se time mogla objasniti 1 manja verovatnoca selekcije
NAL rezistentnih S. Enteritidis u jajima. Stoga su salmonele na Zivinarskim farmama
kao izvori za humane infekcije manje izlozene pritisku primene antibiotika u pravcu
selekcije rezistentnih sojeva. Sa druge strane, uticaj na ucestalost rezistentnih sojeva S.
Enteritidis bi mogao imati i uvoz zivine, odnosno roditeljskih jata od kojih se uzgajaju
koke nosilje (laka roditeljska jata). Prema usmenoj komunikaciji sa dr veterinarske
medicine Dubravkom Potkonjak, roditeljska jata se na farme Juznobackog okruga uvoze
uglavnom iz Madarske, Nemacke, Bosne i Hercegovine. Za Madarsku i Bosnu i
Hercegovinu ne postoje dostupni podaci o rezistenciji S. Enteritidis na NAL kod pili¢a
uopste, ali je u Nemackoj ucestalost rezistencije S. Enteritidis na NAL kod pili¢a veoma

niska (2008. 1 2009. nije ni detektovana) (EFSA and ECDC, 2011b), pa je i rizik pri
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uvozu roditeljskih jata nosilja manji. Pored toga, svako jato pri uvozu podleze
obaveznom pregledu na salmonele, a narocito pili¢i uginuli pri transportu i samo jato sa
negativnim rezultatom pregleda na salmonele moze biti uvezeno. Navedenim faktorima
koji su prisutni u uzgoju pili¢a na teritoriji Juznobackog okruga moze se objasniti mala
ucestalost rezistencije S. Enteritidis na NAL pa i na ostale antibiotike kod ljudi.
Nazalost, za S$iru analizu potencijalne opasnosti od unoSenja rezistentnih sojeva
salmonela sa uvezenim pili¢ima ne postoje objedinjeni zvanicni podaci o intenzitetu
uvoza, poreklu i destinaciji uvezenih pilia, te ovo istraZzivanje namece potrebu
uspostavljanja harmonizovanog sistema praé¢enja uvoza i rezultata ispitivanja uvezenih
jata u Srbiji.

Pojava jednog NAL rezistentnog izolata od tri koja su izolovana po
epidemioloskim indikacijama iz fabrike biskvita uslovila je ispitivanje osetljivosti
ostalih izolata iz te fabrike na NAL. Uzorci koji su uzeti sa razli¢itih mesta u
proizvodnom procesu u fabrici biskvita ukljucivali su jaja iz dva razlicita tanka, gotovo
testo ispred depozitora, bris elevatora za ljusku, jaja iz prihvatnog tanka, bris poda u
prostoriji za lupanje jaja. U svih 14 uzoraka naden je samo jedan serotip — Enteritidis,
od toga je Sest salmonela bilo osetljivo na NAL, a osam rezistentno. Medu NAL
rezistentnim izolatima postojao je polimorfizam mutacija u QRDR regionu gyr4 gena,
odnosno sedam izolata imalo je Asp87Asn mutaciju, a jedan Asp87Gly. Razliciti tipovi
rezistencije, polimorfizam mutacija u QRDR regionu gyr4 gena, kao i rezultati RAPD
tipizacije gde je tri izolata iz fabrike biskvita pripadalo razli¢itim tipovima ukazuju na
Siroku kontaminaciju sa najmanje Cetiri razlicita soja S. Enteritidis. S obzirom da se u
testo dodaje ogromna koli¢ina jaja, navedeni rezultati su dokaz da je izvor
kontaminacije bilo viSe kontaminiranih jaja. Nalaz isklju¢ivo jednog serotipa u svim
uzorcima iz fabrike biskvita snazno ukazuje na povezanost serotipa Enteritidis sa jajima
kao izvorom kontaminacije. U literaturi nisu pronadena sli¢na istrazivanja
kontaminacije u tehnoloskim procesima proizvodnje u Srbiji, a dobijeni rezultati
ukazuju na potrebu nadzora i kontrole u industriji koja nema direktnu vezu sa
zivinarskom proizvodnjom, ali koristi jaja kao sirovinu.

U ovom istrazivanju prvi put u Srbiji analizirana je priroda mutacija koje
determiniSu smanjenu osetljivost na fluorohinolone. Analiza QRDR regiona gyr4 gena

pokazala je postojanje tri tipa mutacija na jednom od dva lokusa kod svih 35 NAL
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rezistentnih S. Enteritidis izolata detektovanih u ovom istrazivanju: Asp87Asn kao
najcesci, Asp87Gly 1 Ser83Phe (Slika 12). Upecatljiva je dominacija mutacija na 87.
poziciji (88.6% izolata). Nije bilo dvostrukih mutacija na oba lokusa, §to je i1 bilo
ocekivano s obzirom da su dvostruke mutacije dosada nalazene samo kod izolata
rezistentnih na fluorohinolone (San Martin et al., 2005). San Martin i saradnici su kod
vise serotipova salmonela kod pilica na Spanskim farmama naSli podjednak broj
pojedina¢nih mutacija na 87. 1 83. lokusu i to Asp87Asn i Ser83Phe. U jednom od prvih
istrazivanja mutacija u QRDR regionu 1988.-1995. godine u Velikoj Britaniji je medu
izolatima salmonela uglavnom od Zivine nadena dominacija Asp87Gly (76% izolata),
ali su zabelezene 1 Asp87Asn, Asp87Tyr, Ser83Phe 1 Ser83Tyr (Piddock et al., 1998). U
periodu 1997.-2000. kod raznih S. Enteritidis izolata nadene su iste mutacije, ali nije
bilo dominacije nego je po Cetvrtina izolata imalo Ser83Phe i Asp87Tyr mutacije (Eaves
et al., 2005). Asp87Asn je bila jedina mutacija kod humanih, a Ser83Phe kod animalnih
NAL rezistentnih S. Enteritidis u Litvaniji (Seputiené et al., 2006). U analizi NAL
rezistentnih S. Enteritidis u Irskoj 2000. godine autori su nasli dominaciju Asp87Tyr
mutacije koju objasnjavaju klonalnim Sirenjem (Kilmartin et al., 2005). U Spaniji je u tri
istrazivanja takode dominirala mutacija kod NAL rezistentnih S. Enteritidis na 87.
poziciji 1 to Asp87Tyr (Soto et al., 2003; Cabrera et al., 2004; Marimoén et al., 2004). U
Hong Kongu podjednako su zastupljene Asp87Asn i Asp87Gly, ali su nadene i
Asp87Tyr i Ser83Phe, a iste mutacije nadene su i u Nemackoj 2001.-2005. godine (Ling
et al., 2003; Kehrenberg et al., 2007). Postoji teza da mutatorski fenotipovi defektni u
metil-dirigovanoj “mismatch” reparaciji, koji postoje u prirodnoj populaciji bakterija,
igraju veliku ulogu u nastanku mutacija upravo na lokusima 83 i 87 QRDR regiona koji
predstavljaju takozvane vruce tacke za genetiCku varijabilnost u gyr4, koji je inace
visoko konzervisan medu mnogim vrstama (Levy et al., 2004). Objasnjenje za ovako
ograni¢enu varijabilnost supstitucija na 83. 1 87. poziciji kod rezistentnih izolata lezi u
tome da zamena male polarne aminokiseline (Ser) na 83. poziciji sa velikom
hidrofobnom aminokiselinom (npr. Phe) dovodi do smanjenog nivoa vezivanja
fluorohinolona, dok je za supstitucije na 87. poziciji presudan gubitak negativno
naelekstrisane aminokiseline (Asp) koja je vazna u interakciji hinolona 1 ziraze (Griggs
et al., 1996). Zanimljivo istrazivanje sproveli su Haugum 1 saradnici (2007)

pokusavajuéi da ustanove vezu izmedu tipa in vitro mutanata i hinolonskih antibiotika
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koji su ih selektovali. Kod serotipa Enteritidis fluorohinolon levofloksacin je jedini
izazvao Asp87Asn 1 Asp87Gly mutacije, dok su CIP i enrofloksacin uglavnom izazivali
Ser83Phe mutacije. TeSsko da se dominacija mutacija na 87. poziciji u naSem
istrazivanju moze objasniti selekcijom putem upotrebe levofloksacina, jer se on ne
koristi u Srbiji ni u humanoj, ni u veterinarskoj medicini. Levofloksacin nije u upotrebi
u zivinarskoj industriji ni u zemljama EU, uglavnom su kao i kod nas u upotrebi
enrofloksacin i flumekvin, koji su najverovatnije uslovili selekciju rezistencije na NAL
kod S. Enteritidis kod pili¢a. Evidentno je da in vitro eksperimenti ponekad ne mogu u
potpunosti da simuliraju uslove in vivo.

Analiza fenomena smanjene osetljivosti na fluorohinolone omogucéena je
odredivanjem MIC vrednosti za CIP kod NAL rezistentnih S. Enteritidis. Prilikom
testiranja MIC vrednosti za CIP, rezultati su tumaceni prema CLSI standardu koji je u
Siroj upotrebi u razvijenim zemljama. Prema CLSI standardu sojevi su rezistentni pri
MIC > 4 mg/l, a osetljivi pri MIC < 1 mg/l. Za fenomen smanjene osetljivosti uzeta je
opSteprihvacena grani¢na vrednost za CIP: MIC > 0.125 mg/1 (Choi et al., 2005; Ercis et
al., 2006; Giraud et al., 1999; Kilmartin et al., 2005; Kotilainen et al., 2005; Rodriguez-
Avial et al., 2005; Stevenson et al., 2007). lako se ne moze detektovati standardnom
disk-difuzionom tehnikom, smanjena osetljivost moze dovesti do neuspeha u terapiji
salmoneloza klinickim dozama fluorohinolona (Piddock, 1993). Ekstraintestinalne
infekcije izazvane salmonelama, a posebno infekcija S. Typhi mogu dovesti do smrtnog
ishoda ukoliko se ne leCe antibioticima. Upravo kod ekstraintestinalnih infekcija
indikovana je terapija fluorohinolonima. Nakon prvih izvestaja o neuspehu terapije zbog
smanjene osetljivosti na fluorohinolone, sve ceS¢e su poceli da se javljaju sli¢ni
sluc¢ajevi. Stoga su mnogi istrazivaci predlozili preispitivanje grani¢nih vrednosti za
osetljivost na fluorohinolone, odnosno strozije kriterijume za definisanje osetljivosti
koji bi usli u standarde (Crump et al., 2003; Aarestrup et al., 2003). Evropsko telo za
testiranje osetljivosti na antibiotike (,,European Committee for Antimicrobial
Susceptibility Testing“ — EUCAST) je 2009. godine usvojio nove, nize klinicke
grani¢ne vrednosti za osetljivost na CIP koje podrazumevaju da su sojevi rezistentni vec¢
pri MIC > 1 mg/l, a osetljivi pri MIC < 0.5 mg/l (EUCAST, 2009). Sa druge strane,
EUCAST je definisao i epidemioloSke grani¢ne vrednosti za CIP. Za svaku bakterijsku

vrstu distribucija MIC vrednosti medu sojevima omogucava razlikovanje populacije
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divljeg tipa bakterija i populacije koja pokazuje neki nivo rezistencije. Kada bakterije
steknu rezistenciju jasno definisanim i efikasnim mehanizmom kao $to je na primer
sticanje gena odgovornog za proizvodnju enzima odgovornog za  inaktivaciju
antibiotika, distribucija MIC-ova pokazuje dve velike subpopulacije, jednu potpuno
osetljivu i drugu potpuno rezistentnu. Rezistencija moze biti dostignuta i putem serije
malih koraka, kao Sto su promene u propustljivosti bakterijskog ¢elijskog zida 1
dodatnih drugih mehanizama koji doprinose povecanju stepena rezistencije, $to je slucaj
sa rezistencijom na hinolone. U ovom slucaju, moze se pojaviti populacija bakterija koja
se nalazi izmedu potpuno osetljive populacije i viSe rezistentne populacije (fenomen
smanjene osetljivosti). Epidemioloska grani¢na vrednost oznatava MIC iznad koga
bakterije imaju neko detektabilno smanjenje osetljivosti i smatraju se rezistentnima. Za
CIP prema EUCAST standardu izolati sa MIC > 0.06 mg/1 su epidemioloski rezistentni
(Kahlmeter et al., 2003). Epidemioloske grani¢ne vrednosti detektuju bilo kakvu
devijaciju u osetljivosti od divljeg tipa, ali nisu odgovarajuce za odredivanje uspesSnosti
terapije antibiotikom. Medutim, u svrhu odredivanja terapijske efikasnosti koriste se
klinicke grani¢ne vrednosti, ali se moze desiti da se ne detektuje rezistencija u
nastajanju (EFSA and ECDC, 2011b).

U naSem istrazivanju ukupno 34 od 35 NAL rezistentnih S. Enteritidis izolata
pokazalo je fenomen smanjene osetljivosti na CIP (MIC CIP > 0.125 mg/l) (Tabele 11.,
17.). I prema CLSI i prema EUCAST klinickim grani¢nim vrednostima takvi izolati
spadaju u osetljive. Tokom ovih istrazivanja nije naden nijedan izolat S. Enteritidis, pa
ni ostalih serotipova salmonela, klini¢ki rezistentan na CIP u disk-difuzionom testiranju
(Tabele 9., 10., 16. 1 19.). Ali ako bi se rezultati interpretirali prema epidemioloskim
EUCAST kriterijumima (Sto je tendencija Sirom EU kada se vrsi izvestavanje za EFSA),
svi izolati NAL rezistentnih S. Enteritidis u ovom istrazivanju bili bi rezistentni na CIP,
ali bilo bi svega 2.9% S. Enteritidis rezistentnih na CIP, §to je neobi¢no u odnosu na
ucestalost CIP rezistentne S. Enteritidis u Velikoj Britaniji (30.5%), Danskoj (11%) 1
Holandiji (15%) koje primenjuju EUCAST kriterijume pri izveStavanju.

Jedan NAL rezistentan izolat S. Enteritidis je imao MIC CIP 0.064 mg/l. Ovaj
izolat je ipak imao mutaciju u gyr4 - Asp87Gly. U istrazivanju Ling i saradnika (2003),
ovako niska vrednost za CIP nadena je kod jednog izolata S. Enteritidis sa jedinom

mutacijom u parC genu Tyr57Ser, dok su mutacije u gyr4 davale vise vrednosti MIC
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CIP. Ovo je prvi poznati nalaz da je mutacija na poziciji 87 u QRDR gyr4 gena uslovila
MIC CIP ispod 0.125 mg/I.

Kod svih NAL rezistentnih izolata MIC vrednosti za NAL su se kretale od 128
do 1024 mg/l, sto su za oko Sest razredenja ili 60 puta vece vrednosti nego kod
osetljivih izolata, jasno razdvajajuéi osetljivu i rezistentnu subpopulaciju. Kod NAL
osetljivih izolata medutim, MIC vrednosti za CIP su bile od 0.016 do 0.064 mg/l, a kod
NAL rezistentnih MIC CIP su se kretale od 0.064 do 0.512 mg/l. To znali da se
subpopulacija rezistentna na NAL nadovezala na osetljivu populaciju po MIC CIP
vrednostima, demonstriraju¢i fenomen smanjene osetljiosti. Nije se mogla ustanoviti
korelacija izmedu tipa mutacije i MIC na NAL i CIP (Tabela 18). Nijedna kombinacija
MIC vrednosti nije se mogla vezati za odredeni tip mutacije. Kod viSe izolata sa
identi¢nom Asp87Gly mutacijom MIC za NAL kretao se od 128 do 512 mg/l, a za CIP
od 0.064 do 0.512 mg/l (dijapazon od c¢ak cetiri razredenja). Vezu izmedu MIC
vrednosti za NAL i CIP 1 tipa mutacija nisu mogli na¢i ni Piddock i saradnici (1998).
Najcesca kombinacija MIC vrednosti u naSem istrazivanju je bila MIC NAL 256 mg/l i
MIC CIP 0.256 mg/1 (19 izolata) i nadena je kod sva tri tipa mutacija, ali nije se videla
jasna korelacija izmedu MIC vrednosti za NAL i za CIP (visi MIC za NAL nije
podrazumevao i visi MIC za CIP 1 obratno). Medutim, Giraud i saradnici (1999) su nasli
da kod veterinarskih izolata salmonela MIC za NAL od 128-512 mg/] uslovljava MIC
za CIP 0.125-0.5 mg/l, a da vise vrednosti MIC za NAL (512-1024 mg/l) koreliraju sa
MIC za CIP 1-2 mg/l. Isti autori su sugerisali da kod eksperimentalno selektovanih
mutanata mutacije na Ser83 dovode do viSeg nivoa rezistencije nego mutacije na Asp87,
Sto u naSem istrazivanju kod prirodno selektovanih mutanata nije slucaj, te se ponovo
ispostavlja da in vitro eksperimenti ne mogu simulirati uvek in vivo uslove. Ali i ovi
autori su ustanovili da izolati sa mutacijama na istoj poziciji imaju razli¢ite nivoe
rezistencije, 1 pretpostavljaju postojanje dodatnih mehanizama rezistencije na drugim
lokusima. Ta pretpostavka je donekle oborena u radu Choi i saradnika koji su kod NAL
rezistentnih a CIP osetljivih salmonela sa razli¢itim MIC vrednostima dokazali
postojanje svega po jedne mutacije u QRDR regionu gyr4 gena i odsustvo mutacija na
2vrB, parC i parE, odsustvo gnr gena kao i povecane ekspresije efluks pumpe. Stavise,
kod sojeva sa povecanim efluksom nisu zabelezene viSe MIC vrednosti za CIP i

pretpostavlja se da aktivni efluks igra manju ulogu u niskom nivou rezistencije koju
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kodiraju pojedinacne gyr4 mutacije, a veliku ulogu u visokom nivou rezistencije kod
sojeva sa duplim gyr4 mutacijama (Choi et al., 2005).

Vaznost odredivanja MIC vrednosti na CIP ogleda se i1 u preispitivanju
moguénosti da se primene i drugi fluorohinoloni u terapiji zbog pojave ukrStene
rezistencije medu fluorohinolonima (Rodriguez-Avial et al., 2005; Sahm et al., 2003). U
analizi aktivnosti 11 fluorohinolona protiv salmonela u Finskoj ustanovljena je jasna
pozitivna korelacija izmedu MIC vrednosti za CIP i enrofloksacin, gatifloksacin,
gemifloksacin, levofloksacin, lomefloksacin, moksifloksacin, norfloksacin i ofloksacin.
Jedino je za najnovije fluorohinolone klinafloksacin i sitafloksacin pokazano da su im
MIC vrednosti nize od CIP kod sojeva sa smanjenom osetljivos¢u na CIP, $to ih ¢ini
dobrim kandidatima za efikasnu terapiju ¢ak i kod takvih salmonela (Kotilainen et al.,
2005). Tako su jo$§ uvek retki kod salmonela, plazmidno determinisani geni (gnr i
aac(6’)Ib-cr) koji doprinose smanjenoj osetljivosti na fluorohinolone ne mogu se
detektovati u standardnom disk-difuzionom antibiogramu jer su sojevi koji nose ovakve
gene osetljivi na NAL. Cavaco i Aarestrup (2009) su dali preporuke za detekciju gnr i
aac(6’)Ib-cr gena koje ukljucuju pre svega analizu smanjenja MIC vrednosti za CIP ili
norfloksacin. Ali ako nije dostupno kvantitativno odredivanje MIC vrednosti, smanjenje
zone inhibicije za fluorohinolone i postojanje zone inhibicije za NAL u disk-difuzionom
antibiogramu moze da ukazuje na plazmidno determinisanu rezistenciju, dok nedostatak
zone inhibicije oko diska sa NAL ukazuje na mutaciju u QRDR regionu. Kori$¢enje
diskova sa smanjenom koncentracijom CIP (1 pg umesto 5 pg) u disk-difuzionom
antibiogramu takode omogucava bolje razlikovanje izolata sa plazmidno
determinisanom rezistencijom od osetljivih izolata.

Cinjenica da su NAL rezistentni sojevi S. Enteritidis sa razli¢itim mutacijama u
QRDR regionu gyrA4 gena nasumic¢no zastupljeni tokom izucavanih Sest godina, kao i
diskontinuitet pojave S. Enteritidis rezistentnih na NAL tokom godina kod ljudi (u celoj
2008. godini nije otkriven nijedan NAL rezistentan S. Enteritidis izolat) govori o tome
da je mala verovatnoca da postoji klonalno Sirenje NAL rezistentnih sojeva na teritoriji
Juznobackog okruga.

Kada se uporedi ucestalost humanih izolata rezistentnih na NAL kod S.
Enteritidis 1 kod drugih serotipova salmonela, u ovom istrazivanju je dokazano da je ta

ucestalost mnogo visa kod drugih serotipova, pa i kod S. Typhimurium (7%) nego kod
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S. Enteritidis (2.9%), dok je u EU situacija obrnuta (21.1% kod S. Enteritidis prema
5.4% kod S. Typhimurium) (EFSA et ECDC, 2011b). To je posledica pre svega niske
ucestalosti rezistencije na NAL kod S. Enteritidis u naSem istraZivanju.

U naSem istrazivanju rezistencija na NAL nadena je kod cetiri serotipa koji su
ujedno bili i1 najces¢i (ako se izuzme serotip Senftenberg, koji je 2008. godine imao
klonalno Sirenje), ¢ine¢i dve tre¢ine od 259 salmonela iz 24 serotipa. Rezistencija na
NAL dominira kod serotipa Hadar gde gotovo polovina izolata nosi ovu rezistenciju.
Breuil i saradnici (2000) nasli su izuzetno visok procenat rezistencije na NAL kod S.
Hadar (72% kod animalnih a 92% kod humanih izolata 1997. godine), kao i Antunes i
saradnici (2003) u Zivinskim proizvodima (100%) u Portugalu. Dominacija NAL
rezistentnih izolata kod S. Hadar i NAL rezistentnih S. Enteritidis na drugom mestu
zabelezene su i u dve Spanske i1 jednoj turskoj studiji humanih izolata salmonela
(Marimén et al., 2004; Rodriguez-Avial et al., 2005; Ercis et al., 2006). U Austriji
Mayrhofer i1 saradnici (2004) su nasli visoku ucestalost salmonela 1 Campylobacter-a
rezistentnih na hinolone i1 to povezuju sa prevalentno$¢u dve bakterijske vrste medu
zivinom, koja se pak Cesto tretira ciprofloksacinom radi prevencije salmoneloza i
kampilobakterioza. U SAD je kao posledica masovnog tretmana zivine enrofloksacinom
41% izolata Campylobacter-a kod ljudi bilo rezistentno na fluorohinolone 2001. godine,
Sto je uslovilo zabranu upotrebe enrofloksacina u Zivinarstvu 2004. godine u nadi da ¢e
se smanjiti ucestalost rezistencije kampilobaktera i salmonela na hinolone (Nelson et al.,
2007). Iako se ljudi rede zaraze od kucnih ljubimaca, nije zanemarljiv rizik zbog Ceste
upotrebe antibiotika u leCenju pasa i macaka. Fluorohinoloni su za lecenje malih
zivotinja u Evropi odobreni krajem 1990-tih godina i1 zabeleZena je pojava rezistencije i
neuspeha terapije prilikom prolongiranog le¢enja hroni¢nih infekcija uzrokovanih
Pseudomonas aeruginosa 1 Staphylococcus intermedius. Takode je dokazana i uloga
macaka 1 pasa kao rezervoara viSestruko rezistentnog soja S. Typhimurium DT104
(Guardabassi et al., 2004). Na Dalekom Istoku, u Kini, problem rezistencije na hinolone
1 fluorohinolone udruzene sa visestrukom rezistencijom je izuzetno velik kod najées¢ih
serotipova S. Typhimurium i S. Enteritidis kod ljudi. Cak 97% S. Enteritidis i 89% .
Typhimurium je bilo rezistentno na CIP (Xia et al., 2009). Visoka ucestalost rezistencije
objasnjava se lakom dostupno$¢u i nekontrolisanom potro$njom antibiotika, pa i

fluorohinolona u humanoj i veterinarskoj praksi u Kini (Cui et al., 2008) i u Vijetnamu
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(Van et al., 2007). Prema nekim autorima porast rezistencije kod netifusnih salmonela u
razvijenim zemljama pripisuje se upotrebi antibiotika kod zivotinja gajenih za ljudsku
ishranu, dok je u zemljama u razvoju uzrok tome skoro isklju¢ivo koris¢enje antibiotika
u humanoj medicini (Threlfall et al., 2000). Medutim, ne moZe se uvek ucestalost
rezistencije na pojedine antibiotike jednostavno objasniti intenzitetom upotrebe
antibiotika kod zivotinja ili ljudi. Na primer, visoka zastupljenost rezistencije na CIP
Campylobacter-a kod svinja u Svedskoj je zabelezena dok fluorohinoloni nisu bili
koriSteni u svinjarstvu. Sa druge strane, pad broja S. Typhimurium rezistentnih na
hinolone kod goveda u Belgiji i Nemackoj je bio u periodu 1991-1998. godine, kada
nije bilo smanjenja potro$nje hinolona. Verovatno objaSnjenje lezi u klonalnom Sirenju
pojedinih sojeva na odredenom podrucju (Bywater et al., 2004).

Prema nekim autorima uzrok rezistencije netifusnih salmonela na hinolone kod
ljudi treba traziti u Cestoj upotrebi fluorohinolona kod zivotinja, a ne u humanoj
medicini. Tesko da upotreba fluorohinolona kod ljudi znacajno uti¢e na ovaj fenomen iz
slede¢ih razloga: terapija se primenjuje tek nakon identifikacije salmonele u uzorku;
terapeutske doze fluorohinolona se daju kratko u velikim dozama, imaju jak
baktericidan efekat i malo je verovatno da ¢e selektovati rezistentne sojeve;
fluorohinoloni se ne koriste u leCenju dece, a nadena je veca ucestalost hinolon-
rezistentnih sojeva salmonela kod dece nego kod odraslih (Melbak et al., 2002). Ono §to
posebno zabrinjava je da selekcija rezistencije na hinolonske antibiotike moze nastati i
bez prisustva antibiotika. S obzirom da su hinoloni sinteticki antibiotici koji se u prirodi
ne mogu naci, za ocekivati je da ne moze doc¢i do selekcije rezistencije na hinolone u
drugom okruzenju, sem koriS¢enjem hinolona na zivotinjskim farmama. Medutim,
pokazano je da je ovo ipak moguée i verovatno, s obzirom da je u eksperimentalnim
uslovima selektovan nizak nivo rezistencije na hinolone drugim antibioticima
(hloramfenikolom 1 tetraciklinom), pa i nekim bojama, deterdzentima, antisepticima,
zuénim solima i1 borovim uljem. Neke od ovih supstanci su prisutne u medicinskim
ustanovama, a neke u prirodnom okruZenju ili u uslovima kontaminacije u prirodi.
Izolati P. aeruginosa iz prirode i druge bakterije imaju urodene inducibilne MDR
mehanizme kao Sto je efluks pumpa, koji se mogu aktivirati supstancama koje nisu
antibiotici, pa mogu indukovati i rezistenciju na hinolone (Martinez et al., 1998;

Braoudaki and Hilton, 2004). U radu Davidsona i saradnika (2008) pokazano je da
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koris¢enje anitimalarika hlorokvina u podru¢ju gde je malarija veliki problem selektira
rezistenciju na CIP kod E. coli izolovane kod lokalnog stanovniStva. Autori su otkrili
prisustvo hlorokvina u vodi za pice, verovatno fekalnog porekla, kao posledica
intenzivnog koriS¢enja ovog leka protiv malarije. Eksperimentalno je dokazano da
hlorokvin selektuje mutacije u QRDR regionu gyrd gena E. coli koje dovode do
rezistencije na CIP. S obzirom na slicne mehanizme rezistencije kod salmonela, ovaj
nacin selekcije rezistencije je opasan zbog raSirenosti salmoneloza u podrucjima gde
vlada i malarija, a naroCito u svetlu Cinjenice da je tako kompromitovano lecenje
fluorohinolonima sistemske salmoneloze koja je Cesta komplikacija kod pacijenata
obolelih od AIDS-a, a HIV infekcije su vrlo rasirene u Africi u podru¢jima gde je Cesta i
malarija.

Medu salmonelama poreklom od ljudi i namirnica iz Juznobackog okruga
(Tabela 19.) zastupljenost izolata rezistentnih na NAL i viSestruko rezistentnih isolata
je generalno ve¢a medu drugim serotipovima (kod S. Typhimurium i jo§ vise kod S.
Hadar) nego kod S. Enteritidis. Moguce objasnjenje lezi u tome da su brojleri i druge
zivotinje od kojih se proizvodi meso za ljudsku ishranu na nasim farmama izloZeni
intenzivnijem tretmanu antibioticima, pa i fluorohinolonima nego koke nosilje (prema
usmenoj komunikaciji sa dr veterinarske medicine Dubravkom Potkonjak, Naucni
institut za veterinarstvo ,,Novi Sad®), selektuju¢i na taj nacin rezistentne sojeve
serotipova koji se ¢eS¢e mogu naci u mesu nego u jajima. I drugi autori beleze vecu
zastupljenost rezistencije kod drugih serotipova salmonela nego kod serotipa Enteritidis
(Cardinale et al., 2005; Cruchaga et al., 2001; Erdem et al., 2005; Soler et al., 2006; Van
Duijkeren et al., 2003). U austrijskom istrazivanju salmonela iz Zivotinja drugi
serotipovi salmonela su imali viSe markera rezistencije i skoro da nije bilo osetljivih
izolata. Ucestala rezistencija na TET koju su detektovali Mayrhofer i saradnici (2004),
zapazena je u istrazivanju rezistencije salmonela nadenih u jednoj zivinskoj klanici u
Spaniji (Carramifiana et al., 2004), kao i kod S. Enteritidis iz pile¢ih trupova u Brazilu
(Cardoso et al., 2006) i mesa u Vijetnamu (Van et al., 2007) i objaSnjava se ¢injenicom
da se ovaj lek dodaje u hranu zivine kao promoter rasta. U naSem istrazivanju
rezistencija na TET je reda kod S. Enteritidis iz pili¢a, ljudi 1 namirnica (Tabela 9., 10.,
16.), ali je vrlo Cesto udruzena sa rezistencijom na NAL kod drugih serotipova

salmonela (Tabela 19.). Ipak je rezistencija na AMP najces¢e udruzena sa rezistencijom
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na NAL kod nasih izolata salmonela bez obzira na serotip (Tabela 16. 1 19.). Ucestalu
udruzenost rezistencije na NAL 1 AMP beleze i drugi autori, u Koreji i SAD (Choi et
al., 2005; Cheong et al., 2007; Stevenson et al., 2007). Analiziraju¢i salmonele Sirom
SAD, Stevenson i saradnici su utvrdili da je pojava rezistencije na AMP, gentamicin,
kanamicin, TET 1 SXT c¢es¢a kod NAL rezistentnih salmonela nego kod osetljivih na
NAL. Takode su zakljucili da su NAL rezistentne salmonele ¢eS¢e izolovane iz krvi
nego osetljive 1 time povezane sa ozbiljnim tokom bolesti, $to dodatno zabrinjava.

Najnovije pojave epidemijskog Sirenja po Evropi viSestruko rezistentne S.
Paratyphi B varijetet Java medu pili¢ima (Van Duijkeren et al., 2003) i viSestruko
rezistentne S. Kentucky ST198 koja je i1 visoko rezistentna na CIP (Le Hello et al, 2011)
namecu potrebu stalnog pracenja kretanja salmonela u Zivotinjskoj i humanoj
populaciji.

Izvanredna sposobnost bakterija, pa i1 salmonela, da na uvodenje novih
antibiotika brzo odgovore raznovrsnim mehanizmima rezistencije kompromitovala je
upotrebu mnogih antibiotika i definitivno postavila pred naucnike i javnost pitanje: da li
je odnos ljudi i patogenih bakterija borba bez pobednika? Poslednjih godina fokus se
pomera i na takozvane uslovno patogene bakterije, bakterije koje su normalni stanovnici
ljudskog ili Zivotinjskog organizma. Sve CeS¢e uslovno patogene bakterije naoruzane
determinantama virulencije 1 invazivnosti udruZenim sa viSestrukom rezistencijom na
antibiotike izazivaju po zivot opasne infekcije koje se ne mogu le€iti nijednim poznatim
antibiotikom. Preostaje nam malo reSenja koja su vrlo slozena. Jedno je iznalazenje
novih klasa antibiotika, spor i komplikovan proces koji prema dosadasnjem iskustvu ne
garantuje trajan uspeh zbog brze pojave rezistencije kod bakterija. Potrebna je
harmonizovana akcija nadleznih struktura koje su uklju¢ene u proizvodnju, distribuciju i
primenu antibiotika u cilju ograni¢avanja upotrebe antibiotika kako kod ljudi, tako i kod
zivotinja 1 biljaka, Sto bi smanjilo selektivni pritisak i1 favorizovalo ponovnu dominaciju
osetljivih sojeva bakterija. Neophodan je i sistem kontrole i spreavanja Sirenja
infekcija, sprovodenje dobre higijenske prakse u uzgoju zivotinja i proizvodnji
namirnica kao i vakcinacija zZivotinja. Uticaj upotrebe antibiotika kod Zivotinja gajenih
za ljudsku ishranu na ljudsko zdravlje narocCito je evidentan u slucaju salmoneloza.
Medunarodna trgovina Zivotinjama 1 hranom Zivotinjskog porekla dodatno povecéavaju

ovaj problem. Stoga se namece potreba globalne inicijative i ustanovljavanja nadzora
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nad potencijalno opasnim bakterijskim sojevima. Budu¢i da smo i mi deo tog globalnog
trziSta 1 razmene ljudi, Zivotinja 1 hrane, oCekivana je pojava rezistentnih sojeva i kod
nas. Efikasni sistemi tipizacije sojeva 1 pracenja rezistencije bakterija u veterini,
poljoprivredi i medicini omoguci¢e nam preduzimanje preventivnih mera u cilju

sprecavanja Sirenja rezistentnih bakterija.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu izloZenih rezultata istrazivanja, mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

l.

RAPD (,,randomly amplified polymorphic DNA*) metoda tipizacije sa Cetiri
odabrana prajmera pokazala je zadovoljavaju¢u diskriminativnu mo¢ u
kombinaciji sa rezistotipizacijom i polimorfizmom mutacija u regionu koji
determiniSe rezistenciju na hinolone (QRDR) gyrd gena, razlikujuéi 22
geneticke grupe u kolekciji od 60 izolata Salmonella enterica subspecies
enterica serotip Enteritidis (S. Enteritidis) poreklom od pili¢a, ljudi 1 namirnica
zivinskog porekla. Metoda je brza i jednostavna i preporucuje se u tipizaciji
sojeva salmonela.

Kombinovanjem rezultata dobijenih primenom vise metoda tipizacije znacajno
je povecana mogucnost diskriminacije razli¢itih sojeva S. Enteritidis u odnosu
na pojedina¢ne metode.

U ljudskoj i zivinskoj populaciji na podrucju Juznobackog okruga cirkulisu
visoko srodni izolati S. Enteritidis.

Ispitivanjem osetljivosti S. Enteritidis na standardni panel od sedam antibiotika
ustanovljena je mala ucestalost rezistentnih izolata, a narocCito viSestruko
rezistentnih izolata u odnosu na susedne zemlje. Najucestalije su rezistencije na
ampicilin i nalidiksi¢nu kiselinu.

Nisu ustanovljene znacajne razlike u ucestalosti i tipovima rezistencije kod
izolata poreklom od pili¢a, namirnica i ljudi.

Problem pojave rezistencije na hinolone i smanjene osetljivosti na
fluorohinolone medu S. Enteritidis na naSem podrucju postoji, ali je manji nego
u zemljama u okruzenju. Manje od 3% izolata S. Enteritidis kod ljudi 1
namirnica je bilo rezistentno na nalidiksi¢nu kiselinu. Nije naden nijedan izolat
rezistentan na ciprofloksacin prema CLSI (,,Clinical and Laboratory Standards
Institute®) grani¢énim vrednostima.

Testiranje osetljivosti salmonela na nalidiksi¢nu kiselinu je neophodno kao
pokazatelj pojave smanjene osetljivosti na fluorohinolone. Potrebno je

odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije za ciprofloksacin kod svih
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10.

11.

12.

izolata salmonela rezistentnih na nalidiksi¢nu kiselinu da bi se ustanovio nivo
smanjene osetljivosti 1 kliniCarima eventualno preporucila alternativna terapija.
Kod svih NAL rezistentnih S. Enteritidis nadena je po jedna mutacija na 83. ili
87. poziciji QRDR regiona gyr4 gena. Najucestalija je bila Asp87Asn mutacija,
ali su nadene 1 Asp87Gly i Ser83Phe mutacije.

34 od 35 NAL rezistentnih izolata S. Enteritidis pokazali su fenomen smanjene
osetljivosti na ciprofloksacin. Nije ustanovljena korelacija izmedu tipa mutacija i
minimalnih inhibitornih  koncentracija za nalidiksicnu kiselinu 1 za
ciprofloksacin.

Distribucija razlicitth mutanata NAL rezistentnih S. Enteritidis kao 1
diskontinuitet u Sestogodi$njem periodu ukazuju da na podru¢ju JuZnobackog
okruga ne postoji klonalno Sirenje NAL rezistentnih sojeva S. Enteritidis.
Rezistencija na nalidiksi¢nu kiselinu ucestalija je kod humanih izolata drugih
serotipova salmonela nego kod serotipa Enteritidis. Skoro polovina izolata S.
Hadar bila je rezistentna na nalidiksi¢nu kiselinu. Kod drugih serotipova
rezistencija na nalidiksicnu kiselinu je ceS¢e udruzena sa viSe markera
rezistencije nego kod serotipa Enteritidis.

Rezultati sprovedenog istrazivanja ukazuju na potrebu uvodenja adekvatnog
sistema molekularne tipizacije sojeva i pradenja pojave rezistencije, narocito
rezistencije na hinolone kod salmonela, u laboratorijsku praksu. To bi omogucilo
efikasno pracenje i nadzor nad salmonelama u ljudskoj i Zivotinjskoj populaciji i

u procesu proizvodnje hrane.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MotnncaHun-a _ NopgaHa Kosogeposuh

6poj ynuca

UsjaBrbyjem
[a je JOKTopCcKa AncepTrauuvja nog HacnoBOM:

JAHanW3a npupoge pesnCTEHLMjE Ha XMHOMOHe W MoSieKkynapHa Tunusaumja

ofabpaHux cepotunosa Salmonella enterica subspecies enterica“

® pe3ynTaT COMNnCTBEeHOr UCTPpaXXnBadKkor paga,

e [la NpeasioxXeHa gucepraumja y LUenMHN HX Yy AenoBrMMa Huje buna npegnoxeHa
3a pgobujake Ouno Kkoje AgunnoMe npema CTyAWjCKAM nporpamuma Aapyrux
BNCOKOLLIKOSICKUX YCTaHOBA,

e [a Ccy pesynTaTil KOPEKTHO HaBedeHU 1

e [a Hucam KpLivo/ma ayTopcka npaBa W KOPWUCTUO WHTENEKTyarnHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc gokTopaHTa
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Mpunor 2.

M3jaBa 0 NICTOBETHOCTU WITAMMaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOPCKOr paga

Wme n npesume aytopa: [opaaHa Kosogeposuh

Bpoj ynuca

Cryamjckn nporpam

Hacros paga: JAHanusa npupoae pesucTeHuMj€ Ha XWHOMOHE W MOSeKyapHa

TUnusaumja ogabpaHux cepotunosa Salmonella enterica subspecies enterica“

MenTopu: [ou. ap JeneHa Jlo3o, IHCTUTYT 3a MonekynapHy reHeTUKy 1 reHeTU4Ko
NHXeHepcTBo, YHuBep3uTeT y beorpaay;
Mpod. ap BecHa Munowesuh, MeguuuHcku dakynTeT, YHUBEP3UTET y
Hosom Capy
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U3jaBrbyjeM Aa je wramnaHa Bepsuja Mor SOKTOPCKOr paja WCTOBETHA eNleKTPOHCKO]
BEp3Wju KoOjy cam npepao/nma 3a objaBrbuMBakbe Ha noptany [AurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uteta y beorpany.

[osBorbaBam ga ce objaBe MOjM NU4YHM Nojauu BesaHW 3a fobujare akagemckor
3Barba [OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe W NpesnMe, roguMHa U Mecto pofhewa u aatym
onbpaHe paga.

OBM nUYHM nogauy Mory ce 06jaBUTU Ha MPEXHUM CTpaHuuama aurutanHe
BubrnMoTeKe, Y ENeKTPOHCKOM KaTarory 1 y nybnukauujama YHusepsuteTa y beorpaay.

MoTnuc goKTopaHTa

Y Beorpaay, 23.03.2012. Vi VR W




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhemy

Osnawwhyjem YHuBep3nTeTcky 6ubnunoteky ,Ceetosap Mapkosuh* ga y OurutanHu
penosutopujym YHusepauteta y Beorpagy yHece mojy AOKTOPCKY AucepTauujy nop
Hacrnosom:

JAHanusa  npupone PE3UCTEHLINIE Ha XWHOMOHE U MOJIEKyNapHa _TunuMsaumja

onabpanux cepotunosa Salmonella enterica subspecies enterica“

koja je moje ayTopcko aeno.

AvcepTaumjy ca cBUM npunosuma npegao/na cam Y €IIEKTPOHCKOM hopMaTy MorogHoOM
3a TpajHo apxuBuparbe.

Mojy pokTopcky avcepTauujy noxparseHy y [iurntanHu penosutopujym Yrusepsureta
y beorpapay mory na kopucte cau koju nowyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4vo/na.

1. AyTopcTBo
2. AyTopcTBO - HEKOMepLjanHo

2
@LAVTODCTBO — HekomepLinjanHo — 6e3 npepage

4. AYyTopcTBO — HEKOMEPLIjarHO — AenuTu noj UCTUM ycrnosuma
5. Aytopcteo — 6es npepage
6. AyTopcTBO — OenuTv nog ucTum ycrioBuma

(Monumo pa 3aokpyxute camo jeAHy op wect noHyheHux nuueHun, KpaTak onuc
nuueHuwm part je Ha nonefRuHu nucTa).

MoTtnuc gokropaHTa

Y Beorpagy, 23.03.2012. / / \
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1. AyTopctBo - [JosBorbasaTe YMHOXaBak-e, AUCTPpUBYLIM)Y U jaBHO caoniuTaBare
Aena, n npepazie, ako ce HaBefe UME ayTopa Ha HauuH oApeNeH op ctpaHe ayTtopa
nu naBaoua nuueHLe, Yak u y komepuujanHe cepxe. Oso je HajcrioboaHuja of cBuUX
TALIEHLIN.

2. AyTOpCTBO — HEKOMepLWjarnHo. HosBorbaBate ymHoxaBatbe, AncTtpubyumjy v jasHo
caoniutasarbe Aena, v npepaae, ako ce Haseme Ume ayTopa Ha HauuH ogpefReH of
CTpaHe ayTopa unn fasaoua nuueHue. Osa nuueHUa He A03BOrbaBa KomepuujanHy
ynotpeby pena.

3. AyTopcTBO - HekomepuMjanHo - Be3 npepage. [losBorbaBate yMHOXaBaH-e,
Anctpubyumjy 1 jaBHO caonwTasarbe Aena, Ges npomeHa, npeobrukoBara unu
ynotpebe fgena y csom geny, ako ce HaBefe uMe ayTopa Ha HaunH ogpeReH of
CTpane ayTopa unu aaeaoya nuueHue. OBa NULEHLA He [O3BOMbaBa KoMepLujanHy
ynotpeby nena. Y ogHocy Ha cBe ocrtane nnUeHUe, 0BOM NULEHLIOM ce orpaHnyasa
Hajsehu obum npaea kopuhera gena.

4. AyTOpCTBO - HekoMmepLUyujanHo — Aenvtn nop wuctum ycriosuma. [losBorbaBare
yMHOX@aBatse, AuCTpnGyLUjy 1 jasHO caoniuTaBatbe Aena, u npepaze, ako ce Haeele
UME ayTopa Ha HauyuH oapefeH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua nueHue 1 ako ce
npepaga puctpubympa nog WCTOM WM CRUYHOM nvueHuom. Osa nuueHua He
AO3BOIbaBa KoMepLnjanHy yrnotpeby fena u npepaga.

5. AytopcTBo — Ge3 npepage. [Jossorbapare yMHOXaBare, nuctpubyuujy u jasHo
caonwrasawe gena, 6es npomeHa, npeobnukosara unm ynotpebe fenay csom geny,
aKO ce HaBeAe ume ayTopa Ha HauuH oApeReH of cTpaHe aytopa wnu gasaola
nuueHue. Oa nuueHLa fo3BorbLasa komepumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTOpcTBO - genut nom McTUMm ycnosuma. [losBorbaBate yMHOXaBake,
ANCTPUBYLIM)Y U jaBHO caoniuTaBare gena, u npepane, ako ce HaBeae ume aytopa Ha
Ha4yuH ofpefeH op cTpaHe aytopa wnu fpasaoua nvueHue 1 ako ce npepana
Auctpubympa mnog WUCTOM WM CRUYHOM mvueHuom. OBa nuueHLa [03Borbasa
KomepuujanHy ynotpeby perna w npepaga. CrmuHa je codpTBepckuM nuueHLama,
OLHOCHO NiLieHLlaMa OTBOPEHOT Koaa.





