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Primena seroloskih metoda, multipleks lancane reakcije
polimeraze i sekvenciranja gena za 16S ribozomalnu RNK
u identifikaciji serovarijeteta vrste

Salmonella enterica podvrste enterica

Kratak sadrZaj

U ovoj doktorskoj disertaciji je ispitana mogucnost primene simpleks i
multipleks PCR protokola sa prethodno opisanim prajmerima za preciznu
identifikaciju naj¢es¢e izolovanih serovarijeteta Salmonella vrsta na teritoriji
Vojvodine. Takode je ispitana efikasnost primene metode sekvenciranja gena za
16S rRNK u preciznoj identifikaciji salmonela. Ispitano je 107 izolata Salmonella
enterica ssp. enterica identifikovanih klasicnom serotipizacijom kao: Infantis
(52), Enteritidis (33), Tenessee (5), Mbandaka (4), Montevideo (3), Havana (2),
Lille (2), Senftenberg (2), Typhimurium (1), Agona (1), Derby (1) i Livingstone
(1). Koris¢ena je tripleks PCR reakcija u detekciji bcfC, steB i sdf lokusa,
optimizovana tokom preliminarnih ispitivanja. Primenom tripleks PCR, samo
S. Enteritidis je mogla precizno da bude razlikovana od drugih serovarijeteta,
dok su ostali serovarijeteti na osnovu rezultata tripleks PCR svrstavani u dve
grupe (Grupa 1 i Grupa2). S. Infantis, najzastupljeniji serovarijetet medu
ispitanim izolatima nije mogao biti precizno identifikovan jer se primenom
tripleks PCR nije razlikovao od ostalih ¢lanova Grupe 2. Za njegovu kona¢nu
identifikaciju je primenjen simpleks PCR za umnoZavanje segmenta fljB koji je
karakteristican samo za S.Infantis. Sekvenciranje gena za 16S rRNK je
primenjeno u identifikaciji izolata devet razli¢itih serovarijeteta. Poredjenjem
rezultata dobijenih u klasi¢noj serotipizaciji i u PCR, uoceno je slaganje u 91
slucaju od ukupno 107 (85%). Od 33 izolata S. Enteritidis njih 31 (94%) je dao
oc¢ekivan PCR profil. U slucaju S. Infantis PCR je potvrdila identifikaciju u samo
75% (39 od 52) slucajeva. Ostali ispitani serovarijeteti dali su ocekivane PCR
profile. Sekvenciranje gena za 16S rRNK je bilo pouzdano samo u odredivanju

pripadnosti ispitanih izolata rodu Salmonella.
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Application of serotyping, multiplex polymerase chain reaction
and sequencing of the gene for 16S ribosomal RNA in
identification of serovars of Salmonella enterica

subspecies enterica

Abstract

Aim of this doctoral thesis was to test the applicability of published primers
for the identification of serovars isolated most frequently in the north part of
our country using multiplex and simplex PCR reactions. The efficacy of
sequencing of gene for 16S ribosomal RNA for identification of Salmonella

strains was also checked.

The study was conducted on 107 serotyped Salmonella enterica ssp. enterica
isolates. Strains belonged to the following serovars: Infantis (52), Enteritidis
(33), Tenessee (5), Mbandaka (4), Montevideo (3), Havana (2), Lille (2),
Senftenberg (2), Typhimurium (1), Agona (1), Derby (1) i Livingstone (1).

A triplex PCR protocol (bcfC, steB, sdf) optimized during preliminary
investigations was used. This reaction separated S. Enteritidis from other
strains, while the remaining serovars divided in two distinct groups (Group 1
and Group 2). As the used PCR protocol could not differentiate S. Infantis, the
most numerous serovar among isolates, from other members of the Group 2, its
identification =~ was completed using a simplex PCR reaction

targeting fljB specific for S. Infantis.

Comparison of the results of serotyping and PCR protocols revealed a
concordance in 91 cases from the total of 107 (85%). From 33 strains serotyped
as S. Enteritidis 31 (94%) had the predicted PCR profile. Regarding S. Infantis,
identification based on genomic markers confirmed this serovar only in 75% of

cases (39 from 52). Other serovars showed their typical PCR profiles.

Sequencing of gene for 16S ribosomal RNA could reliably determine only

that tested isolates are the members of the genus Salmonella.
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1 UVOD

Rod Salmonella pripada familiji Enterobacteriaceae u koju se svrstaju oksidaza
negativni, Gram negativni Stapici sposobni da fermentiSu glukozu i koji su rezistentni na
prisustvo zucnih soli. Za razliku od ostalih pripadnika familije Enterobacteriaceae, svi
pripadnici roda Salmonella smatraju se striktnim patogenima, samim tim salmonele
imaju izuzetan znacaj u veterinarskoj i humanoj medicini. Do danas je otkriveno vise
od 2600 serovarijeteta salmonela. Epizootioloski i epidemioloski znaCaj svih ovih
serovarijeteta, medutim, nije jednak. Postoje serovarijeteti koji su specificno adaptirani
samo na jednu vrstu domacina i nisu sposobni da izazovu infekcije kod ostalih vrsta.
Tipicni primeri su tifus ljudi (S Typhi) ili beli proliv pilia (S Gallinarum). Najveci
broj serovarijeteta, ipak, ima sposobnost da izazove oboljenja kod razliCitih vrsta
Zivotinja, pa €ak i ljudi, ve¢inom u obliku akutnog enteritisa sa profuznim prolivima (7,
53, 64, 156). Od izuzetnog je znacCaja pri tome konzumacija hrane Zivotinjskog porekla
kontaminirane salmonelama. Stavise, salmoneloze se ubrajaju medu najuCestalije

alimentarne infekcije ljudi na svetu.

lako je dokazano da se salmonele mogu naci u svim vrstama namirnica biljnog i
Zivotinjskog porekla, jaja se smatraju najceS¢im izvorom salmonela za ljude, pored toga

meso i proizvodi od mesa takode predstavljaju rizik po tom pitanju (74,156).

Prema tome postoji razlika u stepenu zoonotskog potencijala razlicitih
serovarijeteta. Ove razlike su iskazane i u zakonskoj regulativi kako u nasoj zemlji, tako
i u Evropskoj Uniji, a na osnovu tih zakonskih klauzula preduzimaju se razliCite mere
suzbijanja kod pojedinih serovarijeteta Salmonella zavisno od njihovog znacCaja po
javno zdravlje (39,182).

Samim tim, pored utvrdivanja prisustva salmonela u ispitanim uzorcima poreklom

od zivotinja, podjednako je bitna i tacna identifikacija prisutnog serovarijeteta (7,32).

Klasicne metode za izolaciju i serotipizaciju salmonela su dugotrajne: sama
izolacija zahteva do pet dana dok za preciznu identifikaciju nekada treba jos nekoliko
dana vise. Sa pojavom molekularno-bioloskih metoda objavljeno je sve viSe studija o
ispitivanju primene ovih tehnika kako za dokazivanje salmonela direktno u uzorcima
bez prethodne izolacije, tako i za medusobno razlikovanje pojedinih serovarijeteta
(12,17,94,130,178,244,257).



Upotreba PCR tehnike za umnoZavanje sekvenci genomskih markera specificnih za
odredeni serovarijetet se Siroko ispituje u cilju nalaZzenja alternative za Kklasi¢nu
serotipizaciju. PCR je manje zahtevna metodologija od drugih molekularno-bioloskih
metod, kao Sto je gel elektroforeza u pulsirajuéem strujnom polju (PFGE) ili tipizacija
sekvenciranjem viSe lokusa (MLST). U tom smislu PCR se, za razliku od drugih
navedenih metoda lakSe moZe implementirati u rutinski rad mikrobioloSke laboratorije
(94,130,).

Ranija iskustva primene PCR-a za tipizaciju salmonela pokazuju da baza podataka
sekvenciranih genoma dostupna pri odabiru ciljnih sekvenci i dizajniranju upotrebljenih
prajmera znatno utiCe na specificnost metode (12, 17). Trenutno je objavljeno malo
podataka o iskustvima o korisenju PCR tehnike u cilju diferencijacije razlicitih
serovarijeteta salmonele u Republici Srbiji. (156). Ispitivanje autohtonih izolata, prema
tome moZe znatno olaksati pravilnu procenu upotrebljivosti odredenog PCR protokola

na ovim prostorima (92, 156, 178).



2 PREGLED LITERATURE

2.1 Familija Enterobacteriaceae

U ovu grupu bakterija se svrstaju fakultativno anaerobni, oksidaza
negativni i katalaza pozitivni Gram negativni Stapi¢i. Nesmetano rastu na
MacConkey agaru zbog svoje rezistencije na prisustvo Zuc¢nih soli. Ova
poslednje navedena karakteristika omogucava im prezivljavanje u njihovom
osnovnom stanistu u digestivhom traktu ljudi i Zivotinja. To odrazava i naziv

familije, koji potice iz starogrcke reci enteron, koja oznacava crevo.

Taksonomska podela ove porodice sa raznolikim i izrazito brojnim
¢lanovima, obuhvata preko 170 vrsta svrstanih u 53 roda. Predstavnici ove
familije su prisutne na svim geografskom podrucjima i sastavni su deo svakog
lanca ishrane u prirodi. Ova grupa bakterija, shodno tome, izluc¢uje se putem
izmeta i kontaminira tlo, vodu i hranu. Prema tome, njihovo prisustvo u

spoljasnjoj sredini se smatra indikatorom fekalne kontaminacije.

Navedena kompleksnost se odrazava i na nomenklaturu familije
Enterobacteriaceae. Ranije su se podele isklju¢ivo vrsile na osnovu rezultata
ispitivanja biohemijskih i antigenskih karakteristika, metodama koje su tada
bile na raspolaganju. Razvojem metodologije molekularne biologije, od kojih je
prva znacajna za ovu oblast je bila DNK hibridizacija, doslo je i do brojnih

promena u klasifikaciji ovog taksona.

Neki od njenih rodova su izraziti patogeni i izazivaci velikog broja razli¢itih
oboljenja kod ljudi i Zivotinja, koji se mogu manifestovati kao septikemija,
pneumonija, meningitis, infekcije urinarnog trakta, infekcije organa za varenje i
dr. Drugi predstavnici porodice predstavljaju oportunisticke patogene ili
saprofite. Bakterije iz ove porodice se nalaze u crevnoj flori, genitalnim
organima, usnoj i nosnoj Supljini, na kozi i drugim delovima organizma ljudi i
zivotinja. Veliki broj patogenih bakterija proizvodi toksine koji su opasni za
metabolizam celije domac¢ina Medu patogenim bakterijama u ovoj familiji
svakako najznacajnije su, prema uticaju na zdravlje Zivotinja i ljudi, vrste u

okviru roda Salmonella (184, 185, 250).



2.2 Istorijat, nomenklatura i taksonomija roda Salmonella

Prvi podaci o infekciji salmonelama potic¢u od engleskog lekara William-a
Budd-a kada je 1873. godine opisao tok tifusne groznice kod jednog pacijenta.
Kao izvor uzrocnika je ve¢ tada pomenuta eventualna uloga kontaminirane
vode. Eberth mikroskopskim pregledom isec¢aka pravljenim od slezine ¢oveka
umrlog od tifusa je uocio bacile 1880. godine. Prva uspesna kultivacija tifusnog
bacila 1884. godine iz uzoraka slezine i mezenterijalnih limfnih ¢vorova
pacijenta preminulog od tifusa se veZe za rad Gaffky-ja. Bakteriju sada poznatu
kao Salmonella enterica subspecies enterica serovar Choleraesuis je prvi put
izolovao Teobald Smith 1885. godine iz unutrasnjih organa svinja, i tada ju je
smatrao uzro¢nikom klasi¢cne kuge svinja. Razocaran time S3to izolovana
bakterija ipak nije uzro¢nik ove bolesti, Teobald Smit je prepustio svoje otkrice
svom Sefu, inace doktoru veterinarske medicine Dejvidu Salmonu koji je
zvani¢no objavio nau¢ni rad na ovu temu i po kome je tada novootkrivena vrsta
dobila ime, Salmonella. Widal je 1896 godine otkrio da serum coveka obolelog
od tifusa dovodi do aglutinacije tifoidnih bacila, i razvio je serodijagnosticki test
koji je i danas u upotrebi i nosi njegovo ime. Narednih godina sojevi salmonela
su izolovani u slucaju razli¢itih klini¢kih stanja i iz mnostva domacina. U
mnogo slucajeva ovi izolati smatrani su zasebnim vrstama, samim tim i dobijali
razli¢ita imena najceS¢e na osnovu simptoma bolesti ili vrste domacdina. S
vremenom se ipak prepoznala odredena srodnost ovih bakterija, tako da
uspostavljenje taksonomije i nomenklature ove mnogoclane grupe je od pocetka
predstavljalo izazov za istraziva¢e Samim tim, razvoj ovih oblasti nije se odvijao
linearno od vremena otkri¢a salmonela pa do danasnjih dana, ve¢ se moze

podeliti u cetiri medusobno preklapajuce faze (8, 203, 253).

Prva etapa obuhvatala je malopre pomenute pocetne pokuSaje za
grupisanje ranih izolata. S vremenom je postalo jasno, da infekcija istom
bakterijom moze da se ispolji razli¢itim simptomima kod razli¢itih domacina,
tako da davanje naziva na osnovu domacina ili znakova bolesti se moralo

napustiti u najveéem broju slucajeva (203).



Tokom druge faze taksoni su organizovani na osnovu antigenskih
specificnosti bakterija. Pocetna seroloska istrazivanja White-a 1926. godine
pruzali su osnovu za rad Kauffmann-a, koji je uspostavio Kauffmann-White
Semu, koja je ve¢ 1941. obuhvatio prili¢an broj serovarijeteta (125). Povrsinske
strukture celija salmonela koje su omogucile ovu sistematizaciju predstavljaju
specificni O antigeni u sastavu celijskog zida i H-, to jest flagelarni antigeni.
Veéina sojeva naizmenicno ispoljava dva tipa flagelarnih antigena, dok
nekoliko salmonela poseduje i dodatni kapsularni Vi antigen. Antigenska
struktura serovarijeteta predstavlja jedinstvenu kombinaciju ovih antigena koja,
kada se napise u formi O:H1:H2, zove se njegovom antigenskom formulom. Na
primer, u slucaju serovarijeteta Typhimurium ova formula ima sledeci oblik:
1,4,512:i:1,2. Cetiri broja ispred prve dvotacke oznacavaju da O antigen ima
Cetiri antigenskih faktora, malo slovo ,i” predstavlja antigenski faktor
flagelarnog antigena prve faze, dok 1,2 su antigenski faktori druge flagelarne
faze. U ono vreme svaki serovatrijetet se smatrao posebnom vrstom, tako da je
ova antigenska formula tada odredivala vrstu Salmonella typhimurium (203). U
ovom periodu otkriveni serovarijeteti su ve¢inom dobijali nazive prema mestu
prve izolacije: na primer S.london, S.montevideo i tako dalje. Medutim,
povecanjem broja opisanih serovarijeteta preko odredene granice koncept

~jedan serovarijetet - jedna vrsta” je postao neodrZiv.

Treéa faza je pocela, kada su istraziva¢i za odredivanje razli¢itih
taksonomskih jedinica salmonela uveli u upotrebu ispitivanja biohemijskih
svojstava ovih bakterija u odnosu na sposobnost fermentacije razli¢itih ugljenih
hidrata, rasta u prisustvu organskih kiselina i niza drugih jedinjenja. Borman i
saradnici (22) su na osnovu ovih podataka odredili tri vrste: S. choleraesuis,
S. typhosa i S. kauffmannii. S. kauffmannii je obuhvatila prakti¢no sve
serovarijetete osim prva dva. Kauffmann i Edwards (1952) (126) su dali sli¢an
predlog, s” tim S$to umesto naziva S. kauffmannii predlozili S. enterica, dok
kasnije Ewing (1972) (68) ovu sloZzenu vrstu preimenovao u S. enteritidis. Nakon
toga Kauffmann je podelio rod Salmonella prema biohemijskim karakteristikama
na Cetiri podrodova oznacenih rimskim brojevima I-1V, ali i dalje je tretirao
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svaki serovarijetet kao posebnu vrstu. Le Minor i saradnici (1970) (137) su ove
podrodove smatrali vrstama sa nazivima S kauffmannii, S. salame, S. arizonae i

S. houtenae za redom.

Cetvrtom fazom smatra se savremeni pristup taksonomiji na osnovu
slicnosti nukleinskih kiselina pojedinih izolata. Ispitivanja DNK-DNK
hibridizacijom su pokazala da svi serovarijeteti salmonela spadaju u istu
hibridizacionu grupu, u okviru koje slicnost medu sojevima iznosi 70-100 %.
Ovaj genus na osnovu toga se jasno odvaja od drugih rodova familije
Enterobacteriaceae. Testiranjem toplotne stabilnosti DNK-DNK hibrida ovaj skup
je podeljen na pet podgrupa (42). Ove podgrupe su se u mnogome slagale sa
podrodovima koje je odredio Kauffmann na osnovu biohemijskih
karakteristika, s tim S$to podrod III je bio podeljen na dva dela. Kasnije su
opisane jo$ dve podgrupe. Le Minor i saradnici (1982) u svetlu ovih rezultata su
predlozili tipsku vrstu S. choleraesuis koja obuhvata sedam podvrsta. Ubrzo je
postalo ocigledno da naziv choleraesuis moZze dovesti do zabune, jer ujedno
oznacava jedinu vrstu u okviru roda Salmonela, kao i jednog od serovarijeteta
unutar jedne od podvrsta. Zbog tog razloga naziv tipske vrste 1987. godine je
promenjen u S. enterica, ime koje je predlozio Edwards ranije, a koje je i u
meduvremenu bilo u delimi¢noj upotrebi (203). Reeves i saradnici (1989) (193)
su na osnovu rezultata dobijenih multilokusnom enzimskom elektroforezom
predloZili odvajanje podvrste V kao posebnu vrstu, oznacenu kao S. bongori.
Kasnije ispitivanja primenom tehnika AFLP, MLST, kao i sekvenciranja celog
genoma jasno je pokazala da S.bongori, za razliku od S. enterica, obrazuje
definisan klaster genetski veoma bliskih serovarijeteta, koji se jasno odvaja od

vecine ostalih salmonela (9).

Trenutno se smatra da rod Salmonella obuhvata dve vrste: enterica i bongori.
Vrsta S. enterica se dalje deli na Sest podvrsta: enterica (podvrsta 1), salamae
(podvrsta 1II), arizonae (podvrsta Illa), diarizonae (podvrsta IlIb), houtenae
(podvrsta IV) i indica (podvrsta VI) (Tabela 1) (83, 203). Sa aspekta zdravlja ljudi

i domacih Zivotinja najvedi znacaj imaju pripadnici podvrste S. enterica ssp.



enterica, jer su odgovorni za 99% slucajeva salmoneloza (87). Predstavnici

ostalih podvrsta S.enterica i vrste S.bongori se nalaze pretezno kod

hladnokrvnih Zivotinja i u spoljasnjoj sredini.

Tabela 1: Tipi¢ne biohemijske reakcije za diferencijaciju vrsta i podvrsta roda

Salmonella (preuzeto iz reference 83).

Vrsta Salmonella enterica S. bongori
Podvrsta I II IT1a ITIb IV VI A"
(enterica)|(salamae)|(arizonae)(diarizonae)(houtenae) (indica)
Dulcitol + + - - - d +
Laktoza - - - (75%) + (75%) - d -
ONPG - - + + - d -
Salicin - - - - - - -
Sorbitol + + + + + - +
Malonat - + + + - - -
Sluz + + + d - + +
Zelatin - + + + + + -
Rast u KCN - - - - + - +

Dopunjujudi taksonomsku klasifikaciju do nivoa podvrsta, salmonele su
dalje podeljene u serovarijetete na osnovu dve grupe povrsinskih antigena: O
antigen u okviru lipopolisaharida celijskog zida i flagelarni, odnosno H antigen,
u stvari prema sistemu svojevremeno predloZenoj od strane Kauffmana. Ova
podela se danas naziva Sema po White-Kauffmann-Le Minor. Prema najnovijim
podacima opisano je 67 O antigena i 117 H antigena. Kombinacija vrste,
podvrste, zatim razli¢itih O grupnih i H flagelarnih antigena odreduju sve
poznate serovarijetete salmonela, ¢iji broj danas ve¢ prelazi 2600 (83, 86, 116)

(Tabela 2).

Na osnovu aktuelne nomenklature salmonela posebni nazivi su zadrzani
samo u slucaju serovarijeteta Salmonella enterica subsp. enterica. Serovarijeteti
ostalih podvrsta vrste S.enterica, kao i serovarijeteti vrste S.bongori se
oznacavaju samo njihovom antigenskom formulom. Pravila za ispravno
izrazavanje naziva razli¢itih serovarijeteta su prikazana u Tabeli 3. Prema tome
pun naziv, na primer, serovarijeteta Enteritidis je Salmonella enterica subspecies
enterica serovar Enteritidis. Ipak u stru¢noj i nauc¢noj komunikaciji nazive
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serovarijeteta Salmonella enterica subspecies enterica dozvoljeno je pisati u
skracenom obliku kao Salmonella Enteritidis, odnosno S. Enteritidis, dok u
slucaju S. bongori i ostalih podvrsta S. enterica se uvek obavezno navodi pun
naziv (106). S obzirom na cinjenicu, da predmet istrazivanja ove disertacije
predstavljaju iskljuc¢ivo serovarijeteti Salmonella enterica subspecies enterica,u

daljem tekstu ¢e se, zbog prakti¢nih razloga, koristiti njihovi skrac¢eni nazivi.

Tabela 2: Broj serovarijeteta u okviru vrsta i podvrsta roda Salmonella

identifikovanih do kraja 2010. godine (preuzeto iz reference 116).

Vrste i podvrste Broj serovarijeteta

S. enterica
subsp. Enterica (I) 1586
subsp. salamae (II) 522
subsp. arizonae (I11a) 102
subsp. diarizonae (I11b) 338
subsp. houtenae (IV) 76
subsp. indica (VI) 13

S. bongori (V) 22

Ukupno 2659

Serovarijeteti salmonele na osnovu stepena njihove adaptiranosti za

odredenog domacina grubo se svrstaju u 3 grupe (3):

1. Salmonele striktno adaptirane samo na ljude i viSe primate: na primer

S. Typhi, S. Paratyphi A., S. Paratyphi B, S. Paratyphi Ci S. Sendai.

2. Serovarijeteti potpuno ili u najvecoj meri adaptirani na za odredene
zivotinjske vrste: S.Gallinarum (Zivina), S. Dublin (goveda), S. Abortusequi
(konji), S. Abortusovis (ovce) i S. Choleraesuis (svinje). Serovarijeteti iz ove

grupe mogu retko da dovedu do oboljenja ljudi putem kontaminirane hrane.

3. Serovarijeteti koji nisu adaptirani na odredenog domacina, izazivaju
infekcije kako kod ljudi, tako i kod niza razli¢itih vrsta zivotinja. U ovoj grupi
salmonela nalazi se vecina serovarijeteta koji se prenose putem hrane. Glavni

primeri su S. Enteritidis i S. Typhimurium.

Tabela 3: Aktuelna pravila nomenklature roda Salmonella: taksonomski entiteti i

propisan format za pravopis njihovih naziva (prema ref. 3 i 83).



Rod (veliko Vrsta Podvrsta (malo | Serovarijetet - primer (veliko
pocetno (malo pocetno sovo, | pocetno slovo, uspravna slova)
slovo, kurziv) | pocetno kurziv)
sovo,
kurziv)
Salmonella enterica enterica Choleraesuis, Enteritidis,
(subspecies I) Paratyphi, Typhi,
Typhimurium
salamae 9,46:2:239
(subspecies II)
arizonae 43:229:-
(subspecies I11a)
diarizonae 6,7:1,v:1,5,7
(subspecies I1Ib)
houtenae 21:m,t:-
(subspecies IV)
indica 59:236:-
(subspecies VI)
bongori (subspecies V) 13,22:239:-

Aktuelna taksonomska podela salmonela (83) uvela je izmene i u status
odredenih serovarijeteta. Iz aspekta zdravlja Zivotinja najbitnija promena je da
Gallinarum i Pullorum, koji su ranije smatrani posebnim serovarijetetima, sad
su oznaceni kao pojedini biotipovi jednog serovarijeteta Salmonella entrica ssp.
Enterica serovar Gallinarum. Ovaj serovarijetet je visoko adaptiran na ptice i
biotip Gallinarum izaziva tifus Zivine, dok biotip Pullorum beli proliv pilica.
(37, 257). Ovi oblici salmoneloze su veoma znacajni za Zivinarsku proizvodnju
jer izazivaju velike gubitke. Sama c¢injenica, medutim, da se radi o vrsta
specifiénim uzro¢nicima omogucavao je da se u velikom broju drzava
doslednom primenom biosigurnosnih mera postigne njihovo iskorenjivanje iz

intenzivnog uzgoja zivine (156).

Sa druge strane, smatra se da upravo nestanak serovarijeteta Gallinarum je
olakSsao povecanje prevalence drugih serovarijeteta kod Zivine. Posebno se
naglasava ta mogucnost u slucaju Enteritids, Hadar, Infantis i Senftenberg, koji
se danas u znatno vecem broju izoluju iz uzoraka poreklom od zivine nego pre
nekoliko decenija. Shodno ovim promenama porastao i znacaj jaja i zivinskog

mesa kao potencijalnog izvora alimentarnih infekcija ljudi (37, 156).




2.3 Morfoloska svojstva salmonela

Kao pripadnici familije Enterobacteriaceae, Salmonele su Gram-negativne
bakterije Stapicastog oblika (duZzine 2-5 pm i $irine 0,7-1,5 pm). Uglavnom su
pokretni mikroorganizmi (sem S. Gallinarum), peritriho obrasli flagelama.
Neke formiraju kapsulu. Salmonele su asporogeni fakultativno anaerobni
mikroorganizmi. Na obi¢nim hranljivim podlogama obrazuju velike, okrugle,

sjajne kolonije pravilnih ivica (202).

Kao i kod ostalih Gram negativnih bakterija struktura njihovog spoljasnjeg
omotaca obuhvata tri dela: citoplazmina, odnosno unutrasnja membrana (UM),
spoljasnja membrana (SM), a deo izmedu dve navedene membrane u kojem se
nalazi peptidoglikanski sloj, oznacava se kao periplazmatski prostor. UM
predstavlja celijsku membranu sli¢cnog sastava kao i kod pripadnika drugih
rodova Enterobacteriaceae. SM kod velikog broja rodova Gram negativnih
bakterija (na primer Escherichia, Klebsiella ili Pasturella) pokriven i zastien
polisaharidnom kapsulom. Salmonele po tom pitanju predstavljaju izuzetak u
okviru Gram negativne crevne flore Zzivotinja, jer polisaharidni molekuli
izloZeni na povrsini celijskog zida su O bo¢ni lanci molekula lipopolisaharida
(LPS). Samo pojedini izolati odredenih serovarijeteta eksprimiraju pravu

polisaharidnu kapsulu.
2.3.1 Povrsinske strukture salmonela

Povrsinske strukture salmonela, kao njihovi najpristupacniji i veoma
varijabilni elementi, posebno su bitne kao faktori virulence pri interakciji sa
¢elijama domacina, zatim i u in vitro dijagnostici pri medusobnom razlikovanju

pojedinih serovarijeteta.

2.3.1.1 Struktura i funkcija LPS-a salmonela

Molekuli LPS se nalaze na povrsini Gram negativnih bakterija. Predstavlja
amfipati¢no jedinjenje: sadrZzi kako hidrofilne, tako i hidrofobne komponente.
Molekul obuhvata tri regije: lipid A, osnovni oligosaharid i bo¢ni lanac O koji se

sastoji od ponavljajucih oligosaharidnih jedinica. Lipid A, to jest hidrofobni kraj
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molekula LPS je sastavni deo spoljasnjeg lista SM. Polisaharidni deo, koji je

hidrofilan, se proseze ka spoljasnjoj sredini.

Kolonije divljih sojeva Salmonela su obi¢no glatke i sjajne, i oznacavaju se
kao S forma (eng.: smooth=gladak). Ova njihova karakteristika potice od
prisustva O bo¢nih lanaca u punoj duZzini. Mutanti koji su izgubili svoje O
lance, bilo medu prirodnim wuslovima ili namernom mutagenezom u
laboratoriji, najées¢e formiraju kolonije sa nepravilnim ivicama sa mat
povrsinom - R forme (eng.: rough = rapav). Dok se smatra da je struktura lipida
A krajnje konzervirana medu serovarijetetima Salmonella enterica, O lanac LPS-a

je veoma varijabilan.

Lipid A je nosilac endotoksi¢ne funkcije LPS-a. Imunski sistem Zivotinja je
veoma osetljiv na ovo jedinjenje kao markera infekcije. Dugo je poznato da lipid
A dovodi do patofizioloskih promena u vidu endotoksi¢nog Soka, povecanja
telesne temperature, aktivacije komplementa, koagulacije i promene
hemodinamike. Imunoloski efekti, kao $to je mitogeno dejstvo na B-limfocite i
aktivacija makrofaga, su takode ranije opisani. Sam mehanizam ovih promena,
medutim, razjasnjen je tek na kraju 1990-ih godina, kada je otkriveno da ova
struktura predstavlja molekularni obrazac asociran sa patogenom (pathogen-
assosiated molecular pattern - PAMP). Vezivanje LPS-a za toli¢ni receptor 4
(Toll-like receptor 4 - TLR 4) prouzrokuje proinflamatorske promene u
ekspresiji genoma celije domacina koje se ostvaruju preko aktivnosti razlic¢itih
citokina poreklom od monocita i makrofaga stimulisanih preko TLR4-MD2-
CD14 puta. Na osnovu ovih otkrica LPS se smatra potentnim modulatorom
imunog sistema i kroz ove aktivnosti doprinosi patogenoj aktivnosti Gram

negativnih bakterija.

Osnovni oligosaharid sastoji se od neponavljajuce grupe od Sest do osam
molekula Secera, a za lipid A se vezuje preko jedinstvenog Secernog molekula
od osam ugljenikovih atoma: 3-deoksi-D-mano-okt-2-ulozoni¢ne kiseline. U
slucaju salmonela tip oligosaharida je sacuvan na nivou genusa. Sastoji se od

osam Secernih jedinica.
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,O" bocni lanac prestavlja antigenski dominantan i visoko varijabilan deo
LPS-a. Hidrofilne je prirode i pruZza se u mikrosredinu bakterijske celije. Sastoji
se od niza ponavljajucih tetra- ili pentasaharida sa inkluzijom deoksi- i
dideoksiheksoza. Broj ponavljajucih oligosaharidnih jedinica se razlikuje medu
sojevima, a zavisi i od uslova rasta. Obi¢no se nalazi izmedu 25 i 40 jedinica u
nizu. Ponavljajuca oligosaharidna jedinica u okviru izolata B grupe, na primer,
sadrzi cCetiri ili pet Se¢ernih molekula. U slucaju lanca serogrupa A, D i E1 osovu
lanca predstavljaju isti Seceri: manoza (Man), ramnoza (Rha) i galaktoza (Gal),
dok kod C2 grupe raspored je sledeé¢i: Rha-Man-Man-Gal. U grupi B manoza je
zamenjena abekvozom, (koja predstavlja 3,6-didedoksi-galaktozu i odgovoran
je za O:4 antigenski faktor), a na mestu galaktoze se nalazi glukoza. Abekvoza
je O-acetilovana: ova promena daje O:5 antigen. Kod ostalih grupa
hidroksiheksozna komponenta se razlikuje: A grupa ima paratozu, abekvoza
prisutna je pored grupe B i kod grupe C2, tiveloza je kod grupe D, a kod grupe

E1 takve komponente nema.

Seroloska identifikacija serovarijeteta salmonela na osnovu White-
Kauffmann-Le Minor Seme zasniva se na grupisanju izolata na osnovu
strukture antigena polisaharida O boc¢nih lanaca koga prati odredivanje
seroloske specifi¢nosti H, odnosno flagelarnih antigena. Pojedini O antigeni se
oznacavaju brojevima, a njihovi antigenski faktori su odredeni sa vrstama
Secernih  komponenti u sastavu O bocnog lanca. Tako na primer
S. Typhimurium poseduje O antigensku formulu 1,4,5,12. antigeni 4 i 12 se
nalaze kod svih serovarijeteta u okviru B grupe, mada faktor broj 12 se nalazi i
kod drugih grupa. Faktor 1 i 5 su dodatni faktori, koji potvrduju dokazivanje

seroloske specifi¢nosti S. Typhimurium (202).

Geni potrebni za biosintezu O bo¢nog lanca se razlikuju medu
serovarijetetima iz razloga $to svaki sadrzi razli¢ite Se¢erne molekule i hemijske
veze u sastavu lanca ponavljajuc¢ih oligosaharida. Ipak postoje i sli¢nosti u
genima ispitanih serovarijeteta. Grupa ¢iji su proizvodi ukljueni u ove

biohemijske reakcije sadrZi dvadesetak gena u okviru rfb lokusa (202).
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,O" antigenska komponenta ima bitnu ulogu i u interakciji sa organizmom
domacina tokom patogeneze bolesti. Struktura i imunogenost O lanca bitno
uti¢e na sposobnost humoralnog imunskog sistema da razvije odgovor tokom

infekcije, kao i na interakciju sa fagocitnim ¢éelijama (202).

Uloga LPS-a u virulenciji salmonela i pri njihovom prezivljavanju u svom
prirodnom stanistu je poznata dugo vreme. LPS je potreban za kolonizaciju
creva, rezistenciju na komplement u serumu, kao i za invaziju i prezivljavanje
bakterija u makrofagima. Gubitak O antigena kod rapavih sojeva dovodi do
smanjenja virulence. Mutanti sa defektnim spoljasnjim delom unutrasnjeg
oligosaharida i O antigena su pokazali vecu osetljivost na deterdZente (zu¢ne

soli), polimiksin B i komplement u serumu nego divlji sojevi (132).

Odstupanja u virulenciji razli¢itih serovarijeteta kod pojedinih vrsta
zivotinja su dobro poznate, a varijabilnost O antigena dokazano igra ulogu u
tome. Izvedeno je niz eksperimenata zamene gena metodom transdukcije pri
¢emu je izmenjen soj S. Typhimurium (serovarijetet O:4,12) da nosi O antigen
S. Enteritidis (0:9,12) i S. Montevideo (0:6,7). Soj sa antigenima O:6,7 imao
najmanju virulenciju, a virulencija bakterije sa O-9,12 antigenima je bila

srednjeg intenziteta u odnosu na izvorni soj (233).

2.3.1.2 Struktura i funkcija polisaharidne kapsule kod salmonela

Jedini pravi kapsularni polisaharid kod salmonela je Vi antigen.
Otkriven je 1934. godine i naziv je dobio zbog njegove veze sa virulencijom.
Predstavlja negranaju¢i homopolimer a-1,4-(2-deoksi)-2-N-acetilgalaktoz-
aminuroni¢ne kiseline. Geni potrebni za njegovu sintezu se nalaze na visB
regionu genoma u okviru ostrva patogenosti salmonela broj 7 (eng.: Salmonella
patogenicity island - SPI) koji je odsutan kod vedine serovarijeteta salmonela.
Proizvode ga iskljucivo sojevi S. Typhi i S. Paratyphi C, kao i odredeni izolati
S. Dublin i Citrobacter freundii (202).

Salmonele koje poseduju ovaj antigen, mogu da ne aglutiniraju sa ,O”

antiserumom. Aglutinacija na plo¢ici sa ,O” antiserumom mozZe da se uspesno
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izvodi isklju¢ivo nakon zagrevanja suspenzije salmonela 60 minuta na 100 °C,
pri ¢emu se otkrije specifican ,O” antigen koji se inace nalazi ispod
kapsularnog (184). Pri infekciji Vi polisaharid smanjuje opsonizaciju

sprecavanjem vezivanja C3b komponente komplermenta (249).

2.3.1.3 Fimbrije salmonela
Ekspresija fimbrija kod salmonela opisana je sredinom XX veka (121).

Fimbrije ucestvuju u procesu kolonizacije creva i preZivljavanja salmonela
intracelularno (121). Osnovna funkcija im je pocetna adhezija za membranu
enterocita, koja prethodi ¢vrs¢em vezivanju posredstvom sekrecionog sistema
tipa tri (TTSS-3). Dok se vezivanje preko fimbrija moZe smatrati reverzibilnim,

kontakt koji uspostavlja TTSS-3 je ireverzibilan (158)

Raznolikost ovih povrsinskih sturktura je pobudila interesovanje
istrazivaca i za razvijanje metoda za detekciju fimbrija u cilju identifikacije ovih
bakterija. Na primer obi¢an lateks aglutinacioni test za detekciju fimbrije SEF 14
pokazao se wuspesnim u detekciji serokonverzije pilica zaraZenih
serovarijetetom Enteritidis (152). Brzi razvoj molekularnih tehnika nakon tog

perioda, medutim, potisnuo je dalja istraZivanja na ovom polju.

2.3.1.4 Flagele salmonela

Protein flagelina predstavlja H antigen u okviru Kaufmann-White-Le Minor
Seme za serotipizaciju salmonela. Osnovno telasce i zglob flagele su znatno

sloZenije strukture kod salmonela neko god ostalih baterija (121).

Duzina flagela kod salmonela iznosi od 16 do 22 um (157). Filament flagele
je osetljiv na nizak pH, ureu i druga sredstva koja dovode do denaturacije. Svi

ovi faktori dovode do njegove brze disasocijacije.

Bazalni zglob se nalazi pri osnovi flagele, a u njegov sastav ulazi takode
jedna proteinska subjedinica ¢ija molekularna masa kod salmonela iznosi
42 000. Fizickohemijske osobine polimera zgloba, kako i same subjedinice se
razlikuju od svojstava flagelina, ovi molekuli ispoljavaju mnogo vecu

rezitsenciju ka denaturiSuéim agensima i niskim pH vrednostima. Bazalno
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telasce flagela je najsloZeniji deo organele i sastoji se od razli¢itih delova (104).
Sli¢no zglobu, bazalno telasce je srazmerno otporno na disacocijaciju i lako se

moze odvojiti od filamenta (224).
Genetska osnova strukture i funkcije flagela

Analizom genoma S. Typhimurium otkriveno je da najmanje 50 gena su
ukljuc¢eni u formiranje strukture flagele i njihov veéi deo se nalaze na tri
podrucja hromozoma oznacenih rimskim brojevima I, II i III. Geni povezani sa

faznom varijacijom stoje odvojeni u H2 regiji genoma (121).

Ekspresija flagela kod salmonela je proces koordinisan brojnim sistemima
regulacije. Geni koji pripadaju takozvanoj klasi I su glavni regulacioni geni
(flhDC), a geni koji aktiviraju strukturne gene bazalnog telasca i zgloba flagela
pripadaju klasi II. Medu produktima grupe II postoji i alternativni sigma faktor
FlgM koji koc¢i aktivaciju gena III grupe. Nakon zavrSetka svoje izgradnje
kompleks zglob-bazalno telasce funkcionise kao sekrecioni sistem koji
omogucava izlazak molekula FIgM iz Celije, ¢cime se otvara put pred faktorom
FliA koji pokrece transkripciju strukturnih gena klase III pod kontrolom
kompleksa CAP cAMP, to je operon koji je potreban za kontrolu svih ostalih
flagelarnih operona (165). Prema tome stvaranje flagela predstavlja
samoregulirajuci proces, koji zavisi od izgradnje bazalnog telasca i zgloba, koja

mora da prethodi slaganju filamenta.

Pored autoregulacije, na sintezu flagela uti¢u i spoljni faktori. Zué¢ne soli i
fosfolipidi dovode do aktivnosti brojnih gena salmonela, koji su povezani sa

eksprimiranjem i funkcijom flagela (183, 223).

Ekspresija flagelina je smanjena kod oba biotipa serovarijeteta Gallinarum
(Gallinarum i Pullorum) specifi¢no adaptiranih na ptice, a to je posledica
delecije u klju¢nim genetskim komponentama (227). Razlog ovog gubitka nije
potpuno jasan, ali se zna da je u vezi sa izbegavanjem imunskog sistema
domacina. Osim toga rezultati ispitivanja ukazuju na ¢injenicu da je nedostatak

ovih organela povezan sa tifoidnom formom bolesti koji ovaj serovarijetet
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karakteristi¢cno izaziva kod ptica. Naime, nedostatak flagelina smanjuje
inicijalno zapaljenje i prepoznavanje patogena, a time favorizuje razvoj

sistemske infekcije (35).

Ekspresija flagela nije ista kod razli¢itih serovarijeteta salmonela. Kod
vecine serovarijeteta koje eksprimiraju ove organele postoji dva razlicita
flagelarnih antigena oznacenih sa H1 i H2, koji su vezani za flagelarnu fazu 11 2
(121). Flagelarni antigeni bifaznih serovarijeteta S.enterica su fazno
promenljivi. Ovu pojavu je prvi opisao Andrewes 1922. godine nakon
zapazanja dve antigenski razli¢ite populacije pri seroloskoj ispitivanju bakterija
poreklom od istog izolata. Lederberg i lino (138) su kasnije dokazali da antigeni
odgovorni za ovu razli¢itost su upravo flagelarni, a frekvencija promene
izmedu dve faze iznosi oko 10 - 10 bakterija po generaciji. Monofazne
salmonele ne pokazuju ovo svojstvo. Predstavnici bifaznih serovarijeteta su
sposobne da menjaju ekspresiju gena izmedu subjedinica flagelina fliC (faza 1) i
fljB (faza 2). Proces se sprovodi pomocu fljA i hin gena koji se nalaze sa jedne i
druge strane fljB obezbeduju¢i regulacioni sistem koji radi po principu
preklopnika Ovaj mehanizam omogucava naizmeni¢nu ekspresiju flagelarnog
antigena faze 1 i faze 2, $to znaci da na povrsini jedne bakterijske celije u

odredenom trenutku su prisutne samo flagele jedne faze (225).

Antigenske razlike flagela poti¢u iz promena u sekvenci aminokiselina u
predelu flagelina koja je okrenuta ka spolja u sastavu flagele, dok distalni kraj
peptida, koji je odgovoran za medusobnu vezu subjedinica, ostaje sacuvan, jer

bi se inace poremetili izgradnja i oblik filamenta (121).
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Imunski odgovor domacina na flagele

Flagele su najzastupljeniji i najpristupacniji antigeni na povrsini salmonela.
Samim tim lako se prepoznaju od strane imunskog sistema domacina.
Predstavljaju glavni antigen za aktivirane CD4+ T limfocite miSeva i Zivine
(207). Flagelin salmonela je jak stimulator imunskog sistema i snaZzno aktivira
medijatore zapaljenske reakcije, kako in vivo tako i in vitro kod sisara i ptica
(255). Flagelin, u svom monomernom obliku, predstavlja molekulski obrazac
asociran sa patogenima (pathogen associated molecular pattern - PAMP), koji se

vezivanjem za TLR-5 direktno pokrece imunski odgovor (89, 255).

24 Specifi¢nosti genoma roda Salmonella

Pretpostavlja se da su se salmonele razdvojile od zajednickog pretka -
Esherichia coli pre oko 100 miliona godina. Uporedna ispitivanja njihovih
genoma pokazala su znacajni stepen sli¢nosti, ¢ak i velika podudarajuca
podrudja. Ipak, konzervirani delovi genoma su isprekidani sekvencama
jedinstvenim za jednu ili drugu vrstu. Na osnovu ovih zapaZzanja geni u okviru
genoma ovih bakterija dele se na sustinske (eng.: core), sustinsko-varijabilne
(eng.: core-variable) i one varijabilne sa akcesornim funkcijama. Sustinske
funkcije su zajednicke za vrstu i njene bliske srodnike (u ovom sluc¢aju za dva
roda u okviru iste familije bakterija). Smatra se da u ovu grupu spadaju funkcije
znacajne za rast i replikaciju. Sustinsko-varijabilne funkcije su bitne za
odredenu vrstu ili filogenetsku liniju u datoj ekoloskoj nisi, ali ne moraju biti
prisutni kod svih taksona. Akcesorne funkcije obezbeduju prednost pojedinom
izolatu u njegovom specifiécnom stanistu. Vecina gena, koji kodiraju akcesorne
funkcije, dospeva u genome bakterija posredstvom lizogenih faga i prenosivih

plazmida i zbog toga kako ih bakterija brzo dobije, tako brzo mogu iz nje nestati
©)-
Kod roda Salmonella veliki broj specificnih gena se nalaze na velikim, jasno

ogranicenim genomskim predelima, koji sadrze profagne elemente i

specijalizovane lokuse nazvane , ostrva patogenosti salmonela” (eng.: Salmonella
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pathogenicity islands - SPIs ) (149). Ovi geni specificni za salmonele obezbeduju

razne funkcije potrebne za ispoljavanje virulencije (12).
241 Odredivanje sustinskog i akcesornog dela genoma salmonela

Uporedivanjem S. Typhimurium LT2, S. Enteritidis i S. Gallinarum opisano
je da konzervirani geni medu serotivarijetetima salmonele pokazuju priblizno
99% poklapanje na nivou nukleotida. Kada je komparacija vrSena sa S. bongori,
odnosno sa E. coli podudarnost je opala na 91%, odnosno 80% (75, 179).
Ispitivanjem sekvenci koje se razlikuju izmedu pojedinih bakterija postalo je
moguce odrediti skup zajednickih, to jest sustinskih gena, a takode su otkriveni
i geni koji su specifi¢ni za odredeni izolat, prema tome smatraju se akcesornim.
Na osnovu rezultata istrazivanja koje je obuhvatilo 35 serovarijeteta Salmonella,
procenjuje se da skup sustinskih gena ukljucuje 2811 gena, dok se celokupni
genom sastoji od vide od 10000 gena (43). Cak i u slucaju izolata istog ili veoma
srodnih serovarijeteta postoji od 1 do 5% gena koji su specifi¢ni za dati soj.
Navedeni podaci ukazuju na priliéno konzervirani genom salmonela, narocito
ako se uporede sa istim pokazateljima vrste E. coli, ¢iji genom je sli¢ne veli¢ine
kao kod Salmonella (~4.5-5.7 Mb), a kod koje je sustinski genom ukljuc¢uje samo

1472 do 2200 gena, dok celokupni genom sadrzi preko 13000 gena (9).

Analizom genoma salmonela, E.coli i Shigella, uraden je pokusSaj
rekonstrukcije horizontalnih prenosa gena u filogenetskom stablu ovih vrsta.
Odreden je verovatan sled dogadaja koji su doveli do nastanaka trenutnog
sastava genoma Salmonella. Najinteresantnije je bilo, posmatrajuéi funkcije
delova DNK za koje se pretpostavlja da su dospeli u genom putem
horizontalnog transfera (eng.: putative horizontally aquired - PHT), da je tokom
novijih etapa njihove evolucije preovladavala integracija bakteriofaga, dok su u
ranijim fazama njihove evolucije dominirali procesi prisvajanja gena
odgovornih za metabolicke funkcije i faktore virulencije. Svakako treba uzeti u
obzir da u genomu ostaju sac¢uvani samo oni geni ¢ije su funkcije od prednosti

za salmonele (176, 236).
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Geni u okviru sustinskog dela genoma su odgovorni za vecinu
metabolickih puteva i omogucavaju kolonizaciju crevnog trakta i iskoris¢avanje

hranljivih sastojaka dostupnih u datom ekosistemu.

Uporedivanjem S. bongori i S. Typhi, koji se smatraju genetski najudaljenijim
predstavnicima roda, nadeno je malo razlika u metabolickim putevima.
Interesantna razlika medu njima je sposobnost biosinteze vitamina Bi2 kod
S. Typhi, dok S. bongori nema ovu sposobnost. Znacaj vitamina B12 endogenog
porekla je dokazan pri prezivljavanju S. Typhi u makrofagima, sredini u kojoj
S. bongori ne moze opstati (131). Suprotno, S.bongori poseduje sposobnost
razlaganja laktoze. Kompletan lac operon je medu salmonelama jo$ prisutan
samo kod S. enterica ssp. arizonae i diarizonae, mada slaba konzervacija gena i
njihovo mesto insercije kod njih ukazuju na to, da su tu osobinu stekli

nezavisno od S. bongori (88).
2.4.2 Gubitak funkcionalnosti gena

Pored sticanja novog genetskog materijala, gubitak samih gena, odnosno
njihove funkcionalnosti takode doprinosi fleksibilnosti genoma salmonela.
Znacaj ove pojave kod bakterija se istrazuje ispitivanjem prisustva i prirode
pseudogena. Pseudogen predstavlja entitet u okviru genoma kod kojeg je, u
delu koji kodira polipeptidni lanac, prisutan prerani stop kodon- mutacija
(interna delecija, insercija) zbog koga transkripcija ili translacija tog gena nije

moguca.

Analizom genoma S. Typhi, serovarijeteta striktno adaptiranog na ljude,
otkriveno je prisustvo preko 200 pseudogena. Kod S. Typhimurium taj broj
iznosi samo oko 25 (Tabela 4, preuzeto iz reference 9). Raspored pseudogena u
genomu S. Typhi, pri tome, nije slucajan. Veliki broj gena koji su izgubili
funkcionalnost kod S.Typhi, nalazi se sa neoSteCenom funkcijom kod
salmonela sa Sirokim spektrom domacina, kao sto je S. Typhimurium, i nose

vazne funkcije virulencije ili su neophodni u interakciji sa ¢elijama domacina

(149).
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U istrazivanjima je dokazano da je pojava pseudogena obi¢no povezana sa
smanjenjem broja razlic¢itih vrsta domacina i sa izazivanjem invazivne forme
bolesti. S. Paratyphi uzrokuje oboljenje sli¢no tifusu i ima brojne pseudogene
medu kojima su i mutirani geni koji kodiraju proteine efektore sekrecionog
sistema tipa III (type 3 secretion sistem - T3SS) koji ima vaZznu funkciju u

razvoju proliva ili sistemske bolesti (122).

Slicna kombinacija gubitaka gena se zapaza i kod S. Choleraesuis, koja
retko dovodi do dijareje, zatim kod S. Gallinarum uzroé¢nika kokosijeg tifa. U

ovim slucajevima svoje funkcije su liSeni geni ukljuceni u kolonizaciju creva

(122, 149).

Tabela 4: Uporedni prikaz opstih karakteristika genoma odabranih

predstavnika S. enterica subsp. enterica i S. bongori (9).

S. S. |S. Typhi- S. S. |S.Chole-| S.
Naziv bongori |Typhi/murium | Enteri-| Galli- | raesuis | Para-
tidis |narum typhi A

Podvrsta \Y I I I I I I
S0j 12419 |CT18| LT2 51(123%14? 287/91| SC-B67 | SARB42

Xshcma genomau o6 | 4809 | 4857 | 4685 | 4658 | 4755 4585

G+Csadrzaju % | 51,33 |52,09| 5222 | 52,17 | 52,20 | 52.11 | 53,00
Kodirajudiregioni| 30,0 | yoo0 | 4451 | 4320 | 4274 | 4445 | 4263

DNK

Pseudogeni 78 204 25 112 309 151 173
Gustina

kodirajucih 86.0 | 87.6 | 86.8 855 | 79.9 83.9 82.5
regiona u %

Broj tRNK 84 78 85 84 75 85 82

Profagi 5 7 6 1(5) | 0(2) 5 3

Nisu samo geni virulencije obuhvadeni ovom pojavom. S.Typhi,
S. Paratyphi i S. Gallinarum nose nezavisne mutacije na genima sa funkcijama u
osnovnom metabolizmu, kao $to je sinteza vitamina B12, koris¢enje propandiola
i respiracija pomocu tetrationata (97, 150, 227). Salmonele mogu proizvesti

endogeni Biz, koji ima ulogu kofaktora pri energetski efikasnom razgradnjom
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1,2-propandiola, a to u nastavku omogucava koriséenje tetrationata kao krajnjeg
akceptora elektrona (199). Kod S. Typhimurium 1,2-propandiol predstavlja
vazan izvor energije. Mutanti ovog serovarijeteta koji ne mogu da ga koriste

imaju znatno smanjenu sposobnost rasta u makrofagima(131).

Stavige, sposobnost iskoris¢enja tetrationata nastalog prirodno u lumenu
creva tokom zapaljenskog procesa dokazano obezbeduje kompetitivnu
prednost S. Typhimurium pri nadrastanju drugih prisutnih mikroorganizama.
Respiracija pomocu tetrationata u ovoj situaciji ¢ak omogucuje upotrebu
etanolamina kao izvora hranljivih materija. Etanolamin slabo pospesuje
fermentativan rast, ali je uvek prisutan u crevima zdrave teladi, tako da ovaj

metabolicki put olaksava S. Typhimurium da kolonizuje ovo staniste (226).

2.4.3 Varijabilan deo genoma i njegovo poreklo kod salmonela

2.4.3.1 Ostrva patogenosti salmonela (SPI)

Genetska ostrva koja nose gene virulencije kod salmonela se tradicionalno
zovu ostrvima patogenosti salmonela (eng.: Salmonella patogenicity islands -
SPIs) (245). Primetno je da je vecina ovih regija postala deo genoma salmonela

tokom rane evolucije S. enterica (10, 208)

2.4.3.2 Profagi i drugi varijabilni elementi

Odredeni bakteriofagi nakon sto inficiraju bakteriju domacina, ugradnjom u
njen genom, prelaze u lizogeno stanje i zatim se stabilno odrzavaju tokom
mnogo generacija domacina. Svi do sada sekvencirani genomi salmonela su
polilizogeni, sadrze 3-5 ugradenih bakteriofaga koji se nazivaju profagima.
Pored njihove uloge u uopstenoj genetskoj raznolikosti salmonela, bakteriofagi
Cesto sluze i kao vektori za prenosenje gena koji uti¢u direktno na virulenciju
inficirane bakterije, procesom takozvane lizogene konverzije (251).
S. Typhimurium nosi nekoliko lizogenih bakteriofaga (71). Na primer, gen sopE,
koji kodira jedan T3SS efektor protein, kao i sodC koji je izvor jedne
periplazmatske superoksid dismutaze sa sadrzajem Cu i Zn, koja stiti bakteriju

od oksidativnog stresa, poreklom su od bakteriofaga. U slucaju velikog broja
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gena prenesenih fagima je dokazan njihov uticaj na povecanje patogenosti i u in
vitro uslovima, i na misjim i govedim modelima (9, 71). Kratkorocni uticaj
bakteriofaga na funkcije domacina je ispitan na divljim sojevima salmonela.
Tokom osamdesetih i devedesetih godina proslog veka pojavio se
S. Typhimurium definitivni fagotip 104 (DT104) kod goveda koji je bio
virulentniji nego ,obi¢an” soj S. Typhimurium i koji je bio rezistentan na
nekoliko klasa antibiotika i koji se sa goveda prosirio na ljude najpre u
Engleskoj a potom i u gotovo svim ostalim drzavama EU. Od 2000. godine
MDR (multidrug resistant, multirezistentna) S. Newport rezistentan na
cefalosporine predstavlja 90% izolata ovog serovarijeteta kod goveda.
Komparacijom genoma MDR sojeva salmonela i sojeva salmonela koji su
osetljivi na sve antibiotike, otkriveni su specifi¢ni gene i genski lokusi koji

poticu sa bakteriofaga (41, 173, 206).
244 Primenjivost genomike salmonela u epizootioloskim istrazivanjima

Poslednjih godina postoje mnogobrojni poku$aji da se saznanja o
karakteristikama genoma salmonela primene i u identifikaciji serovarijeteta

salmonela.

Prvi primer predstavlja ispitivanje sojeva S. Enteritidis (fagotipovi PT30 i
PT9c) koji su izolovani tokom tri razli¢ite epidemije salmoneloze uzrokovane
presnim bademima u SAD, Kanadi i Svedskoj (150). Sprovedena molekularna
karakterizacija izolata dobijenih iz uzoraka badema i klinickih izolata pokazala
su odredene razlike izmedu razli¢itih fagotipova, ali ne i medu sojevima istog
fagotipa. Mada su genotipski svi izolati koji su pripadali fagotipu PT30 bili
identi¢ni, analizom njihovih metaboli¢kih svojstava utvrdeno je, da su klinicki
izolati efikasnije koristili neke aminokiseline od predstavnika istog fagotipa
poreklom iz badema. Tokom druge studije (101) vrSeno je poredenje genotipova
148 sojeva serovarijeteta S. enterica ssp. enterica serovar 4,(5),12:i:- izolovanih iz
svinja, svinjskog mesa i uzoraka poreklom od obolelih ljudi. Identi¢ni PFGE
profili pokazali su visoku srodnost ovih izolata razli¢itog porekla, sto potvrduje

njihovo prenosenje duz lanca ishrane.
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DNK microcipovi su zbog njihove prilicno jednostavne upotrebe zgodni i
za obradu velikog broja uzoraka, na primer u serotipizaciji salmonela. Trenutno
najveci broj referentnih laboratorija za salmonele vrse podelu salmonela na
serovarijetete prema antigenim formulama White-Kauffmann-Le Minor Seme,
koje se baziraju na seroloskoj varijaciji povrSinskog O-antigena
lipopolisaharidne komponenete spoljasnje membrane i na ekspresiji flagelin
antigena faze 1 i 2. Pri konstruisanju DNK mikrocipova za grupisanje sojeva po
istoj Semi koriS¢ena je varijabilnost unutar rfb klastera gena, fIjB i fliC gena i
kapsularnog polisaharidnog antigena Vi. Autori su imali cilj da se zameni
klasi¢na  serotipizacija ~sa molekularnom sero-genotipizacijom 100

najprevalentnijih salmonela serovarijeteta u Severnoj Americi i Evropi (76).

Sekvenciranje celog genoma upotrebom molekularnih metoda nove
generacije (eng.: next generation sequencing - NGS) visokog kapaciteta postaje
sve uobicajenije kako mu se troskovi smanjuju. Ove tehnike pruzaju izvanredne
mogucnosti za istraZivanje porekla i evolucije bakterijskih patogena u
slucajevima pojave infekcije. Ovaj pristup je koris¢en, na primer, za pracenje
S. Typhi u Indoneziji, pri ¢emu pomocu poznatog polimorfizma nukleotida
rasporedenog po genomu ovog, inae u osnovi izrazito klonalnog patogena

odreden je haplotip 140 izolata (16).
2.5.Prezivljavanje salmonela u spoljasnjoj sredini

Stepen preZivljavanja salmonela u spoljasnjoj sredini zavisi od stepena
isusivanja, prisustva i razlaganja organskih materija, prisustva dezinficijenasa,
itd. Salmonele reaguju na razne nacine na fizi¢ki, hemijski i bioloski stres,
odnosno na nedostatak hrane. Kod salmonela, slicho mnogim drugim
bakterijama, jedan od generalnih odgovora na stres predstavlja njihova
takozvana ,,SOS” reakcija (65). Osnovni efekat ove reakcije je odlaganje deobe
¢elije, pri ¢emu se istovremeno pojacavaju funkcije vezane za replikaciju i
ispravku ostecene DNK. Pri ovoj reakciji, na primer kod salmonela u hrani,

zbog izostanka deobe zapaZen je razvoj filamentoznih oblika bakterija. Kada se
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uslovi sredine poboljsaju, u ovim formama se pojavljuju pregrade i bakterije se

brzo dele, sto dovodi do naglog povecéanja ukupnog broja bakterija (103).
Aktivnost vode, osmotski stres i isusivanje

Zastita od osmotskog stresa prvenstveno obuhvata nakupljanje kalijumovih
jona u celiji posredstvom glutamata. Ako ovo nije moguce, zbog aktuelne
koncentracije kalijuma u sredini, bakterije unose ili sintetiSu jedinjenja kao sto
su trehaloza, trimetilglicin ili prolin i dolazi do promena na porinima u
spoljasnjoj membrani ¢ime bakterija reguliSe poremeceni osmotski pritisak

(201).

Kada se aktivnost vode (aw) smanjuje na 0,92-0,95 salmonele prestanu da se
dele i obrazuju filamentozne oblike u hranljivom bujonu. Smanjena aktivnost

vode $titi salmonele od visokih temperatura i oksidativnog stresa (129).

U slucaju S. Enteritidis za prezivljavanje u uslovima isu$ivanja opisan je
znacaj O-antigena kapsule, ¢ija hemijska struktura je ista kao kod somatskog
,O” antigena (28, 80, 237). Narocito se povecava termorezistencija
S. Typhimurium nakon sporog isusivanja. Salmonele opstaju duZe na suvim,
hladnim mestima zasti¢enim od svetla. Obrnuto, vlaznost, visoka temperatura i

prisutna druga mikroflora otezavaju njihovo prezivljavanje.
Termicki stres

Na podlogama salmonele rastu u temperaturnom opsegu od 5 do 47 °C, a
optimalna temperatura im je 37°C. Na njihovu osetljivost na termicki stres
znatno uticu uslovi sredine. Na primer vreme decimalne redukcije (D vrednost)
salmonela na 71 °C iznosi nekoliko sekundi u te¢noj podlozi ali u hrani za
zivotinje krece se c¢ak izmedu 4,5 i 6,6 minuta (19). U matriksima bogatim
mastima i belancevinama ova vrednost je takode veca, sto je razlog pojave
infekcije putem hrane u onim slucajevima, kada se termicka obrada smatrala
adekvatnom (77). Na salmonele nepovoljan uticaj ima kolebanje temperature,
posebno zamrzavanje i odmrzavanje, sto dovodi do brzog smanjenja broja

salmonela. Smrzavanje nece unistiti salmonele, mada moZe da ih osteti, Sto po

24



odmrzavanju uslovljava odloZen ili usporen rast. Iste efekte moze da ima i
zagrevanje na subletalnim temperaturama. U izmetu slabije preZivljavaju na -20

°C nego na -80 °C (231) .

Podaci o prezivljavanju salmonela u razli¢itim uslovima sredine prikazani

su sumarno u Tabeli 5.
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Tabela 5.: Prezivljavanje odredenih serovarijeteta Salmonella u ili na raznim matriksima pod razli¢itim uslovima sredine
(prema referenci 240).

Matrix Serovarijetet Uslovi Nivo Prezivljavanje Napomena
kontaminacije
Agar Typhi Sobna Preko 40 godina
temperatura,
zatvorene epruvete
Triptozni bujon | Typhimurium| 58 °C 1-3 x 106 ml-! D  vrednost 0.48-0.59 Stacionarna faza rasta
min. (10 sojeva)
Bujon - srcana Typhimurium|60 °C 107 ml-1 D vrednost 0.2-0.9 min.|Resuspendovana
infuzija (14 sojeva) stacionarna faza
Cokolada Typhimurium| 20 °C, aw 0.37 1.1 x105100 g |83 dana
Typhimurium| 701 90 °C D vrednost (min) 70 °C:{Mediana D vrednosti
720; 90 °C: 75
Kolostrum krave| Typhimurium| 30 °C (pH 6,4-4,4) |107 cfu ml! >35 dana Naglo smanjenje broja ispod
pH 4.45
Dublin 30 °C (pH 6,4-4,3) >5, <14 dana
Celo sveze jaje | Enteritidis 4i25°C Oko 107 cfu 4 °C: >270, <365 dana ; 25
°C: >365 dana
Typhimurium| 4125 °C Oko 107 cfu 4 °C: >180, <270 dana ; 25
°C: >365 dana
Izmet Zivine Typhimurium|Svez, 19 °C (pH] 108 cfu ml?! 19 °C: < 6 dana; 5-8,9 °C{Svila umocena u suspenziju
89) i 5-8,9 °C (pH >12, < 25 dana, salmonela i stavljena u
8,1-8,9) izmet.
Govedi izmet Typhimurium| 18-20°C Suspenzija Svezz < 6 dana;
kolonije u autoklaviran 152 dana
koli¢ini od jedne)
omce
Sasu$eno >1000 dana
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Tabela 5. nastavak

Matrix Serovarijetet Uslovi Nivo Prezivljavanje Napomena
kontaminacije
Izmet glodara 148 dana
Smesa za ¢urke | Enteritidis 82°C, 15% vlage Smanjenje broja za 3 log Vestacka kontaminacija

tokom 47 s

Staklo

Schottmulleri

4 i 45°C, sasuseno

Oko 5 x 107 cfu

4°C: 99 dana; 45°C: 56
dana

S. Typhi
krace

preZivela mnogo

Paperje pili¢a iz Senftenberg |Sobna temperatura | Prirodna > 1484 dana Skladisteno u polietilenskim
inkubatora kontaminacija kesama
Sladoled Typhimurium|-28 °C 8,2 x10% gt Smanjenje broja za 1.3
log nakon 35 meseci
Parafinsko ulje | Typhimurium|25 °C 2 godine 6 meseci Cvrsta podloga pokrivena
uljem
Pasnjak Typhimurium|Leto u Novom) 2 x 107 cfu 25cm-2| >70, < 84 dana Postavljen u oblikul
Zelandu suspenzije u fecesu
PSeni¢ni griz Typhimurium| 25 °C, sasu$eno 23 cfu gl > 360 dana Vestacka kontaminacija
Goveda osoka | Typhimurium|1-6 °C i 18-20 °C,3 x 107 ml! 1-6 °C: 70-84 dana 18-20
pH7.0 °C: 140-154 dana
Svinjska osoka | Typhimurium|1-6 °C i 18-20 °C,3 x 107 ml! 1-6 °C: 150-364 dana 18-
pH?7.0 20 °C: 182-196 dana
Prasina na metli 300 dana
Razli¢ito povrée Typhimurium|i sobna Oko 8 x 10% cful Frizider 35-77, mediana

1 povrsine

temperatura

cm2

49 dana
Sobna t.; 21-49, mediana
28 dana

aw = aktivnost vode; cfu = colony-forming unit; D vrednost = vreme decimalne redukcije, min = minut; s= sekunda
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Uticaj hemijskih sredstava

U eksperimentalnim uslovima bakterije se najcesce stite od hemijskih
stresora oksidativnim reakcijama posredstvom hlora. Rezistencija, koju ovaj
proces razvija povezana je i sa otpornosé¢u na druge nepovoljne uslove sredine,
kao $to su oksidativni stres i nedostatak nutrienata (129). Jaka oksidativna
zastita salmonela smatra se posledicom njihove adaptacije za prezivljavanje
intracelularno u makrofagima (90). Stvaranje biofilma dokazano stiti salmonele

od nepovoljnog delovanja hlornih preparata (135).

Radijacija

Mada UV zraci imaju Stetniji direktni uticaj na bakterije od vidljivog
spektra, u prirodnim uslovima vidljiva svetlost dovodi do znacajnijeg
smanjenja broja salmonela u odnosu na UV. Upotreba UV zracenja je uobicajena
praksa u tretiranju vazduha i pijace vode u cilju unistavanja bakterija (95). U
vestackim uslovima UV zraci i pulsirajuca vidljiva svetlost visokog intenziteta
imaju veoma negativno dejstvo na salmonele, tako da su pogodni za

dekontaminaciju bistrih tecnosti i povrsine jaja i mesa (136, 172).
Nedostatak nutrienata

Gladovanje kod salmonela dovodi do prelaska u takozvano vijabilno, ali
nekulturabilno (eng.:Viable but non-culturable - VBNC) stanje, kada bakterijske
¢elije sac¢uvaju svoje vitalne funkcije, ali njihovo prisustvo se ne moze utvrditi
kultivacijom na klasi¢nim hranljivim podlogama. Postoje, medutim dokazi za
njihov aktivni metabolizam u vidu izduZzivanja celije pri prisustvu adekvatnih
hranljivih materija, zatim odvijanje respiracije se takode mozZe utvrditi. U ovom
stanju otpornost salmonela na nepovoljne uslove sredine je znacajno povecana

(118, 151).
Predatorstvo i kompeticija

Prezivljavanje salmonela u mnogome zavisi od mirkbioloske flore prisutne
u datoj mikrosredini. Kako postoji rivalitet medu bakterijama u iskoriséavanju

kiseonika i hranljivih materija, dolazi i do lucenja Stetnih materija, na primer
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organskih kiselina, antibiotika i bakteriocina koji za cilj imaju ubijanje
konkurenata u datom okruzenju. Liticki bakteriofagi takode smanjuju broj
salmonela u uzorcima poreklom iz zivotne sredine (120). Na znacaj drugih
bakterija i virusa za prezivljavanje salmonela u odredenoj sredini ukazuju i
ispitivanja prezivljavanja salmonele u uzorcima zemljiSta: najkrace su opstale
salmonele u zemlji obogacenog stajskim dubrivom, nesto duZe one u
netretiranom uzorku, dok salmonele najduze opstaju u sterilisanom zemljistu
(77). Ipak, pored negativnog efekta mikrobiote u sredini opisana je i pojava da
salmonele prezivljavaju unutar ameba i trepljastih protozoa Sto znatno
povecava njihove Sanse za opstanak (25). Salmonele duze preZivljavaju u
prasini nego u izmetu ili stelji. Zbog toga praSina iz objekta je cesto
najadekvatniji matriks za dokazivanje prisustva ovih bakterija u jatu Zivine.
Ova c¢injenica je u velikoj meri rezultat bolje sposobnosti salmonela za
prezivljavanje u suvoj prasini od ostalih mikroorganizama (252). U slucaju
fabrika sto¢ne hrane prasina je takode mnajbolji uzorak za otkrivanje
kontaminacije salmonelama. Pored pomenutog razloga, u ovom slucaju je od
znacaja i to, da prasina predstavlja, u stvari, zbirni uzorak svih sirovina, koje
prolaze kroz proizvodnu liniju. Dokazano je, na primer, da intenzivno
uzorkovanje i praSine, pored ostalih komponenata moze da otkrije

kontaminaciju koja je bi se previdela rutinskim monitoringom (45, 240).

2.6 Uloga vektora i rezervoara u odrzavanju i prenosenju salmonela
Glodari

Glodari su od potencijalne opasnosti po javno zdravlje, a njihovo prisustvo
se smatra znakom nezadovoljavajuc¢ih higijenskih uslova. U gotovo svim
slucajevima kada je salmonela nadena na farmama Zivine, isti serovarijetet je
izolovan iz veéine miSeva nadenih na kontaminiranoj farmi (84).
Eksperimentalno je dokazano da miSevi koji su uneli u svoj organizam

S. Enteritidis u broju od 103 CFU, postaju kliconose tj. izlu¢uju salmonele pet
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nedelja nakon infekcije, dok ako se infektivna doza poveca na 105 CFU

kliconostvo moZe trajati i osam meseci (186).

Uspesna deratizacija je veoma znacajna mera pri eliminisanju salmonela iz

objekata za uzgoj zivotinja, naro¢ito Zivine (33).
Artropode

Insekti i akaride imaju ulogu kratkoro¢nih vektora u prenosenju salmonela.
Na ovu njihovu ulogu ukazuju zapaZanja pri ispitivanju eksterne i interne
kontaminacije muva, tvrdokrilaca i njihovih larvi na farmama, zatim i
eksperimentalno hranjenje pilica hranom koja prethodno bila kontaminirana
zarazenim artropodama. Vektorska uloga insekata opisana je kod neposrednog
prenoSenja izmedu objekata koji su locirani blizu jedni drugih, kao i pri
prenosenju salmonela na vece udaljenosti posredstvom ptica, koje se hrane
artropodama (241). Tvrdokrilci koji nastanuju stelju u objektima posebno su
znacajni u Sirenju salmonela na farmama brojlerskih pili¢a i ¢uraka, gde su
turnusi ucestali, a sa druge strane suzbijanje ovih artropoda je otezano (217). U
Australiji je dokazano da je broj muva na farmama tovnih junadi u korelaciji sa

ekskrecijom salmonele kod tovnih Zivotinja (234).

Kod bubasvaba je takode utvrdeno prisustvo salmonela (70), a njihova
uloga je u kontaminaciji ljuske jaja, pri ¢emu se bubaSvabe smatraju

mehanickim vektorom.

Dermanisus gallinae predstavlja bioloski rezervoar salmonela. Ove vasi
mogu da nose S. Enteritidis i do 14 dana, tokom kog vremena prenose infekciju
na kokoske (232). U slucaju S. Gallinarum biovar Gallinarum taj period iznosi
¢ak cetiri meseca (171), tako da u ovom slucaju vasi predstavljaju znacajan

faktor u cirkulaciji ovog biotipa u jatima Zivine.
Ptice

Divlje ptice, pre svega insektivorne, uklju¢ene su u Sirenje salmonela na
farmama domacih Zivotinja putem kontaminacije vode i hrane. Njihova uloga u

prenosenju monofaznog serovarijeteta S. Typhimurium (S. 4,(5),12:i:-) sa farme
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svinja na goveda i zZivinu je zapaZeno u viSe navrata (46). Galebovi su opisani
kao unosioci salmonela u pogone za proizvodnju ribljeg brasna (162), pri ¢emu

ove ptice mogu preneti salmonele i na vece udaljenosti.

S. Typhimurium moze dovesti do oboljevanja i uginuca ptica pevacica, pri
¢emu molekularna tipizacija izolata ukazuje na to da se radi o soju adaptiranom

na ove domacine (102).
2.7. Klinicke manifestacije salmoneloza
Salmonelozni gastroenteritis

Vedina serovarijeteta salmonela uzrokuje gastroenteritis kod ljudi, koji je
ogranic¢en na distalni deo ileuma, kolon i mezentrijalne limfne ¢vorove (188,
222, 256). Naseljavanje bakterija u ovim organima dovodi do pojavljivanja
zapaljenske infiltracije u kojoj dominiraju neutrofilni granulociti. Ulazak
neutrofila u pomenute delove creva dovodi do nekroze gornjeg sloja sluzokoze
i prisustva ovih celija u izmetu. Razvijanje karakteristicnih simptoma tokom
infekcije je vedinom posledica zapaljenske reakcije kod domacina. Dolazi do
proliva, muc¢nine, povradanja, gréeva u crevima i povecanja telesne
temperature. Ovi znaci se pojavljuju veoma brzo nakon peroralnog unosenja

uzrocnika, prosecni inkubacioni period je manji od 24 ¢asova (222).

Lokalizovane infekcije slicne gastroenteritisu ljudi se javljaju i kod velikih
zivotinja, goveda i konja. Serovarijeteti salmonela, za koje je karakteristican
opisani vid bolesti, prenose se fekalno-oralnim putem, kako direktno, tako i

putem zagadene hrane i vode (188).
Sistemske salmoneloze
a) Trbusni tifus ljudi

Manji broj serovarijeteta salmonela je sposoban za izazivanje sistemskih
oboljenja u imunokompetentnom domacinu. Medu njima je najbolje opisana
patogeneza tifusa ljudi, koji je jedan od najstrasnijih i najopasnijih bolesti u ovoj
grupi. Mortalitet moZe da dostigne i 10% ako se ne leci. Uzroc¢nik je serovarijetet

S. Typhi koji je adaptiran isklju¢ivo na ljude. Nakon unoSenja, uzroc¢nik
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naseljava sluzokozu tankih creva, a period inkubacije je prilicno dug i iznosi

prosec¢no ¢ak dve nedelje (190).

Patoloske promene u crevima se sastoje od sporog razvijanja infiltrata u
kome dominiraju mononuklearne ¢elije: makrofagi i dendriti¢ne celije, dok je
broj neutrofilnih granulocita oskudan (163) Dospevanje uzro¢nika u Zu¢nu kesu
ili mokraénu beSiku moZze dovesti do hroni¢nog kliconostva, znacajnog pri
Sirenju bolesti sa coveka na c¢oveka. Znaci trbusnog tifusa su najcesce
nespecifini: povecanje telesne temperature, bradikardija. Splenomegalija,
hepatomegalija i crveni osip se javljaju rede. Proliv se javlja samo kod oko

trecine obolelih i pojavi se kasnije, tek nakon nastupanja groznice.

S. Paratyphi A, zatim u redim slucajevima S. Paratyphi B i Paratyphi C,
izazivaju paratifus, bolest slican trbusnom tifusu samo blazeg toka. Ova cetiri

serovarijeteta se nazivaju i tifoidnim salmonelama (222).
b) Bakterijemija kod ljudi

Dva netifoidna serovarijeteta, S.Dublin i S. Choleraesuis, izazivaju
sistemsku infekciju kod imunokompetentnih osoba koja se moZe klinicki
razlikovati od trbusnog tifusa i naziva se bakterijemijom. Ovo oboljenje se

takode moze javiti bez dijareje (69).

U slucaju osoba sa ostecenim imunskim sistemom bakterijemija predstavlja
uobic¢ajenu komplikaciju infekcija sa netifoidnim serovarijetetima salmonela
koji inac¢e kod imunokompetentnih ljudi obi¢no izazivaju gastroenteritis (81).

Najc¢es¢i uzrocnici su i u ovom slucaju S. Typhimurium i S. Enteritidis.
c) Sistemske infekcije kod drugih vrsta

Kod imunokompetentnih Zzivotinja samo nekoliko serovarijeteta mogu
izazvati sistemske infekcije. Medu njima su S. Gallinarum, koji se moze dalje
podeliti u biotipove Gallinarum i Pullorum koji izazivaju sistemske infekcije
kod Zivine: tif kokosi, odnosno beli proliv pilica (214). Sistemske infekcije kod
svinja uzrokuje S. Choleraesuis, dok kod goveda S.Dublin. U slucaju konja

S. Abortusequi, a kod ovaca S. Abortusovis, Pored navedenih serovarijeteta
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poseban fagotip S. Typhimurium, koji se razlikuje od sojeva koji izazivaju

gastroenteritis kod ¢oveka, dovodi do sistemske infekcije golubova (187).

Iako genetska osnova prilagodavanja salmonela odredenoj vrsti Zivotinja
slabo je razjasnjena, strategije koje ovi serovarijeteti koriste najverovatnije
ukljuc¢uju sposobnost savladavanja prepreke sluzokoze creva, $to omogucava
njihovo dalje Sirenje po telu. Serovarijeteti uzrocnici gastroenteritisa nemaju ove

faktore virulence (222).

2.8 Epidemiologija salmoneloze

Tokom proteklih deset godina, u drzavama evropske unije je najpre bio zabelezen
statistiCki znaCajan trend opadanja sluCajeva salmoneloze ljudi, a zatim poslednjih
nekoliko godina je izraZzena stagnacija broja obolelih, odnosno ukupnog broja
registrovanih epidemija. NajceSCe izolovani serovarijeteti su bili S.Enteritidis,

S.Typhimurium, serovarijetet 1,4,[5],12:i:-, zatim S.Infantis. (Tabela 6).

Tabela 6: Ucestalost salmoneloza kod ljudi u Evropskoj Uniji tokom prosle

decenije (na osnovu podataka iz referenci 55-64)

Broj Najcesce izolovani serovarijeteti
Ukupno |slucajeva Mono-
Godina|slucajevana 100000 Enterit-| Typhi- | fazni |Infan- Derb New-
kod ljudi| stanov- | idis |murium| Typhi-| tis Y port
nika murium|

2008 | 131468 | 264 |58,0% | 21,9% / 1,1 0,5 0,7

2009 | 108614 | 23,7 |52,3% | 23,3% / 1,6% | 0,7% | 0,7%
2010 | 99020 | 21,5 [442% | 257% | 1,7% | 22% | 0,8% | 1,0%
2011 | 95548 | 20,7 |44,6% | 248% | 46% | 22% | 09% | 1,0%
2012 | 94278 | 219 |412% | 222% | 72% | 24% | 09% | 0,9%
2013 | 82694 | 20,3 [395% | 202% | 86% | 30% | 1,1% | 1,0%
2014 | 88715| 20,7 |444% | 174% | 78% | 25% | 1,0% | 1,0%
2015 94625| 209 |456% | 158% | 83% | 23% | 09% | 1,0%
2016 | 94530 | 204 |485% | 134% | 84% | 24% | 09% | 1,1%
2017 | 91662 | 19,7 |491% | 134% | 80% | 23% | 0,8% | 1,2%

U Republici Srbiji salmonele takode predstavljaju najfrekventnije uzro¢nike
alimentarnih epidemija. Na osnovu podataka Instituta za javno zdravlje Srbije

,Dr Milan Jovanovi¢ Batut” incidencija salmoneloza je ustaljena sa umerenim
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oscilacijama iz godine u godinu. Serovarijetet S. Enteritidis i u Srbiji dominira u

slu¢aju infekcija ljudi. (Tabela 7).

Tabela 7: Podaci o salmonelozama ljudi u Srbiji (podaci su prikupljeni iz

referenci 105 - 114).

Najc¢esci uzroénik

Broj
Ukupno sludajeva alimentarnih epidemija
Godina slucajeva ]
. ;. | na 100000 . Njegova
kod ljudi . Serovarijetet |
stanovnika ucestalost
2008 1766 23,91 Enteritidis 36,0%
2009 2046 27,8 Enteritidis 70,0%
2010 1722 23,5 Enteritidis 50,5%
2011 1904 26,1 Enteritidis 60,3 %
2012 1550 21,6 Enteritidis 64,9 %
2013 1571 21,9 Enteritidis 65,8 %
2014 1512 21,1 Enteritidis 72,8%
2015 1712 24,0 Enteritidis 43,8%
2016 1589 22,5 Enteritidis 47,9%
2017 1850 26,3 Enteritidis 62,5%

2.9 Laboratorijska identifikacija salmonela

Poznato je da se protokoli za konvencionalnu izolaciju salmonela razlikuju od
uobicajenih  protokola izolacije vedine drugih pripadnika familije
Enterobacteriaceae. Razlog za to je ¢injenica da se salmonele nalaze u relativno
malom i tesko detektabilnom broju u uzorcima poreklom od bolesnih Zivotinja i
ljudi. Stoga je neophodno najpre umnoziti salmonele iz ispitivanih uzoraka,
odnosno, pristupiti takozvanom selektivnom obogacenju salmonela. Pre faze
selektivnog obogacenja, salmonele se umnoZavaju u takozvanoj puferizovanoj
peptonskoj vodi u cilju njihove revitalizacije (u sluc¢aju da je uzorak nepropisno
¢uvan i da je doslo do propadanja prisutnih salmonela). Nakon ove faze
pristupa se selektivhom obogaéenju. Tokom proteklih decenija u
mikrobioloskim priru¢nicima i standardima preporucivane su razlicite
selektivne podloge za ovu fazu izolacije salmonela (Selenit F bujon, Tetrationat

bujon, Miler-Kaufman-Tetrationat bujon,. Selenit cistein bujon), ali danas su

34



gotovo sve preporuke jednoglasne u zahtevu za se za selektivho obogacenje
salmonela koristi Rapaport Vasilijadis bujon ili Rapaport Vasilijadis polucvrsti
agar sa dodatkom novobiocina koji je pokazao najbolje rezultate. Treca faza
izolacije salmonela je njihovo umnoZavanje na diferencijalnim podlogama i za
ovu fazu rada se u vecini mikrobioloskih standarda insistira na koris¢enju XLD
agara (ksiloza-lizin-dezoksiholat-dekstrozni agar), mada je dozvoljena primena
i drugih diferencijalnih podloga (Mekonki agar, SS agar, Hektoen enterik agar
itd). Cetvrta faza izolacije salmonela jeste dokazivanje da izolovani soj pripada
rodu Salmonella na osnovu biohemijskih karakteristika izolovanog soja i u tom
cilju koristi se u mnajveem broju slucajeva neki od polautomatskih
identifikacionih sistema (API bioMerieux, BBL Crystal Bnecton Dickinson) ili
neke savremene metode kao sto su MALDI - TOF ili PCR. Nakon ove faze,
kada se potvrdi da je izolovani soj pripadnik roda Salmonella, pristupa se petoj
fazi a to je seroloska tipizacija salmonela u cilju odredivanja serovarijeteta. U
tom cilju primenjuje se metoda brze aglutinacije na plocici uz upotrebu

specifi¢nih dijagnostickih seruma razlic¢itih proizvodaca.

29.1 Postojeéi i novi pristupi tipizaciji (odredivanju serovarijeteta)

salmonela

Tipizacija salmonela je nezaobilazni postupak pri pracenju epizootioloskih i
epidemioloskih parametara, zatim wu cilju istraZivanju izvora infekcija
prenesenih hranom. Pored klasi¢ne serotipizacije, od pocetka devedesetih
godina proslog veka intenzivno se istrazuju mogucnosti grupisanja izolata na
osnovu njihove genetske raznolikosti. U pocetku su posmatrane uglavnom
klonalne karakteristike na osnovu rezultata multi lokusne enzimske
elektroforeze (218, 219, 220) koja, kao fenotipska metoda, nije pruzala podatke o
razlikama u okviru genoma. Zatim, informacije obezbedene tipizacijom multi
lokusnim sekvenciranjem (MLST) (fragmenti 7 gena), detekcijom polimorfizma
pojedinacnih nukleotida (SNP) na 200 gena, nakon toga sekvencionom
tipizacijom uzorkovanjem priblizno 10% osnovnog (eng.: core) genoma (51, 133)
ukazale su na prisustvo rekombinacija medu razli¢itim serovarijetetima, ili ¢ak

unutar pojedinih serovarijeteta S.enterica subsp. enterica. Prema tome rod
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Salmonella obuhvata stabilne filogenetske linije, nastale genetskim driftom, koje
predstavljaju uopsteni klonalni okvir, a fleksibilnije varijacije koje su nastale

horizontalnim prenosom gena i stvorile su razlike medu sojevima istih grupa

(239).
2.9.2 Postojeci pristupi i metode za tipizaciju salmonela

Tabela 8 prikazuje pregled trenutno dostupnih nacina tipizacije salmonela.
Slede¢i delovi razmatraju metode koje se za sada koriste za konacnu
identifikaciju, zatim kako se one kombinuju sa molekularnim metodama pri

sastavljanju strategija za tipizaciju.

2.9.2.1 Serotipizacija

White-Kauffmann-Le Minor Sema predstavlja klasicnu metodu za
oznacavanje serovarijeteta (50,116). Ovom fenotipskom metodom se vrsi
detekcija povrsinskih antigena aglutinacijom bakterijskih celija polivalentnim
antiserumima (209). Prema ovoj Semi serptip se odreduje na osnovu somatskih
(O), flagelarnih (H) i kapsularnog (Vi) antigena koji se nalaze na povrsini celije
salmonela. Somatski antigen je polisaharidne prirode i nalazi se u
lipopolisaharidu (LPS) bakterijskog zida (194) i odreduje serolosku grupu u
koju dati izolat salmonele pripada (83). White-Kauffmann-Le Minor Sema
sadrzi 46 razli¢itih somatskih i 114 razli¢itih flagelarnih antigena, koji u
razli¢itim kombinacijama daju viSe od 2600 serovarijeteta (116). Vecina
salmonela poseduje dva flagelarna antigena oznacenih kao faza I (H1) i faza II
(H2) (155). Ekspresija H1 i H2 flagelarnih antigena je koordinisana
mehanizmom fazne varijacije (21,215,254). Serovarijeteti koji eksprimiraju dva
tipa flagelina nazivaju se difaznim, dok oni sa samo jednim tipom flagelarnog
antigena monofaznim (155) Tri Salmonella enterica podvrste (podvrste Illa, IV,
VII), kao i vrsta Salmonella bongori ne poseduju H2 antigen i smatraju se
monofaznim, dok kod ostalih podvrsta kod kojih je vecina serovarijeteta
difazna postoje pojedini jednofazni serovarijeteti: na primer Salmonella enterica
ssp. enterica serovarijetet 4,5,12:i:-, zatim serovarijetet Enteritidis (153). Opisani

su i trifazni serotipovi koji su veoma retki: na primer serovarijeteti Rubislaw i
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Saliatis (166, 218). Nekoliko serovarijeteta, kao to je na primer Typhi i Dublin

prisutan je i kapsularni Vi antigen i predstavlja faktor virulencije (117).

Laboratorija osposobljena da vrsi samostalno klasi¢nu serotipizaciju svih
serovarijeteta treba da poseduje vise od 250 razli¢itih antiseruma za tipizaciju,
kao i 350 antigena za proizvodnju i kontrolu kvaliteta tih antiseruma. Pored
toga antiserumi za retke antigene obi¢no nisu komercijalno dostupni ili im je
kvalitet neujednacen (73,154). Izvodenje klasi¢ne serotipizacije zahteva puno
manuelnog rada i dugotrajno je. Potrebno je minimum tri dana za tipizaciju
jednog izolata, a u slucaju kompleksnijih i retkih serovarijeteta ¢ak i mnogo vise
(130). Drugi nedostaci klasi¢ne serotipizacije je mogudi izostanak ekspresije
antigena potrebnog za serotipizaciju. Na primer R sojevi ne ispoljavaju O
antigen, samim tim ne reaguju sa O antiserumima. Pored toga sluzavi sojevi
proizvode kapsulu oko svojih celija koja sprecava detekciju O antigena.
Nepokretni sojevi ne eksprimiraju svoje flagelarne antigene (72). Klasi¢na
serotipizacija pored toga Sto je dugotrajan proces iziskuje i angaZovanje
posebno obucenog osoblja. Svi ovi razlozi su doprineli tome da se interesovanje
naucnog sveta povecalo za razvijanje pouzdanih molekularnih metoda za
odredivanje ili pak predvidanje serovarijeteta salmonela, ¢iji rezultati su

uporedivi sa White-Kauffmann-Le Minor Semom (212).
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Tabela 8. Postojece fenotipske metode za tipizacije Salmonella
Tehnika | Kratak opis Prednosti Upotreba Nedostaci Referenca
Aglutinacija somatskih | Priru¢na metoda, lako se ()izralg:;r?i?r{if;flzz‘]izgo
“0O" i flagelarnih ,H" izvodi. Predstavlja opste Veéinom za . !
: L samim tim ne reflektuje
Sero- antigena. Zahteva poznatu metodu. tipizaciju Salmonella cavu Klasifikaciiu (83)
tipizacija promenu faze za Pogodna je kako za enterica subsp. Pgtreban o veliki ‘]br.o'
odredivanje konac¢nog skrining tako i za enterica cilic n]o skupih )
serovarijeteta serotipizaciju. pric P
antiseruma
S jeteti: N
Typgol‘)/e?:elljtey ;ﬁi A Nije siroko dostupno,
Razradena i moze biti Para t, hi B, Java | rade je samo referentne
.. . .. | veoma brza. Obezbeduje yP o " | laboratorije zbog potrebe
Fago- | Osetljivost soja bakterije . 1 Typhimurium, S .
O . korisne, bioloske e 1 uslova za odrzavanje (123)
tipizacija | na panel bakteriofaga . Enteritidis, .
relevantne i Acona Virchow fagova. Molekularni
epidemioloske podatke Hacgigar éallinarurln mehanizmi nisu kod svih
Tkllompson " | serovarijeteta utvrdeni.
Jeftin je metod 1 lako se Isti panel rezistencije
izvodi. Razlikuje izolate mozg da bude rezul’za ;
Rezisto- | Osetljivost na razlic¢ite | Salmonella enterica subsp. s .
o e o ey Sve salmonele razli¢itih genetskih (229)
tipizacija antibiotike enterica iz razlicitih . . .
epidemiolotkih mehanizama. Rezistencija
P podrudja se brzo moZze promeniti.
Brz i jeftin ako se Moze precizno da
MALDI Masena spektrometrija | posmatra cena kostanja identifikuje rod.
TOF cele ubijene celije po uzorku, izuzetno S enterica Diskriminaciona mo¢ nije (239)
bakterije skup ako se posmatra dovoljna za razlikovanje
cena kostanja opreme podvrsta i serovarijeteta.
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Tabela 9: Postojece genotipske metode za tipizacije Salmonella (prvi deo)

Tehnika Kratak opis Prednosti Upotreba Nedostaci Referenca
Amphf%<ac1]a pomocu Lako se 1zx./0d1. Mf)ze biti Sve Nije reproducibilna metoda,
RAPD nasumic¢no odabranih koristan pri . TR (52)
. . ol salmonele | njena upotreba nije rasirena
prajmera epidemioloskim istragama
Identifikacija i validacija gena
PCR - poreklom od izolata moze biti
... | PCR za gene rezistencije, | Primena je jednostavna u | Vecina komplikovana. Ne postoji
specifi¢ni . s e . o
oni i faktore virulencije ili  |slu¢aju izolata sa poznatim|  sero- standardizacija. Pogodna (130)
I%kusi metabolicke markere genetskim razlikama | varijeteta juglavnom za identifikaciju roda
salmonela, u pojedinim
slucajevima i podvrste.
Pojedini izolati lako prisvajaju i
Plazmidni| Analiza plazmida koji se Koristan je pri Sve gube plazmide.
. . . e . (40)
profil nalaze kod izolata epidemioloskim istragama| salmonele Ne predstavlja pravu
identifikaciju salmonela
Restrik- Korisna je za opisivanja
ciona |Digestija plazmidske DNK| Sirenja plazmida sa Sve Upotrebljiva je samo kod (248)
digestija | restrikcionim enzimima | genima rezistencijeili | salmonele | izolata sa sli¢cnim plazmidima.
plazmida virulencije
Restrikciona digestija Potrebna je skupa opremat
. softver za komparaciju
genomske DNK zatim . o 1 o
separacija dobijenih IzvrSena je standardizacija Sve rezultata. Koristi se u
PFGE p medulaboratorijskim referentnim i istrazivackim | (13, 18, 168, 210, 228)
segmenata na gelu salmonele

agaroze u pulsiraju¢em
elektriécnom polju

uporednim ispitivanjima

laboratorijama. Obuhvata
manje od 1% varijacije sekvence
genoma salmonela
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Tabela 9 nastavak: Postojece genotipske metode za tipizacije Salmonella (drugi deo)

Tehnika Kratak opis Prednosti Upotreba Nedostaci Referenca
Modifikacija PFGE Robusniji je od PFGE i Potrebna e skiba oprema
baziran na PCR tehnici. ima vecu obuhvata sa r]n o maI;i deI()) en(;ma
AFLP/F Korisceni su diskriminativnu mo¢. Sve oko mesta delovania eng;ima (11)
ALFP | fluorescentni markeri za Dobijeni klasteri salmonele . eota cerovany '
. .. . Primenjen je ve¢ kod salmonele
bolju rezoluciju podudaraju sa . -
N ali trenutno se ne koristi
fragmenata serovarijetetima
‘e rocli{l?cbigisltaar? ]r(; ;2(3 da Serovarijetet Potrebno je standardizovati
MLVA - | Veli¢ina PCR produkata P se au tomat,izu'e i metodu za svaki serovarijetet,
VNTR | reprezentuje broj kratkih e Jae. Typhimuriu pretpostavlja se da je (230)
Koriséen je za ispitivanje
ponavljajucih sekvenci S Tvohii m i diskriminativna mo¢ manja nego
- YPY Enteritidis kod PFGE
S. Typhimurium.
Ispitivanje IS200 15200 (insercione
1S200 . . sekvence) elementi su
. elemenata prisutnih u ex . . e
tipizacija i o prili¢no postojani u Nema veliku diskriminativnu
s vise kopija ili rRNK rodni lacii Sve ¢ medu izolati
ili gena restrikcionom prirodnim populacijama |, mo¢ medu izolatima. Baza (18)
ribotipiz dicestiiom ili metodom bakterija. Isprobana je podataka nije sastavljena
acija & S (iu thern blot vec na nekoliko
serovarijeteta
Razdvaja enzime i Predstavlja veoma
MLEE d etekh.l].e Y lhOVI.lv Korlsr}a e glo]:?lno] Sve komplikovanu metodu, koja ne (220)
aktivnost i izoelektri¢nu epidemiologiji salmonele

tacku

moze da se automatizuje
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Tabela 9 nastavak: Postoje¢e metode za tipizaciju Salmonella bazirane na sekvenciranju

Tehnika Kratak opis Prednosti Upotreba Nedostaci Referenca
Deli salmonele u
filogenetske grupe, slicne Ne razlikuje izolate istih
: serovarijetetima. serovarijeteta. Sekvenciranje
Uporeduje sekvencu sedam Obezbeduje digitalne Sve je jos$ prili¢no skup postupak
MLST konstitutivnih gena Je gt Jejos b . b postupak, (128)
(eng.: housekeeping) podatke i veoma je salmonele stoga se izvodi samo u
h reproducibilna. MoZe da se istrazivackim i referentnim
postavi i kao SNP test za laboratorijama
tipizaciju.
Tesko se detektuju tackaste
DNK-DNK hibridizacija Prisustvo ili odsustvo gena mutacue. Izuze.tnf) skupa.
. . y oprema i skupo je izvodenje
DNK | (Microarray) celog genoma sa se odreduje duZ celog b .
. o . s Sve metode. Moze da detektuje
mikro- ¢ipom sa poznatim genoma nekoliko izolata. L . (179, 181, 243)
N . . . .. | salmonele | samo karakteristike koje su
¢ipovi | sekvencama. Odreduje sadrzaj | Pogodan je za odredivanje y o
. . usle u sastav c¢ipa, ne
gena genetske raznolikosti. . . L
prepoznaje nove insercije i
sli¢no.
Pouzdanost zavisi od
SNP Razlic¢ite varijante su u upotrebi Replfoduabllan, 'konac..?m ' os Typhi kolekg]e 1.201at? . (200)
typing univerzalno primenljiv sekvenciranih u cilju
uspostavljanja metode.
. | Pokrivenost genoma i dubina T
Sekvenci- . . . Interpretacija je trenutno na
. fanalize su visoke. Pogodna je za : R
ranje . : o . nivou istraZivanja. Jo$ nije
odredivanje konzervirane | Reproducibilan, konacan i Sve .
genoma L y : . . uveden za salmonele ali su (145)
karakteristike genoma. Duzina| univerzalno primenljiv salmonele carle i . .
nove b . koristili pri praéenju infekcija
.. ¢itanja jos nije dovoljna za .
generacije sa E. coli.

sastavljanje celog genoma.
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H antigeni su strukturni proteini na povrsini flagela bakterija. Za sada ih je
kod salmonela opisano 114 vrsta. Postoji veza jedan gen—jedan protein za
svakog od dva antigena: H1 kodira fliC, a H2 fljB gen. Njihova ekspresija se
nalazi pod kontrolom mehanizma fazne promene, $to znaci da u ¢istoj kulturi
preovladavajuca vecina bakterija obi¢no nosi flagele jedne faze, dok druga faza
se nalazi kod malobrojnih preostalih celija. Stepen ekspresije flagelarnog
antigena ove druge grupe je najces¢e ispod granice detekcije klasi¢ne
serotipizacije. Zbog toga u cilju konacne serotipizacije izolata, koja naravno
mora obuhvatiti odredivanje oba flagelarna antigena, potrebna je indukcija
promene faze. Ona se postiZze inkubacijom ispitanog soja bakterije u prisustvu
antitela usmerena ka ve¢ detektovanom antigenu. Vezivanje ovih antitela za
flagele spre¢ava pomeranje bakterije, dok pokretljivost manjeg broja ¢elija koje
poseduju flagele druge faze ostaje o¢uvana. Ovaj princip se koristi u razli¢itim
formatima za selektivho obogacenje bakterija koje eksprimiraju antigen faze
koja je u pocetku bila u manjem obimu izrazena. Nakon umnoZavanja, koli¢ina
prisutnog flagelarnog antigena vec prelazi granicu detekcije metode, samim tim
moguce je izvesti aglutinaciju sa odgovaraju¢im specificnim antitelima. Ovaj
postupak traje najmanje 2 dana, mada cesto zahteva ¢ak viSe od jedne nedelje

(239)

Kod salmonela postoji samo jedan kapsularni antigen oznacen kao Vi.
Poseduje ga samo nekoliko serovarijeteta: S. Typhi, Paratyphi C i rede Dublin
(238, 15).

Ipak, serotipizacija kao najSire primenjivana metoda u identifikaciji
serovarijeteta salmonela ima dosta nedostataka. Na primer, izolati
S. Choleraesuis mogu se razdvojiti genetskom biotipizacijom u S. Choleraesuis,
S. Decatur i S. Paratyphi C, od kojih svaki ima drugaciji klini¢ki znacaj. Biotip
Choleraesuis se nalazi kod svinja, a izaziva invazivnu bolest samo kod ljudi sa
kompromitovanim imunim sistemom, Paratyphi C je uzro¢nik invazivne bolesti

¢oveka, dok Decatur dovodi do gastroenteritisa ljudi (134). Ipak, sva tri biotipa
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u klasi¢noj serotipizaciji imaju istu antigensku formulu: 6,7:c:1,5. Njihovim
ispitivanjem utvrdeno je, da poseduju istovetni LPS, ali flagelarni antigeni H1:c
i H2:1,5 znatno variraju. U slu¢aju mnogo rasirenijeg serovarijeteta S. Enteritidis
situacija je potpuno drugacija. Ovaj serovarijetet eksprimira G flagelarni antigen
koji predstavlja grupu nekoliko srodnih antigena. Kod razli¢itih serovarijeteta
se nalazi razli¢iti G antigen (na primer S. Dublin ima g,p dok S. Enteritidis g,m).
Kako se serotipizacija zasniva na detekciji LPS i flagelarnih antigena, gubitak
bilo koje od ovih povrsinskih komponenti dovodi do pogresne identifikacije.
Posebno je vazan slucaj epidemiolosko znacajne monofazne varijante
S. Typhimurium sa antigenskom formulom 4,(5),12:i:-, koja se klasi¢nom
serotipizacijom tesko razlikuje od difaznog tipa. Poteskode u pravilnom
odredivanju flagelarnog antigena druge faze i inace predstavljaju najcesce

greske pri serotipizaciji (91)

Diskriminativha mo¢ serotipizacije je nedovoljna pri epidemioloskim
istragama, jer za 95% netifoidnih infekcija ljudi odgovorno je obi¢no 10
najucestalijih serovarijeteta na datom geografskom podrudju. Stavise,
najzastupljeniji serovarijeteti su S. Typhimurium i S. Enteritidis Sirom sveta
(64). Uprkos ovim nedostacima metode klasi¢ne serotipizacije, klasifikacija koja
je nastala zahvaljujuéi njoj je veoma znacajna iz aspekta daljeg odlucivanja koje
dodatne metode treba primeniti da se postigne Zeljena rezolucija, dok u slucaju
redih serovarijeteta ¢ak ni u slucaju epidemioloske istrage, osim serotipizacije,

nisu potrebni dodatni testovi.

2.9.2.2 Fagotipizacija

Ranije, dok molekularne metode nisu bile dostupne, fagotipizacija je bila
jedina metoda za wutvrdivanje razlika medu razli¢itim izolatima istog
serovarijeteta. U odredenim slucajevima i danas se primenjuje pri
epidemioloskim istragama. Prednosti ove metode su reproducibilnost, visoka
rezolucija, niska cena koris¢enog potrosnog materijala i brzina. Za odredivanje

tfagotipa ciste kulture je potrebno samo 24 ¢asova (239).
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Ipak, obezbedenje uslova za upotrebu ove tehnike je veoma zahtevno.
Potrebno je umnozavanje i odrZzavanje Zivih bakteriofaga i neophodno je visoko
obuceno osoblje za izvodenje. Zbog toga trenutno u Evropi ovaj nacin tipizacije
salmonela se koristi samo u nekoliko referentnih laboratorija. Sve ovo nije u
skladu sa savremenim zahtevima, prema kojima se traga za nac¢inima da se

tipizacija izvodi lako izvodljivim testovima.

Fagotipizacija se izvodi samo na izolatima najucestalijih serovarijeteta.
Ogranicenje predstavlja cinjenica da ovom metodom se u sustini vrsi
odredivanje prisustva ili odsustva receptora za vezivanje odredenih
bakteriofaga na povrsini bakterije, a ova karakteristika moZe se promeniti
primanjem ili gubljenjem mobilnih genetskih elemenata kao $to su plazmidi

(41).
2.9.3 Molekularne metode sekundarne (drugostepene) tipizacije Salmonella

Serotipizacija i fagotipizacija su prvostepene metode identifikacije
salmonela, ali za upoznavanje detaljnijih povezanosti izolata tokom
epidemioloskih ispitivanja potrebne su molekularne metode. Posto su za odabir
najprikladnije i najsvrsishodnije molekularne metode najpre potrebni rezultati
klasi¢ne serotipizacije, molekularnu tipizaciju nazivamo drugostepenom ili

subtipizacijom.

Ne postoji metoda podjednako pogodna za svaki vid drugostepene
tipizacije sojeva salmonela. Odabir metoda zavisi kako od serovarijetet/fagotip
kombinacije, tako i od situacije u kome se izvodi tipizacija, nadalje i od njenog

cilja.
2.9.3.1 Gel elektroforeza u pulsirajucem strujnom polju PFGE

PFGE (Pulsed field electrophoresis) je metoda koja se zasniva na polimorfizmu
fragmenata DNK dobijenih prethodnom restrikcijom. DNK se tretira
odredenom restrikcionom endonukleazom, zatim se razdvaja u promenljivom

elektriécnom polju u fragmente duzine do 2000 kb (216). U poslednje vreme je
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objavljeno vise istrazivanja koja su imala za cilj ispitivanje potencijala ove

metode u odredivanju serovarijeteta izolata salmonela.

Nde i saradnici (2006) (161) su uporedili PFGE profile 80 izolata salmonela,
pripadnike Sest serovarijeteta. Ukupno 49 od 80 sojeva su se grupisali prema
svojim serovarijetetima na osnovu svojih Xbal PFGE profila. Izuzetak je bio
jedan soj S. Montevideo koji je bio u istoj grupi sa tri izolata S. Senftenberg.
Mada su se rezultati PFGE u visokom procentu podudarali sa podacima
dobijenim Kklasi¢nom serotipizacijom, broj ukljucenih serovarijeteta je bio
previse mali da bi se mogli doneti zaklju¢i o Siroj upotrebljivosti ovog

metodoloskog pristupa u preciznoj identifikaciji serovarijeteta salmonela.

Gaul i saradnici (78) su uporedili PFGE profile 674 izolata salmonela
pripadnika 12 serovarijeteta, pri ¢emu njih 573 je uspesno bilo grupisano u jasne
grupe. Izuzeci su bili S. Typhimurium var Copenhagen, serovarijetet 4,(5),12:i:-
i S. Typhimurium koji su bili u istoj grupi, zatim S. Putten i S. Agona koji su

takode pripali zajednickom klasteru.

Késrouanton i saradnici (127) su izveli obimniju studiju sa 1128 izolata 31
serovarijeteta. Tacnost odredivanja serovarijeteta bila je 97%. Razlike u
rezultatima identifikacije izmedu PFGE i klasi¢ne serotipizacije javile su se kod
izolata S.Paratyphi B, S.Give, S. Saintpaul, S. Agona, S.Montevideo i
S. Newport.

Ipak, pri istrazivanju Ranieri i saradnika (191) ispitivanjem PFGE profila 46
izolata Salmonella koji su predstavljali 40 serovarijeteta dobijeno je slaganje
izmedu PFGE i klasi¢ne serotipizacije samo kod 75% izolata. Serovarijeteti
S. Typhimurium var Copenhagen, S. 4,(5),12:i:- i S. Saintpaul su se podudarali
sa S. Typhimurium, a PFGE profili osam izolata su se razlikovali od svih profila

prisutnih u kori$éenoj bazi podataka.

Pored toga Sto u prethodnim primerima postignuto prili¢no visoki procenat
slaganja izmedu rezultata PFGE i klasi¢ne serotipizacije (najmanje 75%)

diverzitet ispitanih serovarijeteta nije bio adekvatan da se donesu uopsteni

45



zakljuéci o upotrebi ove metode za pouzdano odredivanje serovarijeteta (212).
Mada je PFGE korisna metoda za subtipizaciju salmonela za potrebe
epidemioloskih istrazivanja (195), potrebna je dalja karakterizacija razlicitih
kombinacija izolata da bi se uocila specificna ograni¢enja metode. Pored toga,
detaljne baze podataka sa PFGE profilima najzastupljenih serovarijeteta su
preduslov za Siru upotrebu ove metode u cilju odredivanja serovarijeteta

salmonela (255).

Krajem devedesetih godina proslog veka, uveden je visoko standardizovani
PFGE protokol ,SALM Gene-PFGE”. Sli¢an sistem u SAD je osnovan pod
nazivom Pulsenet-USA. Ovi protokoli sluZze za molekularnu subtipizaciju

salmonela primenom PFGE u epidemioloskim ispitivanjima-

2.9.3.2 Ribotipizacija

Ribotipizacija takode spada u grupu metoda baziranih na polimorfizmu
fragmenata DNK dobijenih enzimskom restrikcijom. Njenom primenom, izolati
salmonela se dele u grupe oznacene kao ribotipovi (243), koji mogu odgovarati
odredenom serovarijetetu. Ribotipizacija je koris¢ena u nizu istrazivanja za
odredivanje serovarijeteta salmonela (14,23,170,191,198), pri ¢emu je stepen
podudaranja u odnosu na podatke dobijene klasi¢cnom serotipizacijom iznosila
39-100%. Broj ispitanih serovarijeteta se kretao od 2 do nekoliko stotina, a na
varijaciju rezultata u svim slucajevima uticala je i raznolikost testiranih
serovarijeteta. Tacnost od 100% je postignuta je u onim slucajevima kada je broj
ispitanih serovarijeteta bio vrlo mali. De Cesare i saradnici (2001) (48) ispitali su
112 izolata serovarijeteta Enteritidis i Typhimurium i restrikcionim enzimima
EcoRI i Pvull metodom ribotipizacije su dobili identicne rezultate kao i u
klasi¢noj serotipizaciji. Ispitivanje Estebana i saradnika (66), koje je obuhvatilo
izolate tri razlicita serovarijeteta (Reading, Typhimurium i Senftenberg), takode
je pokazalo potpuno slaganje sa rezultatima klasicne serotipizacije. Ipak u
slucajevima sa vedim brojem ispitanih serovarijeteta podudaranje dobijenih

rezultata ribotipizacije i klasi¢ne serotipizacije je bila zna¢ajno manja. U jednoj
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studiji iz 2007 godine, ribotipizacija 60 izolata Salmonella sa predstavnicima 9
serovarijeteta pokazala je tacne rezultate samo kod 43 izolata (72%) (30).
Najnizu uspesnost u ta¢énom pogadanju serovarijeteta je imala studija izvedena
1998. godine na 117 izolata salmonela predstavnika 22 razli¢itih serovarijeteta
(170). Tada je otkriveno da odredeni serovarijeteti imaju viSe razli¢itih
ribotipova: S. Worthington i S. Hadar ih je imao cetiri, a S. Mbandaka i
S. Senftenberg po tri. Takode se pojavila i obrnuta situacija kada jedan ribotip
sadrzao viSe serovarijeteta. Na primer isti ribotip profil su pokazali

S. Typhimurium, S. Brandenburg, S. Cerro i S. Heidelberg .

Ribotipizacija za razliku od PFGE generiSe srazmerno mali broj traka
(obi¢no 5-10) (23), i dok to olakSava analizu profila, nedostatak mu je manja
diskriminativna sposobnost sto dovodi do greske u odredivanju serovarijeteta.
Sve to posebno dolazi do izrazaja u sluc¢aju srodnih serovarijeteta kao sto su
S. Typhimurium i 4,5,12:i:- (14). Pored toga odabir baze podataka ribotip profila

je veoma bitan faktor pri tumacenju rezultata (212).

2.9.3.3 PCR za nasumicnu amplifikaciju polimorfne DNK (eng.: Random
amplified polymorphic DNA-PCR - RAPD-PCR)

Subtipizacia pomo¢u RAPD-PCR bazira se na nasumi¢nom umnoZzavanju
delova bakterijskog genoma (211). Koriste se proizvoljni prajmeri duZzine oko 10
bp, koji umnozavaju DNK pod fleksibilnim uslovima za PCR reakciju (247). Na
diskriminativhu mo¢ ove metode bitno utice izbor prajmera i PCR uslovi, a ove
okolnosti znacajno smanjuju i ponovljivost metode (164). Ovu cinjenicu
potvrduju i prilicno kontradiktorni rezultati radova o upotrebi RAPD-PCR za
odredivanje serovarijeteta salmonela sa opsegom tac¢nosti pogadanja od 0-100%.
Prilikom dva istrazivanja iz 1998 i 2005 godine (29,197) ni jedan serovarijetet
nije tacno identifikovan jer RAPD-PCR produkovao iste profile za sve razlic¢ite
serovarijetete. Drugi radovi, ipak, prikazuju procenat ta¢no klasifikovanih
izolata od 91-100% (48,211,221). Zbog izuzetno velike razlike u dobijenim

rezultatima RAPD nije cenjena metoda u serotipizaciji salmonela.
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2.9.3.4 PCR ponavljajucih elemenata (eng.: Repetitive element PCR - Rep-PCR)

Rep-PCR sluzi za amplifikaciju fragmenta genoma pomocu prajmera koji su
usmereni ka repetitivnim elementima DNK (196). Za subtipizaciju salmonela
upotrebljavaju se uglavnom tri seta ponavljajucih sekvenci prisutnih u genomu
Enterobacteriaceae (212). Ove sekvence su pogodne za diskriminaciju zbog svoje
genetske stabilnosti, razli¢ite lokacije na hromozomu i zbog njihovog razli¢itog
broja kopija kod pojedinih sojeva (24). Slicno kao u slu¢aju RAPD-PCR i kod
ove metode ponovljivost je na niskom nivou, mada su se u poslednje vreme

pojavili komercijalni kitovi sa poboljSanim karakteristikama (36).

Analizirajué¢i deset radova u kojima je koris¢en Rep-PCR za odredivanje
serovarijeteta salmonela, podudaranje dobijenih rezultata sa klasicnom
serotipizacijom se kretalo izmedu 64 i 100% (212), izuzev u istraZivanju Burr i
saradnika gde je podudarnost bila 0% (29). Najobimnije istrazivanje u kome je
primenjena ova metoda za ispitivanje izolata salmonela ukljucilo je 133 izolata,
predstavnika 80 serovarijeteta (192). Podudarnost rezultata Rep-PCR metode sa
podacima dobijenih klasi¢nom serotipizacijom je bila 92% (125 od 133). Izuzeci
su bili S. Typhimurium var Copenhagen koji je bio u istoj grupi sa
S. Typhimurium, S. Infantis u grupi sa S. 6,7:r:-, jedan izolat S. Enteritidis koji se
nije mogao razlikovati od S. 9:-:- i jedna S. Urbana koja je bila u grupi zajedno

sa S. Sundsvall. za sada Rep PCR nije nasao $iroku primenu.

2.9.3.5 PCR-polimorfizam razli¢ite duZine restrikcionih fragmenata

(eng.:PCR-restriction fragment length polimorphism - PCR-RFLP )

PCR-RFLP se zasniva na vizualizaciji profila traka dobijenih restrikcionom
digestijom DNK koja je prethodno umnozena primenom metode PCR (166). Da
bi se PCR-RFLP mogao koristiti za subtipizaciju salmonela, potrebno je
identifikovati ciljne sekvence pogodne za razlikovanje izolata sve do nivoa

podvrsta. U slucaju odredivanja serovarijeteta salmonela, kao target koristili su
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se geni fliC i fliB odgovorni za H1 i H2 flagelarne antigene. Diskriminativna
mo¢ metode zavisi i od tipa kori$éene restrikcione endonukleaze (242). Ta¢nost
odredivanja serovarijeteta primenom PCR-RFLP se krece od 2-100% zavisno od
cijanog gena i koriS¢ene endonukleaze. U istrazivanju koje je obuhvatilo
najveci broj izolata (n=112) i najviSe serovarijeteta (n=52) koriscen je fliC i fliB
PCR-RFLP i serovarijeteti su se ta¢no identifikovani u 71% slucajeva (37/52).
Ipak neki od serovarijeteta bitnih sa aspekta javnog zdravlja, kao Sto je
S. Typhimurium, S.Dublin i S. Enteritidis, nisu mogli biti precizno

identifikovani na ovaj nacin (99).

Mada je PCR-RFLP metoda jednostavna za izvodenje, razvrstavanje izolata
zavisi od varijacija na veoma malom regionu bakterijskog genoma, sto smanjuje
disktimainativhu mo¢ i otezava tumacenje rezultata (167). Dok fliC i fliB PCR-
RFLP moze da razlikuje homologne serovarijetete (na primer S.4,5,12:i:- od
S. Typhimurium) diferencijacija O-antigen negativnih varijanata serovarijeteta
nije moguca (na primer S. Typhimurium var. Copenhagen od S. Typhimurium),
kao i serovarijeteta sa veoma slicnim antigenima (na primer S. Enteritidis od
S. Dublin) (44). Na ograni¢ene mogucnosti primene ove metode za odredivanje

serovarijeteta salmonela uti¢e i nedostatak odgovarajuce baze podataka PCR-

RFLP profila (212).

2.9.3.6 Polimorfizam umnoZenih fragmenata (eng.: Amplified Fragment Length
Polymorphism - AFLP)

Pri ovoj metodi DNK se sece sa dva restrikciona enzima, a zatim se
primenjuje takozvani adapter sekvence u obliku dvolan¢anih oligonukleotida
koji se vezu za krajeve dobijenih fragmenata isecenih DNK molekula. Zatim
slede dve PCR reakcije sa prajmerima specificnim za adaptere. Na kraju PCR

produkti se razdvajaju elektroforezom u gelu (216).

U nekoliko ispitivanja koja su koristila AFLP za odredivanje serovarijeteta
salmonela dobijeni su dobri rezultati. Aarts i saradnici(1) su ispitali 30 izolata 15

serovarijeteta, dok Peters i saradnici (174) 78 izolata koji su obuhvatali 62
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serovarijeteta i u oba slucaja je diferencijacija bila 100% ta¢na. Obe grupe autora
su nasli jedinstvene AFLP profile za pojedine serovarijetete, ali potrebno je
uzeti u obzir, da su ispitani serovarijeteti bili predstavljeni sa malim brojem

izolata.

Niska ponovljivost metode predstavlja njen nedostatak.

2.9.3.7 MLVA (Multiple-Locus Variable number tandem repeat Analysis)

Iako je PFGE veoma uspesno koriS¢ena u mnogim istrazivanjima u cilju
otkrivanja izvora infekcije, ona je vrlo zahtevna metoda $to znacajno ogranic¢ava
njenu upotrebu. U nekim sluc¢ajevima ¢ak ni njena rezolucija nije dovoljna, kao
Sto je to slucaj sa S. Typhimurium DT104, koji je posebno vazan zbog svoje

multirezistencije na antibiotike (160).

Da bi se ovi problemi prevazisli, a u cilju obezbedivanja rezultata koji se
mogu uporediti izmedu laboratorija, uvedena je MLVA koja je standardizovana
metoda amplifikacije varijabilnog broja ponavljajuc¢ih sekvenci u hromozomu
primenom PCR tehnike Za sada su dostupni standardizovani MLVA protokoli
za S. Typhi (144) i S. Typhimurium (140). Kao S$to je receno, pri ispitivanju
odredenog serovarijeteta posmatra vise ponavljajuc¢ih sekvenci: na primer kod
S. Typhi tri, a kod S. Typhimurium pet. Ova metoda je postala osnovna za
drugostepenu tipizaciju S. Typhimurium u mnogo zemalja. Njen uspeh je
dokazan cak i u slucaju veoma opseZznih epidemioloskih istraga u epidemiji
izazvanoj ovim serovarijetetom (67). Pored toga izvrSena je validacija metode u
slucaju S. Enteritidis (175), dok primenjivost ove tehnike je ispitana i u

sekundarnoj tipizaciji S. Newport (47).
294 Primena molekularnih metoda za prvostepenu tipizaciju Salmonella

Serovarijeteti se odreduju prepoznavanjem reakcije povrsinskih antigena
salmonela sa antitelima, samim tim ta¢nost postupka zavisi od kvaliteta
koriS¢enih antitela. Nabavka antitela dobrog kvaliteta nije uvek moguca, osim

toga, antitela mogu biti veoma skupa. Istrazivanja u cilju uspostavljanja nac¢ina
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odredivanja serovarijeteta salmonela na osnovu njihovih genotipskih
karakteristika su stoga vrlo aktuelna u poslednjih 10 godina. Medutim, zbog
horizontalnog transfera gena izmedu salmonela koji se odvija uvek i u svim
ekoloskim niSama i koji dovodi do prakticno stalnih promena u genomu,
identifikacija salmonela primenom molekularnih metoda moze biti neuspesna.
Osim toga, razliciti serovarijeteti mogu da imaju istu genetsku liniju - na primer

S.Sendai i S. Paratyphi A (24).
2.9.4.1 Serotipizacija salmonela primenom PCR

S obzirom na to, da su geni koji kodiraju O i H antigene ranije opisani
(147,189), prvi pristup molekularnoj serotipizaciji bio je umnoZavanje ovih gena
PCR tehnikom pomocu prajmera usmerenih ka njihovim varijabilnim delovima.
Prvi PCR test ovog tipa predstavljao je multipleks sa tri para prajmera usmeren
na rfb klaster gena za razlikovanje glavnih serogrupa A, B, C2 i D (146). U
daljem toku, sve ucestalijom primenom sekvenciranja celih genoma salmonela
sastavljene su baze podataka pomoc¢u kojih je postalo moguce nalaZenje
fragmenata DNK karakteristi¢cnih za pojedine serogrupe kao ciljne sekvence

prajmera (143).

PCR metode su razvijene i za detekciju gena za flagelin. Analiza amplifikata
je vrsena RFLP metodom (99), zatim i metodama klasicne PCR, pri ¢emu su
rezultati tumaceni na osnovu broja i veli¢ine PCR produkata (54,94).
Razlikovanje odredenih gena za flageline u okviru H:G kompleksa se pokazalo
izuzetno teskim Sto je dovelo do problema u razlikovanju S. Enteritidis od
drugih serovarijeteta iz ove grupe (94). Da bi se ovakve poteSkoce prevazisle,
bilo je potrebno ukljuciti u PCR protokol i gene koji nisu povezani sa antigenim
determinantama ispitanim pri klasi¢noj serotipizaciji. U slucaju S. Enteritidis,

na primer, sdf lokus se pokazao pogodnim za to.

Opisana je i kompletna Sema za tipizaciju H-antigena, koja ukljucuje

multipleks PCR (155).
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Cardona-Castro i saradnici (31) su primenili kombinaciju dve multipleks
PCR reakcije. Multipleks sa pet pari prajmera ciljao je gene za sintezu LPS-a u
ciju odredivanja seroloske grupe, a drugi multipleks sa 15 pari prajmera
odredivao je prisustvo razli¢itih fliC i fljB alela. Ispitivanjem 386 izolata 96,5% je
identifikovano  istovetno sa  serovarijetetom  utvrdenim klasicnom
serotipizacijom, a neslaganje kod preostalih se moglo objasniti greskama

fenotipske metode.

2.9.5 Novi pristupi pri molekularnoj tipizaciji salmonela

2.9.5.1 Sekvenciranje uzorka (eng.: sample sequencing)

Ove metode obuhvataju sekvenciranje odabranih regija genoma bakterija.
Ukoliko su izabrani delovi konzervirani, diskriminativna sposobnost postupka
je mala, ali omogucena je procena medusobne srodnosti ispitanih izolata. Na
ovom principu se bazira tipizacija na osnovu sekvence 16S ribosomalne RNK.
Ako su, ipak, sekvencirani segmenti varijabilni rezolucija metode je veca ali na
ustrb dobijanja jasnih informacija o srodnosti. Ovaj drugi slucaj predstavlja
tipizaciju baziranu na faktorima virulencije, pri ¢emu na osnovu genotipa mogu
da se predvide klini¢ki aspekti pri infekciji odredenim sojevima, ali bez

podataka o njihovom poloZaju na filogenetskom stablu (239).

2.9.5.2 Tipizacija sekvenciranjem vise lokusa (eng.: multilocus sequence typing -

MLST)

MLST metoda se zasniva na odredivanju sekvence nukleotida unutrasnjih
regija niza, obi¢no, konstitutivnih gena. Pri primeni za subtipizaciju ova metoda
ima dve glavne prednosti: visoko je reproducibilna i rezultati razlic¢itih
laboratorija se lako uporeduju. Samim tim je veoma pogodna za medunarodne i
nacionalne programe nadzora. Pored toga postoje javno dostupne kvalitetne

baze podataka MLST profila, sekvenci i softvera za analizu) (212).

Objavljeno je nekoliko istrazivanja koja su bila usmerena na ispitivanje

pogodnosti MLST za odredivanje serovarijeteta salmonela primenjujuci Seme za
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MLST od 3,4 ili 7 konstitutivnih gena. Uspesnost pogadanja serovarijeteta se
kretala od 88 do 100%. Liu i saradnici(142) su ispitali 25 izolata 7 serovarijeteta
sa 92% tacnosti. Imali su problem samo sa dva serovarijeteta: S.Pullorum i
S. Heidelberg. Drugo istrazivanje sa 110 izolata i 25 serovarijeteta je izvestavalo
o tac¢nosti od 98%. Izuzetak su bili S. Goettingen i S. 9,12:1,v:-, koji su delili isti
tip sekvence (20). Do sada najobuhvatnije ispitivanje, pri ¢emu je ispitano 4257

izolata 554 serovarijeteta pokazalo je tacnost metode od 88% (2).

2.9.5.3 Masena spektrometrija

Masena spektrometrija primenom MALDI-TOF metode (Matrix-assisted laser
desorption/ionization timeof-flight mass spectrometry) pokazala se dobra u
identifikaciji bakterija do nivoa vrsta. Znacajno je smanjen udeo ljudskog rada i
vreme potrebno za rukovanje sa velikim brojem izolata u klinickim

laboratorijama (246).

29.6 Molekularna serotipizacija bazirana na direktnom odredivanju i
karakterisanju gena koji kodiraju H antigene i biosintetske puteve O

antigena

Direktnim metodama nazivamo molekularne tehnike koje su usmerene na
detekciju gena koji kodiraju enzime ukljucene u sintezu somatskih antigena (O
antigeni) i obi¢no se nalaze u rbf klasteru (119), kao i gene koji kodiraju
flagelarne antigene (H1 i H2), to jest fliC i fliB) (87). Za serotipizaciju na osnovu
ovih gena od molekularnih metoda se mogu koristiti sledece: PCR, DNK

mikrocipovi i tehnike bazirane na sekvenciranju. 3) (212).

Rfb klaster se nalazi na hromosomu salmonela i obuhvata tri grupe gena

(73):

Gene koji kodiraju enzime za sintezu monosaharida
Gene koji kodiraju tansferaze Secera

Gene koji kodiraju polimeraze i transportere O antigena.
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Kako je ve¢ navedeno salmonele poseduju dva flagelarna antigena
oznacenih kao faza I (H1) i faza II (H2), ali je samo jedan eksprimiran u
odredenom trenutku (254). Ova pojava se naziva fazna varijacija. Flagelarne
antigene H1 i H2 kodiraju geni fliC i fliB. Ovi geni se nalaze na razli¢itim
mestima na hromosomu i njihovu ekspresiju reguliSe jedan zajednicki operon
(5). fliC i fliB geni sadrze visoko konzervirane sekvence na svojim 5 i 3’
krajevima: ispitivanje 280 alela ovih gena pokazalo samo 6, odnosno 8 zamena
medu prvih 37 i zadnjih 30 nukleotida. Suprotno, srednji deo ovih gena je
veoma varijabilan. Ova promenljiva sekvenca kodira varijabilni deo flagelarnog
tilamenta. Neki H antigeni se sastoje od vise faktora; na primer flagelarni
antigen H2:e,n,x obuhvata tri razli¢ita dela e, n i x (154). 114 razlic¢itih
flagelarnih antigena su grupisani u komplekse na osnovu medusobne
imunoloske povezanosti. Na primer flagelarni antigenski faktori g, m ili t su
¢lanovi G kompleksa, antigeni koji ne sadrZe ove faktore su c¢lanovi ne-G

kompleksa (159). PCR metode usmerene na alele koji kodiraju O i H antigene

Hirose i saradnici (96) su tokom svojih inicijalnih ispitivanja 2002. godine
pokusavali razlikovati S. Typhi i S. Paratyphi A od 19 drugih serovarijeteta.
Rezultat je bio prilicno slab sa ta¢nos¢u od 33%. Kasnije kako je postalo
dostupno vise sekvenci kako rfb klastera, tako i fliC i fliB gena poreklom od
razli¢itih serovarijeteta, vrSena su dalja istraZivanja primenom ovog pristupa.
Herrera-Leon i saradnici (93) 2007. godine su vrsili ispitivanja sa tri multipleks
PCR reakcije: prva je bila usmerena na pet O antigena (O:4; O:7; O:8; O:9;
0:3,10), druga je obuhvatila osam H1 antigena (i; r; Lv; eh; z10; b; d; g
kompleks), a treca sedam H2 antigena (1,2; 1,5; 1,6; 1,7, Lw; en,x; en,z15).
Kombinacija multipleks PCR reakcija je testirana na 500 izolata 30 serovarijeteta

sa tacnoscu identifikacije od 85%.

Dok multipleks PCR moZe biti brza i jeftina alternativa klasi¢noj
serotipizaciji, ova tehnika ima i svoje nedostatke. Na primer ova metoda ne

moze da razlikuje varijante serovarijeteta nastale usled fazne konverzije koja u
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odredenim slucajevima dovodi do nekih antigenskih promena, ili usled
tackastih mutacija na H1 i H2 genima odgovornim za izostanak ekspresije

flagela (98).
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3 CILJIZADACIISTRAZIVANJA

Precizna identifikacija izolata salmonele do nivoa serovarijeteta, koji su
uprkos svim nastojanjima i dalje vodec¢i hranom prenosivi patogeni, polazna je
osnova za svaki dalji napor u iznalaZzenju mera kontrole i profilakse

salmoneloza.

S obzirom na znacaj pojedinih serovarijeteta salmonela za zdravlje zivotinja
i ljudi, a u skladu sa potrebom za korisc¢enje jednostavne, brze i pouzdane
metode za njihovu identifikaciju, glavni cilj ovog rada jeste precizna
identifikacija serovarijeteta salmonela koje su prisutne u uzorcima poreklom od
domacih Zivotinja na podrucju Severnobackog i Severnobanatskog okruga u
Vojvodini primenom molekularno-bioloskih metoda i uporedivanje ovih
rezultata sa rezultatima dobijenih klasi¢énim bakterioloskim i seroloskim

pristupom.

Krajnji rezultat istrazivanja predstavlja procena efikasnosti odabranih
savremenih i klasi¢nih metoda. Takode se ocekivalo utvrdivanje osnovnih
preduslova za wuvodenje molekularnih metoda u rutinsku proceduru
identifikacije serovarijeteta vrste Salmonella enterica podvrste enterica pri

svakodnevnoj mikrobioloskoj dijagnostici.

Za identifikaciju izolovanih serovarijeteta salmonela primenile su se sledece

metode:

—_

metode klasi¢ne aglutinacije na plo¢ici;

DN

)

) multipleks i simpleks PCR metode;

) metode sekvenciranja gena za 165 rRNK;
)

4) procena efikasnosti odabranih molekularnih i klasi¢nih metoda
Za ostvarivanje ovih ciljeva postavljeni su slede¢i zadaci:

1 Prikupljanje izolata Salmonella enterica ssp. enterica tokom
rutinskog rada u laboratoriji Veterinarskog specijalistickog

instituta “Subotica” primenom klasi¢nih bakterioloskih metoda.
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Identifikacija izolata na osnovu njihovih morfoloskih i
biohemijskih karakteristika

Klasi¢nu serotipizaciju izolata salmonela

Primena PCR metoda za identifikaciju odredenih serovarijeteta
Odredivanje nivoa efikasnosti primene sekvenciranja gena za 165
rRNK u identifikaciji salmonela izolata

Uporedivanje rezultata klasi¢ne serotipizacije sa rezultatima

molekularno-biologkih metoda



4 MATERIJAL I METODE

Istrazivanjem je obuhvadeno 107 izolata Salmonella enterica subsp. enterica
izolovanih iz uzoraka poreklom od domacih Zivotinja, hrane Zzivotinjskog
porekla i hrane za Zivotinje, koji su pristigli u mikrobiolosku laboratoriju VSI
»~Subotica” sa njegovog epizootioloskog podrucja u periodu od 2013-2016.
godine. U tabeli Tabela 10 je dat prikaz broja i porekla izolata koris¢enih u

ovom radu.

Tabela 10: Broj i poreklo ispitanih izolata Salmonella enterica subsp. enterica

Vrsta Zivotinje Vrsta uzorka Broj izolata
Feces 66
Domaca kokog Unutrasnji orgva'ni _ 16
Trup zaklane Zivotinje 5
Bris iz objekta 1
Curka Trup zaklane Zivotinje 3
Feces 2
Golub Unutrasnji organi 1
Guska Feces 1
Patka Feces 1
Svinja Feces 1
Trup zaklane Zivotinje 1
Tukan Unutrasnji organi 1
Covek Stolica 1
Hrana za zivotinje Hrana za zivotinje 7
Ukupno 107

41 Izolacijaiidentifikacija salmonela primenom klasi¢nih

mikrobioloskih metoda

Pri izolaciji Salmonella enterica subsp. enterica koris¢ene su razli¢ite metode u

zavisnosti od vrste uzoraka.

U slucaju uzoraka fecesa i briseva iz objekata upotrebljena je metoda SRPS EN
ISO 6579:2008, Prilog D - Mikrobiologija hrane i hrane za zivotinje - Otkrivanje
Salmonella spp. u fecesu Zivotinja i u uzorcima iz zivotne sredine u primarnoj

tazi proizvodnje(115):
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a) Predobogacenje uzorka je vrseno u puferisanoj peptonskoj vodi (BPW,
proizvodac Oxoid, Ujedinjeno Kraljevstvo) inkubacijom na 37+1 °C u

periodu od 18+2 ¢asa.

b) Obogacenje na selektivnoj polucvrstoj podlozi - ukupno 100 pl kulture
dobijene u BPW je presejano nakon inkubacije na ploce sa modifikovanim
polucvrstim Rappaport-Vassiliadis agarom (MSRYV, proizvodac¢ Oxoid,
Ujedinjeno Kraljevstvo) u obliku tri kapi na jednakom rastojanju (Slika 1).
Ploc¢e su inkubirane na temperaturi od 41,51 °C.

Zasejane ploce su prvi put oc¢itavane nakon 24-¢asovne inkubacije i u
slucaju rasta karakteristi¢nog za salmonele (Slika 1) vrseno je presejavanje
na selektivne diferencijalne podloge. Negativne MSRV ploce su se vracale
na inkubaciju na 41,5+1 °C na dodatna 24 ¢asa. U slucaju kad je ploca i
nakon toga ostala negativna ispitani uzorak je proglasen slobodnim od
salmonela, dok u slu¢aju pojave pozitivne reakcije nastavilo se sa

selektivnom izolacijom.

c) Selektivna izolacija: sa ivice karakteristi¢cnog rasta na MSRV podlozi

zasejavale su se ploce ksiloza lizin dezoksiholatnog agara (XLD, proizvodac

Oxoid, Ujedinjeno Kraljevstvo) i Rambach agara (proizvodac¢ Merck

Millipore, SAD).

Slika 1: Modifikovani poluc¢vrsti Rappaport-Vassiliadis agar: A - nezasejana
podloga; B - Rast na podlozi u sluc¢aju negativnog uzorka; C - rast na

podlozi kada je prisutna salmonela u uzorku (original).

Uzorci trupova zaklanih Zivotinja i stocne hrane su ispitani metodom SRPS

EN ISO 6579:2008 - Mikrobiologija hrane i hrane za Zzivotinje - Horizontalna
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metoda za otkrivanje Salmonella spp. (115):

a)

Predobogacenje je vrseno na isti nacin kao kod prethodne metode.

b) Selektivno obogacenje u te¢nim podlogama.

Kultura dobijena u fazi predobogacenja zasejavana je na dve te¢ne podloge:
koli¢ina kulture od 0,1 ml u 10 ml Rappaport-Vassiliadis bujona sa sojom
(RVS bujon, proizvodac Oxoid, Ujedinjeno Kraljevstvo), dok u koli¢ina od 1
ml u 10 ml Muller-Kauffmann tetrationat/novobiocin bujona (MKTT bujon,
proizvodac¢ Oxoid, Ujedinjeno Kraljevstvo). Zasejani RVS bujon se
inkubirao na 41,541 °C 2443 tokom ¢asa, a MKTT bujon na 37+1 °C tokom

24+3 Casa.

Selektivna izolacija: kulture iz obe selektivne te¢ne podloge su se
presejavale na selektivne ¢vrste XLD i Rambach ploce opisane u prethodnoj

metodi.

Pri ispitivanju uzoraka unutrasnjih organa zivotinja primenili smo metodu

opisanu u poglavlju 2.9.9 priru¢nika OIE (148).

a)

Predobogacenje je vrseno u BPW-u kao kod prethodnih uzoraka. Kod ove
metode uzorci su i direktno zasejani na selektivno obogacenje u selenit
bujon (Oxoid, Ujedinjeno Kraljevstvo) koji je inkubiran na 37+1 °C tokom

1842 casa.

Kultura iz BPW nakon inkubacije je zasejavana na MSRV agar na nacin
kako je to o opisano u metodi za ispitivanje fecesa. Druga selektivna
podloga za obogacenje koja je zasejana iz predobogacene kulture je bio

MKTT bujon. Inkubacija obe podloge je vrsena kao $to je gore opisano.

Selektivna izolacija: sve tri podloge za selektivno obogacivanje (Selenit
bujon, MSRV i MKTT) su presejane na selektivne ¢vrste XLD i Rambach

ploce opisane u prethodnim metodama.

Kao $to je izneto, selektivna izolacija se vrsi kod sve tri metode na istim

podlogama, samim tim i dalji tok izolacije salmonela se odvija kod svih uzoraka
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na isti nacin.
Ploc¢e XLD i Rambach agara nakon inkubacije na 37+1 °C tokom 2443 casa,

nakon ¢ega su pregledavane na prisustvo kolonija karakteristi¢nih za salmonele

(Slika 2).

Karakteristi¢ne kolonije su se u cilju dobijanja ciste kulture, Sto je potrebno

za potrebe dalje identifikacije, presejavale na plo¢u hranljivog agara (Oxoid,

Ujedinjeno Kraljevstvo) i inkubirane na 37+1 °C 2443 casa.

Slika 2: Izgled tipi¢nih kolonija Salmonella enterica na ¢vrstim selektivnim

podlogama.

A - XLD agar (slika je preuzeta sa internet stranice:
www.atlaS. sund.ku.dk/microatlas/ veterinary/ plating_media/XLD)
B - Rambach agar (slika je preuzeta sa internet stranice:

www.atlaS. sund.ku.dk/microatlas/food/ plating mediaRambach)

Preliminarna biohemijska identifikacija je vrSena zasejavanjem na trostruki
Secer/gvozde agar (Triple Sugar Iron Agar - TSI agar, Oxoid, Ujedinjeno
Kraljevstvo). Podloga je razlivena u epruvete na nacin da se obezbedi i dubina i
kosina. Podloga se nakon zasejavanja inkubirala 3741 °C 2443 ¢asa. Boja dubine,
odnosno kosine podloge daje podatke o osnovnim biohemijskim

karakteristikama rodova iz familije Enterobacteriaceae. U sluc¢aju Salmonella
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enterica nakon inkubacije kosina podloge je crvena jer ona ne razlaze laktozu,

dok dubina je crna zbog stvaranja vodonik sulfida (Slika 3)

Slika 3 : Uporedan prikaz rasta nekoliko predstavnika familije
Enterobacteriaceae na TSI agaru. S leva na desno Salmonella sp., Proteus

sp., E. coli, Enterobacter sp. (original)

Za konac¢nu biohemijsku identifikaciju izolovanih sojeva salmonela korisé¢en
je biohemijski niz opisan u metodi SRPS EN ISO 6579:2008 - Mikrobiologija
hrane i hrane za zivotinje - Horizontalna metoda za otkrivanje Salmonella spp.
(115): proizvodnja indola iz triptofana, metil crveno reakcija, Voges-Proskauer
reakcija, razlaganje uree, dekarboksilacija lizina i razlaganje orto nitofenil

galaktozida.

Identifikacija odabranih sojeva salmonela potvrden je i poluautomatskim
identifikacionim sistemom API 20 E (bioMerieux, Francuska) prema uputstvu

proizvodaca. Kao kontrole ispitani su i referentne sojevi Salmonella Enteritidis

ATCC 1307611 S. Infantis ATCC 51741.

Koris¢enjem ove metode identifikacija rodova odnosno vrsta iz familije
Enterobacteriaceae se vr$i na osnovu rezultata 20 biohemijskih reakcija: p-

galaktozidaza (ONPQG), arginin dihidrolaza (ADH), lizin dekarboksilaza (LDC),
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ornitin dekarboksilaza (ODC), koris¢enje citrata (CIT), stvaranje vodonik
sulfida (H2S), ureaza (URE), triptofan deaminaza (TDA), stvaranje indola (IND),
Voges-Proskauer reakcija (VP), Zelatinaza (GEL), razlaganje glukoze (GLU),
razlaganje manitola (MAN), razlaganje inozitola (INO), razlaganje sorbitola
(SOR), razlaganje ramnoze (RHA), razlaganje saharoze (SAC), razlaganje
melibioze (MEL), razlaganje amigdalina (AMY) i razlaganje arabinoze (ARA).
Biohemijske reakcije su podeljene u grupe od po tri testa i pozitivne reakcije na
svaki od njih nosi odredeni broj bodova koji se sabiraju u okviru tih grupa. Na
ovaj nacin se dobije kod od sedam cifara koji se unosi u Apiveb™ bazu
podataka i dobije se verovatnoca identifikacije datog izolata. Rezolucija
identifikacije u slucaju salmonela je do nivoa roda. Za zasejavanje sistema uzeta

je prekono¢na kultura izolata preliminarno identifikovanih kao salmonela sa

hranljivog agara. (Slika 4).

Slika 4: Reakcije na poluautomatskom identifikacionom sistemu API 20 E.
Gornji red prikazuje pozitivne, dok donji red negativne reakcije (Slika

preuzeta sa internet stranice: www.tgw1916.net/ Tests/api.html).

U seroloskoj tipizaciji salmonela bili su primenjeni specifi¢ni dijagnosticki
serumi za metodu brze aglutinacije na plocici (Statens Serum Institut, Danska i
Bio-Rad, SAD), a odredivanje serovarijeteta je izvr$eno na osnovu White-
Kauffmann-Le Minor Seme. Serotip odredenih izolata je potvrden i u
Referentnoj laboratoriji za Salmonella, Shigella, Vibrio cholerae i Yersinia

enterocolitica Instituta za javno zdravlje Srbije "Dr Milan Jovanovié¢ Batut".
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4.1.1 Kultivacija ispitivanih sojeva salmonela radi izolacije DNK

Radi izolacije DNK odabrani izolati bakterija su gajeni u te¢nom Luria -
Bertani medijumu (LB bujon, Becton Dickinson, Ujedinjeno Kraljevstvo), uz
aeraciju 12-18 h na 37 °C, na horizontalnoj rotacionoj mesalici pri 180 obrtaja po

minuti.
4.2  Molekularne metode
4.21 Izolovanje genomske DNK

Za izolaciju genomske DNK iz prekonoc¢nih bakterijskih kultura koriséen je
Quick-DNK Universal kit (Zymo Research Corp., SAD) prema protokolu
proizvodaca. Ukratko, u 200 pl prekonoéne bakterijske kulture na LB bujonu,
alikvotiranih u epruvetu zapremine 1,5 ml dodavano je po 200 pl BioFluid & Cell
Buffer-a i 20 pl proteinaze K. Sadrzaj epruvete je dobro promuckan, a potom
inkubiran na 55 °C (Thermomixer comfort, Eppendorf, Nemacka) u trajanju od
10 minuta. Po isteku vremena inkubacije u epruvetu je dodavan jedan volumen
pufera za vezivanje genomske DNK (eng. Genomic Binding Buffer), tj. u uzorak
¢ija je zapremina bila 420 pl dodavano je isto toliko pufera za vezivanje
genomske DNK. U slede¢em koraku ukupna zapremina smeSe je prebacivana
na kolonice za preciséavanje (Zymo-Spin IIC-XL Column) koje su centrifugirane
na 12000” g 1 minut (13000 obr./min; Centrifuge 5451 D, Eppendorf, Nemacka).
Po zavrSetku centrifugiranja, zajedno sa epruvetom za sakupljanje u kojoj se
nalazila kolonica, odbacivan je sadrzaj koji je prosao kroz kolonicu. U slede¢em
koraku je na kolonicu, koja je stavljena u novu epruvetu za sakupljanje, dodato
400 pl DNA Pre-Wash Buffer-a, zatim je kolonica centrifugirana pod istim
uslovima kao u prethodnom koraku. Posto je epruveta za sakupljanje
ispraznjena i kolonica vra¢ena u nju, na samu kolonicu je naneseno 700 ul g-
DNA Wash Buffer-a, koja je potom centrifugirana (1 minut, 13000 obr/min).
Sadrzaj epruvete za sakupljanje je ispraZznjen, a na kolonicu koja je vracena u
istu epruvetu dodato jos 200 pl g-DNA Wash Buffer-a. Kolonica je jos jednom

centrifugirana pod istim uslovima, i po zavrsetku kolonica je prebacena u ¢istu
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epruvetu zapremine 1,5 ml. Dodavanjem 2 50 pul pufera za eluciju DNK (DNA
Elution Buffer) i centrifugiranjem 1 minut na 13000 obr/min, posto je kolonica

inkubirana 5 minuta, genomska DNK je eluirana sa kolonice.

4.2.2 UmnoZavanje odabranih gena u reakciji lancane polimerizacije

(PCR metoda)

Tokom ove studije za umnozavanje odabranih gena u reakciji lancane
polimerizacije kao matrica se koristila genomska DNK izolovana iz odabranih
izolata. Koris¢eno je sedam parova prajmera za identifikaciju serovarijeteta
Salmonella enterica subsp. enterica. Upotrebljeni oligonukleotidi preuzeti su iz
publikacije Zhu i saradnika (257) i Kardos i saradnika (124). Podaci o
sekvencama prajmera, segmentima DNK koje umnoZavaju (gena i lokusa),
pozicijama ovih segmenata u okviru genoma, i veli¢ini ocekivanih PCR
produkata su prikazani u Tabeli 11. U radu su kori$éeni prajmeri proizvodaca

Invitrogen iz SAD.

Sve PCR reakcije su izvodene u ukupnoj zapremini od 30 pl koris¢enjem
KAPA Taq PCR sistema (KAPA Biosystems Kit, USA). Sastav reakcione smese
pojedina¢nih PCR reakcija je prikazan u Tabeli 12. Multipleks PCR reakcije su

izvedene u smesi sastava opisanog u Tabeli 13.

Uslovi pod kojima su se odvijale PCR reakcije su bile identi¢ne i za
pojedinacne i za multipleks PCR reakcije, a koriS¢eni temperaturni rezim je

naveden u Tabeli 14.

Tokom optimizacije PCR reakcija, zatim kasnije kao pozitivne kontrole pri
izvodenju umnozavanja karakteristi¢nih delova gena ili lokusa su koris¢ene su
genomske DNK izolovane iz sledec¢ih referentnih sojeva: Salmonella Enteritidis
ATCC 13076, S.Infantis ATCC 51741, S.Typhimurium ATCC 14028 i
S. Pullorum ATCC 13036. Kao negativna kontrola PCR reakcije koris¢ena je
DNK Escherichia coli ATCC 25922. Sve PCR reakcije su izvedene u aparatu 2720
Thermal Cycler (Applied Biosystem, USA). Vizualizacija PCR produkata je

izvrSena elektroforezom na gelu agaroze (1,2%).
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Tabela 11:

Lista wupotrebljenih prajmera sa naznacenim ciljnim DNK

sekvencama, veli¢cinom PCR produkata, ciljnim serovarijetetima i Pristupni broj

i pozicija nukleotida

Ciliani zen Veli¢ina Gilanar Pristupni broj i
Prajmer| 5’-3’ sekvenca ilg lokﬁs PCR sell'ovari'etet pozicija Ref.
produkta J nukleotida
befC-F COCTCCCCCCAA AM933172
AACTATTTC befC 993 bo |Sve . enteri
CGGCACGGCGGA p |oVeo. enterica
bCfC'R ATAGAGCAC 25655-26657
. — |ACAGCCCGCTGTT CP005995
heli-F 1\ 161G
CGCGTAATCGAGT |  heli? 782bp | Heidelberg 4906024
heli-R AGTTGCC )
3226805
Enteritidis,
TGTCGACTGGGAC Heidelberg,
steB -F |- -;cccceccae Kentucky,
Gallinarum AMO933173
steB? 636 bp biotip
Gallinarum, | 2976016-2976651 (257)
teB.R CCATCTIGTAGCG pripadnici
ste CACCAT Gruve 1
upe 1 po
referenci.
TCGTTTACGGCATT
ths-F |, cacaacta hs Iok b Gallinarum AMB333173
CAAACCCAGAGCC| rhslokus | 402bp | - biotipa
ths -R | rorTATCT 334109-334510
sdf.F [[GIGTTTTATCTGA AF370716
TGCAAGAG df lok 003 b Enteritids
CGTTCTTCTGGTAC| S9t10KUS P nteritidis
sdf-R 1caGaTGAC 4950-3242
TTCCAATTGAAAC
gly-F GAGTGCGG i 70b Kentuck ABEI01000007
lv.R |ACTAACCGCTTGG gy p entucky
gly-R lorrerraerar 116981-117150
ssgf AACAACGACAGCT
TATGCCG B5 | 727b Infanti 124
ccacctaogecaa U P htantis (124)
1275r CGCT

IpcfC - gen proteina sa ulogom u biogenezi fimbrija.
%heli - otvoreni okvir ¢itanja predvidene, tj. hipoteticke helikaze.
3steB — gen fimbrijalnog proteina.
4gly — otvoreni okvir ¢itanja predvidenog, odnosno hipotetickog

membranskog proteina.

> fljB - gen flagelina druge faze.
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Tabela 12: Sastav smese pojedina¢ne PCR reakcije

Komponenta Finalna koncentracija
10X KAPA Taq Pufer B 1X
10 mM dNTP Mix 0,2 mM svaki
10 uM Prajmer F 0,4 uM
10 uM Prajmer R 0,4 uM
5 U/pl KAPA Taq DNK Polimeraza 1U
DNK matrica do 250 ng

Tabela 13: Sastav sme$e za optimizovanu multipleks PCR reakciju

Komponenta Finalna koncentracija
10X KAPA Taq Pufer B 1X
10 mM dNTP Mix 0,3 mM svaki
10 uM bcfC-F 0,4 uM
10 pM bcfC-R 0,4 uM
10 uM steB-F 0,4 uM
10 uM steB -R 0,4 uM
10 uM sdf-F 0,4 uM
10 pM sdf -R 0,4 uM
5 U/pul KAPA Taq DNK Polimeraza 25U
DNK matrica do 250 ng

Kako pojedinacne, tako i multipleks PCR reakcije su izvedene pod istim

uslovima. Primenjeni temperaturni rezim je naveden u Tabeli 14.

Tabela 14: Uslovi PCR reakcija za identifikaciju odabranih serovarijeteta

salmonela
Proces Temperatura Vreme
Inicijalna denaturacija 95°C 10 min
Denaturacija 95°C 30s
35 ciklusa Hibridizacija 57°C 30s
Elongacija 72°C 70s
Finalna ekstenzija 72°C 3 min
Hladenje 4oC ~
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4.2.3 Horizontalna elektroforeza u agarozi

Kvalitet i uspesnost izolacije genomske DNK, kao i rezultati PCR reakcija su
analizirani horizontalnom elektroforezom na agaroznim gelovima. Za
pravljenje gela koriséen je 1,2 % rastvor agaroze (Serva, Nemacka) u 1° TBE
puferu. Kao stok pufera koriséen je 10" TBE pufera sledeceg sastava: 109 g Tris,
55,6 g borne kiseline i 9,3 g EDTA u 1 1 destilovane vode, pH 8. Agaroza je
rastvarana zagrevanjem u mikrotalasnoj pecnici. Nakon hladenja gela, ali pre
nego gel o¢vrsne, dodavan je etidijum bromid u finalnoj koncentraciji od 0,5
pg/ml. Ovo jedinjenje interkalira u dvolancani molekul DNK i omogucuje
vizualizaciju DNK pod UV svetlom. Uzorci DNK su meSani sa puferom za
nano$enje uzorka na gel u odnosu 5:1 i dodavani u udubljenja koja ostaju u

o¢vrslom gelu nakon izvlacenja cesljeva.

Veli¢cina DNK fragmenata nakon PCR amplifikacije gena je procenjivana
poredenjem sa elektroforetskom pokretljivos¢u standarda koji sadrzi DNK
fragmente poznatih duzina. Kao standard (eng. ladder) za procenu duZzine PCR
amplifikovanih fragmenata koristen je O’Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder i
GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific, SAD). Ocekivane duzine
DNK fragmenta nakon PCR amplifikacije gena su bile sledece: ~1500 bp (165
rRNK), 993 bp (bcfC), 782 bp (heli ORF), 727 bp (f1jB), 636 bp (steB), 402 bp (rhs
lokus), 293 bp (sdf lokus) i 170 bp (gly ORF) (Tabela 20).

Elektroforetsko razdvajanje vrseno je pri konstantnom naponu elektri¢nog polja
od 9V po duznom centimetru gela. Nakon zavrsetka elektroforeze, detekcija
fragmenata DNK je vrSena pod UV svetlom talasne duzine 260 nm (BioDoc

Analyze, Biometra, Nemacka).

4.2.4 In silico analiza

U cilju dobijanja in silico PCR profila serovarijeteta S. Derby, S. Havana,

S. Infantis, S. Mbandaka, S. Livingstone, S.Senftenberg, S. Tenessee, S. Lille i
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S. Virchow njihovi genomi su pretrazeni na prisustvo DNK sekvenci koje se
specifi‘cno umnozavaju primenom koris¢enih prajmera. Poklapanje sekvenci je
izvrSeno koriste¢i BLAST algoritam (6). Podaci za sekvence svih genoma su
obezbedeni sa NCBI stranice (www.ncbi.nlm.nih.gov) i bili su slededi:
(GenBank: LAZB00000000.1) za S.Derby, (GenBank: JWQJ00000000.1) za
S. Havana, (GenBank: LN649235.1) za S. Infantis, (GenBank: AMRS01000002) za
S. Mbandaka, (GenBank: JZWKO00000000.1) za S.Livingstone, (GenBank:
CAGQO00000000.1) za S. Senftenberg, (GenBank: CP007505.1) za S. Tenessee,
(GenBank JQWEF00000000.1) za S.Lille i (GenBank: MP00000000.1) za
S. Virchow.

4.3 Sekvenciranje gena za 16S rRNK
4.3.1 Umnozavanje dela gena za 16S rRNK

Umnozavanje dela gena za 165 rRNK radeno je lan¢anom reakcijom
polimerizacije koriS¢enjem univerzalnih bakterijskih prajmera objavljenih u
radu Weisburga i saradnika (244). Njihova sekvenca, ciljni gen i velic¢ina
ocekivanog PCR produkta su navedeni u Tabeli 15. Reakciona smesa je
pripremljena prema uputstvu proizvodaca koris¢enog KAPA Taq PCR Kit
sistema. Njen sastav je prikazan u Tabeli 16. Kao DNK matrica korisc¢ena je
ukupna genomska DNK odabranih izolata salmonela izolovana na na¢in opisan

u delu , Izolovanje genomske DNK”.

Tabela 15:  Sekvence prajmera koriS¢enih za umnoZavanje gena za 16S rRNK.

Ciljna Veli¢ina PCR
sekvenca @ produkta (bp)
27f | AGAGTTTGATCCTGGCTCAG | gen za 16S ~1500 bp (244)
1492r | CGGCTACCTTGTITACGACTT rRNK

Prajmer 5’-3’ sekvenca Ref.
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Tabela 16: Sastav smese PCR reakcije za umnoZavanje gena za 165 rRNK.

R Finalna Finalna B

zaprema 50 pl koncentracija

PCR voda Do 50 ul N/A

10X KAPA Taq Pufer sa 25 mM MgCl 5,0 ul 1X

10 mM dNTP Mix 1l 0,2 mM svaki

10 pM 27f 2l 0,4 uM

10 pM 1492r 2l 0,4 uM

5 U/pl KAPA Taq DNK Polimeraza 0,2 ul 1U

DNK matrica X ul ~ 50-250 ng

Protokol za izvodenje lancane reakcije polimerizacije predstavljen je u

Tabeli 17.

Tabela 17: PCR program za umnozavanje gena za 165 rRNK.

Proces Temperatura Vreme
Inicijalna denaturacija 95°C 3 min
Denaturacija 95°C 30s
35 ciklusa Hibridizacija 55°C 90 s
Elongacija 72°C 60 s
Finalna ekstenzija 72°C 3 min
Hladenje 4oC ~

4.3.2 Precis¢avanje PCR proizvoda

Po zavrSetku lancane reakcije polimerizacije, uzorci su analizirani
horizontalnom gel elektroforezom na 1% agaroznom gelu. PCR proizvod je
precis¢en primenom QIAquick® PCR Purification Kit sistema (Hilden,
Nemacka) prema uputstvu proizvodaca. Ukratko, u PCR reakciju dodat je pufer
za vezivanje (Buffer PB) u odnosu 1:5. Sadrzaj epruvete je dobro promuckan.
Ukupna zapremina smesSe je prebacivana na kolonice za precis¢avanje
(QIAquick column) koje su centrifugirane na 13000 obrtaja u minuti 1 minut
(Centrifuge 5451 D, Eppendorf, Nemacka). Po zavrSetku centrifugiranja, iz

epruvete za sakupljanje je odbacivan sadrzaj koji je prosao kroz kolonicu. U

slede¢em koraku je na kolonicu, koja je vracena u istu epruvetu za sakupljanje,
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dodato 750 pul PE pufera, te je kolonica centrifugirana pod istim uslovima kao u
prethodnom koraku i na taj na¢in su uklonjene necistoée kao Sto su
neiskoristeni prajmeri, soli, neugradeni nukleotidi i sl. Posto je epruveta za
sakupljanje ispraznjena i kolonica vracena u nju centrifugiranje je ponovljeno
pod istim uslovima, ¢ime je uklonjen zaostali PE pufer. Potom je kolonica
prebacena u ¢istu epruvetu od 1,5 ml. Dodavanjem 50 pl pufera za eluciju

(Buffer PE) na sredinu membrane kolonice za precis¢avanje i centrifugiranjem 1

minut na 13000 obrtaja u minuti prec¢is¢ena DNK je sakupljena.

4.3.3 Odredivanje koncentracije DNK

Koncentracija DNK je proverena spot testom, nanoSenjem 1 pl izolovane
DNK i DNK standardnih koncentracija (2, 5, 10 i 20 ng/pul A DNK) na 1%
agaroznu podlogu sa dodatkom 0,5 pg/ml etidijum-bromida. Nakon 20 minuta
inkubacije, koncentracija je odredena osvetljavanjem UV svetlos¢u talasne

duzine 260 nm (BioDoc Analyze, Biometra, Nemacka).

4.3.4 Sekvenciranje umnoZenog gena za 16S rRNK

Sekvenciranje umnozenih 16S rRNK gena radeno je na aparatu Applied
Biosystems 3130 Genetic Analyzer (Foster City, SAD), uz upotrebu
komercijalnog kita za sekvenciranje BigDye Terminator v3.2 Cycle Sequencing
kompanije Applied Biosystems (Foster City, SAD). Reakciona smeSa za
sekvenciranje sadrZala je 3 pl Ready Reaction Mix-a iz komercijalnog kita za
sekvenciranje (BigDye Terminator v3.2 Cycle Sequencing kompanije Applied
Biosystems, Foster Siti, SAD), 3,2 pmol prajmera (27f ili 1492r), 10 ng DNK
matrice, i destilovane vode do finalne zapremine od 8 pl. Program reakcije
sekvenciranja prikazan je u Tabeli 18. Umnozavanje je radeno u PCR aparatu

Applied Biosystems 2720 Thermocycler (Foster City, SAD).
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Tabela 18: Protokol za sekvenciranje.

Proces Temperatura Vreme

Inicijalna denaturacija 96°C 1 min
Denaturacija 96°C 10s

25 ciklusa Hibridizacija 500C 5s
Elongacija 60°C 4 min

Dobijeni produkti su precis¢avani dodavanjem 40 él rastvora A (1,2 ml 3M

CH3COONa, 25 ml etanola, 58 ml destilovane vode) i centrifugiranjem u

trajanju od 10 min na 13000 obrtaja/min. Nakon odlivanja supernatanta talog je

ispiran sa 200 pl 70% etanola uz centrifugiranje pod istim uslovima. Ovaj korak

je dva puta ponovljen. Talog je potom osuSen i rastvoren u 25 pl visoko

dejonizovanom (Highly Deionised - HiDi) formamidu. Analiza sekvenci radena

je na aparatu Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer koriS¢enjem

softverskog paketa SeqAnalyzer.

Dobijene sekvence 16S rRNK gena preklopljene su SeqMan alatkom iz

DNAStar softvera (Lasergene). Preklopljene sekvence 16S rRNK gena su

poredene sa deponovanim sekvencama u GenBank bazi podataka upotrebom

BLASTx 2.3.1 alatke (170).
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5 REZULTATI
5.1 Klasi¢na identifikacija serovarijeteta Salmonella enterica

Svih 107 izolata odabranih za potrebe ove studije su pokazali karakteristi¢ne
biohemijske reakcije za Salmonella enterica subsp enterica: nisu proizvodili indol
iz triptofana, metil crveno reakcija je bila pozitivna, Voges-Proskauer reakcija
negativna, ureu nisu razlagali, vrsili su dekarboksilaciju lizina, dok orto

nitofenil B galaktozid nisu razlagali.

Potvrdna biohemijska identifikacija poluautomatskim identifikacionim
sistemom API 20 E je izvrSeno u slucaju 47 izolata predmeta ove studije,
paralelno sa referentnim kulturama Salmonella Enteritidis ATCC 13076 i
S. Infantis ATCC 51741. Ispitivanja su generisala dvanaest razlic¢itih kodova za
identifikaciju: 4504752, 4704512, 6404552, 6504552, 6504712, 6504752, 6704112,
6704152, 6704512, 6704552, 6704712, 6704752 (Slika 5). Na osnovu toga
verovatnoca da ispitani izolati pripadaju rodu Salmonella kretala se od 89,6 do
99,9 %. Prema kriterijumima koris¢enog identifikacionog sistema ovi rezultati u
sklopu sa serotipizacijom dokazuju da su svi ispitani sojevi predstavnici roda

Salmonella.

Slika 5: Reakcija na API 20 E traci zasejanoj kulturom S. Infantis (izolat broj 30).
Identifikacioni kod je u ovom slucaju 6704752, Sto predstavlja
verovatnocu od 99,9% da se radi o pripadniku roda Salmonella

(original).

Klasi¢nom serotipizacijom od ispitanih 107 Salmonella izolata njih 52 su
identifikovana kao S. Infantis, 33 kao S. Enteritidis, 5 kao S. Tenessee, , 4 kao
S. Mbandaka, 3 kao S. Montevideo, 2 kao S. Havana, 2 kao S. Lille, 2 kao

S. Senftenberg, i po jedan od sledecih serovarijeteta: S. Typhimurium, S. Agona,
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vrstama ispitivanih uzoraka

Tabela 19: Broj izolovanih serovarijeteta Salmonella enterica subsp. enterica po

Serovarijetet | Vrsta uzorka Broj izolata
Feces pilica 15
Feces koka nosilja 8
Parenhimatozni organi pili¢a 3
Parenhimatozni organi koke nosilje 2
Enteritidis Izmet ¢oveka 1
Pilece meso 1
Uginuli embrioni pili¢a 1
Bris sa trupa svinje 1
Feces guske 1
Enteritidis Ukupno 33
Feces pilica 34
Parenhimatozni organi pili¢a 7
Trup zaklane Zivine 4
Infantis Pilece o ,O 2
Creva pili¢a 2
Feces koka nosilja 1
Feces ¢uric¢a 1
Bris iz objekta 1
Infantis Ukupno 52
Feces pilica 2
Mbandaka Parenhimatozni organi pili¢a 1
Trup zaklane Zivine 1
Mbandaka Ukupno 4
Parenhimatozni organi pili¢a 1
Montevideo | Trup zaklane Zivine 1
Hrana za Zivotinje 1
Montevideo | Ukupno 3
Senftenberg Feces pilica 1
Feces patke 1
Senftenberg | Ukupno 2
Tenessee Hrana za Zivotinje 4
Feces ¢uric¢a 1
Tenessee Ukupno 5
Typhimurium | Parenhimatozni organi goluba 1
Havana Feces koka nosilja 2
Lille Hrana za Zivotinje 2
Agona Feces koka nosilja 1
Derby Rektalni bris svinje 1
Livingstone | Feces koka nosilja 1
Svi Ukupno 107
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S. Derby, i S. Livingstone. Distribucija izolovanih serovarijeteta po vrstama

ispitivanih uzoraka je prikazana u Tabeli 19.

Serotipizacija je potvrdena u Referentnoj laboratoriji za Salmonella, Shigella,
Vibrio cholerae i Yersinia enterocolitica Instituta za javno zdravlje Srbije Dr Milan
Jovanovié¢ Batut kod 27 sojeva. Konfirmacionim ispitivanjima je podvrgnuto
osam sojeva serovarijeteta Infantis, tri Tenessee, po dva izolata serovarijeteta
Enteritidis, Mbandaka, Senftenberg, Lille, Havana i Montevideo, kao i

pojedinacni izolati Typhimurium, Agona, Derby i Livingstone.

5.2 Molekularno-bioloska ispitivanja
5.2.1 Izolacija genomske DNK

Uspesnost ekstrakcije DNK ispitanih izolata je proveravana elektroforezom

na agaroznom gelu (Slika 6).

B D E

A

RS |1

1
A
g1
g
S

Slika 6. Izolacija DNK iz prekono¢nih kultura bakterija
A - E. coli ATCC 25922; B -S. Enteritidis ATCC 13076; C - S. Infantis
ATCC51741; D - S. Typhimurium ATCC 14028; E - S. Pullorum
ATCC 13036; 1-10 - genomska DNK deset odabranih izolata;
M - marker GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific,
SAD).
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5.2.2 Rezultati umnozavanja ciljnih sekvenci gena i lokusa u pojedina¢nim

PCR reakcijama i in silico analiza

IstraZen je nacin za molekularnu tipizaciju salmonela upotrebom seta od Sest
prajmer parova koji su dizajnirali Zhu i saradnici (257) na bazi komparacije
3161 genomskih sekvenci 108 razlic¢itih Salmonella enterica serovarijeteta. Ovih
Sest parova prajmera su u originalnom radu stvorili jedinstvene profile traka
omogucujuéi identifikaciju S. Enteritidis (pozitivan na bcfC, steB, sdf),
S. Heidelberg (pozitivan na bcfC, heli, steB), S. Kentucky (pozitivan na bcfC,
steB, gly), dva biotipa S. Gallinarum - Gallinarum (pozitivan na bcfC, steB, rhs) i
Pullorum (pozitivan na bcfC, rhs) (257). Pored toga preostala 104 serovarijeteta
S. enterica, Ciji genomi su uzeti u obzir tokom dizajniranja prajmera, na osnovu
svojih profila traka mogli su se razvrstati u dve grupe. Ova dva klastera su se
oznacili kao Grupa 1 i Grupa 2 prema njihovim PCR profilima, koji se
karakterisu sa amplifikacijom dva gena (bcfC, steB) ili samo bcfC gena, za

redom. (Tabela 20).

Tabela 20: Identifikacija serovarijeteta salmonele sa setom od Sest parova

prajmera prema Zhu i sar.(257)

Serovarijetet i biotip

S. enterica befC | heli steB rhs sdf gly

Enteritidis

Heidelberg

Kentucky

+ 4+ ]|+

Gallinarum biotip Gallinarum

+ I+ [+ |+ +
1

1

1
+

1

1

Gallinarum biotip Pullorum

Ostali serovarijeteti:

+

Grupa 1" - + - - -

Grupa 2" + - - - - -

‘Ispitivani serovarijeteti predstavnici Grupe 1: Agona, Hadar, Paratyphi A,
Paratyphi B var. Java, Abortusequi, Abortusovis, Saintpaul, Stanleyville,
Typhisuis, Braenderup, Choleraesuis, Ohio, Thompson, Muenchen,
Newport, Berta, Dublin, Panama, Typhi, Agoueve i Cerro.

“Ispitivani serovarijeteti predstavnici Grupe 2: Typhimurium, Montevideo,
Schwarzengrund, Bareilly, Hartford, Oranienburg, Javiana, Mississippi i
Pomona
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5.2.2.1 Optimizacija pojedinacnih PCR reakcija za umnozavanje odabranih

ciljnih sekvenci

Prvi korak pri izvodenju nase studije je bio uspostavljenje pojedina¢nih PCR
reakcija za svaki koriS¢eni par prajmera posebno. Optimizacija uslova za
izvodenje ovih reakcija i verifikacija duZzina PCR produkata vrSene su na
genomskoj DNK' komercijalno pribavljenih ATCC sojeva Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Enteritidis, Typhimurium i Gallinarum biotip Pullorum.
U svim reakcijama je koris¢éena DNK ATCC soja Escherichia coli u svojstvu
negativne kontrole. Izgled karakteristi¢nih traka za ciljne sekvence gena bcfC i

steB je prikazan na Slici 7, dok Slika 8 prikazuje trake za sdf i rhs lokuse.

— —
- s | <1500 bp
p— < 1000 bp
< 700 bp
< 500 bp

Slika 7. Umnozavanje bcfC i steB gena simpleks PCR reakcijama.
M - marker GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific,
SAD); 1 - bcfC PCR, duzina 993 bp, S. Enteritidis ATCC 13076; 2 -
befC PCR, E. coli ATCC 25922, negativna kontrola; 3 - steB PCR,
duzina 636 bp, S. Enteritidis ATCC 13076; 4 - steB PCR, E coli ATCC
25922, negativna kontrola.

Preostala dva para prajmera Zhu-a i saradnika (257) za umnoZavanje ciljnih
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sekvenci unutar otvorenih okvira ¢itanja heli i gly su takode testirana sa sva
Cetiri referentna soja salmonele i E. colii U ovim reakcijama, shodno
ofekivanom, nije bilo umnoZzavanja. lako medu izolatima sakupljanih za
potrebe ovog istrazivanja serovarijeteti S. Heidelberg i S. Kentucky nisu bili
prisutni, pojedina¢ne PCR reakcije sa ovim parovima prajmera su ipak uradene
za sve izolate u okviru ove preliminarne faze. Ovi testovi su takode dali
ocekivani negativan rezultat (rezultati nisu prikazani), pa su, shodno tome, ta
dva para prajmera iskljucena iz daljih ispitivanja, odnosno nisu koriséeni u

optimizaciji multipleks PCR protokola.

= —
< 500 bp
< 400 bp
< 300 bp

Slika 8. Umnozavanje sdf i rhs lokusa

M - marker GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific, SAD); 1 -
sdf PCR S. Enteritidis ATCC 13076, duzina produkta je 293 bp; 2 - sdf PCR, E.
coli ATCC 25922- negativna kontrola; 3 - rhs PCR S. Pullorum ATCC 13036,
duZina produkta je 402 bp; 4 - rhs PCR, E.

5.2.2.2 Rezultati in silico analiza

S. Infantis, jedan od najcesée izolovanih salmonela serovarijeteta u Srbiji
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(235) i najbrojniji medu sojevima ispitanim u ovom radu, nije koris¢en pri
ispitivanjima Zhu-a i saradnika (257) (Tabela 20). Zato, da bi se utvrdio
ocekivani PCR profil S. Infantis, sekvenca genoma ovog serovarijeteta je ispitan
in silico na prisustvo Sest odabranih DNK sekvenci. Prema bioinformatskoj
analizi kod S.Infantis je utvrdeno postojanje samo bcfC gena, koji gen je
specifican za rod Salmonella. Shodno ovim rezultatima jasno je bilo da ovih Sest
parova prajmera ne formiraju jedinstveni PCR profil za S. Infantis, ve¢ da ovaj

serovarijetet pripada Grupi 2.

U nastavku tome, i ostali serovarijeteti, koji nisu bili uklju¢eni u ispitivanje
koje su sproveli Zhu i sar. (257) (Tabela 20), ali su identifikovani klasi¢cnom
serotipizacijom medu nasim ispitanim izolatima salmonele (S. Derby,
S.Havana, S. Livingstone, S. Mbandaka, i S.Senftenberg), podvrgnuti su in
silico analizi. Dobijeni rezultati su pokazali da, izuzev S. Livingstone, svi ovi

serovarijeteti spadaju u Grupu 1 (bcfC i steB pozitivni).

In silico analiza genoma §S. Livingstone dala je neocekivan rezultat:
kombinacija predvidenih PCR produkata dobijena ispitivanjem genoma ovog
serovarijeteta se poklopila sa profilom traka koji su Zhu i saradnici (257) nasli
jedinstvenim za S. Gallinarum biotip Gallinarum, uzrocnika tifa kokosi (bcfC,
steB i rhs pozitivni). Zbog ovog zapazanja izvedene su pojedina¢ne PCR
reakcije za specifi‘cno umnoZavanje ciljne sekvence rhs lokusa sa DNK svih
ispitanih izolata da se iskljuci neoc¢ekivano prisustvo ovog PCR produkta kod
nekog izolata osim S. Livingstone. Rezultati ovih pretraga su bili u skladu sa
predvidanjem in silico: PCR produkt karakteristiéne duZine se pojavio samo kod
soja S Livingstone, dok svi ostali izolati bili PCR negativni na rhs lokus (Tabela

24).

Mada serovarijeteta S. Virchow nije bilo medu ispitanim izolatima, njegov
PCR profil je proveren zbog velike antigenske srodnosti ovog serovarijeteta sa
S. Infantis, zatim zbog cinjenice, da prema Pravilniku (182) takode spada u

salmonele druge kategorije. In silico analizom je utvrdeno da se S. Virchow
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svrstava u Grupu 1 za razliku od S. Infantis, koja pripada Grupi 2, samim tim
izabrani nacin analize genoma ih jasno razlikuje uprkos njihovoj antigenskoj

sli¢nosti.

5.2.2.3 Odabir i optimizacija pojedina¢ne PCR reakcije za identifikaciju

S. Infantis

Zbog velikog broja izolata serovarijeteta S.Infantis medu naSim sojevima,
kao i zbog znacaja ovog serovarijeteta u Srbiji (182) i u Evropskoj Uniji (39), za
njegovu identifikaciju bilo je potrebno ukljuciti u studiju par prajmera
usmerenih ka specifiénoj sekvenci genoma ovog serovarijeteta. Cilj ovog
postupka je bio njegovo jasno izdvajanje iz Grupe 2. Odabrani su
oligonukleotidi objavljeni u radu Kardos-a i saradnika, pomoc¢u kojih se

umnoZava gotovo ceo varijabilni deo flagelarnog gena fIjB S. Infantis (124).

M1 2 M
— ~ <1000 bp

-_— < 700 bp
s 1< 500 bp

Slika 9.: UmnoZavanje fIjB gena za identifikaciju S. Infantis

M -marker GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific,
SAD); 1 - fIjB PCR S. Infantis ATCC 51741, duzina produkta 727 bp;
2 - fljB PCR, E. coli ATCC 25922 - negativna kontrola.
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Pri optimizaciji uslova za izvodenje pojedina¢ne reakcije sa ovim prajmerima
i verifikaciji duzine PCR produkta koris¢ena je genomska DNK komercijalno
pribavljenog ATCC soja Salmonella enterica subsp. enterica serovar Infantis uz
DNK ATCC soja serovarijeteta Enteritidis, Gallinarum biotip Pullorum, zatim

Escherichia coli kao negativnih kontrola (Slika 9).

Reakcija je uspesno izvedena i sa DNK izolata S.Infantis koji su
upotrebljeni pri dizajniranju parova prajmera od strane Kardosa i saradnika
(124) (rezultati nisu prikazani). DNK ovih izolata nam je ustupljen iz Instituta
za veterinarsko-medicinska istrazivanja Akademije nauka Republike Madarske

ljubaznoséu Dr Bele Nagy .
5.2.3 Definisanje ocekivanih PCR profila

Na osnovu rezultata pojedinacnih PCR reakcija, in silico analiza i

informacija o identifikaciji izolata klasi¢cnom serotipizacijom definisani su

Tabela 21: Ocekivani PCR profili ispitanih serovarijeteta

gig‘t’;z’;te“ i biotipovi bofC | steB | sdf | ths | fljB
Enteritidis + + + -

Infantis + - - - +

Gallinarum biotip Pullorum + - - + -

Gallinarum biotip Gallinarum i + + i N i

Livingstone

Ostali serovarijeteti:

Grupa 1" + + - - -

Grupa 2" bez S. Infantis + - - - -

" Serovarijeteti predstavnici Grupe 1:
Serovarijeteti ¢iji PCR profili odredeni u izvornom radu (257): Agona, Hadar,
Paratyphi A, Paratyphi B var. Java, , Abortusequi, Abortusovis, Saintpaul,
Stanleyville, Typhisuis, Braenderup, Choleaesuis, Ohio, Thompson, ,
Muenchen, Newport, Berta, Dublin, Panama, Typhi, Agoueve i Cerro.
Serovarijeteti svrstani u ovu grupu na osnovu rezultata in silico analize
genoma: Senftenberg, Havana, Mbandaka, Derby, Tenessee, Lille, Virchow

* serovarijeteti predstavnici Grupe 2 (257):
Typhimurium, Montevideo, Schwarzengrund, Bareilly, Hartford, Oranienburg,
Javiana, Mississippi i Pomona.
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ocekivani PCR profili za serovarijetete ispitivane u ovoj studiji primenom
pet parova prajmera koji su odabrani za njihovu molekularnu tipizaciju i

optimizaciju multipleks PCR reakcije (Tabela 21).
5.24 Optimizacija multipleks PCR reakcije

Tokom optimizacije multipleks PCR reakcije testirali smo vise parova
prajmera (dva do pet parova) u razli¢itim kombinacijama, u razli¢itom sastavu
reakcione smese (razlic¢ite koncentracije dNTP-a, enzima i razli¢ite kombinacije
prajmera), kao i razli¢ite protokole PCR ciklusa (razli¢ite temperature

hibridizacije) koriste¢i KAPA Taq PCR sistem (KAPA Biosystems, USA).

Nismo uspeli da optimizujemo uslove za PCR reakciju sa koris¢enim
sistemom sa svih pet parova prajmera na nacin da rezultati budu pouzdano

ponovljivi.

Maksimalan broj parova prajmera, sa kojim su rezultati multipleks PCR
reakcije bili jasni, predstavljao je tri. Uzevsi u obzir ovo ogranicenje, zatim
uopsteni znacaj pojedinih serovarijeteta, kao i njihovu zastupljenost medu
ispitanim izolatima, odlucili smo se da optimizujemo tripleks PCR protokol koji
bi obuhvatao parove prajmera za umnoZzavanje bcfC i steB gena i sdf lokusa.
Ova kombinacija omogucava identifikaciju S. Enteritidis, kao najvaznijeg i

najzastupljenijeg serovarijeteta, u jednom koraku (Tabela 22).

Tabela 22: Multipleks PCR profili Salmonella serovarijeteta

Serovarijeteti i biotipovi S. enterica befC | steB | sdf
Enteritidis + + +
Ostali serovarijeteti:

Grupa 1" sa Gallinarum biotip Gallinarum i + + -
Grupa 2" sa Gallinarum biotip Pullorum + - -

* Serovarijeteti predstavnici Grupe 1: Livingstone, Senftenberg, Havana, Mbandaka,
Derby, Tenessee, Lille, Agona, Wirchov, Hadar, Paratyphi A, Paratyphi B var. Java, ,
Abortusequi, Abortusovis, Saintpaul, Stanleyville, Typhisuis, Braenderup,
Choleaesuis, Ohio, Thompson, Muenchen, Newport, Berta, Dublin, Panama, Typhi,
Agoueve i Cerro.

Serovarijeteti predstavnici Grupe 2: Infantis, Typhimurium, Montevideo,
Schwarzengrund, Bareilly, Hartford, Oranienburg, Javiana, Mississippi i Pomona.
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Elektroforeza u agaroznom gelu pokazivala je da su parovi prajmera bili u
stanju da umnozavaju ocekivane specificne ciljne sekvence DNK i da se PCR

produkti razdvajaju u jasne trake i u uslovima multipleks sredine (Slika 10).

i 2 3

1000 (D | SN — S— f—-t)%bp (bef€)
——

700 — —
600 — | Gm— —————— 636bp (steB)
500 — —
400 — —
300 —m— | —| 293bp (sdf)
|
e

100 —

Slika 10: Umnozavanje bcfC i steB gena i sdf lokusa multipleks PCR reakcijom

M - marker GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific,
SAD); 1 - S. enterica serovar Enteritidis; 2 - S. enterica iz Grupe 1

prema Tabeli 22; 2 - S. enterica iz Grupe 2 na osnovu Tabele 22.

Ova PCR reakcija omogucava nedvosmislenu identifikaciju S. Enteritidis
¢iji genom sadrzi sve tri ciljne sekvence. Ostali serovarijeteti se ovom metodom
svrstaju na osnovu svojih PCR profila u dve grupe: odsustvo produkta od 293-
bp (sdf lokus) ukazalo na to da izolat pripada Grupi 1 u kojoj se sada nalazi i
serovarijetet Livingstone, kao i Gallinarum biotip Gallinarum. Ako se samo
umnozio bcfC gen izolat je mogao biti ¢lan Grupe 2 koja ukljucuje i Gallinarum
biotip Pullorum, kao i S Infantis. Na ovaj nac¢in dva biotipa serovarijeteta

Gallinarum su razdvojena u razli¢ite grupe: (Tabela 22).

83



5.2,5 PCR identifikacija S. Infantis

Kao sto je to navedeno u odeljku 5.2.2.2, In silico analiza je pokazala da
S. Infantis poseduje PCR profil karakteristi¢an za Grupu 2, a to je potvrdeno i
pojedinacnim PCR reakcijama. Zbog toga, za identifikaciju S.Infantis DNK
medu izolatima iz Grupe 2, sojevi koji su dali multipleks PCR profil
karakteristi¢an za ovu grupu (Tabela 22) umnozavani su u pojedina¢noj PCR
reakciji specifiénoj za S.Infantis opisanoj u odeljku 5.2.2.3. Stavige, zbog
validacije PCR protokola svih 107 izolata su testirani u ovoj reakciji. Ni jedan od
izolata koji su na osnovu rezultata ispitivanja multipleks PCR tehnikom
identifikovani kao S. Enteritidis, ili su spadali u Grupu 1 nisu pokazali

prisustvo segmenta fIjB gena specificnog za S. Infantis (Tabela 24).
5.2.6 Rezultati identifikacije ispitanih izolata multipleks PCR reakcijom

Medu 107 izolata ispitanih multipleks PCR-om njih 31 je u svom PCR
profilu dao pozitivhu reakciju na ciljne sekvence bcfC i steB gena, kao i sdf
lokusa. Uporeduju¢i dobijene rezultate sa ocekivanim PCR profilima
definisanim u Tabeli 22 ovi sojevi su identifikovani kao S. Enteritidis. U slucaju
20 izolata umnoZavale su se samo sekvence duzine karakteristi¢ne za bcfC i steB
gene. Po ovom profilu traka oni spadaju u Grupu 1. Dalje, kod 50 ispitanih
sojeva umnoZen je samo bcfC gen. Medu ocekivanim PCR profilima ovaj
scenario odgovara Grupi 1. Preostalih Sest izolata je pokazalo neobic¢ne
multipleks PCR profile, to jest kombinaciju traka koja se nije ocekivala niti na
osnovu podataka preuzetih iz izvornog rada (257), niti na osnovu nasih
preliminarnih ispitivanja i in silico analiza (Tabela 21). Kod njih su pozitivne bile
PCR reakcije na bcfC gen i na sdf lokus, ali traka karakteristi¢na za steB gen nije
se pojavila (Tabela 24 ). Prema tome identifikacija ovih poslednjih izolata nije

bila moguca na osnovu rezultata multipleks PCR reakcije.

Osamnaest izolata koji spadaju u manje ucestale serovarijetete (S. Tenessee
(5), S.Mbandaka (4) S. Havana (2), S.Lille (2), S.Senftenberg(2), S. Agona,
S. Derby, S. Livingstone) multipleks PCR je svrstao u Grupu 1, kako je to i bilo
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predvideno in silico analizom, odnosno na osnovu podataka iz rada Zhu-a i

saradnika (257) (Tabela 23).

5.2.7 Rezultati pojedinacne PCR reakcije specificne na identifikaciju

S. Infantis

U slucaju 39 od 50 izolata predstavnika Grupe 2 dobijen je karakteristican
PCR produkt fljB gena. Ovi sojevi su imali, nakon izvrSene multipleks i
pojedinacne PCR reakcije, zbirni PCR profil pozitivan na bcfC i fIjB gene. Prema
utvrdenim kriterijjumima su (Tabela 21), dakle, identifikovani kao S. Infantis.
Ostalih 11 izolata je bilo negativho u pojedina¢énom PCR-u usmerenim na
identifikaciju S. Infantis. Ovi sojevi su i nakon ove dodatne reakcije ostali samo
sa trakom karakteristicnom na bcfC gen u svom PCR profilu, prema tome

konacno su ostali u Grupi 2.
5.2.8 Poredenje rezultata klasi¢ne serotipizacije i PCR reakcija

PCR metodom smo identifikovali dva izolata manje kao S. Enteritidis u
odnosu na klasi¢énu serotipizaciju (33). Ta dva izolata prema rezultatima
multipleks PCR-a pripadali su Grupi 1 posto im nedostaje PCR produkt sdf
lokusa, koji je karakteristican za S. Enteritidis (Tabele 23 i 24).

Tabela 23: Sli¢nosti i razlike u rezultatima klasi¢nih i molekularnih metoda

Multipleks PCR i
pojedinacni PCR za Klasi¢na serotipizacija
Infantis
31 Enteritidis 31 Enteritidis
39 Infantis 39 Infantis

5 Tenessee, 4 Mbandaka, 2 Havana, 2 Lille,

20 Grupa 1 sa Gallinarum 2 Seftenberg, 1 Agona, 1 Derby,1 Livingstone,

biotip Gallinarum

2 Enteritidis
11 Grupa 2 sa Gallinarum |1 Typhimurium, 3 Montevideo,
biotip Pullorum 7 Infantis
6 neidentifikovanih 6 Infantis
Ukupno 107 Ukupno 107
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U slucaju S. Infantis rezultati su se razlikovali u vecoj meri. Dok klasi¢cnom
serotipizacijom 52 izolata je identifikovano kao S. Infantis, dobijeni PCR profili
su odgovarali ovom serovarijetetu samo u 39 slucajeva. Broj sojeva koji su
identifikovani seroloski kao S. Infantis je bio ve¢i od ukupnog broja sojeva u
okviru grupe 2, kojoj po svom multipleks PCR profilu S. Infantis pripada
(Tabela 23).

Preostalih trinaest izolata klasi¢hom serotipizacijom identifikovanih kao
S. Infantis mogu se podeliti na osnovu svojih PCR profila u dve grupe. Sedam
njih se svrstao u Grupu 2 zbog nedostatka amplifikacije dela fIjB gena. Ostalih
Sest sojeva nije bilo moguce identifikovati na osnovu dobijenog profila traka.
Interesantno je, da su svih Sest sojeva iz ove grupe pokazali istovetni
neocekivani multipleks PCR profil - pozitivni su bili na bcfC i sdf, negativni na

steB, a kada su testirani na fIjB dali su produkt duZine 727 bp (Tabele 23 i 24).

Cetiri izolata od 11 iz Grupe 2, koji su bili negativni u fljB PCR-u, pokazali
su se karakteristi¢cnim pripadnicima svoje grupe: njih tri su bili S. Montevideo, a

Cetvrti S. Typhimurium prema klasi¢noj serotipizaciji (Tabela 23).
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Tabela 24.: Detaljni uporedni rezultati identifikacije ispitanih izolata Salmonella enterica subsp. Enterica metodom klasi¢ne

serotipizacije i PCR tehnikom.

R .eo1.. -. | Multipleks
Oy O
g A E 5 s% & | Poreklo izolata Antigenska Idlfll;litsliféﬂr::fl?a PCR 2 = Identifikacija Napomena
R =8 5 formula lutinacii S| 4| w|%|*® PCRtehnikom P
R aglutinacijom 2l & e

1 | 85 | 2014 Feces pilica 912:gm:- | Enteritidis + |+ | - -] - Grupa 1 sdf PCR negativan

2 | 93 | 2014 | Feces kokanosilja | 9,12:gm:- | Enteritidis + 1+ - -] - Grupa 1 sdf PCR negativan

3 2 ] 2014 Feces pilica 6,7:r:1,5 Infantis + -] -|-]- Grupa 2 f1jB PCR negativan

4 7 | 2015 Feces pilica 6,7:r:15 Infantis + | - - -]- Grupa 2 f1jB PCR negativan

5 | 15 | 2015 Feces pilica 6,7:r:1,5 Infantis + -] -1-]- Grupa 2 fljB PCR negativan

6 | 27 | 2015 Feces pilica 6,7:1:1,5 Infantis + - - -]~ Grupa 2 f1jB PCR negativan

7 | 81 | 2014 Feces pilica 6,7:1:1,5 Infantis + - - -]~ Grupa 2 f1jB PCR negativan

8 | 89 | 2015 Feces pilica 6,7:r:1,5 Infantis + -1 -1-]- Grupa 2 fljB PCR negativan

9 | 98 | 2015 Creva pili¢a 6,7:r:1,5 Infantis + -] -1-]- Grupa 2 fljB PCR negativan

10 | 60 | 2015 Feces pilica 6,7:1:1,5 Infantis + - |+ + |- Id?ntlﬁkac? @ | Neotekivani profil
nije moguca

11 | 62 | 2015 Feces pilica 6,7:1:1,5 Infantis + - |+ |+ - Idfntlﬂkacpa Neocekivani profil
nije moguca

12 | 70 | 2015 Feces pilica 6,7:r:1,5 Infantis + | - |+ |+ ]| - Id.?ntlﬁkacfl a Neocekivani profil
nije moguca

13 | 71 | 2015 Feces pilica 6,7:1:1,5 Infantis + - |+ + |- Id?ntlﬁkac? 4| Neotekivani profil
nije moguca

14 | 97 | 2015 Feces pilica 6,7:1:1,5 Infantis + - |+ |+ - Idfntlﬂkacpa Neocekivani profil
nije moguca
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= Multipleks
= Q| N g oo
&8 N| & 2 . Antigenska Identl.f v1kac1]a PCR = | ~ | Identifikacija
5 a5 2| ® 2| Porekloizolata klasicnom @ = | B . Napomena
S5 g.. =85 formula lutinacii g 2 2 ® | © PCR tehnikom
55 aglutinacijom | &/ &/ &
15 | 116 | 2015 Unutras..r}],l oreatt | 67:r:1,5 Infantis + - |+ |+ - Id.?ntlﬁkacfl % | Neotekivani profil
pili¢a nije moguca
s . Moze biti Slaganje sa in silico
16 | 84 | 2014 | Feces kokanosilja | 6,7:d:L,w | Livingstone | + | + | - | - | + .. I
Livingstone predikcijom

17 | 24 | 2015 Feces pilica 912:¢gm: - Enteritidis + |+ |+ | -] - Enteritidis

18 | 25 | 2015 Feces pilica 912:¢gm: - Enteritidis + |+ |+ | -] - Enteritidis

19 | 26 | 2015 Feces pilica 912:gm: - Enteritidis + |+ |+ | -] - Enteritidis

20 | 28 | 2015 Feces pilica 912:gm:- | Enteritidis + |+ |+ -] - Enteritidis

21 | 29 | 2015 | Feces kokanosilja | 9,12: gm:- | Enteritidis + |+ | + | -| - | Enteritidis

2 | 32 | o015 | Farenhimatozni gq, 0| Enteritidis |+ |+ |+ | - | - | Enteritidis

organi koka nosilja

23 | 36 | 2015 | Feces kokanosilja | 912:gm: - Enteritidis + |+ |+ | -] - Enteritidis

24 | 52 | 2015 | Feces kokanosilja | 912:gm:- | Enteritidis + |+ |+ -] - Enteritidis

25 | 53 | 2015 Ugmu;ﬂeigbmm 912:gm:-| Enteritidis | + | + | + | - | - | Enteritidis

26 | 54 | 2015 | TArenhImatozni fgq, o | Enteritidis |+ |+ |+ | - | - | Enteritidis

organi pilica

27 | 55 | 2015 Feces pilica 912:gm:- | Enteritidis + |+ |+ -] - Enteritidis

28 | 57 | 2015 Feces pilic¢a 912:gm:- | Enteritidis + |+ |+ -] - Enteritidis

29 | 58 | 2015 Feces pilica 912:¢gm: - Enteritidis + |+ |+ | -] - Enteritidis

30 | 64 | 2015 | Feces kokanosilja | 9,12:gm: - Enteritidis + |+ |+ | -] - Enteritidis

31 | 65 | 2015 Feces pilica 912:gm: - Enteritidis + |+ |+ | -] - Enteritidis

32 | 66 | 2015 Feces pilica 912:gm:- | Enteritidis + |+ |+ - - Enteritidis
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— = cee1 oo | Multipleks
g 78 g .‘Ni. Q . Antigenska Ident1.f v1kac1]a PCI;{ = | . | Identifikacija
3 &5 s |8 & Porekloizolata ¢ 1 klasi¢nom ST & =il = PCR tehnik Napomena
=BIg 5 ormuiad | elutinacijom | S| X| & chnrcom
0| p N g ] 'a (oo} =)
33 | 67 | 2015 Feces pilic¢a 912:gm: Enteritidis + |+ |+ -] - Enteritidis
34 | 75 | 2010 Feces pilica 912:gm: Enteritidis + |+ |+ | - - Enteritidis
35 | 88 | 2015 | TArenhImatozni fgq, o | Enteritidis |+ |+ |+ | - | - | Enteritidis
organi pilica
36 | 91 | 2013 Feces pilica 912:gm: Enteritidis + |+ |+ -] - Enteritidis
37 | 92 | 2013 Feces pilic¢a 912:gm: Enteritidis + |+ |+ -] - Enteritidis
38 | 99 | 2015 | Farenhimatozni gq, o | Enteritidis |+ |+ |+ | - | - | Enteritidis
organi koka nosilja
39 | 111 | 2015 | Feces koka nosilja | 9,12: g m: Enteritidis + |+ |+ -] - Enteritidis
40 | 114 | 2015 | Feces koka nosilja | 9,12: g m: Enteritidis + |+ |+ -] - Enteritidis
41 | 117 | 2015 | Farenhimatozni g 5. | Bieritidis | + |+ | + | - | - | Enteritidis
organi pilica
42 | 121 | 2015 | Bris sa trupa svinje | 912: gm: Enteritidis + |+ |+ - - Enteritidis
43 | 122 | 2015 Pile¢e meso 912:gm: Enteritidis + |+ |+ | -] - Enteritidis
44 | 125 | 2015 Feces guske 912:gm: Enteritidis + |+ |+ -] - Enteritidis
45 | 126 | 2015 | Feces koka nosilja | 9,12:gm: Enteritidis + |+ |+ -] - Enteritidis
46 | 135 | 2015 [zmet 912:gm: Enteritidis + |+ |+ | -] - Enteritidis
47 | 138 | 2016 Feces pilica 912:gm: Enteritidis + |+ |+ | -] - Enteritidis
48 1 | 2014 Feces pilica 6,7:r:1,5 Infantis + | - - |+ ]| - Infantis
49 3 | 2014 Feces pilica 6,7:r:1,5 Infantis + | - - |+ ]| - Infantis
50 4 | 2014 Feces pilic¢a 6,7:r:1,5 Infantis + | - - |+ ]| - Infantis
51 5 | 2014 Feces pilica 6,7:r:1,5 Infantis + | - - |+ ]| - Infantis
52 8 | 2015 Feces pilica 6,7:r:1,5 Infantis + | - - |+ ]| - Infantis
53 9 | 2015 Feces pilica 6,7:r:1,5 Infantis + | - - |+ ]| - Infantis
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- = ceer.. oo | Multipleks
g 78 g E Q . Antigenska Identl-f v1kac1]a PCI;{ = | o | Identifikacija
S 5B |2 & Poreklo izolata ¢ 1 klasi¢nom =T o |7 PCR tehnik Napomena
= B|g 52 ormuia | aglutinacijom | S| | & chnrcom
0 B g ] 'B“ = M~
54 | 10 | 2015 | Paremhimatozni fog g5 | pnfantis |+ | - | - |+ |- | Infantis
organi pilica
55 | 11 | 2015 Feces pilica 6,7:r:1,5 Infantis + | -] - |+ | - Infantis
56 | 12 | 2015 Feces pilica 6,7:r:1,5 Infantis + | -] - |+ | - Infantis
57 | 13 | 2015 Creva pili¢a 6,7:r:1,5 Infantis + | - - |+ ]| - Infantis
58 | 14 | 2015 Feces pilic¢a 6,7:r:1,5 Infantis + | - - |+ ]| - Infantis
59 | 16 | 2015 Feces pilic¢a 6,7:r:1,5 Infantis + | - - |+ ]| - Infantis
60 | 17 | 2015 | ravenhimatozni | 5. .45 Infantis + | -|-|+]|-| Infants
organi pilica
61 | 23 | 2015 Feces pilica 6,7:r:1,5 Infantis + | - - |+ ]| - Infantis
62 | 30 | 2015 Feces pilica 6,7:r:1,5 Infantis + | - - |+ ]| - Infantis
63 | 63 | 2015 Feces pilic¢a 6,7:r:1,5 Infantis + | - - |+ ]| - Infantis
64 | 69 | 2015 Feces pilica 6,7:r:1,5 Infantis + | - - |+ ]| - Infantis
65 | 72 | 2015 Feces pilica 6,7:r:1,5 Infantis + | -] - |+ | - Infantis
66 | 76 | 2013 Trup Zivine 6,7:r:1,5 Infantis + | - - |+ ]| - Infantis
67 | 79 | 2014 | Feces koka nosilja 6,7:r:1,5 Infantis + | - - |+ ]| - Infantis
68 | 80 | 2014 | ravenhimatozni | 5. .45 Infantis + | -| -] +]| -] Infants
organi pilica
69 | 82 | 2014 Feces ¢urica 6,7:r:1,5 Infantis + | -] - |+ | - Infantis
70 | 86 | 2015 Feces pilica 6,7:r:1,5 Infantis + | - - |+ ]| - Infantis
71 | 87 | 2015 Feces pilica 6,7:r:1,5 Infantis + | - - |+ ]| - Infantis
72 | 90 | 2013 Feces pilica 6,7:r:15 Infantis + | - - |+ ] - Infantis
73 | 94 | 2014 Feces pilica 912:gm: - Infantis + | - - |+ ] - Infantis
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- O8O .cor .. | Multipleks
.‘Ni. S :’T & | Poreklo izolata Antigenska Idlfll;tslifélrlfgrrllla e 2 = Identifikacija Napomena
g k25 formula lutinacii S| 2] | % | ® |PCR tehnikom P
S~ aglutinacijom ?)h e =
95 | 2014 Feces pilic¢a 912:gm:- Infantis + - - |+ - Infantis
96 | 2014 Feces pilica 912:gm:- Infantis + | - - |+ ] - Infantis
101 | 2015 Trup Zivine 6,7:r:15 Infantis + | - - |+ ] - Infantis
103 | 2015 | Pavenhimatozni | 5. . g Infantis | + | - | - | +| - | Infantis
organi pili¢a
108 | 2016 Trup Zivine 6,7:r:1,5 Infantis + | - - |+ ]| - Infantis
112 | 2015 Pile¢e meso 6,7:r:15 Infantis + | - - |+ ] - Infantis
118 | 2015 | Farenhimatozni |, g Infantis | + | - | - | + | - | Infantis
organi pilica
123 | 2015 Feces pilica 6,7:r:1,5 Infantis + | - - |+ ]| - Infantis
128 | 2015 Feces pilica 6,7:r:1,5 Infantis + | - - |+ ]| - Infantis
136 | 2016 Trup Zivine 6,7:r:1,5 Infantis + | - - |+ | - Infantis
137 | 2016 Pile¢e meso 6,7:r:1,5 Infantis + | - - |+ ]| - Infantis
141 | 2016 Bris iz objekta 6,7:r:1,5 Infantis + | - - |+ ]| - Infantis
142 | 2016 | Terenhimatozni |5 | Infantis |+ - | - |+ | - | Infantis
organi pili¢a
35 | 2015 | Feces koka nosilja | 4,12 :f,g,s: - Agona + |+ - -] - Grupa 1 origisiaaflgr?(r;j]z ’31)1 r§$?257)
Parenhimatozni ) ) . Slaganje prema
>1 | 2013 organi pili¢a 6,7:gms:-| Montevideo | + | - | - | - | - Grupa 2 originalnoj studiji (257)
104 | 2015 Trup Zivine 6,7:gm,s:-| Montevideo | + | - | - | - | - Grupa 2 origisrllzglgs(r:j]es E:l rsirjril?257)
115 | 2015 | Hrana za zivotinje [6,7:gm,s:-| Montevideo | + | - | - | - | - Grupa 2 origisrllaafl;r?(r)lj]z ’31)1 r§$?257)




o Multipleks
=10 o N O o e .o p
AR : Antigenska | ‘dentifikacija | T pop | o | | Identifikacija
Sl =S » 2. | Poreklo izolata klasicnom = | 2 . Napomena
2.5 2 Re5 formula . . & | % | *» [PCRtehnikom
v SRR aglutinacijom Bl & &
Parenhimatozni . . . Slaganje prema
91 6 | 2015 organi goluba 4512:i:1,2 | Typhimurium | + | - | - | - | - Grupa 2 originalnoj studiji (257)
92 | 78 |2013| Rektalnibris | 4,12:fg, ;- Derby s+ - -2 | Grupar | Slasanesainsilico
predikcijom
93 | 21 | 2015 | Feceskokanosilia |13,23:f,gs:-| Havana | + |+ | - | - | = | Grupal | Jaganesainsilico
predikcijom
94 | 22 | 2015 | Feces koka nosilja | 13,23 :£,g,s: - Havana + |+ | - |- - Grupa 1l Slagan]e. >a i silico
predikcijom
95 | 110 | 2015 | Hrana za Zivotinje | 6,7:238: - Lille # 4| -|-|-| Grupa1 | Slasanesainsilico
predikcijom
96 | 120 | 2015 | Hrana za zivotinje | 6,7:238: - Lille s 4| -|-|-| Grupa1 | Slasanesainsilico
predikcijom
97 | 31 | 2015 Feces pilica 6,7:210: Mbandaka | + | + | - | - | - Grupa 1l Slagan]e. >a i silico
en,z15 predikcijom
98 | 77 | 2013 Feces pilica 6,7:210: Mbandaka + |+ | - - - Grupa 1 Slagan]e. sa silico
en,z15 predikcijom
99 | 83 | 2015 Parenh1‘me‘1t‘o,zm 6,7 :z10: Mbandaka N R I I Grupa 1 Slagan]e. s in silico
organi pili¢a en,z15 predikcijom
100 | 102 | 2015 | Trup zaklane Zivine 6,7:210: Mbandaka | + | + | - | - | - Grupa 1l Slagan]e. >a i silico
en,z15 predikcijom
101 | 20 | 2015 Feces pilica 1,3,19:¢gs,t: - Senftenberg + |+ | - | -] - Grupa 1 Slagan]e. Sa.%n silico
predikcijom
102 | 134 | 2015 Feces patke 1,3,19:gst:-| Senftenberg | + | + | - | - | - Grupa 1 Slagan]e. sa silico
predikcijom
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< Multipleks
=10 o N O o pe oo p
AR . Antigenska Identl.fvlkaa]a PCR = | ~ | Identifikacija
% g =8 o o Porekloizolata klasicnom = | 2 . Napomena
&5 5- ~ 2 5 formula lutinacii S 7 2 = | © PCR tehnikom
S aglutinacijom | 2| & &
103 | 105 | 2015 | Hrana za Zivotinje | 6,7 :229: - Tenessee + |+ | - - - Grupa 1l Slagan]e.safn silico
predikcijom
104 | 106 | 2015 | Hrana za zivotinje | 6,7 :229: - Tenessee + |+ - -] - Grupal Slagan]e.safn silico
predikcijom
105 | 107 | 2015 | Hrana za zivotinje | 6,7 :229: - Tenessee + |+ - -] - Grupa 1 Slagan]e.safn silico
predikcijom
106 | 119 | 2015 | Hrana za Zivotinje | 6,7:229: - Tenessee + |+ | - - - Grupa 1l Slagan]e.safn silico
predikcijom
107 | 132 | 2015 Feces ¢urica 6,7:229: - Tenessee + |+ | - | - - Grupal Slagan]e.safn silico
predikcijom
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5.3 Rezultati sekvenciranja gena za 16S rRNK

Sekvenciranje gena za 165 rRNK predstavlja najcesc¢e koris¢éenu metodu za
ispitivanje genoma u cilju identifikacije mikroorganizama. U nas$oj studiji za
ovo ispitivanje odabrano je devet izolata salmonela, po jedan od predstavnika
serovarijeteta Enteritidis (izolat broj 54), Infantis (izolat broj 30), Typhimurium
(izolat broj 6), Senftenberg (izolat broj 20), Havana (izolat broj 21), , Agona
(izolat broj 35), , Mbandaka (izolat broj 77), Derby (izolat broj 78) i Livingstone
(izolat broj 84) (Tabela 25).

5.3.1 Rezultati umnozavanja dela 165rRNK gena u PCR reakciji

UmnoZavanje dela gena za 16S rRNK je radeno lancanom reakcijom
polimerizacije. Koris¢eni su univerzalni bakterijski prajmeri (244).
UmnoZavanje segmenta DNK karakteristi¢ne duzine od oko 1500 bp dokazano
je elektroforezom u agaroznom gelu. Kao Sto to pokazuje Slika 11 ciljna

sekvenca je dobijana kod svakog ispitanog soja.

<2000 bp
<1500 bp
— . <-1000 bp
— ——
Slika 11: PCR za umnozavanje gena za 16S rRNK PCR.

M - marker GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (hermo Scientific, SAD); 1 -
izolat br. 6; 2 - izolat br. 20; 3 - izolat br. 21; 4 - izolat br. 30; 5 - izolat br. 35; 6 -
izolat br. 54; 7 - izolat br. 77.
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5.3.2 Identifikacija izolata na osnovu sekvenci gena za 16S rRNK

Dobijene sekvence su koriS¢ene za pretrazivanje referentnih baza podataka
koji sadrze sekvence identifikovanih mikroorganizama. Pretrazivanje po
sli¢nosti je vrSeno koriS¢enjem BLAST algoritma. Rezultati su prikazani u

Tabeli 25.

Na osnovu poredenja sekvenci gena za 16S rRNK svi izolati su identifikovani kao
pripadnici roda Salmonella Preklapanje sekvenci u svim slucajevima je iznosio
punih 100 %. Maksimalna identi¢nost sekvenci je iznosila 98-99%. Uzevsi u
obzir raznolikost ispitivanih serovarijeteta i referentnih sekvenci, moze se
zakljuciti da rezolucija ove metode ne zadovoljava potrebe za diferencijaciju

salmonela na nivou vrste, podvrste i serovarijeteta.
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Tabela 25 : Rezultati pretrage NCBI baze podataka u odnosu na sekvence umnoZenog dela gena za 165 RNK odabranih izolata.

Izolat Prekla- | Iden- Sekvence iz NCBI baze podataka sa njihovim pristupnim brojevima
panje | ti¢nost Navedena su tri najbolja rezultata pretrazivanja sa liste dobijenih pogodaka

S. enterica subsp. enterica 100% 99% | Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium soj LT2 ( NR_104709)
serovar Enteritidis 100% 99% | Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi soj Ty2 (NR_074799)
(izolat br. 54) 100% 99% | Salmonella enterica subsp. salamae soj DSM 9220 ( NR_044372)
S. enterica subsp. enterica 100% 99% | Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi soj Ty2 (NR_074799)
serovar Infantis 100% 99% | Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium soj LT2 ( NR_104709)
(izolat br. 30) 100% 99% | Salmonella bongori NCTC 12419 (NR_(074888)
S. enterica subsp. enterica 100% 99% | Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium soj LT2 ( NR_104709)
serovar Typhimurium 100% 99% | Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi soj Ty2 (NR_074799)
(izolat br. 6) 100% 99% | Salmonella enterica subsp. salamae soj DSM 9220 ( NR_044372)
S. enterica subsp. enterica 100% 99% | Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium soj LT2 ( NR_104709)
serovar Senftenberg 100% 99% | Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi soj Ty2 (NR_074799)
(izolat br. 20) 100% 99% | Salmonella enterica subsp. diarizonae soj DSM 1487 (NR_044373)
S. enterica subsp. enterica 100% 98% | Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 700720 (NR_074910)
serovar Havana 100% 98% | Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi soj Ty2 (NR_074799)
(izolat br. 21) 100% 98% | Salmonella enterica subsp. houtenae soj DSM 9221 (NR_044371)
S. enterica subsp. enterica 100% 99% | Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium soj LT2 ( NR_104709)
serovar Agona 100% 99% | Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi soj Ty2 (NR_074799)
(izolat br. 35) 100% 99% | Salmonella enterica subsp. salamae soj DSM 9220 ( NR_044372)
S. enterica subsp. enterica 100% 99% | Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium soj LT2 ( NR_104709)
serovar Mbandaka 100% 99% | Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 700720 (NR_074910)
(izolat br. 77) 100% 99% | Salmonella enterica subsp. houtenae soj DSM 9221 (NR_044371)
S. enterica subsp. enterica 100% 99% | Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium soj LT2 ( NR_104709)
serovar Derby 100% 99% | Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi soj Ty2 (NR_074799)
(izolat br. 78) 100% 99% | Salmonella enterica subsp. diarizonae soj DSM 1487 (NR_044373)
S. enterica subsp. enterica 100% 99% | Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 700720 (NR_074910)
serovar Livingstone 100% 99% | Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium soj LT2 ( NR_104709)
(izolat br. 84) 100% 99% | Salmonella enterica subsp. salamae soj DSM 9220 ( NR_044372)
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6 DISKUSIJA

Samo precizna identifikacija serovarijeteta salmonele moze biti osnova za
adekvatan uvid u njihovu regionalnu rasprostranjenost. Nijedan program za
kontrolu Sirenja i suzbijanja salmonela na teritoriji drzave, ne moze biti realno i
adekvatno planiran, a posebno ne sproveden, ukoliko nedostaju egzaktni
podaci o prevalenciji razlic¢itih serovarijeteta, jer su i mehanizmi Sirenja i
opstanka salmonela u organizmu zivotinja i Zivotnom okruZenju, u velikoj meri
svojstvo povezano za serovarijetet. Precizna serotipizacija salmonela, koje su
uprkos svim nastojanjima i dalje vodeci hranom prenosivi patogeni, polazna je
osnova za svaki dalji napor u iznalaZenju mera kontrole i profilakse

salmoneloza.

Kao sto je pomenuto za potrebe ove teze ispitani izolati salmonela koji su
sakupljani tokom rutinskog rada laboratorije VSI ,Subotica” iz redovno
pristiglih uzoraka tokom perioda od tri godine, samim tim predstavljaju
autohtone izolate. Sa druge strane zastupljenost odredenih serotipova medu
njima daje uvid i o njihovo prisustvo na epizoootioloskom podrudju instituta,
Sto dalje moze da posluzi kao jedna polaznih osnova za formiranje slike na

nivou cele zemlje.

Broj opisanih serovarijeteta danas vec¢ prelazi 2600. Da bi jedna laboratorija
bila u mogucnosti za njihovu samostalnu klasi¢nu serotipizaciju potrebno je da
ima preko 250 antiseruma za tipizaciju, zatim da odrzava mnostvo referentnih
izolata koji bi obezbedili tih vise od 350 antigena koji su potrebni za
proizvodnju, purifikaciju i kontrolu kvaliteta tih antiseruma. Nazalost ovo
opterecenje ¢ak ni sve nacionalne referentne laboratorije ne mogu da podnesu.
Samim tim, poznavanje ucestalosti pojedinih serovarijeteta salmonela na
odredenom podru¢ju u datom vremenu je takode od znacaja za pravilno
planiranja zaliha dijagnostikuma za njihovu identifikaciju. Uzevsi u obzir ove
podatke i manje laboratorije mogu da se koncentrisu samo na najucestalije
serovarijetete, samim tim u vedini slucajeva mogu da izvrSe potpunu

identifikaciju svojih izolata salmonele.

Klasi¢na serotipizacija predstavlja prilicno dugotrajan proces, koji kod
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retkih serovarijeteta moZe trajati i dve nedelje, odnosno ako u laboratoriji nisu
dostupni svi u datom slucaju potrebni antiserumi i duze. Drugi problem
predstavlja, da ista antigenska formula nekih serovarijeteta povezana je sa
razli¢itim genomima (polifileticki serovarijeteti: S. Newport, S. Choleraesuis).
Pored toga u nekim slucajevima genetska osnova antigenske determinante je
prisutna u genomu izolata, ali se ne eksprimira, onemogucavajuéi klasi¢nu

serotipizaciju (na primer R forme bakterija).

Ipak za zadrzavanje podele izolata salmonela unutar podvrste prema Semi
White-Kauffmann-Le Minor postoje argumenti. Tokom viSedecenijske primene
ova klasifikacija je dokazala svoju robustnost, i ogromna koli¢ina podataka se
nakupila u ovom sistemu. Zbog toga nazivi serotipova su i dalje deo jezika za
komunikaciju medu zainteresovanim stranama. Najbitnije, svakako, od ovih
argumenata je cinjenica da vedina serovarijeteta predstavlja opravdanu
biolosku grupu: samo pominjanje ovih serovarijeteta budi konkretne asocijacije

u vezi vrste domacdina i karakteristika uzrokovane bolesti

Poslednjih 25-30 godina intenzivno se ispituju mogucnosti upotrebe raznih
molekularno-bioloskih metoda za tipizaciju sojeva salmonele (PFGE, MLVA -
VNTR, MLST, DNK mikro-¢ipovi itd.) (11, 13, 18, 128, 168, 210, 228). Posto
rezoluciona mo¢ ovih tehnika prevazilazi nivo koji dostizemo klasi¢cnom
serotipizacijom, one se pre svega koriste za potrebe epizootioloskih pretraga
kao sredstvo za sekundarnu tipizaciju sojeva unutar odredenog serovarijeteta.
Samim tim za pravilno tumacenje rezultata dobijenih ovim metodama je
svakako potrebno znati serovarijetet ispitanog izolata. Njihovi troskovi,
zahtevnost u izvodenju i tumacenju rezultata ih pravi nepodobnom za rutinsku
upotrebu u laboratorijama sa skromnijim resursima. Shodno tome, dostupne su

pre svega samo u referentnim laboratorijama.

Da bi se iskoristile prednosti White-Kauffmann-Le Minor Seme kao
pogodnog nacina grupisanja izolata salmonela sa jedne strane i brzina
molekularnih metoda sa druge strane, nau¢nici su se okrenuli ka istrazivanju
mogucnosti nalazenja nacina imitacije rezultata klasicne serotipizacije. U tom

smislu istraZeni su genomi sojeva salmonela u cilju nalaZenja delova sa
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sekvencom nukleotida visoko specificnom za pojedine serovarijetete. Za ovu
svrhu se pokazao najprakti¢nijim specificno umnoZavanje specificnih delova
genoma primenom PCR tehnologije. Objavljeno je niz pojedinac¢nih i multipleks
PCR protokola za tipizaciju razli¢itih kombinacija serovarijeteta salmonele (27,
31, 100, 130, 139, 141, 143, 146). Opremanje laboratorije za izvodenje PCR
reakcija je mnogo lakSe i jeftinije izvodljivo nego je to slucaj kod ranije
pomenutih molekularno-bioloskih metoda. Ova tehnika je i brza od njih, a

njeno izvodenje je manje zahtevno.

Svakako procenjivanje performansi PCR protokola je jedino moguce
ispitivanjem izolata tipizovanih klasichom metodom, koja do sada predstavlja

standardnu metodu za ovu svrhu.

Predmet ove teze je shodno tome predstavljalo 107 autohtonih izolata
salmonele prikupljenih na opisan nacin. Klasi¢nom serotipizacijom je odreden
njihov serovarijetet. Obezbedeni izolati salmonele odrazavaju trend
zastupljenosti serovarijeteta na datom podrudju i okviru vremenskog perioda
tokom koga su sakupljani: Najzastupljeniji serovarijeteti medu njima su bili
Infantis (52) i Enteritidis (33). Preostalih 22 izolata su obuhvatili razlic¢ite
serovarijetete: Tenessee (5), Mbandaka (4), Montevideo (3), Senftenberg (2),
Havana (2), Lille (2), kao i po jedan soj serovarijeteta Typhimurium, Agona,

Derby i Livingstone.

Pravilnik o utvrdivanju mera za rano otkrivanje, dijagnostiku, sprecavanje
Sirenja, suzbijanje i iskorenjivanje infekcija Zivine odredenim serovarijetetima
salmonela (182), koji svrsta serovarijetete u dve kategorije. Prva kategorija
obuhvata S. Enteritidis i S. Typhimurium - u slucaju izolacije ova dva
serovarijeteta se primenjuju najstroZije mere u jatu Zivine. Clanovi druge
kategorije su S. Infantis, S. Wirchov i S. Hadar. Uzevsi u obzir najzastupljene
serovarijetete medu izolatima sakupljenih za potrebe ovog rada, mozZemo
zakjluciti da iz aspekta laboratorijske dijagnostike identifikacija S. Enteritidis je
najznacajnija. Nakon toga odredenje S.Infantis, kao najzastupljenijeg
serovarijeteta je takode od znacaja. S. Typhimurium kao serovarijetet prve

kategorije po Pravilniku (182), znacajan je, mada njegova zastupljenost medu
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izolatima je mala. Od znacaja su kao ¢lanovi druge kategorija Pravilnika (182)
jos S.Wirchov i S.Hadar, njihovih predstavnika, medutim nije bilo med

ispitanim izolatima.

Pri definisanju koris¢ene metode kombinovali smo publikovane prajmere u
cilju sastavljanja odgovarajuceg multipleks PCR protokola, koji bi omogucio
brzu i ta¢nu identifikaciju vecine najcesée izolovanih Salmonella enterica subsp.

enterica serovarijeteta prisutnih medu sakupljenim izolatima.

Pri odabiru objavljenog multipleks PCR protokola vodili smo se zaklju¢cima
koji su izvedeni nakon pregleda literature iz ove oblasti. Naime, veli¢ina baze
podataka sekvenciranih genoma salmonela ima direktan uticaj na specifi¢nost
dizajniranih prajmera (212). To znaci da Sto veci broj sekvenci genoma razlicitih
serovarijeteta salmonela uzeta u obzir, verovatnija je veca specifi¢nost
dizajniranih prajmera. Takode opisan je slu¢aj kombinovanja razlic¢itih

objavljenih protokola u cilju pobolj$anja performanse metode (130, 177).

Prema tome, istraZzen je nacin za molekularnu tipizaciju upotrebom seta od
Sest parova prajmera za umnozavanje sekvenci bcfC, heli, steB, rhs, sdf, gly koji
su dizajnirali Zhu i saradnici (257). Sastav ovih oligonukleotida je odreden
poredenjem svih u tom trenutku dostupnih celih genomskih sekvenci (njih vise
od 3000) 108 razli¢itih Salmonella enterica serovarijeteta. Autori su imali za cilj
identifikaciju i razlikovanje dva biotipa S. Gallinarum koji spadaju u vrsta
specificne salmoneli i znacajni su patogeni Zivine. Dalje ispitivanja su bila
usmerena i na odredivanje najces¢ih serovarijeteta koji izazivaju vecdinom
asimptomatsku infekciju kod Zivine u SAD. Prema tome multipleks PCR
protokol je u originalnom radu omogucio identifikaciju S. Enteritidis
S. Heidelberg, S. Kentucky kao i dva biotipa S. Gallinarum - Gallinarum i
Pullorum. Pored toga, preostalih 104 serovarijeteta je podeljeno u dve grupe
prema svojim PCR profilima. Autori su ove klastere oznacili kao Grupa 1 i

Grupa 2.

Od serovarijeteta koji su bili prisutni medu nasim izolatima identifikacija

S. Enteritidis je bilo obezbedeno sa osnovnom postavkom originalnog
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protokola, dok S. Hadar i S. Agona su spadali u Grupu 1, a S. Typhimurium i

S. Montevideo se svrstao u Grupu 2.

Od serovarijeteta koji su bili prisutni medu nasim izolatima identifikacija
S. Enteritidis je bilo obezbedeno sa osnovnom postavkom originalnog
protokola, dok S.Hadar i S. Agona su spadali u Grupu 1, a S. Typhimurium i

S. Montevideo se svrstao u Grupu 2.

Ocekivani PCR profili serovarijeteta koji nisu uzeti u obzir pri radu Zhu i
saradnika (257) a bili prisutni medu izolatima ispitanim u ovom radu odredeni
in silico analizom sekvenci njihovih genoma dostupnih u bazi podataka. Medu
ovim izolatima je bio i S.Infantis. Analiza njegovog genoma pokazala da
koris¢enjem izabranih Sest parova prajmera ovaj serovarijetet se svrsta u
Grupu 2. Prema in silico analizama genoma ostalih serovarijeteta iz nase
kolekcije Grupa 1 obuhvata i serovarijetete Senftenberg, Havana, Mbandaka,
Derby, Tenessee, Lille. Za S. Livingstone je predviden in silico PCR profil koji
nije opisan u originalnom radu (257) a sadrZi reakciju na rhs lokus, sekvencu

koju su Zhu i saradnici smatrali specificnom za S. Gallinarum.

Mada medu ispitanim izolatima nismo imali serovarijetet S.Virchow,
njegov ocekivan PCR profil je takode odreden in silico analizom. Ovo smo
smatrali potrebnim iz razloga $to ovaj serovarijetet antigenski je veoma sli¢an
S. Infantis. Zatim S. Infantis i S. Virchow zajedno sa S. Hadar su navedeni u
zakonskoj regulativi kako u na3oj zemlji tako i u Evropskoj Uniji (182, 39) kao
serovarijetet salmonele kategorije dva. Ova tri serotipova su na taj nacin jasno
odvojene po njihovom znacaju od ostalih serovarijeteta kao uzrocnici
alimentarnih infekcija ljudi. Od njih su rigoroznije tretirani samo serovarijeteti

S. Enteritidis i S. Typhimurium koji su svrstani u kategoriju jedan.

In silico analizom sekvence genoma S. Virchow dobijen je podatak da sa
prajmerima primenjenim u naSem radu on se svrsta u Grupu 1. Samim tim
odabrani PCR protokol jasno razlikuje ovaj serovarijetet od S.Infantis koji
spada u Grupu 2. Bitno je pomenuti, dalje, da S.Hadar su ispitali Zhu i

saradnici (257) u svojoj studiji i svrstali ga u Grupu 1 (Tabela 20).

Zbog znacaja S. Infantis odlucili smo se za njegovo izdvajanje iz Grupe 2.
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Za ovu svrhu smo izabrali prajmere dizajnirane od strane Kardosa i saradnika
(124). Pri izboru para prajmera za identifikaciju uzeto je u obzir viSe razloga.
Prajmeri u ovom radu umnozavaju skoro celokupan varijabilni deo fIjB
flagelarnog gena ovog serovarijeteta. Pri njihovom dizajniranju uzeti su u obzir
genomske sekvence autohtonih izolata S. Infantis iz Madarske. Ova ¢injenica je
posebno bitna imajuéi u vidu podatak da farma brojlerskih pili¢a, sa koje potice
znacajan broj izolata S.Infantis medu naSim sojevima, u posmatranom
vremenskom periodu je redovno vrsila uvoz jednodnevnih pili¢a iz Madarske.
Takode je bitno pomenuti da pri razvoju metode uzeti u obzir sekvence genoma
serovarijeteta kao $to je na primer S. Virchow ¢ija je antigenska struktura veoma
sli¢cna kao kod S. Infantis. Pored toga ovi prajmeri su veé uspesno koriséeni u

raznim drzavama sveta (38, 79, 164).

Tokom preliminarnih ispitivanja upotreba svakog para prajmera je posebno
ispitan u pojedinacnim PCR reakcijama. Koris¢ene referentne kulture bakterija
su dale u svakom ispitivanju o¢ekivane profile traka. Obzirom na to, da medu
izolatima sakupljanih za potrebe ovog istrazivanja serovarijeteti S. Heidelberg i
S. Kentucky nisu bili prisutni, analiza otvorenih okvira c¢itanja karakteristi¢nih
samo za njih (heli, odnosno gly) je izvrseno kod svih ispitanih izolata u okviru
ove preliminarne faze. Ovi testovi dali negativan rezultat, prema tome dva para
prajmera usmerenih za ove sekvence su isklju¢ena iz daljih ispitivanja
multipleks tehnikom. Prajmere za detekciju rhs lokusa, karakteristi¢nog za
biotipove S. Gallinarum smo zadrzali zbog znacaja ovih bakterija u Zivinarstvu,
zbog njihove antigenske srodnosti sa S. Enteritidis. U ovoj odluci smo uzeli u
obzir i ¢injenicu da a in silico analiza genoma serovarijeteta Livingstone
pokazala da i kod njega se umnoZava ovaj lokus. Funkcionisanje prajmera je
naravno i u ovom slucaju potvrdeno ispitivanjem genoma referentnog soja

S. Gallinarum biotip Pullorum.

Kombinacijom parova prajmera opisanih u pomenute dve reference (124,257)
Odabrali smo set od pet parova prajmera (Tabela 21) koji su usmereni na bcfC,

steB, i fljB gene, zatim na sdf i rhs lokuse.

102



Visestruki pokusaji, da se multipleks PCR protokol, koji obuhvata svih pet
odabranih parova oligonukleotida u jednoj reakciji i koji bi mogao da
identifikuje dva najzastupljenija serovarijeteta medu ispitanim sojevima, to jest
S. Enteritidis i S. Infantis u jednom koraku, prilagodi uslovima nase laboratorije
bili su neuspesni. Razlozi za to mogu biti raznovrsni i mnogostruki. Kako je to
opisano u delu Materijali i metode, postupci izvedeni u cilju optimizacije PCR
protokola u slucaju ovog rada ogranicavali su se na ispitivanje kombinacija
razli¢itih koncentracija reagenasa i temperatura hibridizacije. Optimizacija
multipleks PCR protokola predstavlja mnogo sloZeniji proces od uspostavljanja
metode sa samo jednim parom prajmera. Uskladenost reakcija zavisi i od
upotrebljenih reagenasa, uklju¢ujuci i polimerazu. Ovaj zahvat cesto iziskuje i
ozbiljnu uporednu analizu sekvenci uklju¢enih parova prajmera, zatim i
dobijenih produkata, u cilju izbegavanja nepovoljnog uticaja medusobne
reakcije ovih oligonukleotida na odvijanje same amplifikacije, odnosno na
mogucnost detekcije svih dobijenih produkata. Dalje, za otklanjanje prepreka
tokom optimizacije neretko je potrebna manja ili ve¢a modifikacija koris¢enih
prajmera (204). Testiranja ovog obima i kompleksnosti su prevazisla okvire i

mogucnosti nasih ispitivanja.

Svakako, optimizacija multipleks PCR sa tri para prajmera je urodila plodom
(simultana detekcija bcfC, steB i sdf). Ova metoda je nedvosmisleno
identifikovala S. Enteritidis sa pozitivnom reakcijom na prisustvo sva tri
ispitana segmenta DNK (Tabela 24, redni brojevi 17-47). Na osnovu profila
traka dobijenih ovim multipleks PCR protokolom ostali ispitani Salmonella
enterica subsp enterica serovarijeteti su svrstani u dve grupe slicno Grupi 1
(pozitivan bcfC i steB) i Grupi 2 (pozitivan samo bcfC) opisanim u izvornom
radu Zhu i saradnika(257) (Tabela 22). Kako pomenuta izvorna studija nije
uzela u obzir genom serovarijeteta Infantis pri dizajniranju navedenih prajmera,
ofekivano ponasanje ovog serovarijeteta u koris¢enom tripleks protokolu je
odredeno in silico istrazivanjem. Realno ispitivanje referentnog soja S. Infantis i
predmetnih izolata potvrdilo je predvidenu kombinaciju amplifikata (Slika 9;
Tabela 24, redni brojevi 3-9 i 48-86), tako da se S. Infantis svrstala u Grupu 2

primenom ove metode. Shodno tome pojedina¢na PCR reakcija specificno
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usmerena na S.Infantis je bilo potrebno izvoditi samo u slucaju sojeva

pripadnika Grupe 2, da bi se ovaj serovarijetet identifikovao.

Pri uporedivanju rezultata dobijenih klasicnom serotipizacijom i
upotrebljenom molekularno-bioloskom metodom identifikacija ispitanih izolata

je bila usaglasena na nivou serovarijeteta u ukupno 91 slucaju (85%).

U slucaju izolata S. Enteritidis molekularna tipizacija se slagala sa
klasi¢nom u 31 slucaj od ukupno 33 (poklapanje rezultata kod 94% izolata). Ovi
rezultati pokazuju visok nivo Kkorelacije izmedu rezultata klasicne i

molekularne metode.

Kod S. Infantis o¢ekivan PCR profil je dobijen kod 39 izolata od 52 ispitana
soja (poklapanje rezultata u 75% slucajeva). U ovom slucaju je razlika znatno

veca nego kod prethodnog serovarijeteta.

Ostali ispitani serovarijeteti su produkovali ocekivane PCR profile u svim
slucajevima: Senftenberg, Havana, Mbandaka, Derby, Tenessee, Lille i Agona

izolati su svrstani u Grupu 1, dok sojevi Typhimurium i Montevideo u Grupu 2

(Tabela 23).

Odstupanja kod preostalih 16 (15%) sojeva mogu se svrstati prema svojim

karakteristikama u cetiri grupe:

1. Kod dva izolata serovarijeteta Enteritidis nije dobijen amplifikat veli¢ine 293
bp, dokaz prisustva sdf lokusa, $to ove sojeve svrsta u Grupu 1 prema

utvrdenim kriterijumima (Tabela 24, redni brojevi 11 2)

2. Sest izolata serotipizovanih kao S. Infantis pokazali su specifian produkt za
sdf lokus, koji se smatra karakteristi¢cnim za serovarijetet Enteritidis (Tabela
24, redni brojevi 10-15). Samim tim, dobijeni profil traka nije moguce

tumaciti prema ocekivanim PCR profilima navedenim u Tabeli 21

3. Dodatnih sedam izolata klasicnom serotipizacijom identifikovanih kao
S. Infantis nisu dali specifican produkt za fIjB gen. Shodno tome ovi izolati
se nisu izdvojili iz Grupe 2 ni nakon izvodenja PCR reakcije specifi¢ne za

S. Infantis (Tabela 24, redni brojevi 1-7).
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4. Profil traka koji je nastao ispitivanjem izolata serovarijeteta Livingstone
odgovara kombinaciji koju su Zhu i saradnici (257) nasli specifi¢nim za

S. Gallinarum biotip Gallinarum (Tabela 24, redni broj 16).

Lokus sdf kao visoko karakteristican deo genoma S. Enteritidis su objavili
Agron i saradnici 2001. godine (4). Specifi¢no prisustvo ovog lokusa u genomu
ovog serovarijeteta potvrdeno je u viSe nezavisnih istraZivanja koji su uklju¢ili i
njemu veoma srodne serovarijetete, kao $to su na primer S. Gallinarum i
S. Dublin (Thompson i sar., 2008; ) (227, 180). Analizom sekvence lokusa je
utvrdeno, da ovaj segment predstavlja deo defektnog profagnog elementa
¢SE14 bez strukturnih gena karkteristicnih za bakteriofage, ali koji nosi
pseudogene koji nisu funkcionalni, ali njihovi pretpostavljeni produkti

pokazaju poklapanje sa delovima integraza bakteriofaga (205).

Postoje podaci, medutim da ¢SE14 predstavlja nestabilni genetski element,
koji je podlozan spontanom isecanju iz genoma pod uobicajenim uslovima
gajenja bakterija. Isecanje nastaje posredstvom rekombinacije direktnih
ponavljajuc¢ih sekvenci oznacenih sa attL i attR koji inace ogranic¢avaju ovaj
segment dok se nalazi u okviru genoma S. Enteritidis. Znacajno je spomenuti da
ekscizija ovog genetskog ostrvca veoma cesto dovodi do formiranja cirkularnih

ekstrahromosomskih fragmenata koji sadrze ¢SE14 (205).

Mada je dokazano da ovaj segment ne nosi gene koji su neophodni za
kratkoro¢nu sistemsku kolonizaciju unutrasnjih organa kod miSeva kada se
inficiraju intraperitonealnim putem, njihova uloga u prezivljavanju u drugim
niSama ne moze da se isklju¢i (205). Na to ukazuje ¢injenica da lokacija i
struktura ovog segmenta su visoko konzervirane u okviru genoma
S Enteritidis. Ispitivanjem preko 100 izolata razli¢itog geografskog porekla
izolovanih iz mnos$tva izvora dokazano je da je $SE14 odsutan u samo nekoliko
sojeva (4, 205). Ovo ukazuje na to, da postoji jaka pozitivna selekcija u in vivo
uslovima u pravcu odrzavanja ovog genetskog ostrva u populaciji bakterija. U
nasem slucaju medu 33 izolata S. Enteritidis nasli smo dva kod kojih je izostao
umnoZavanje sdf lokusa, sto je u skladu sa navedenim literaturnim podacima.

Dalje, zbog njegove nestabilnosti i spontanog isecanja pri uobicajenim
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tehnikama kultivacije u in vitro uslovima, ne isklju¢uje se moguénost gubitka
ove sekvence kod izolata tokom njihovog duZeg ¢uvanja i ponavljanog
presejavanja u laboratoriji (4, 205). Kako su predmetna dva soja S. Enteritidis

izolovana 2014. godine ova moguc¢nost ni kod njih se ne moze iskljuciti.

Pored navedenih, Deng i saradnici (49) su pri sekvenciranju celih genoma 81
izolata salmonela klasi¢nom serotipizacijom identifikovanih kao S. Enteritidis
nasli njih 4 kod kojih je nedostajao sdf lokus. Genomi ovih izolata, pored
nedostatka ove sekvence, pokazali i znac¢ajnu razliku u broju polimorfizama
pojedina¢nih nukleotida u odnosu na referentni soj. Prema tome, uprkos istim
rezultatima serotipizacije, radilo se i o posebnom genotipu koji je udaljen od
glavnih filogenetskih linija S. Enteritidis(49). Sli¢ne razlike medu filogenetskim
linijama S. Enteritidis su dokazali Graham i saradnici i u Australiji (82). Da se
eventualno i u nasem slucaju kod ova dva izolata radi o posebnim
genotipovima moze da dokaze jedino sekvenciranje celog genoma ispitanih

izolata, i njihovo uporedivanje sa publikovanim sekvencama.

Serotipizacija ova dva izolata S. Enteritidis je takode potvrdena u referentnoj

laboratoriji

Najinteresantnije odstupanje klasi¢nih i molekularnih metoda je ipak ono
koje se pojavilo pri identifikaciji Sest izolata koji su ispoljili PCR profile koji se
nisu pojavili medu genomima/serovarijetetima analiziranim od strane Zhu i
saradnika (257). Svih Sest izolata su dali istu reakciju: bili su pozitivni na bcfC
(sve Salmonella spp.), sdf lokus (specifican za S. Enteritidis), i fIjB (specifican za
S. Infantis) ali negativni na steB koji je deo profila S. Enteritidis. Nekompletan
S. Enteritidis PCR profil isklju¢uje mesanu kulturu S. Enteritidis i S. Infantis kao
razlog za tako neobican PCR profil. Iznenadujuc¢e, na osnovu klasi¢ne
serotipizacije svih Sest izolata su bili u stvari S. Infantis, a to je potvrdila i
referentna laboratorija. Kao Sto je gore pomenuto sdf lokus se nalazi na
hromosomu S. Enteritidis i smatra se serovarijetet specificnom ciljnom
sekvencom za njegovu detekciju i kao takav Siroko se koristi za identifikaciju
ovog vaznog serovarijeteta (4). PretraZivanjem literature nismo uspeli da

nademo informaciju o tome da prisustvo sdf lokusa opisano u genomu
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serovarijeteta drugog od S. Enteritidis. Ipak kako je to izneto u prethodnom
delu postoje dokazi da ovaj lokus predstavlja mobilni genetski element, Stavise
opisano je njegovo spontano isecanje iz genoma S. Enteritidis. Ove ¢injenice
otvaraju put ka razmisljanju o mogucnosti njegovog eventualnog prenosenja
horizontalnim genetskim transferom. U ovom slu¢aju takode bi samo
sekvenciranje genoma ovih izolata mogao da razjasni pravi uzrok neocekivane

reakcije.

Izostanak umnozavanja fljB gena kod sedam izolata S.Infantis je bio
neocekivan, kako postoje literaturni podaci o efikasnosti odabranih prajmera u
identifikaciji S. Infantis (38,79,124,164,213). Par prajmera koji se koristio za
identifikaciju S. Infantis dizajniran je na nacin da umnoZzi prakti¢no ceo
varijabilni region fljB gena, koji je odgovoran za eksprimiranje flagelarnog
antigena. Rezultati PCR protokola koji su usmereni na gene odgovorne za
ekspresiju antigena detektovanih tokom serotipizacije obi¢no direktno su
uporedivi sa rezultatima klasi¢ne serotipizacije. Ove PCR tehnike omogucavaju
identifikaciju serovarijeteta ¢ak i u onim slucajevima kada ekspresija njihovih
antigena ometana (izolati salmonela R tipa). To je jedan od klju¢nih prednosti
PCR tehnike u odnosu na aglutinaciju na ploci u tipizaciji salmonela prema
White-Kauffmann-Le Minor Seme. Nasa ispitivanja su utvrdila da je prisustvo
antigena detektovano, dok ciljna sekvenca odgovarajuceg gena nije umnozena.
Jedan od moguc¢nosti je da se pojavila mutacija u delovima DNK za koje se
prajmeri vezivaju, samim tim sprecena je hibridizacija i posledi¢na amplifikacija
gena, dok promene nisu ometale ekspresiju antigena. Naravno, druga
mogucnost je greska klasi¢cne metode, mada serotipizacija spornih izolata je
potvrdena u referentnoj laboratoriji. Za otkrivanje tacnog razloga za ovo
odstupanje potrebno je podrobnije ispitati sekvencu genoma ovih sedam

izolata.

Zhu i saradnici (257) su identifikovali rhs lokus kao DNK target jedinstven za
S. Gallinarum (oba biotipova). Medutim, prema nasim nalazima ovaj
serovarijetet ima isti PCR profil kao S. Livingstone. Serovarijetet Livingstone se
retko izoluje kod ljudi i Zivotinja, mada u poslednje vreme se opisuje kao

uzro¢nik salmoneloze u odredenim zemljama (Error! Reference source not
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found.). Ovaj nalaz iznova naglasava cinjenicu da dobijene rezultate treba
tumaciti oprezno, u datom kontekstu, i po potrebi identifikaciju treba potvrditi
koristeci i druge metode, kao sto je u slucaju serovarijeteta S. Gallinarum, test
pokretljivosti ili klasi¢na serotipizacija da se izbegnu greske koje mogu imati
ozbiljne posledice. Ovaj nalaz potvrduje takode i znacaj veli¢ine i raznolikosti
baze podataka koja se koristi pri dizajniranju prajmera za PCR tipizaciju

serovarijeteta salmonela.

Na osnovu rezultata dobijenih tokom nase studije moZe se zakljuciti, da
multipleks PCR reakcijom sastavljenom nakon preliminarnih ispitivanja u
jednoj reakciji moze da se identifikuje samo S. Enteritidis sa zadovoljavaju¢om
pouzdanoscu. Identifikacija S. Infantis, najzastupljenijeg serovarijeteta medu
ispitanim izolatima ,moZe da se izvr$i samo sa dodatnom pojedina¢énom PCR
reakcijom. Medutim kod znacajnog broja sojeva (25%) ovog serovarijeteta
molekularna tipizacija nije dala jasne rezultate. Identifikacija biotipova
S. Gallinarum je oteZano otkrivanjem ¢injenice da prisustvo rhs lokusa nije
ograni¢eno samo na ovaj serotip. Razvrstavanje serovarijeteta razli¢itih od
S. Enteritidis u dve grupe i ¢injenica da S. Infantis spada u Grupu 2, gde je
svrstano manji broj serovarijeteta, smanjuje rad potreban za njegovu
identifikaciju. Svakako za sigurnu identifikaciju serovarijeteta salmonela ne
moze da se isklju¢i upotreba tehnika klasi¢ne mikrobiologije, kao sto su

biohemijska ispitivanja, test pokretljivosti i serotipizacija.

Eventualnu Siru primenu ove ili slicne PCR reakcije svakako treba da
prethodi razjasnjenje razloga za pojavljivanje neocekivanih PCR profila, pre

svega u slucaju S. Infantis.

Rezultati ukazuju takode i na to, da ispitivanje autohtonih izolata salmonela
je nezamenljiv korak pri analizi performanse metode na odredenom

geografskom podrudju pre njenog uvodenja u upotrebu.

Mada sekvenciranje gena za 165 rRNK je medu najboljim metodama za
razlikovanje bakterija na nivou vrsta, njegova mo¢ rezolucije nije dovoljna za
odredivanje niZih taksonomskih kategorija ispod tog nivoa. To smo potvrdilii u

ovom radu gde se pojedini serovarijeteti salmonela nisu mogli razlikovati ovom

108



tehnikom. Stavige, medu najsli¢nijim sekvencama pri uporedivanju pojavljuje se
i ona od S. Bongori. Prema tome, u ovom slucaju mozemo izjaviti, da je ova
metoda pouzdana samo u potvrdivanju pripadnosti ispitanih izolata rodu
Salmonella. Jedan od razloga za ovakvo ponasanje izolata salmonele moze biti u
karakteristikama genoma predstavnika ovog roda. Kao sto je to opisano, genom
pojedinih vrsta, podvrsta, a pre svega serovarijeteta salmonele je u vecoj meri
konzerviran nego je to slucaj kod drugih bakterijskih vrsta (9). Prema tome za
razlikovanje tako niskog taksonomskog nivoa, kao $to su serovarijeteti u okviru
roda Salmonella potrebne su metode za ispitivanje genoma koje su u stanju da
razlikuju znatno finija odstupanja nego sto je to slucaj sa sekvenciranjem gena

za 165 rRNK.
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7 ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata istrazivanja u okviru ove disertacije izvedeni su sledeci

zakljucci:

110

1.

Od ispitanih 107 izolata Salmonella, klasi¢cnom serotipizacijom je
identifikovano njih 52 kao S. Infantis, 33 kao S. Enteritidis, 5 kao S.
Tenessee, 4 kao S. Mbandaka, 3 kao S. Montevideo, 2 kao S. Havana,
2 kao S. Lille, 2 kao S. Senftenberg, i po jedan od sledec¢ih

serovarijeteta: S. Typhimurium, S. Agona, S. Derby, i S. Livingstone.

Na osnovu zastupljenosti serovarijeteta, a koris¢enjem prajmera koji
su vec opisani u literaturi, razvijen je tripleks PCR za identifikaciju S.
Enteritidis odnosno za identifikaciju izolata kandidata za simpleks

PCR za identifikaciju S. Infantis.

Primenom tripleks PCR protokola identifikovan je 31 izolat kao S.
Enteritidis dok je klasi¢nom serotipizacijom 33 izolata identifikovano
kao S. Enteritidis, $to pokazuje 94% preklapanja izmedu ove dve

metode.

Dva izolata koja su u klasi¢noj serotipizaciji identifikovana kao S.
Enteritidis, molekularnom tehnikom nisu identifikovana kao S.
Enteritidis zbog odsustva umnoZavanja sdf lokusa tipi¢nog za ovaj
serovarijetet. Razlog nepoklapanja rezultata PCR i klasi¢ne
serotipizacije moZe biti posledica toga $to se marker geni, u ovom
slucaju sdf lokus, koji se koriste za identifikaciju serovarijeteta PCR

metodom,cesto nalaze na mobilnim genetskim elementima.

Rezultati dvostepene identifikacije S. Infantis PCR metodom,
upotrebom literaturno opisanih prajmera koji detektuju varijabilni
region fljB gena, znac¢ajno su odstupali od rezultata dobijenih
klasi¢nom serotipizacijom. Od ukupno 52 izolata koji su klasi¢hom
serotipizacijom bili identifikovani kao S. Infantis, njih 39 je

potvrdeno primenom PCR metode, dok kod 13 izolata PCR profil
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nije odgovarao serovarijetetu S. Infantis. Poklapanje rezultata ove

dve metode prilikom identifikacije S. Infantis bilo je 75%.

Za identifikaciju S. Infantis PCR metodom kori$éeni su prajmeri koji
umnozavaju deo fljB gena koji kodira flagelin druge faze, a koji je
karakteristi¢an za S. Infantis i ¢ije se prisustvo detektuje i klasicnom
serotipizacijom. Odstupanja u rezultatima identifikacije
serovarijeteta S. Infantis mogle bi biti posledica promena na nivou
gena koje se ne manifestuju na proteinskom nivou, ali

onemogucavaju dobijanje PCR produkta pri datim uslovima.

Pokazano je da je ciljna sekvenca koja je u literaturi smatrana
jedinstvenom za S. Gallinarum (oba biotipa) takode prisutna i kod S.

Livingstone.

Optimizovani protokol za tripleks PCR moZze olaksati kasniju
serotipizaciju Salmonella jer se primenom ovog protokola moze
precizno identifikovati S. Enteritidis dok se drugi serovarijeteti vrste
Salmonella prisutni na teritoriji R. Srbije mogu svrstati u Grupu 1 ili
Grupu 2. Ovakvo grupisanje olaksava dalju ciljanu identifikaciju

serovarijeteta salmonela.

Klasi¢na serotipizacija se jo$ uvek moZe smatrati zlatnim
standardom za preciznu identifikaciju serovarijeteta Salmonella

vrsta.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

lNMoTnucanu:  PepeHl Kuwkaporb

Bpoj ynuca:  14/7

M3jaBrbyjem
[a je OOKTOopCcKa AucepTauuja noj HacnoBoMm

lMpumMeHa ceponolKuX MeToAa, MyNTUIIEKC NlaHYaHe peakuuje nonumepase u
CeKkBeHLUupawa reHa 3a 16S pubosomanny PHK y naentudpukaumju
cepoBapujeteta BpcTe Salmonella enterica nogepcTte enterica

e pe3ynTaT CONCTBEHOr UCTpaXXBa4kKor pana,

e [a rnpednoXeHa Jauceprauvja y UENWHW HW Yy fJenoBuma Huje Ouna
npegnoxeHa 3a pJobujake ©OuUNo Koje AMNNOME npema  CTYAW|CKAM
nporpamvma Apyrux BUCOKOLLKOMCKUX YCTaHOBA,

e 3 CYy pe3ynTtaTtu KOpeKTHO HaBeoeHN U

* [a HMCaM KpLuuo/na ayTopcka MnpaBa U KOPWUCTWO MHTEMNEKTyanHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTnuc aokTopaHaa

Y Beorpagy, 09.05.2019. roguHe




Mpunor 2.

U3jaBa 0 NCTOBETHOCTU LWITaMMNaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Wme 1 npesume ayTopa: ®epeHu_Kuwkaporb
Bpoj ynuca:  14/7
Cryaujcku nporpam: [LOKTOPCKE akagemcke cTyauje

Hacnos papa: lMpumeHa ceponoLukvMx MeToAa, MynTUMIeKC NaH4yaHe peakuuje
rnonvMepase u cekBeHUupawa reHa 3a 16S pubozomanny PHK y ngeHtudukaumju
cepoBapujeTeTa BpcTe Salmonella enterica nogepcte enterica

MeHTopH: ap Oywaxd Muwuh, BaHpeaHu npodecop,

ap Nuamja WeHepoBuh, BULLIM HAyYHW capagHuK,
Motnucann: ®depeHy_Kulikaporb

u3jaerbyjemM [a je wramnaHa Bep3unja Mor JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA ENEKTPOHCKO]
BEp3nju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbuBake Ha nopTtany JOurutanHor
penosuTopujyma YHuBep3uTeTa y Beorpagy.

[ossorbaBam fAa ce ofjaBe Moju NUYHW noJaun Bes3aHu 3a gobujare akagemckor
3Bakba [OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 Npesume, roauHa U MecTo pofiera u gaTtym
onbpaHe paga.

OBn nuyHM nogaum Mory ce o6jaBUTU Ha MPEXHVMM CTpaHuuama OurntanHe
bubnvoTeke, y enekTpoHCKOM kaTamory v y nybnukauwjama YHUBEp3UTETA Y
beorpapgy.

MoTnuc gokTopaHga

Y beorpagy, 09.05.2019. roguHe //
A

/
/




Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenalhyjem YHuBepautetcky 6ubnuoteky ,CBeTosap MapkoBuh* ga y OurutanHu
pernosutopujym YHusepauTteTa y beorpagy yHece Mojy OOKTOPCKY AWcepTauujy mog
HacnoBoOM:

lMpuMeHa ceporioWKUX MeToAa, MYNTUNSEKC NaHYaHe peakuuje nonumMmepase u
CeKkBeHUupawa reHa 3a 16S pubosomanHy PHK y wugeHTuduUkauuju
cepoBapujeteta Bpcte Salmonella enterica nogepcTe enterica

KOja je MOoje ayTopcKo Aeno.

[dvceptaumnjy ca CBMM npunosuma npegao/na caMm Yy enekTpoHcKoM dopmaTy
NMoroHOM 3a TpajHO apXUBMpaH-E.

Mojy poxTtopcky AgucepTauujy noxpakweHy |y OurutanHu - penos3utopujym
YHusepanTteTa y beorpagy mory ga Kopucte CBU Koju MowTyjy oapenbe cagpxaHe y
ofabpaHom Tuny nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam
ce oany4uo/na.

1. AyTopcTBOo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLIMjanHo
@Aympc-rso — HeKoMepuuvjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCcTBO — HEKOMEpPLUMjanHO — AeNUTK NOA4 UCTMM YCrnoBUMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AENUTW Nof UCTUM yCroBuUMa

(Monumo aa 3aoKpyxuTe camo jedHy Of LIecT NoHyReHuX NuueHUW, KpaTak onuc
NMUEeHUM OaT je Ha nonefuHm nucta).

NMoTnuc gokTopaHga

Y Beorpaay, 09.05.2019. roguHe // \ g&
///[/{-\//




