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Apstrakt

Cronobacter sakazakii je patogeni mikroorganizam poreklom iz hrane k@i jako
privukao paznju celokupne javnosti i prehrambermigtrije, jer moze da izazove smrtne
posledice kod odéadi. Osnovni izvor infekcije su formule za o¢kg u prahu u kojima
ova bakterija mozZe da se odrzava duze vreme zbegifigpih osobina, kao Sto su:
otpornost na niskuyatermorezistentnost, otpornost na promene pH, visokmotsku
koncentraciju i sposobnost stvaranja egzopolisdhari

Cilj ovog rada je bio da se istrazi prisust@onobacter sakazakii u formulama za
odojitad i biljnim ¢ajevima koji se po tradiciji koriste udenju svih rizénih grupa,
ukljucuju¢i novoraierctad, imunokompromitovanu od@d i odrasle i da odrede

genotipske karakteristike izolaGxonobacter sakazakii.

Ispitano je 360 uzoraka mleka za a@amj | 520 uzorakaaja razléitog porekla, a posebna
paznja posw&Ena jecajevima za decu i odégd, kao i biljnim¢ajevima koji se prelivaju
vodom ispod 72°C. Za izolacijGronobacter sakazakii je kori¥ena standardna metoda
ISO/TS 22964. Fenotipizacija izolat&ronobacter sakazakii je uraiena primenom

komercijalnog testa API 20E.

U okviru genetikih istrazivanja izvrSen je izbor reprezentativr#olata i selekcija
metoda za izolaciju DNK. Fragmenti DNK su umnozZavaretodom latane reakcije
polimeraze - PCR. Ovan vitro tehnika koriéena je za: 1. amplifikaciju razltih delova
genoma koji obezldgeiju DNK fingerprinting (rep-PCR i RAPD) i 2. ampkéciju ciljne
sekvence (16S rDNA). Za razdvajanje umnoZenih figgta DNK molekula na osnovu
njihove veltine i naelektrisanja kort&n je metod gel-elektroforeze. Koncentraciju
agaroze i uslove pod kojima jedemo elektroforetsko razdvajanje je prildgao broju i
velicini fragmenata DNK. Za analizu diverziteta kdéaBa je rep-PCR metoda sa
specifcnim sekvencama - repetitivnim elemenatima DNK: ER(E€nterobacterial
repetitive intergenic consensus) i BOX elemenataERIC amplifikaciji kori€en je set
prajmera ERIC 1R/2. U okviru BOX tipa rep-PCR kées je (GTGy prajmer (de Bruijn,
1992). Amplifikacija 16S rDNA izvrSena je univermah prajmerima fD1/rD1 i

amplifikovani fragmenti su ptgSceni i sekvencirani (Weisburg et al, 1991).

Termorezistentnostronobacter sakazakii izolovanih iz biljnih¢ajeva, koji se u pripremi

prelivaju hladnom vodom, je ispitanadaju pripremljenom sa vodom zagrejanom na



temperaturu 60 °C i 72 °C, kao i Kliplom vodom. Postojanost izolatronobacter
sakazakii u ve& napravljenimcajevima, koji se drze na sobnoj temperaturi (22224°
ispitana je posle 48 i 72 sata, a u uzorchaa drzanim pri temperaturi frizidera (4°C)
ispitana je posle 7, 14 i1 21 dana.

Reprezentativni izolatiCronobacter sakazakii su ispitani dalje genetskim metodama. Na
osnovu rep-PCR metoda ispitana jecrsbist sa referentnim sojevimaCronobacter
sakazakii NCTC 8155- klinéki izolat iz grupe najpatogenijinh Cronobacter muytjensii
ATCC 51329, manje patogenosti.

Primenom standardne metode ni iz jednog od 360alkadnrane za odégd u prahu nije
izolovanCronobacter spp. U 193 (38%) ispitansja je potvdeno prisustvaCronobacter
sakazakii, a od 127 uzorka ,bebitaja, iz 56 (44%) je izolova@ronobacter sakazakii, a
od 81 uzorka raznih meSavina napravljenih za imapakmitovane grupe, 31 (38%) je

bilo pozitivho na prisustv@ronobacter sakazakii.

Za ispitivanje uticaja temperature na r@sbnobacter sakazakii koris¢eni su sojevi M3 i
K2 (iz belog sleza), S8 (iz belsiaja) i S11 (izolovan iz meSavine biljaka koja je
prepordéena da se koristi za gastrointestinalne problerNa@jvete smanjenje broja je
postignuto dejstvom kigale vode u vremenu od 2 minuta. Svi ispitivani &blsu
preziveli 21 dan na temperaturi frizidera. Rezultadrzivosti ove bakterije u biljnim
¢ajevima namenjenim za odad i osobe sa oslabljenim imunitetom, mogu se Kbris

proceni rizika od infekcij€ronobacter sakazakii putemcajeva.

U okviru rep-PCR izvrSene su ERIC i BOX-PCR anallzpotrebom (GTG)prajmera za
BOX-PCR i seta prajmera ERIC 1R/2 dobijeni su rdpombilni profili izolata, a na
osnovu njihovog porenja izolati su grupisani u 3 grupe. ReferentniRbj Enterobacter
(Cronaobacter) muytjensii ATCC 51329 na osnovu BOX-PCR svrstan je u istu grsa
izolatima S5 (iz biljnih meSavina) i S6 (iz biljnimeSavina), a na osnovu ERIC u istu
grupu sa izolatom M2, poreklom iz sene. Na osnabiune rep-PCR analize, ovaj
referentni soj se izdvojio od svih ispitivanih iatd i referentnog soja RZronobacter
sakazakii NCTC 8155. Ustanovljena razlika je daeod 58%. Najv@ procenat sinosti
(78) sa referentnim sojem R2 ispoljili su izolai £S8, a u istoj grupi, sa oko 76%
sli¢cnosti su izolati S2, S3, S10 i S11. Ovi izolatiipotiz biljnih meSavina.

Kombinovanom RAPD analizom profila, dobijenih u @dipanim amplifikacijama
prajmerima AP10, AP11 i SPH1, izolati su grupisar#l grupe. Izolat S10 se izdvojio od



ostalih i razlikuje se preko 50%. Druga grupa sadve podgrupe miisobno raztite
43%. Prva podgrupa obuhvata oba referentna sojajsskom stepenom ndasobne
razlike od 42%, i sve M i K izolate, kao i izola6.SDruga podgrupa obuhvata sve S
izolate, osim pomenutih S10 i S6. Izolati M1 i M@kazali su najviSi procenat &hosti

referentnom soju R2 (83) prema rezultatima zbiRA€®D analize.

Vecina ispitivanih izolata iz biljniltajeva na osnovu rep-PCR i RAPD analize pokazali su
vecu slicnost sa referentnim izolato@ronobacter sakazakii NCTC 8155, koji je jedan od

najpatogenijih klintkih sojeva, izolovan iz mozga novderceta.

Amplifikacija 16S rDNK i njeno sekvenciranje omdgu su precizniju identifikaciju
izolata i pordenje sa velikim brojem deponovanih sekvenci za tRNK gene. Na
osnovu analize 16S rDNK sekvenci, reprezentativzolati M1, K2, K5 i Sl11
identifikovani su kadC. sakazakii.

KLJU CNE RECI: Cronobacter sakazakii, formule za oddjad, biljni ¢ajevi, RAPD, rep-

PCR, fenotipizacija, genotipizacija

NAUCNA OBLAST: Veterinarska medicina
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Abstract

Cronobacter sakazakii is a pathogen originating from food that increaeslattention of
the general public and the food industry, becatiseam cause fatal consequences in
infants. The main source of infection is powdeamtfformula (PIF) in which the bacteria
can be maintained for a long time due to its specifaracteristics, such as resistance to
low a,, thermo resistance, resistance to changes in f@H, dsmotic concentration and

ability to produce exopolysaccharides.

The aim of this study was to investigate the presesf Cronobacter sakazakii in infant
formulas and herbal teas that are traditionallydusethe treatment of high-risk groups,
including infants, immunocompromised infants andladand to determine the genotypic

characteristics of isolates 6f onobacter sakazakii.

We examined 360 samples of powder infant formuld 820 herbal tea samples of
different origins, particular attention is paid tea for children and infants, as well as
herbal teas that are made with water tempered beél@MC. For the isolation of
Cronobacter. Cronobacter sakazakii a standard method ISO / TS 22964 has been used.

Cronobacter sakazakii phenotyping was performed using a commercialA8$t20E.

In the area of genetic studies representativetsolaave been selected and the selection of
methods for isolating the DNA had been made. DN&yfnents were multiplied using the
polymerase chain reaction - PCR. Timwitro technique was used to: 1. amplify different
parts of the genome that provide DNA fingerprintingp-PCR and RAPD) and 2. amplify
target sequences (16S rDNA). Gel-electrophoresis used for the separation of the
amplified DNA fragments on the basis of their malec size and charge. Concentration
of agarose and conditions, under which the elebtiogsis separation was done, was
performed according to number and size of DNA fragta. For the analysis of diversity
rep-PCR method was used with specific sequencepetitive DNA elements: ERIC
(enterobacterial repetitive intergenic consensusid aBBOX elements. In ERIC
amplification, we used set of primers ERIC 1R MAthin the BOX type, rep-PCR was
used (GTG) primer (de Bruijn, 1992). Amplification of 16S rD¥M\was performed using
fD1/rD1 universal primers and the amplified fragrsenvere purified and sequenced
(Weisburg et al, 1991).



Thermo resistance d. sakazakii strains isolated from herbal tea for children, hasn
tested in the preparation of a hot water overflbat. that purpose, water was preheated to
a temperature of 60°C and 72°C, or boiling wates wsed. Survival of C. sakazakii
isolates in ready-to-use tea, which were kept anmrotemperature (22-24°C), was
examined after 48 and 72 hours, and those kepgfagjerator temperature (4°C), had

been examined after 7, 14 and 21 days of incubation

Representativ€. sakazakii isolates were tested further by genetic methodse8 on the
rep-PCR method, the similarity with reference sisaivas testedCronobacter sakazakii
NCTC 8155 - a clinical isolate one of the most pgtnic isolate, andronobacter
muytjensii ATCC 51329, isolate which is less pathogenic.

Our results indicated that nGronobacter spp. was found in 360 samples of powder
infant formula using standard method. The presewice Cronobacter sakazakii was
confirmed in 193 (38%) tested tea, while in 56 oul27 (44%) "baby" tea samples was
positive for Cronobacter sakazakii, and 31 out of 81 (38%) different herbal teas for
immunocompromited groups, was positive for presexic& onobacter sakazakii.

The effect of temperature on the growth @fonobacter sakazakii was tested using
isolates: M3 and K2 (marshmallow), S8 (isolatedrfrioaby tea) and S11 (isolated from a
mixture of herbs recommended for gastrointestimablgms). The greatest reduction in
numbers was accomplished by the action of boiliagew after 2 minutes. Regarding the
ability of C. sakazakii to survive incubation fridge temperature, all tdstgamples
survived 21 days.

These results related to survival ability of baetén herbal teas designed for infants and
people with weakened immune systems, can be usestitoate the risk ofronobacter

sakazakii infection through tea consumption.

Within rep-PCR ERIC and BOX-PCR analysis were penfed. Using (GTG)primer for
BOX-PCR and primer set ERIC 1R/2, reproducible ipgsfof isolates were obtained and
isolates were grouped into 3 groups. ReferencensiRd-Enterobacter (Cronobacter)
muytjensii ATCC 51329 based on BOX-PCR was assigned in time ggoup with isolates
S5 (from herb mixture tea) and S6 (from herb mittea), but based on ERIC-PCR
results, reference strain was in same group wilates M2, originating from senna herb
tea. Based on the summary rep-PCR analysis, tfeseree strain is separated from all
tested isolates and from the reference strain@R@nobacter sakazakii NCTC 8155, with

difference being greater than 58%. The isolatear&l’S8 showed the highest percentage



of similarity (78%) with reference strain R2 , asdlates S2, S3, S10 and S11 were in the

same group, with about 76% similarity . These iedalerived from herb mixture.

Combined analysis of RAPD profiles obtained in epaimer amplifying AP10, AP11 and
SPH1, isolates were grouped into two groups. Tolate S10 is separated from the others,
and varies over 50%. The second group consistswvof gubgroups which are 43%
different from each other. The first subgroup imigs both reference strains, with a high
degree of mutual differences of 42%, and all M &hdsolates and S6. The second
subgroup includes all S isolates, except the ajreaedntioned S10 and S6. Isolates M1
and M2 showed the highest percentage of similavithh the reference strain R2 (83%)
according to the summary of the results of RAPDOy&ms

Most of the tested isolates from herbal teas base@p-PCR and RAPD analysis showed
greater similarity to the reference isol@monobacter sakazakii NCTC 8155 which is one

of the most pathogen clinical strain, isolated fritli@ brain of a newborn.

The amplification of 16S rDNA and its sequencin@lded the precise identification of
isolates, and comparison with a large number obsliépd sequences in 16S rRNA gene.
Based on the analysis of 16S rDNA sequences, remias/e isolates M1, K2, K5 and
S11 were identified aS. sakazakii.

KEY WORDS: Cronobacter sakazakii, powder infant formula, herbal teas, RAPD, rep-
PCR, phenotyping, genotyping

SCIENTIFIC FIELD: Veterinary Medicine

FIELD OF ACADEMIC EXPERTISE : Hygiene and Technology of Food
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Marija M. Stojanow Doktorska dis&ija

1. uvOoD

Cronobacter sakazaki(do 2007. godine poznat kaBnterobacter sakazakiije patogeni
mikroorganizam koji dobija novi zdaj poslednjih 10-tak godina i sve se viSe @eua njegova
rasprostranjenost i patogeno§l. sakazakiipostaje poznat kao bakterija koja moze izazvati
smrtne posledice. lako je infekcija ovom bakterijarakterisitha za novoréentad, od 1990.
godine do danas je prijavljeno 8 &hjeva dece starije od 6 meseci i 13¢ajava zarazenih
odraslih osoba (Bar-Oz i sar.2001; Mullane i s@07).

Pangalos (1929) je prijavio neidentifikovanu kalifowu bakteriju koja ima sposobnost da
proizvodi Zuti pigment, a uzéoik je septikemije novorentadi. Urmenyi i Franklin (1961) su
prvi izolovali bakteriju rodd&Enterobacterspp. za koju je danas dokazano da jeGagakazakii
koja je izazvala meningitis 1958. godine u St. Akbal Engleskoj. Sledeput se pominje kao
dokazani uzrénik meningitisa kod deteta u Danskoj, poskega je dete prezivelo, ali sa
ozbiljnim oStéenima nervnog sistema i mentalnom retardirano@oker i sar., 1965). Sve
prijave infekcija u tom periodu u Engleskoj i Dangpominju uzr@nika epidemija kao ,atigni

zuto obojerEnterobacter cloacae”

Prvo zabelezeno imE. sakazakije bilo 1977. godineEnterobacter sakazakje ime dobio po
Japanskom mikrobiologu Richi Sakazaki-ijd. sakazakiise zatim izdvojio sve viSe oH.
cloacaezahvaljuji razlikama u strukturi DNK, razlici u produkcijiigmenta, biotipovima i
osetljivogu na antibiotike (Farmer i sar.,1980). U petajava se on opisuje na raze naine,
uglavhom kao zuto pigmentisan koliform, Urmenyi nafklin ga opisuju kadacillus ali
nage&e kao zuto-pigmentisaR. cloacae.Dodatno, NTCC kulture prethodno patene kao

Serratiai Chromobacter typhiflavursu kasnije preimenovane Ei sakazakii

Infekcije ¢iji je uzrocnik E. sakazakise retko prijavljuju, imajti u vidu da je infekcija prgena

ili blagim simptomima ili bez njih. Kod dece uzrasid 3 dana do 4 godine zabelezeno je ukupno
76 sléaja infekcije, sa 19 smrtnih ishoda (lversen i ltirs, 2003). Prijavijeno je 9 slajeva
oboljenja kod odraslih u Sjedinjenim Am#&im drzavama, u osam rastih drzava.
Medunarodna komisija za mikrobiologiju hrane je 20§@dine svrstald&. sakazakizajedno sa
bakterijamalListeria monocytogenes, Clostridium perfringetiiga A i B i Cryptosporidium
parvum u grupu izuzetno opasnih bakterija koje se veoetko javljaju, ali imaju visok stepen

smrtnosti posebno kod najosetljivije populacije.



Marija M. Stojanow Doktorska dis&ija

Sve viSe raste interesovanje za @auanje karakteristika i patogenosti ove bakteRj@wavaju

se otpornost na dejstvo visoke temperature, reaervaasprostranjenost u spoljasnjoj okolini,
patogenost, otpornost na antibiotike, sposobnuatamja egzopolisaharida. Metode za izolaciju i
identifikaciju se razvijaju i usavrSavaju. Pagogar. (2003) su analizirali rizik i pojave infekeij

i karakteristéne Klinicke slike zbog prisustv@. sakazakii dokazali su da pojedini sojevi imaju

sposobnost da stvaraju enterotoksine. Svi ostdibfepatogenosti su i dalje nepoznati.

Ispituje se prezivljavanj&. sakazakiiu suvoj i rekonstituisanoj formuli za odap. Velika
paznja se obta i na sposobnos. sakazakida formira biofilmove, Sto je posebno opasno u
fabrikama za proizvodnju mleka u prahu za ishradajcadi. Prodavaju se né&ni suzbijanja,
poboljSavaju se tehnike dezinfekcije, menjaju seirdeijensi, njihova efektivnost, provera
celokupne proizvodnje mleka u prahu za ishranudadidj sve da bi se spiiea pojava infekcija

dece, posebno novatercadi u inkubatorima, na odeljenju intenzivne nege.

Poreklo C. sakazakiikao primarnog uzrmika infekcije u najvéem broju sldajeva nije
dokazano. Radovi koji se bave epidemioloskim isteagima isttu mleko u prahu za ishranu
odojéadi kao osnovni izvor infekcija. Pored ovoga, velidogu ima neodgovaraja higijena u
bolnicama pri pripremi ovog mleka, obzirom daBe sakazakiizolovan sa opreme i pribora
(Muytjens i sar., 1983; Biering i sar., 1989; Cladar., 1990; Muytjens & Kollee, 1990; Noriega
i sar., 1990; Simmons i sar., 1989; Bar-Oz i <400Q1.).

Raste i zainteresovanost za ispitivanje inaktieaoijog uzrénika u formuli za od@ad u prahu,
pa je ispitivana primena zratenja (Lee i sar. 2006 i Osaili i sar. 2007a), d@age probiotika
(Osalli i sar. 2007b), primena bakteriofaga (Kirsar., 2007a), primena visokog pritiska u toku
proizvodnje formule (Gonzales i sar., 2006), primeraizmeninog elektrénog polja (Perez i
sar., 2007) i dodatna toplotna obrada (Edelson-Mah&Buchanan, 2004c).

Dobrovoljno povilgenje proizvoda sa trziSta prvi put se desilo u Aongposlecega je Agencija
za hranu i lekove propisala primene ostrijih mbigijene u bolnicama ili fabrikama gde se
sumnjalo da se pojavib. sakazaki{FDA 2002a, 2002b, 2002c, 2002d)
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2. PREGLED LITERATURE

U pregledu literature prikazana su dosadasSnjaénaatsaznanja o strukturnim, fizioloskim,

patoloskim i epidemioloskim saznanjima vezaninCranobacter sakazakii.
2.1. Taksonomija i biohemijske karakteristike

C. sakazakije gram negativna, nesporogena bakterija, kopguta familijiEnterobacteriaceae.
Taksonomija, klasifikacija i nomenklatura familignterobacteriaceae je poslednjih godina
dinamgno menjana zahvaljugu novim seroloSkim i biohemijskim testovima, kaordzvoju
metoda molekularne genetike. Ra&ohterobactersadrzi 14 vrsta i biogrupa (Farmer, 1995;
Kampfer i sar., 2005). Od toga 9 pripada grupi \&mjEnterobacter cloacae Enterobacter
sakazakiii E. gergoviae Najvei broj infekcija je povezan sa botkim infekcijama, posebno
nastalim posle operacij&. cloacage nage&e izolovana patogena bakterija u kikwj praksi,
kod infekcija koje potiu iz bolntkog okruzenja (Hofmanfann i Roggenkamp, 2003).
Komplikacije izazvane E. cloacae nage&e nastaju kod infekcija pda i oboljenja
kardiovaskularnog sistema. Ova bakterija pokazejky heterogenost i na osnovu 3 raité
housekeeping genahg®w0, rpoB i henB) definisano je 7 novih vrst&. cloacae i to: 1.
Enterobacter asburige2. Enterobacter cancerogeny&nterobacter taylorig 3. Enterobacter
dissolvens4. Enterobacter hormahaecheb. Enterobacter kobei6. Enterobacter ludwigiii 7.

Enterobacter nimipressuralis

Enterobacter gergovige bakterija koja je izolovana 1980. godine iz armh infekcija i plénih
infekcija (Brenner i sar., 1980).

Enterobacter sakazakjie izdvojen kao posebna vrsta tek 1980. goding tada je nazivan ,Zuti
Enterobacter cloacdeg(Farmer i sar., 1980E. sakazakipokretljiv, gram-negativan, nesporogen
Stapt sa peritrinim flagelama, svrstavan je u i©dterobacternako se od njih dosta razlikovao
(Monroe & Tift, 1979; Muytjens i sar., 1983 i Namarec-White & Farber, 1997b). Betkom
devedesetih godina se smatralo Ha sakazakji za razliku od drugih bakterije iz roda
Enterobacterne feremetiSe D-sorbitol i stvara £liekstracelularnu deoksiribonukleazu (Farmer
i sar., 1980). Méutim, u kasnijim istrazivanjima je utdeno da neki izolatt. sakazakimogu da
fermentiSu D-sorbitol (Heuvelink i sar., 2008. sakazakiije a-glukozidaza pozitivan, Sto se
moze videti na podlozi koja sadrzi 4-nitrofeaiD-glukopiranozid (Muytjens i sar., 1984).
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Brenner (1980) je predlozZio da se zuto pigmentiSsacsloacaeimenuje za novu vrstu, kada je
dokazano da su DNK molekuli sojeva koji proizvaulgi pigment manje od 50% homologi sa
DNK molekulima ostalih sojeva istog roda. Fenotgp&larakterizacija i iztavanje biohemijskih
karakteristika, serotipizacija i ispitivanja osetsti na antibiotike su u narednom periodu doveli
do novih podela izolata koji su svi svrstavani dda kao Zuto pigmentisaB.cloacae(Einstein,
1990; Arbeit, 1995; Nazarowec-White i Farber, 199%pizvodnja Zutog pigmenta je osobina
koja se moze izgubiti presejavanjem sojeirasakazakinema sposobnost proizvodnje kiseline
iz D-adonitola, D-arabitola, dulcitola, eritritolglicerola (Farmer i sar.,1980).

Soj E. sakazakiATCC 29544 je bio predmet izavanja Farmer i sar. (1980), koji su definisali
njegove biohemijske osobine: Pozitivhe reakcijeMuges-Proskauer, citrat-Simmons, arginin-
Moellers, ornitin-Moellers, pokretljivost na 36°@st u podlozi sa KCN, produkcija gasa iz D-
glukoze, hidroliza eskulina, upotreba acetataykeiia nitrata u nitrite, pokretljivost na 22°C i
reakcija sa toluidin plavim za 5 dana na 25°C 3 ztana na 36°C. Ovaj soj proizvodi kiselinu iz
D-arabinoze, celobioz&inozitola, laktoze, maltoze, D-manitola, D-manomelibioze,a-metil-
D-glukozida, rafinoze, sukroze, L-ramanoze, trebalo D ksiloze (Farmer i sar., 1980).
Negativne biohemijske reakcije i testovi koje swalaFarmer i sar. (1980) bili su: produkcija
indola, metil crveno, stvaranje vodonik sulfitajzin-Moellers, upotreba malonata, hidroliza
pektata i razgradnja tirozina. Iversen i Forsyth@0@) navode da reakcija toluidin plavim moze
da bude pozitivna posle 7 dana. Krieg i Holt (1984) kasnije dokazali da 10% sojeka
sakazakiima sposobnost stvaranja indola.

Kada je definisana vrsta, 1980. godine 15 biogijepapisano i tada je predpostavljeno da moze
biti viSe vrsta umesto jedne. sakazakii U tabeli 2.2.1. su date biohemijske karakterestk

sakazakiipo grupama.

Naknadno je dodata i 16. biogrupa koja je imaladtata (lversen i sar., 2007).
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Tabela 2.1.1 Karakteristike biogrup&. sakazaki{Farmer i sar., 1980).

Biogrupa Fenotip

VP MR Nit Omn Mot Ino Dul Ind Malo Gas AMG

1 + - + + + + - - - + +
2 + - + + + - - - - + +
3 + - + + - + - - - + +
4 + - + - + + - - - + +
5 + - + + + + - - + + +
6 + - + + + + - + - + +
7 + - + + + + - - - - +
8 + - - + + + - - - + +
9 + - + + + - - - + + +
10 + - + + + - - + - + +
11 + - + + + - + - - + +
12 + - + + + + - + + + +
13 - + + + + + - - - + +
14 + - + - + - - - + + +
15 + - + + + + + + + + -

VP: Voges-Proskauer; _ MRmethil crveno; _Nit redukcija nitrata; _Orndekarboksilacija ornitina; _ Mot

pokretljivost na 37°C; _Inoproizvodnja kiselina od inozitola;_ Duproizvodnja kiselina od dulcitola;__Ind

proizvodnja indola; _Malpupotreba malonata; Gagroizvodnja gasa od glukoze; AM@roizvodnja kiselina od

metil-a-D-glukozida;

Nema dovoljno dokaza za patogenost pojethia sojeva, tako da ne moze ni da se poredi
njihova patogenost. Svi ovi sojevi su izolovanmaterijala klinékih slucajeva novordencadi sa

smrtnim ishodom (lversen i sar., 2007).

Prethodno definisak. sakazakije podeljen na 4 vrste i 2 podvrste koje pripaaejuom rodu u
okviru familije EnterobacteriaceaeOvaj mikroorganizam je nov i n@&e se povezuje sa
proizvodnjom formula za odégd u prahu i sa stajevima teskih infekcija i smrti novotencadi
(Lai, 2001).

Sled€a promena u nomenklaturi i taksonomiji u okviru fi§e Enterobacteriacea&zvrsena je
2007. godine kada je reklasifikovan u posebanCoohobacter spppod nazivomCronobacter
sakazakilversen i sar., 2007; Iversen i sar., 2008).

Rod Cronobactelje nazvan po Gkom bogu iz mitologije - Cronos-u, koji je poznat pme da
je gutao decu po denju (Graves, 1992). Ovaj rod obuhvata nove viStesakazakicomb. nov.
(obuhvata sojeve grupe 1) €a sakazakiisubsp.sakazakiicomb. nov. iC. sakazakiisubsp.
malonaticussubsp. nov.C. muytjensiisp. nov. (sojevi grupe 3. dublinensisp. nov. (sojevi
grupe 4);C. turicensissp. nov. (véina sojeva iz grupe 2); i sojevi NCTC 9529 i E6&) s
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fenotipski razlikuju i spadaju ronobactergenomospecies 1 za sada. Filogenetsko stablo

Cronobacter sppje prikazano na slici 2.1.1.

C. sakazakii

C. muytjensii

C. condimenti

C. dublinensis
C. turicensis

Slika 2.1.1.Filogenetsko stablo sojexzronobacterspp (Joseph i sar., 2012)

Osnovne karakteristike rodaronobactersu: oksidaza negativne, katalaza pozitivne, fakiwto
anaerobne bakterije, peritrihne, gram negativné¢ime od uim do 3um. Uglavnom je véna
pokretna, redukuju nitrate, koriste citrate, hidngju eskulin i arginin i proizvode kiselinu od D-
glukoze, D-saharoze, D-rafinoze, D-melibioze, Dab&ze, D-manitola, D-manoze, L-ramnoze,
L-arabinoze, D-ksiloze, D-trehaloze, galakturonaixmaltoze. Bakterije iz rod&ronobacter
metabolizuju supstrate: 5-bromo-4-hloro-3-indelB-glukopiranozid, 4-metilumbeliferid-D-
glukopiranozid, 4-nitofenitk--D-glukopiranozid, 4-nitofenil-D- glukopiranozid, 4-nitofenit-
D- galaktopiranozid i 4-nitofenip-D- galaktopiranozid. V@na daje pozitivnu Voges-Proskauer
reakciju i negativhu metil crveno reakciju. Negagvsu i sled& reakcije: proizvodnja vodonik
sulfida, hidroliza uree, lizin dekarboksilacijg,D-glukuronidaze i prerade D-sorbitola, eritola,
tartrata, 5-ketoglukonata, D-saharozne kiselingjjom piruvata, glukoza-1-fosfata, glukoza-6-
fosfata, adonitola i arabitola (Farmer i sar., 198&mer 1999; Iversen i sar., 2004d; Iversen i
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sar., 2006a, 2006b.; Iversen i sar., 2007). U Tabdl2. su prikazane razlike koje postoje

izmedu Cronobactervrsta i podvrsta.

Tabela 2.1.2.Statistéki znatajne razlike izméu Cronobactervrsta i podvrsta (lverseni sar.,
2007)

Broj Dul Ind Malo | AMG

izolata
Cronobacter sakazakii subsp. sakazakii 163 - - - +
Cronobacter sakazakii subsp. malonaticus | 22 - - + +
Cronobacter muytjensii 7 + + + -
Cronobacter dublinensis 8 - + % +
Cronobacter turicensis 8 + - + +
Cronobacter genomospecies 1 2 + - + +

Dul: proizvodnja kiselina od dulcitola; Indoroizvodnja indola;_Malo upotreba malonata; AMGproizvodnja

kiselina od metile-D-glukozida+: 85-100% pozitivhoy: 15-85% pozitivno;: manje od 15% pozitivno.

Cronobacter sakazakii comb. nov. je dobio ime ucast Japanskog mikrobiologa Riichi Sakazaki-
ija, kada je 1980. godine pratena nova vrst&nterobacter sakazakiikoja je deponovana u
kolekcijama kao: ATCC 29544(ATCC, Manassas, VA, SAD) i NCTC 1146INCTC,
London, Velika Britanija). Ovaj soj je izolovan grla obolelog detetaC. sakazakiisubsp.
sakazakii obuhvata biogrupe: 1, 2, 3, 4, 7, 8, 11 i 13 lspjeanije opisane (Farmer i sdr980) i
uglavnom su indol, dulcitol i malonat - negativaé,metil-a-D-glukopiranozid pozitivhe (Tabela
2.1.2).

Cronobacter sakazakii subsp.malonaticus subsp. nov.( malonasatis, malonate; L. suff. -icus,
ime je dobio zbog koré&nja malonata) sastoji se od biogrupa: 5, 9 i ldraKteristtan
predstavnik je soj CDC 1058-77, koji je izolovaralzscesa dojke i deponovan kao LMG 23826
(BCCM/LMG, Belgium) i DSMZ 18702(DSMZ, Nemaka). C. sakazakisubsp.malonaticus

je indol i dulcitol negativan, ali malonat i meit#D-glukopiranozid pozitivan.

Cronobacter muytjensii sp. nov. (muytjensij od Muytjens) je podvrsta nazvana dast
holandskog mikrobiologad Harry Muytjens-a koji jeedu prvima prodavao karakteristikeE.
sakazakii(Muytjensi sar., 1983, 1984, 1986, 1988, 1990). Ova vrstagheata ranije opisanu
biogrupu 15 (Farmer i sar1980). Predstavnik ove vrste je soj ATCC 51329rCC, Manassas,
VA, SAD) koji se nalazi u kolekciji CIP 103581(Collection de I'Institut Pasteur, Paris,
Francuska). Ovaj soj je prvi put deponovan od stfi)me bioMérieux, La Balme-les-Grottes,
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Francuska. Bakterij&. muytjensisp. nov. je indol, dulcitol i malonat pozitivnaj phlatinoza i

metil-a-D-glukopiranozid negativna.

Cronobacter dublinensis sp. nov. (dublinensisime je dobio po gradu Dublinu u Irskoj, gde je
pronaien i obuhvata biogroupe 6, 10 i 12. Soj CFS23blolan je iz fabrike za proizvodnju
formule za prehranu odgdi u prahu, deponovan je kao LMG 2382BCCM/LMG, u Gentu, u
Belgiji) i kao DSMZ 18705(DSMZ, u Nemakoj). C. dublinensisp. nov je dulcitol negativan i

metil-a-D-glukopiranozid i indol pozitivan.

Cronobacter turicensis sp. nov.(turicensige dobio ime po latinskom nazivu Ciriha-Turicurar |
je prona@en u Svajcarskoj, u Cirihu). Predstavnik je soj 303eponovan kao LMG 23827
(BCCM/LMG, Gent, Belgija) i DSMZ 18703(DSMZ, Nemaka). Izolovan je kao Klirki

uzradnik smrtnog sldaja meningitisa novotenceta u Cirihu, 2005. godine (Mange i sar., 2006).

C. turicensis sp. nov. je indol negativan, ali malonat, dulcitol i methHD-glukopiranozid

pozitivan.
Opis Cronobacter genomospecies 1

Grupa je predstavljena sojem NCTC 9529, fenotigskine razlikuju od biogrupe 16. Izolovan je
u Engleskoj iz vode, 1954.godin€uva se u LondonuCronobactergenomospecies 1 sojevi su

indol negativni, a malonat, dulcitol i metitD-glukopiranozid pozitivni.

Joseph i sar. (2011), dodaju novu vr&wnobacter condimenti sp. nov, izolovanu iz séenog
mesa i Cronobacter universalissp. nov., koja je pripadala grupiCronobacterspp.

genomospecies 1, izolovanoj iz infekcije rane na,nmde i iz hrane.

Brady i sar. (2013) predlazu da se u rod Cronobactkljuce joS 3 wvrste
E. turicensis, E. helveticus i E. pulverisi preimenuju u: Cronobacter zurichensisnom.

nov., Cronobacter helveticus comb. nov.i Cronobacter pulveris comb. nov.

Na ¢vrstoj hranljivoj podloziC. sakazakii moze da formira dva morfoloski radgta tipa kolonija

(Farmer i sar., 1980), Sto se moze videti na 2liti2.
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Prvi tip kolonijasu mukozne ili suve, bez jasnih ivica, koje se/la® pri dodiru sa ezom, daju

utisak gumaste konzistencije, pamu vrlo malo biomase ostaje na ezi, éinv& se vréa na agar.

Ove karakteristike su posledica sposobnosti styatagteropolisaharida (Harris i Oriel, 1989).

Drugi tip su kozaste mat ili sjajne kolonije koje imaju masjosobnost stvaranja pigmenta
(Iversen i Forsythe, 2003).

tip | tip 1l

Slika 2.1.2.Cronobacter sppna tripton soja agaru, posle 48 sati inkubacij@sfC

Priblizno 58% (33 od 57) sojea sakazakispadaju u fekalne koliformne bakterije, jer stvaraj

gas pri kultivaciji uescherichia col(EC) bujonu tokom inkubacije 48 sati na 44.5°C.

U izdanju Bergey iz 1984. godine, navedeno je Stdvgl koje imaju sposobnost da stvaraju
pigment. Enterobacter sakazakii, Enterobacter agglomerangclércia adecarboxylata
predhodno poznata kaoEscherichia adecarboxylat§Tamura i sar., 1986)Xenorhabdus

luminescens Xenorhabdus nematophil@srieg i Holt, 1984).

U ovu grupu su dodate i vrstéscherichia hermanii, E. vulnerisoj Yersinia enterocolitic§soj

195A14J) izolovan iz mleka u Francuskoj (Brenneai., 1980; Brenner i sar., 1984; Vidon i
sar., 1987). Analiza plazmidnih profila nakon ¢teforetskog razdvajanja iz sojeva Kkoji
stvaraju zuti pigment pokazala je prisustvo plaarod 42-kb (Gantiottie i Beer, 1982), dok kod

ostalih sojeva nije utdeno prisustvo ovog plazmida.

Nazarowec-White i Farber (1999) su, primenom biajekog testa APl 20E Biomerieux, ispitali
9 Kklini¢ki izolataE. sakazakii 8 izolata iz hrane, kao i referentni soj ATC@524 i na osnovu

rezultata ispitivanja svrstali ih u biotip 3.
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Ovi rezultati se poklapaju sa rezultatima istradjgaPostupa i Aldove (1984) koji pokazuju da
je 75% od 57 sojevk. sakazakiiinozitol pozitivno, dok je 98% Voges-Proskauer ifigao.
Inozitol negativni sojevi podizu pH podloge, dokomnitol-pozitivni proizvode kiselinu koja
snizava pH podloge. Muytjens i sgql984) su utvrdili daE. sakazakiijedini nema enzim
fosfoamidazu. Preko 97% od 73 izoldfa sakazakii proizvodiTween 80 esterazu (Postupa i
Aldova, 1984).

2.2. Kilini ¢ka etiologija i patogenost

Enterobakterije su izazigamasovnih epidemija, koje se komplikuju dodatniotikfekcijama
(Borderon i sar., 1996; Nazarowec-White i Farb&97b; Chang i sar., 2000; Hervas i sar.,
2001; Huang i sar., 2001).

2.2.1. Karakteristike patogenosti

Faktori virulencije su i dalje nepoznati, iako jekdzano prisustvo egzotoksina, aerobaktina i
hemaglutina na mestu infekcije (Keller i sar., 199B. sakazakiiizaziva kod novordercadi sa
malom telesnom masom teske infekcije, teSku &tuisliku koja je posledica razvoja sepse,
meningitisa ili nekrotinog enterokolitisa (Urmenyi & Franklin, 1961; Jokear., 1965; Monroe

& Tift, 1979; Adamson & Rogers, 1981; Kleiman i $a981; Muytjens i sar., 1983; Arseni i
sar., 1987; Willis & Robinson, 1988; Biering i sat989; Simmons i sar., 1989; Clark i sar.,
1990; Noriega i sar., 1990; Gallagher i Ball, 19®qrderon i sar., 1996; Fotopoulos i sar., 1997;
Sakata & Maruyama, 1997; Nazarowec-White & Fartt®@7b; Burdette & Santos, 2000; Bar-
Oz i sar., 2001; Gebremariam, 1998; Hervas i 280]1; Huang i sar., 2001; Van Acker i sar.,
2001; Lai, 2001; Weir, 2002; Himelright i sar., 200versen & Forsythe, 2003).

Istrazivanja pokazuju da su posebno u opasnostintekcije pacijenti u intenzivnoj nezi,
imunokompromitovane grupe, hréni bolesnici, oni vé le¢eni jakim antibioticima, starije
osobe, pacijenti posle teskih operacija u prvimimanposle operacije (Gallagher, 1991; Pitout i
sar., 1997; Sanders & Sanders, 1997; Farber & Hars2008).

Medunarodna Komisija za mikrobioloSke specifikacijehlranu (The International Commission
for Microbiological Specifications for Foods) je godine definisalaC. sakazakii kao
ozbiljan patogen mikroorganizam koji napada imumogmomitovane grupe, izazivajutesSka
oSteenja u nervnom sisitemu, stvaranje sekula, ili iolkoje zavrSavaju trajnim posledicama,

ako date do prezZivljavanja.

10
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Centar za pr&nje bolesti prenosivih hranom u Njujorku (FoodN#D je izvestaj da na 100.000

stanovnika dde jedna beba koja ima simptome meningitisa i septije sa fatalnim ishodom,

ali zato na 100.000 prevremenaienih beba i nedon®éadi (15009), ta frekvenca je 9,4 (Stoll i

sar., 2004).

Tabela 2.2.1.1Simptomi infekcijaC. sakazaki{Farber & Forsythe, 2008)

Simptomi infekcije-novordentad i deca

Reference

Meningitis, ventrikulitis, absces mozga, foramje cista
na mozgu sa trajnim o$enjem tkiva

Kleiman i sar., 1981; Gallagher

Ball, 1991; Willis & Robinson
1988; Kline, 1988a; Ries i sar., 199
Nazarowec-White & Farber, 1997b

Konjuktivitis

Reina i sar., 1989; Bar-Oz i sa
2001; Block i sar., 2002

Hidrocefalus, deformiteti fontanele, uniStenje préd
delova mozga, napadi, hipotermija,
meningoencefalitis, nekroza mekog

razgradnja bele mozdane mase, ozbiljna neurcergse

bradikarg
tkiva moz

Willis & Robinson, 1988
lija
ga,

Infekcije izazvane kateterom (u baikim uslovima)

Arseni i sar., 1985; Block i sar. 020

Meningitis sa ranijim znacima cijanoze, Kkolap
konvulzija, hipertoninih napada.

skluytjens i sar., 1983

Nekroticni entreokolitis novoréentadi

Muytjens i sar., 1983; Van Acker
sar., 2001

Absces mozga i meningitis novaderncadi

Kleiman i sar., 1981; Muytjens i sa|
1983; Ries i sar. 1994; Burdette
Santos, 2000

Ventrikulitis, ciste na mozgu, sa kasnijim formiyem
hidrocefalusa i abscesa na mozgu

2001; Burdette & Santos, 2000

Bakterijemija

Monroe & Tift, 1979; Noriega i sar
1990; Nazarowec-White & Farbe
1997b; Burdette & Santos, 200
Block i sar., 2002

Simptomi infekcije- Odrasli

Ulceracije na dijabethom stopalu, zajedno sa joS
bakterije

Pribyl i sar., 1985

Upala debelog creva

Reinai sar., 1989

Sepsa kao posledica pucanj&rieikese

Lai, 2001

Urosepsa Jiminez & Gimenez, 1982
Bakterijemija Hawkins & sar., 1991
Infekcija krvnih sudova i infekcije rana DennisonMorris, 2002
Upala pl¢a Lai, 2001

&

Gallagher i Ball, 1991; Bar-Oz i sat.

4,

r.,

r,
&

Muytjens i sar. (1983) su ispitivanjem i statikbm obradom dostupnih podataka prijavljenih

infekcija doSli do saznanja da je 50-75% septikemin

eningitisa kod novodencadi izazvano

bakterijamaStreptococcus agalactiae i E. cdi. sakazakije patogen koji prvenstveno izaziva
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infekcije kod imunokompromitovane novaencadi (Willis & Robinson, 1988)E. sakazakii
kod novordeniadi izaziva bakterijemiju i/ili sepsu, infekciju redrospinalne tosti i
meningitis, abscese na mozgu, smanjenje ventrikalanozgu, koje je péano nekrozom i
razgradnjom bele mozdane mase, ciste na kranijalelon mozga, intracerebralne hemoragije
koje dovode do infarkta delova mozga, Sto rezultujeefalomalacijom tog dela mozdanog tkiva
(omekSavanje mozga) (Kleiman i sar., 1981; Klir#88a; Ries i sar., 1994; Nazarowec-White &
Farber, 1997b i Weir, 2002).

Za rano otkrivanje eventualne infekcije, pozeljmoda se uradi ultrazvuk (ultrasonografiju)
kranijalnog dela, skener glave i magnetna rezondri€bne, 1988b; Gallagher & Ball, 1991,
Bar-Oz i sar., 2001; Burdette & Santos, 2000; leer& Forsythe, 2003).

Monroe i Tift (1979) su prvi zvatmno prijavili slitaj infekcije E. sakazakii koji je izazvao
bakterijemiju, a da nije doSlo do meningitisa. MeagfekcijeE. sakazakinovoraientadi mogu
primarno da se razviju u meningitis, mogu biti praee istovremeno sa razvojem nekiobig
kolitisa koji ima viSe razéitih uzrotnika, a predstavlja n&&u infekciju gastrointestinalnog

trakta zabelezenu kod novaetadi (Muytjens i sar., 1983 i Van Acker i sar., 2001

Infekcije izazvaneE. sakazakiisu povezivane samo sa posledicama infekcije krondami

kanal, Sto se pokazalo kao potpuno pogresno (Muyijear., 1983).

Tabela 2.2.1.2Infekcije kod kojih jeE. sakazakibio jedini uzr@nik, Lai (2001)

U Klini¢ckom Centru u Masausetsu 3.6% pacijenata sa septikemijom u perio@4-1996. godine bili su
pozitivni naEnterobactewnrste, a kod 0.4% od tih pacijenata jedini @ni& infekcije je bioE.sakazakii.

Ukupno je zabeleZen 31 8hj dece uzrasta od 3 dana do 4 godine, gde jé€nikrbio E. sakazakii.

50% inficirane dece 9a. sakazakije bilo <1 nedelje staro.

75% inficirane dece 9a. sakazakije bilo <1 meseca staro.

43% od ovih sltiajeva je imalo simptome teZeg meningitisa sa nervrapadima.

33% je smrtnost kod pacijenata koji nisu imalivmer simptome, a 45% kod pacijenata sa znag¢ima
meningitisa.

Posle 1985, pacijenti su ceni Ill- generacijom cefalosporina, u kombinacija sampicilinom,
gentamicinom i to je smanijilo smrtnost sa 62% 14

Mali je broj pacijenata u starijem Zivotnom dobuolaoleli su svi bili stariji od 56 godina (uglavnam
period 68-76. godine), a samo jedan 39. godiSnfikatac je oboleo. Stopa smrtnosti varira od 50-75%
zavisnosti od ostalih simptoma i drugih bolesti.

Najveti broj obolelih pacijenata u starijem Zivotnom dgbubio ve& sa ozbiljnim primarnim oboljenjima,
a kod 50% je vebio dijagnostifikovan maligni tumor.

Predilekciona mesta kod odraslih pacijenta su kikapie na pldéima, septikemija, osteomijelitis stopala
i sepsa na jetri.
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Patogeneza i razvoj infekcije meningitisa gde jeotizk jedino E. sakazakii nije joS potpuno
objasnjen.E. sakazakiitranslocira kroz Kimeni splet i intracelularno invadira okolno tkivd o
strane sekretornin faktora koji se tu iu(na pr. elastastaze, glikopeptidi, endotoksini,
kolagenaze i proteaze), Sto izaziva porémnearijere krv-centralni nervni sistem, uandk
prodire do mozga i dovodi do o8emja mozdanog tkiva (lversen & Forsythe, 2003).téjos
jednako izrazen tropizam ka nervnom tkivu baktdfijssakazakii C. diversuspa one izazivaju
slicne infekcije i oStéenja centralnog nervnog sistema (Willis & Robinsd®88; Kline, 1988a,
Kline, 1988b i Burdette & Santos, 2000).

Tokom razvoja fetusa u organizmu majke, digestixakt nema saprofitnu floru, ona yinje da
se razvija od poxaja i kontakta sa spoljnom okolinom igebka hranjenjgper os(Kien i sar.,
1987; Kirjavainen & Gibson, 1999; Wold & Adlerbert2000). JoS uvek nije razjaSnjenodedja
zavisi sastav flore digestivnhog trakta, a damo je da na vrstu mikroorganizama kigi se tu
naseliti utéu: dijeta, razvoj imunog sistema... Mikrobiota ditfenog trakta svakogoveka je
jedan kompleksan ekosistem i moze imati velikeajgiacna metabolizam, patoloSke procese u

organizmu, kao i na funkciju imunog sistema (B&002).

Imuni sistem se postepeno razvija kod nodervadi i postoji viSe razloga zbagga su bas oni
kriticna grupa koja podleze infekciji bakterijo@.sakazakii koja u tom sltaju moze imati i
fatalan ishod. Prva linija odbrane u digestivhoaktn odnosi se na brzi odgovor na unoSenje
infektivnog agensa, kao Sto su péamsje ekskrecije, ubrzanje peristakih pokreta, ldenje
fagocita i aktiviranje komplementa. Kigtim, na prvo unoSenje infekta odgovor je spoudpste
ne date do njega, tako da kod novdemiadi moZze dé do razvoja nekrothog enterokolitisa.
Epitelijalna barijera se postepeno razvija u digesim traktu i kod prevremeno d¢enih beba
ima samo 3 sloja, umesto 16 i viSe slojeva kol&km¢ophodno za normalnu funkciju. Kod njih
je manja kokina Zeludane kiseline, zastitne sluzi u crevima, sporijageigtaltika, manji je broj
T i B limfocita, kao i sekretornog imunoglobuling A i defensina koji inée imaju ulogu da
sprete inicajalno vezivanje infektivnog agensa za slazokcreva (Evans & Rutter, 1986; Udall,
1990).

Druga linjja odbrane obuhvata reakciju organizmgakoemogédava adekvatan odgovor
organizma (preko makrofaga, neutrofilacellja ubica"- NK¢elija) da bi se neutralizovao i
uklonio zapaljenjski proces. Monociti novdentadi su isti kao kod odraslih, samo Sto imaju
mnogo manje razvijene hemotakse, fagocitne i baktericidne mognosti (Schelonka i sar.,

1994). Neutrofili (polimorfonuklearni granulocitu osnova nespedifie reakcije imunog
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sistema i dovode do o$tnja membrane mikroorganizma i njegovog unistavé@faistensen i
sar., 1982). Méutim, neutrofili postoje u zrgajnom broju u cirkulaciji novortertadi do 32 sata
po raienju i posle odlaze u ostala tkiva, a u telu no#emsadi joS uvek nije aktiviran
mehanizam ubrzane proliferacije ovdelija iz koStane srzi, tako da se kod njih ucaju

infekcije u cirkulaciji javlja i neutropenija (Clatensen i sar., 2006).

Sa razvojem deteta, da i njegov imuni sistem zahvaljjuubrzanom razvoju komponenti
imunog odgovora koji se razvijaju u prvih 6 mesaeota. Od druge do 5 nedelje zivotatjpge
sinteza sekretornog IgA. Komponente sistema komghgandostizu &ekivanu koncentraciju u
serumu do 3 meseca. Sekundarni imunitet se raziggmeseci, pa i do godinu dana. Kod dece
koja se doje, dominiraju gram pozitivhe bifido-baije, za razliku od onih koji se prehranjuju
(E.coli i Klebsiella), Staplodocus,
Clostridium, Bifidobacterium, Enterococcus i Bactees roda(Shiokawa i sar., 1999). U Tabeli

vesSt&ki, kod kojih dominiraju Enterobacteriaceae

2.2.1.3. navedeni su nedostaci imunog odgovorgpkexino rdenih beba.

Tabela 2.2.1.3Nedostaci imunog odgovora prerandenih beba (Kaufman & Fairchild, 2004).

Mehanizam
odbrambenog sistema

Nedostatak kod prevremeno rdenih
beba

Posledice

Epidermalne i epitelijalne
barijere

Nezrela, tanka koza i sluzokoza

Podloga pogodna za razvoj i
kolonizaciju bakterija

Nepovreien endotel i

Traume i povrede izazvane nekim

Povreda barijera gde se razvija

epitel medicinskim intervencijama infekcija
. . . . LakSe vezivanje
Manje zastitne sluzi, zelutiae kiseline,| - ‘an
Mukoza mikroorganizama za membranu

gastrointestinalnog trakta

proteolitickin enzima i sporija
peristaltika creva

enterocita, powano oslobdanje
toksina

Komplement

Manja koncentracija, pogotovo kod
prevremeno rdenih

Manja baktericidna aktivnost,
manja sposobnost hemotakse

Citokini, defensini

Manja produkcija IL-1, IL-8, IFN,
TNF-a, Th2-vezan imuni odgovor

Nemoguénost adekvatne odbran
organizma prema infekciji gram
negativnim bakterijama

Manji broj u koStanoj srzi, po¢an
prolazak kroz membrane, nem@égost

Nemoguénost adekvatne odbran

Neutrofili o . . organizma prema infekciji gram
oksidacije, smanjena kéiha o .
. negativnim bakterijama.
azurofilnih granula
. . .| Smanjeno izraZzavanje antigenali
Monociti Smanjen broj, moginost adherencie, citokina 3to dovodi do nedovoljne

kao i adherencija.

stimulacije humoralnog imunitet

|

T i B limfociti, Antitela

Smanjen broj limfocita u crevima, 19G
koji se prenesu od majke, smanjena
sinteza antitela i smanjena proliferacij

Pove&ana mogdnost infekcije,
aredukovan imuni odgovor

T-celija
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Klini ¢ka slika

Simptomi dosta variraju. Ako se infekcija javiéverve nedelje Zivota, gmje sa znacima sepse,
opSte letargije, znacima intermitentne febre, ka@oipunim odbijanjem hrane. Nage
prisustvo ove gram negativne bakterije u krvi pgatemene na centralnom nervnom sistemu i
pad krvnog pritiska. Obavezno se javlja meninighsji je praen krvarenjem u mozgu,
infarktima, nekrozom, likvefakcijom i formiranjemnista razlgitih velicina. Smrtnost dece kod
kojih se jave simptomi sa znacima meningitisa j420ni koji prezive, obavezno imaju kasnije
posledice, u zavisnosti od vremena i mesta zsnasti infekcije. Najese komplikacije su

zaostajenje u rastu i mentalna retardiranost (Bofv8naden, 2006).

Meningitis je najeXe prijavljivana posledica infekcije novatercadi saE. sakazakii,Sto
rezultuje u 90% skajeva stvaranjem abscesa na mozgu (Kline, 198&dlagher & Ball, 1991;
Chang i sar., 2000 i Burdette & Santos, 2000).

Simptomi meningitisa se najvise pokazuju idimetl. i 5. dana posle denja i mogu dovesti do
nagle smrti za par sati, do par dana (Muytjeng.i 4883). Smrtnost kad se infekcija razvije za
par sati posle ienja kod novordéencadi je 40-80%. Meningitis novatentadi uzorkovan
vrstama Enterobacter odnosno infekcije opisane uzrokom: ,zuto obojenE. cloacaé
statisteki imaju mortalitet 92%. Nedonoddd (bebe réene sa telesnom masom ispod 2,5 kg)
imaju mnogo véu Sansu da obole i imaju teze simptome (Urmenyir&nklin, 1961; Rance i
sar., 1962; Joker i sar., 1965; Adamson i Roge®811Kleiman i sar., 1981; Muytjens i sar.,
1983; Arsenii sar., 1987; Willis & Robinson, 198&zarowec-White & Farber, 1997b).

Enterobacter sakazakiinapadom na centralni nervni sistem uniStava tkipmveava
intrakranijalni pritisak. Sanacija zahteva drenazabacivanje cerebralne deosti, ponekad i
ugraiivanje posebnog ventrikuloperitonealnog stentaidsebzbeglo oStenje mozga. Do 20%
novoraienih, koji prezive infekciju s&. sakazakiima trajne nervne posledice sa (Gebremariam,
1998). Napadi koji ie na epileptine se javljaju u jednom od tri $lja meningitisa, a variraju
od konvulzija, do trzanja i po¢anja kranijalnog dela i ispdpnja fontanela (Muytjens i sar.,
1983 i Weir, 2002). U sltaju sepse bez meningitisa, smrtnost je manja (&kp thetutim, kod
takvih pacijenata razvija se nekioti enterokolitis.

Osim ovih specifinih infencijg E. sakazakimoze da inficira rane, posle hirurskih zahvata ili
kod dijabetéara kod periferne vaskularne bolesti gde izaziwaarsijelitis (Reina i sar., 1989;
Dennison & Morris, 2002).
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Bowen i Braden (2006) su u cilju utiivanja faktora rizika sproveli studiju u koju jeldi
ukljuc¢eno 46 slaajeva infekcijakE. sakazakii Utvrdili su da je 40% inficiranih novodencadi
bilo poraieno carskim rezom, eliminidutime moguénost infekcije prilikom prolaza kroz
poraiajni kanal. Od ukupno obolelih, kod 92% nowieatadi kori€ena je za prihranjivanje
formula za odajad u prahu, a iz 68% u 22 ispitivanacglja infekcije iz tih formula je izolovan
E. sakazakii. Isti autori su utvrdili da se 87% izolaEa sakazakinije razlikovalo od klinikih

izolata kad su poredili biotip ili genotip.

ViSe autora je dokazalo da postoji velika povezammeiu konzumacije formule za odejd u
prahu i razvoja nekratnog kolitisa (Kosloske, 1984; Van Acker i sar., 200versen &
Forsythe, 2003). Bebe koje se hrane samo formulanodofad u prahu imaju 10 puta &e
Sansu da dobiju nekrotii kolitis (Lucas & Cole, 1990). U drugom istrazinju koje je
obuhvatilo 125 sléajeva novordenih beba, koje su dene antibioticima protivEnterobacter

vrsta,E. sakazakije bio uzr@nik u 29% sldajeva (Chan i sar., 1994).

Kod nekroténog kolitisa smrtnost je 10-55% (Peter i sar., }989nfekcija izaziva ishemiju,

kolonizaciju i prodor bakterija kroz gastrointesiim trakt, sa velikim pouwanjem proteina

unutar lumena, Sto je posledica konzumiranja foenrad odajad u prahu (Ilversen & Forsythe,
2003).

Nekroticni kolitis se javlja samo kod beba sa nedovoljrevijanim crevima (Bell i sar., 1978).
Osim toga, dodatni faktori koji doprinose nastamakrotcnog enterokolitisa su: peritonealne
infekcije, bebe koje se d¢aju sa jako malom kilazom zbog drugih faktora, bbleijalinskih
omotaa, mali Apgar skor, umbilikalne infekcije posle ét@rizacije. Sistemski se manifestuje
kao: apnea, bradikardija, intermitentna temperasaratravaskularnom koagulacijom i mégn
septékim Sokom. Intestinalni simptomi obuhvataju abdoahie gteve i krvavu stolicu, mogu
ileus i pojava gasa u portalnoj veni. Postoje &ligima razvoja nekrainog enterokolitisa
(NEC), samim tim se menjaju patomorfoloSke promeneakozno zapaljenje gastrointestinalnog

trakta i peritoneuma, hemoragije, ishemije i nekr@occia i sar., 2001).

Mehanizmi koji dovode do ishetime nekroze creva nisu potpuno alinei. Zna se da u razvoju
ove zapaljenjske reakcij&estvuju faktor aktivacije trombocita (Platelet Aetiing Factor- PAF)
koji je fosfolipidni zapaljenjski medijator i TNE-(Tumore Necrosis Factor Alpha) - jedan od
citokina koji aktiviraju makrofage. PAF secliuz endotelijalnih¢elija, neutrofila, trombocita i

makrofaga kao odgovor na odeme stimuluse, kao Sto su endotoksini, hipoksija.
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LPS (Lipopolysaccaride factor) kod Gram negativingtkterija je dedelijske membrane, spada
u endotoksine i aktivira makrofage, leukocitelije endotela i epitela. Oslod@u se citokini,
TNF, Interleukini 1 i 8 (IL-1 i IL-8), PAF i slobad oksidativni radikali, koji razvijaju dalje
zapaljenjski proces. Jedan je od osnovnih faktarvaja septinog Soka jer dovodi do brzog
oslobatanja medijatora zapaljenjske reakcije po celom mmgau i to moze imati fatalni ishod
(Townsend & Forsythe, 2008).

S obzirom na pratavane sltajeve i znake nekratnog kolitisa, uvek postoji kompleks uzroka
koji dovode do karakterigtine klinicke slike: prehrana formulom za odagl, prerano rdene
bebe, ishemija i enteralno hranjenje. Nekimdim enterokolitisu novordercadi obiEno
predhodni enterokolitis izazvan uo¢bjenim bakterijamaEnterobacteriaceae, Klebsilella, E.
coli, ali se njihov broj u duodenumu paeena preko 10cfu/g (Hoy i sar., 2000). U toku
istrazivanja, ispitivana je mikrobiota creva ned@itaali (<1,5kg). Ispitano je 422 uzorka, od toga
je pola imalo pomenute bakterije a kod 13 nodertadi se razvio u toku ispitivanja nekiti

enterokolitis.

Boccia i sar. (2001) su ispitivali 17 ghjeva nekrotinog enterokolitisa u periodu od 1973. do
1999. godine. Srednja starost beba je bila 9,5,danwortalitet 6,25%.

U cilju odretivanja infektivne i letalne doze, kao i faktorawlencije C. sakazakiPagotto i sar.
(2003) izvrsili bioloski ogled na miSevima. Za i$panje sposobnosti stvaranja enterotoksina i
faktora patogenog delovanja miSevima su aplikanélaperitonealno i peroralno osam izol&ta
sakazakiiizolovanih iz hrane i jedan referentni soj ATCC529. Po zavrSetku eksperimenta
miSeve su Zrtvovali i ispitivali patoloSke promena crevima i nalal. sakazakiiu crevhom
sadrzaju. Od ispitivanih sojeva, 22% su sintetisatierotoksin, Sto je posle dokazano njegovim
uticajem na kulturi tkiva (uticaj naelije: CHO, Vero i Y-1). Jedan izolat je pokazao
citopatogeni efekat na sve ispitivaéeijske culture. Referentni s§. sakazakiiATCC 29544
nije stvarao enterotoksinC.sakazakiije vrlo lako prolazio kroz svéelije gastrointestinalnog
trakta, kao i kroz mikrovaskularnglije endotela mozga zahvaljduadhezinu (Mange i sar.,
2006).

Kothary i sar. (2007) su utvrdili da metalo-prot@aenzim koji sadrzi cink,destvuje u adheziji
bakterije zacelije. Ovaj enzim je kodiran nukleotidnom sekvenc@iPX) koja je ista za sve

ispitivane sojeve (135 sojeva). U eksperimentu imedkom héku su utvrdili da je metalo-
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proteaza aktivnha prema azokazeinu koji se nalaanatau jajnih ¢elija. Na osnovu rezultata iz
navedenog eksperimenta su predpostavili da postogunost prelaska barijere iz krvi u
mozdanecelije ili da metalo-poteinaze imaju ulogu u unigaja celija u toku nekgnog

enterokolitisa.

Hunter i sar. (2008) su utvrdili povezanost velkd@icine interleukina-6 i apoptozéelija tek
rodenih pacova, i smatraju da je isti mehanizam patogelelovanjaC. sakazakiu slitajevima
nekrotiénog kolitisa novordencadi. Za bolje vezivanje i prolaz kr@elije C. sakazakikoristi i
citoskeleton domana (aktivne filamente i strukturne mikrotubule)iiK & Loessner, 2008)C.
sakazakiikoristi i citoskeleton dontana (aktivne filamente i strukturne mikrotubule)jgnira
kroz mikrovaskularnéelije endotela mozga lakSe nego kroz epitéklge mozga i za to koristi
membranski protein A (ompA) i izaziva naruSavanjadg mikrotubula (Singamsetty i sar.
2008).

Adegbola i Old (1983) su opisivali sposobnost hdotawacije fimbrijalnog dela roda
EnterobacterFimbrije su najeXe pre&nika 7-8 nm, manoza i hemaglutinin pozitivne, skkima
brojem predilekcionih mesta za vezivanje antitefaodetka antigen-antitelo reakcija. Proteaza,
fosfataza i lipaza mogu doprineti citopatogenonswe) nacelije domaina.

Lipopolisaharid koji stvar&. sakazakije termostabilan i omogava uzréniku laksi prolaz iz
digestivnog trakta u krv, tako da péawa mogtnost nastanka teze klikie slike koja se javlja
kod bakterijemije i posle prolaza barijere iz krui mozak (Townsend i sar. 2007).
Lipopolisaharid izolovan iz lipopolisaharidnog oratat C. sakazakii je pokaznao tok&ano

dejstvo na NZzelije, 5to je dokazano MTT testom (Iversen i s2004e).

Kod 75 uzoraka formula za oded u prahu od 31 razitih proizvadaca iz 9 zemalja je
potvideno prisustvo endotoksina od 5.5 do 40 X iernacionalnih jedinica u gramu
(Townsend i sar., 2007).

Letalna doza od f@&fu/po misu je odréena posle intraperitonealne aplikacije. Ovaj maxel
teSko moze pretanati za humanu populaciju i danas se smatra @ktimha doza, kada s€.
sakazakii uneseer os varira od 16do10® cfu (FAO/WHO, 2004).

2.2.2. Epidemioloski podaci i prijavljene infekcije

Prva dva dokumentovana &hja meningitisa novodentadi su bila 1958. godine (Urmenyi &

Franklin, 1961). U to vreme, ova infekcija je opiaakao neoldan slkaj izazvan sa
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Enterobacter vrstom koja stvara pigment. Oboleldyjeje dece, a bolest se zavrSila @mrz
promenjenih tkiva preminule dece (mozak, cerebrdrost, bronhijalni brisevi i tkiva slezine)
izolovan jeE. sakazakii. E. sakazakiije izolovan iz briseva uzetih 7 dana posle icfgkiz
okoline kao i iz inkubatora. Kligki izolat je pokazao blago ¢enje pigmenta na 37°C, ali je na
sobnoj temperaturi formirao jako Zuto obojene kgéorako je Pangalos joS 1929. godine opisao
slwtaj septikemije izazvane koliformnom bakterijom kejaara Zuti pigment, danas se kao prvi
slutajevi meningitisa novoreniadi izazvanih E. sakazakiprihvataju, opisani i dokumentovani

slutajevi iz 1958. godine (Urmenyi & Franklin, 1961).

Broj slwcajeva koji su prijavljeni kao infekcija s@. sakazakiije mali, smrtnost je velika.
Poslednjih godina, broj prijavljenih infekcija sevyatava. Procenadestalosti bolesti izazvane
invazivnim Cronobacterspp, uraiena na osnovu izveStaja, CDC upita FoodNet sajo8&D

za 2002. godinu., pokazuje da je procenjet@stalost oboljenja 4 sigja sa 1 invazivnim
slicajem na 100 000 dece godisnje. U prikazanim dostugodacima je navedeno da su u
pitanju sporadini slutajevi. Na primer, uz podatke dostavljene sa Fiipie navedeno da su to
slucajevi evidentirani u drzavnim bolnicama jer su saom® u obavezi da prema programu
laboratorijskog nadzora evidentiraju sve pdéne sldajeve bolesti. U izveStajima iz Marske
se navodi da j€ronobacterspp. u periodu iznde 2002. i 2006. godine izolovan u 25 do 29
sliéajeva infekcija ljudi. U pet sliajeva su to bila deca ndla od godinu dana, od kojih je jedno
dete bilo starosti 6 do 12 meseci (FAO / WHO, 2006)

U Velikoj Britaniji je sakuplieno najviSe podatak@ni nisu prikupljeni tokom sistematskog
nadzora, vé u naknadnim revizijama klitkih sluajeva koji su opisani simptomimad&iim sa
simptomima u sléaju infekcije bakterijomC. sakazakii Od 570 infekcija, laboratorijski je

potvrdeno 15 infekcija kod male dece (8 izvesStaja).

Razvoj metoda za izolacif@. sakazakjikao i nova saznanja o zZ1@u ove bakterije za zdravlje
novorodjeradi, povéano ispitivanje klintkih materijala u sléajevima oboljenja novoteniadi
sa simptomima do kojih dovodl. sakazakisu doveli do pou&anja broja prijavljenih skajeva
oboljenja novordercadi. Kod nedona&di u intenzivnoj nezi, incidenca pojave infekegste na
9,4 sliaja na 100 000 dece godiSnje. U Tabeli 2.2.1. sedeni potvdenih infekcija u Velikoj
Britaniji u periodu 1999-2007. godine.
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Tabela 2.2.1.Laboratorijski potwieni slitajevi infekcijaCronobacterspp. u Velikoj Britaniji

(Engleska, Skotska, Vels i Severna Irska) u perib@d9-2007. godine prikazani po starosnim

grupama

S:jg‘;sna 1999 | 2000| 2001| 2002 2008 2004 2005 2006 2007  Ukupno
<1lgod* |0 0 1 3 5 1 3 2 0 15
ld4god. | 2 3 4 2 1 0 0 3 1 16
5-9god. | 1 1 0 0 2 0 0 0 0 4
10-14g | 1 2 0 1 0 2 1 0 0 7
15-44 8 9 7 6 13 | 10 | 10| 10| 6 79
45-64 9 17 | 16 | 27 | 22 | 19 | 13| 29| 11 163
65-74 11 13 | 13 | 12 | 23 | 21| 6 9 11 119
75+god | 16 5 19 | 14 | 15 | 23| 23| 22| 15 152
Nepoz. 1 1 6 4 2 0 1 0 0 15
Ukupno | 49 51 | 66 | 69 | 83 | 76 | 57| 75| 44 570

* Ukljuceni su podaci za od&gd mlaiu od 1 meseca, Izvor podataka: Health Protectioandg (HPA); Health
Protection Scotland (HPS); Communicable Diseasgeslance Center Northern Ireland (CDSC (NI)

Za procenu &estalosti pojave infekcija kotigni su raspolozivi podaci iz Engleske i Velsa i

Filipina o sl&ajevima oboljenja sa laboratorijskom potvrdd@ronobacter spp. Podaci iz

Engleske i Velsa obuhvataju samo bakterijemijesuniporedivi sa podacima sa Filipina koji

obuhvataju sve infekcije izazvafgonobacterspp., Sto je prikazano u Tabeli 2.2.2.
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Tabela 2.2.2 Laboratorijski potuwieni slitajevi infekcijaCronobacterspp. u Engleskoj i Velsu u
periodu 1999-2007. godine prikazani po starosninpgma

Starosna e
grupa S 3885/3/3/8(2/8|8|8|8/8|5|F5
S|l lg|2|3|89|8]/|8f|Rl8]182]182]|&c153
<lmeseci 0 3 0 1 2 3 0 0 0 1 1 0 0 3 0 0 14
1-11mes | 1 1 1 3 2 2 1 0 0 0 2 p. | D P 0 18
149 0 2 4 2 2 3 2 2 2 3 2 0 0 q p | 27
5-9¢g 0 0 1 0 3 3 0 1 1 0 0 2 0 q @ 0 11
10-14 g 0 0 0 0 0 0 1 1 2 0 1 0 p 1 0 D 8
15-44 g 5 1 4 5 6 153 6 7 6 7 5 12 10 9 10 |6 114
45-64 g 4 1 8 15 8 26 21 8 16 14 20 20 (7 |10 |25 |922|2
65-74g 1 6 17| 8 20 18 14 8 11 9 9 17 PO |6 7 8 179
75+god.| 5 6 7 6 15 19 12 14 4 17 10 14 21 (20 |20 | 2P2
Nepoz. 2 2 0 0 2 2 3 1 1 5 4 2 d @ 0 D 22
Ukupno 18| 22| 42| 40 60 91 6D 42 43 56 b4 69 |71 |49 |66 | 819

Izvor podataka: Health Protection Agency, Centellriéections Environmental i Enteric Diseases

Ostale infekcije novorencadi su prijavljivane u viSe drzava u svetu: Dangkeker i sar.,
1965), Geka (Arseni i sar., 1985), Island (Biering i sar989), Nema&ka (Ries etal., 1994),
Izrael (Bar-Oz i sar., 2001 i Block i sar., 2008plandija (Muytjens i sar., 1983), Spanija (Reina
i sar., 1989), Kanada i Belgija (Van Acker i s&001) i Sjedinjene Amatke drzave (Monroe i
Tift, 1979; Kleiman i sar., 1981; Willis & Robinsph988; Simmons i sar., 1989; Noriega i sar.,
1990; Gallagher & Ball, 1991; Burdette & SantosP@OHimelright i sar., 2002; Lai, 2001 i
Weir, 2002). U sliajevima u SAD, postpodajne infekcije ovim uzrénikom prijavljene su u 9
drzava. Iversen i Forsythe (2003) su ustanowlij@ 76 prijavljenih sléajeva Sirom sveta u
periodu od 1958 i 2003. godine, bilo izazvano ovamterobakterijom. Faktori koji su doprinel

razvoju tezih simptoma i razvoju infekcije su imsnopresija, réenje deteta pre termina i mala
telesna masa (Himelright i sar., 2002).

O tezini i posledicama bolesti novdeatadi izazvanihE. sakazakiu literaturi jeopisano viSe
slucajeva. Joker i sar. (1965) su prijavili &y meningitisa novortercadi, izazvan atignom
bakterijom rodeéEnterobactey koja stvara zute kolonije na ¢him podlogamaEnterobactere
izolovan sa 3 mesta iz cerebrospinalnsadsti, ali ne iz u krvi, grla i fecesa. Dete se rapdo
posle 27 dana i optusteno je iz bolnice. Sa napanfmeseca primljeno je opet u bolnicu sa
konvulzijama, i porem@jem rada mozga Sto se pokazalo na encefalogranmerjena je
agresivna terapija antibioticima u kombinaciji ptemicin, hloramfenikol, ampicilin,

sulfadiazin, sulfadimidin, sulfamerazin i sulfakoimbdete se oporavilo sa 4 mesecagdutien
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pretrpelo je jaka oStenja nervnog sistema. Joker i sar. (1965) nisui uzelbzir da se dete
hranilo zamenom za mleko u prahu i meningitis sipigali posledici komplikacija od

dugotrajnog pordaja.

Monroe i Tift (1979) su kod novodenceta, male telesne mase od 2,6 kg, sedam danaignjuo
utvrdili bakterijemiju izazvanu sd&. sakazakiiDavanjem ampicilina su ublazili simptome. Ovo
je prvi slitaj gde su se razvili samo simptomi bakterijemigepsriodom inkubacije od 6 dana, a

da se nije razvio meningitis.

Kleiman i sar. (1981) su prijavili staj deteta starog 5 nedelja, koje je pokazalo znake
meningoencefalitisa i cerebralnih Supljina, izagiéa pulsiranje i povéan pritisak u predelu
fontanele i jake nervne napade. Detetu su dati @hmpi gentamicin i stanje se popravilo, dete je
otpusteno iz bolnice. Dva meseca kasnije, dostlmjpovéanja lobanje deteta, pa je morao da se
ugradi ventrikulo-peritonealni stent. Dete je pvei, ali sa teSkim polsedicama usporenog

nevnog razvoja.

U periodu od Sest godina, za 8 réitilh neonalnih meningitisa je dokazano da su kdizvani sa
E. sakazakjiod kojih je kod 2 bilo i skkajeva nekrotinog kolitisa. Bakterija je izolovana iz
cerebrospinalne teosti i krvi kod svih 8 pacijenata, od kojih je ddateta pordeno carskim
rezcom. Takde je dokazano za 4 novaenieda da nisu inficirani u podajnom kanalu
(Muytjens, 1985). Dvadeset tEnterobacterizolata je prondeno u cerebrospinalnojdeosti i
mozdanom tkivu od analiziranih 6 pacijenata, odrkyg 8 biloE. sakazakiiOd ostalih 15 je bilo
E. cloacaga manjeE. agglomerans E. aerogenes

U slwaju meningitisa izazvandg. sakazakiipakterija je izolovana iz cerebrospinalnéntesti i
hrane pripremljene za odajd. Analizom rezultata utéeno je da su izolak. sakazakiiz hrane
pripremljene za odoad i cerebrospinalne deosti identtni. Autori ovog rada smatraju da je
jedan od izvora kontaminacije hrane za ¢ddjloSa higijena pri pripremanju hrane. U svojim
kasnijim studijama autori navode da od kada sesk@amo sterilan pribor za pripremu hrane za
odojiéad u narednih 8 godina nije prijavljena nijednakuija seE. sakazak{Muytjens & Kollee,
1990)

Arseni i sar. (1985) su prijavli slaj septikemije novordencadi izazvane s&. sakazakiii K.
pneumoniaeu intenzivnoj jedinici déje bolnice. Dete je rdeno pre termina a septikemija se

razvila za 3 dana. Iz pagnog katetera je izolovah. sakazakiia obebakterije su bile u krvi.
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Ova 2 izolata su bila potpuno rezistentna na amiapichetilmicin, cefotaksim i amikacin. Dok je

ovo dete bilo na terapiji, joS par dece je biladiméno, ali su imali jako blage simptome.

Na Islandu su opisana tri $lja meningitisa kod decedene bez komplikacija, od kojih je jedno
dete bilo staro preko 3 mesec (Biering i sar., J98@dno dete je ¢eno kombinacijom
antibiotika i prezivelo je uz ogromne posledice dhplegije i mentalne zaostalosti. Drugo dete
je imalo Daunov sindrom i umrlo je petog dana pdergu od komlikacija infekcije s&.
sakazakii.Kod treteg deteta, enog antibioticima, doslo je do usporenog razvojojave
nervnih napada. Svo troje dece je hranjeno hrananodofad u prahu, koja im je davana
najkasnije 2 sata posle pripreme. Iz briseva uzetilambijenta gde su boravila deca nije
izolovanE. sakazakiilz jednog uzorka hrane pripremljene za ¢ddj koja je drzana u frizideru,
izolovan je E. sakazakiiU cilju utvrdivanja izvora infekcije ispitano je viSe partijehrérirane
hrane za oddpd koja je inkubirana 4 sata na 36°E. sakazakiije izolovan iz 5 raztitih
rehidriranih partija hrane za odagd. Ponovnim ispitivanjem hrane za a@m u prahu je
utvrdeno prisustvo koliformnih bakterija, od kojih jejwide bilo E. cloacai E. agglomerans. E.
sakazakiije izolovan i iz urina, kao i iz analnog brisaatatstarog 3 dana koje je imalo atipe
simpome. IzolatiE. sakazakiiz rekonstituisanéirane za oddpd, 22 od 23 izolata i izolovani u
sluitaju oboljenja dece su pripadali istom biotipu, &kaotski i plazmidni profil su bili identini
(Clark i sar., 1990). Na osnovu rezultata dobijemifstrazivanjima je utdeno da je hrana za
odokad u prahu bila izvor infekcije dece. Razvoj sinmpéoi tezina bolesti su zavisili od viSe
faktora. U prilog ovoj konstataciji ide i podatak de nije razboleo brat blizanac jednog od
obolele dece iako su se hranili istom hrand®matra se da je u ovom &iu doSlo do
umnoZzavanjeE. sakazakiiu pripremljenoj hrani za od&gd koja je ostavljena duze vreme pri
temperiri 35-37°C.

U slwéaju oboljenja 2 deteta, starosti 4 nedelje i 8 dalw#lo je do razvoja meningitisa sa
nervnim posledicama i do razaranja mozdanog tkig&p su oba deteta primala terapiju
moksalaktamom. U ovim stajevima nije utwien izvor infekcije dece (Willis & Robinson,
1988).

lzvor kontaminacije hrane pripremljene za @@dof moze da bude i blender za pripremu hrane o
¢emu ima nekoliko podataka u literaturi. Simmonari $1989) su opisali epidemiju septikemije i
meningitisa koja je povezana sa kontaminiranom dmarza odajad u kojoj je dokazark.
sakazakiiu broju od 8 cfu/100 g i 48 cfu/100 g. Epidemigahjila kod nedon@adi koji su vé

imali simptome bakterijemije, septikemije, infelcijrinarnog trakta, gastrointestinalnog trakta
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i krvavu stolicu i proliv. Posle sprovedene istragevrdeno je da je kontaminacija nastala pri
pripremi hrane za od&éd u blenderu, Sto je potieno na osnovu rezultata dobijenih
mikrobioloskim ispitivanjem brisa uzetog iz blendenz brisu uzetog iz blendera izolovaniisu
sakazakii, E. cloacad@’>seudomonas fluorescen®seudomonas maltophili&zolati E. sakazakii
izolovani u sldaju obolele dece i izolat iz brisa uzetog iz bleadsu imali iste enzime i isti
plazmide. Infekcije su prestale kada s&gdoza pripremom hrane za odafl da koriste samo
sterilisane blendere (Clark i sar., 1990). Noriegar. (1990) opisuju staj 6-meseéne bebe kod
koje doSlo do pojave septikemije i infekcije u eBgvnom traktu. 1z krvi su izolovalk.
sakazakii i Leuconoctoc mesenteroidessle terapije ampicilinom i vankomicinom infekcj@
eliminisana. Iz blendera u bolnici, koji je sluza rekonstituisanje hrane za athg u prahu su

izolovane obe bakterije.

Gallagher i Ball (1991) su opisali sl deteta kod kojeg su se razvile komplikacije edsdana

od radenja. 1z krvi obolelog deteta je izolov&n sakazakii terapija je sprovedena sa visokim
dozama ampicilinom i cefotaksimom. Ultrazvuk i s&keglave, koji su rdeni 4, 6, i 20 dana po
rodenju, su pokazali ozbiljna krvarenja, absceseadesija mozga. Posle 28 dana terapije, stanje
se popravilo i dete je otpusSteno iz bolnice. Sa@adna kasnije, dete je opet doslo u bolnicu sa
simptomima meningitisa i skener glave je pokazalkwekranijalnu cistu iz koje je izolovan

Staphylococcus aureus

U Bostonu je u periodu izda januara 1995. godine i decembra 1996. godinavijeno pet
slicajeva infekcije izazvanih s@. sakazakii. U epidemiji je obolelo jedno dete od 3 godine i
starije osobe od 39, 73, 76 i 82 godine starosi, (R001). Svi oboleli u ovoj epidemiji sude
bolovali od neke primarne bolesti i pripadali suumkompromitovanim grupama. Samo 2

najmlaia pacijenta su prezivela uz terapiju sa gentammsjraefotaksimom i klindamicinom.

Van Acker i sar. (2001) su opisali 12 &jeva nekrotinog enterokolitisa koji su se dogodili u
Belgiji 1998. godine. Kod 4 obolela deteta mor&ala se radi operacija, a 2 blizanca su umrla u
bolnici na intenzivnoj nezi. Svih 12 pacijenatakjaristilo hranu za oddad u prahu. Iz krvi,
creva i briseva Sestoro obolele dece je izolokasakazakiilz preostalih pakovanja hrane za
odokad izolovano je 14 izolata koji primenom PCR metogdom@u prajmera ERIC2
(enterobacterial repetitive intergenic consensusfindentifikovani kaoE. sakazakii

Burdette i Santos (2000) su opisalicsluu Winston Salem, SAD, devige teSke 3,3 kg, dene
u 35 nedelji trudnée, kod koje se posle 6 dana javio apsces na modgoka temperatura,

nervni napadi. Skenerom glave je zapazena nepoatifrontalne regije mozga, a magnetnom
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rezonancom su &aije locirane lezije i SupljineE. sakazakiije izolovan iz cerebrospinalne
tecnosti i krvi obolele devdjce. Posle primene terapije ampicilinom, cefotaksim i
intravenozno baktrimom, utana je kraniotomija i drenaza gnojnog apsecesarddirdnom
sadrzaju je dokazaB. sakazakiiOvo je bilo prvi put da je neko direktno iz apscesamozgu

izolovaoE. sakazakii.

Bar-Oz i sar. (2001) su prijavili viSe ghjeva meningitisa novodercadi u lokalnoj bolnici u

Izraelu. Obe bebe su imale malu telesnu masu ¢genjo (ispod 2 kg).

Himelright i sar. (2002) i Weir (2002) opisuju 20@odine veliku epidemiju u Tenesiju u kojoj
je obolelo 49 novordentadi sa simptomima nekrotiog enterokolitisa, 10 sa septikemijom. U
jednom sldaju meningitisa, iako su devet dana davani antbiantravenski, nastupila je smrt.

Iz uzoraka stolice sedmoro dece, kod koje se @igili gnaci bolesti, izolovan j€. sakazakii

Vertikalni put transmisije (sa majku na dete) jeorsk iskljucen, jer takvi sltajevi nisu
zabeleZeni, a i kod nekih Zena koje suime@zornicima infekcija genitalnih organa ima(.
sakazakii nije bilo prenoSenja na novaleniad. Takde se i smatra da skoro ne postoji
moguwnost prenosa infekcije kontaktom izdoe 2 osobe, osim Sto se ne moze iskiju
kontaminacija okoline od strane osobe koja je nid necin nosilac bakterijeC. sakazakiji pa

samim tim, indirektno unakrsna kontaminacija druggioba.
2.3. Antibiotska terapija

Ucestalo davanje koktela antibiotika u bolnicama i drim slwajevima doprinelo je razvoju
multi-rezistentnih sojeva svih bakterija, kao i teaka iz rodaEnterobacter(Landry i sar., 1991;
Ehrhardt & Sanders, 1993; Wust i sar., 1994; Bandersar., 1996; Pitout i sar., 1997; Sakata &
Maruyama, 1997; Sanders & Sanders, 1997; Henaas,i2001 i Huang i sar., 2001).

Efektivna terapija na rezistentne sojeve je ogem, a ndese se primenjuju fluorokinoloni i
karbapenemi (Sanders & Sanders, 19%/)sakazakiima veu osetljivost na antibiotike od
ostalih Enterobactervrsta, pa je osetljiv na aminoglikozide, ureidopdme, ampicilin i
karboksipenicilin (Monroe & Tift, 1979; Farmer irsal980; Adamson & Rogers, 1981; Jimenez
& Gimenez, 1982; Muytjens & Van der Ros-van De Rep@86; Willis & Robinson, 1988;
Hawkins i sar., 1991; Nazarowec-White & Farber, 499Ispitujiti osetljivost na antibiotike 10
izolata E. sakazakii,Farmer i sar. (1980) su utvrdili minimalne inhibite koncentracije za

hloramfenikol (4—8.g/ml) i za ampicilin (2—4.g/ml).
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Ispitivanjem osetljivosti na antibiotike 24 izolafa sakazakiprimenom disk difuzione metode,
Lai (2001) je utvrdio da je 96% ispitanih izolati#olosetljivo na nalidiksinku kiselinu (30Qg),
100% na gentamicin (1@), 92% na streptomicin (4@g), 100% na kanamicin (3@3), 87% na
tetraciklin (30ug), 100% na hloramfenikol (3Qg), 100% na ampicilin (1Qug) i 87% na
karbenicilin (100ug).

E. sakazakiiinfekcije se najviSe tretiraju ampicilinom u komdaaiji sa gentamicinom i
hloramfenikolom (Lai, 2001). Terapija ampicilin-gamicin je vazéa najbolja kombinacija
(Willis & Robinson, 1988).

E. sakazakii je postao rezistentan naitav spektar penicilina i cefalosporina zbog dmaosti
sojeva da lte p-laktamazu(Lai, 2001). Zbog toga su peli da se primenjuju antibiotici tte
generacije cefalosporina u kombinaciji sa aminaglilima ili trimetoprim-sulfametoksozolom
(Lai, 2001; Weir, 2002). Lai (2001) je opisao 5 lata E. sakazakiiinfekcije koji su bili
rezistentni na cefazolin, ampicilin, cefotaksimftaeidim, piperacilin-tazobaktam, gentamicin,
ofloksacin i cefuroksim. Jedan soj, izolovan u¢aju oboljenja 76 godina stare osobe, bio je
osetljiv samo na kombinaciju trimetoprim—sulfamesakol i aminoglikozida. Drugi soj izolovan
od istog pacijenta, bio je osetljiv nadveomenute kombinacije antibiotika u kombinaciji sa

kinolonima.

Pitout i sar. (1997) su ispitali 8 izolakasakazakiina prisustvo p-laktamaze i osetljivost na:
ampicilin, ampicilin—sulbaktam, amoksacilin—klavagku kiselinu, tikarcilin, tikarcilin—
klavulansku kiselinu, piperacilin, piperacilin—tdnadktam, aztreonam, cefalotin, cefazolin,
cefoksitin, cefotaksim, cetriaksazon, ceftazidirafepim i imipenem. Svi sojevi kod kojih su
dokazali B-laktamazu su bili osetljivi na ampicilin, cefaloti cefoksitin, dok je divlji sojE.
sakazakiibio osetljiv na ampicilin, cefoksitin i cefalospog. Svi ispitani izolati su imali istu

“Bush” grupu B-laktamaze (cefalosporinaza).

Block i sar. (2002) su ispitivali klitke izolateE. sakazakiod 6 novordercadi i starije dece i

kod svih su dokazali grupuftlaktamaze (cefalosporinaza).

Nazarowec-White i Farber (1999) su ispitali 17 gajE. sakazakii Pet klintkih izolata i svi
izolati iz hrane su bili rezistentni na cefalotngsetljivi na ampicilin, cefotaksim, hloramfenikol

gentamicin, kanamicin, tetracikline i streptomicin.
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Muytjens i sar. (1983) opisali slaj infecije klinickim sojemE. sakazakiikoji je u in vitro
uslovima bio osetljiv na ampicilin, gentamicin, Fdmfenikol i kanamicin, ali je ipak u 6 od 8

klini¢ckih slucajeva, terapija bila bezuspesSna i pacijenti suiumrl

Muytjens i van der Ros-van De Repe (1986) su ibpiaetljivost E.sakazakiina 29
antimikrobnih lekove. Od 195 izolata.sakazakji157 je bilo poreklom od pots#enih klinickih
slitajeva. NajviSe je izolata poticalo iz respiratorti@kta (35), zatim iz digestivnhog trakta (31),
sa instrumenata i opreme (21), iz cerebrospinadéeosti (17), povrSinskih rana (12), iz urina
(9), iz gornjeg dela respiraratornog trakta (9% ikrvi (5). V&ina (90%) ispitanih izolatd.
sakazakiije bila osetljiva ha male koncentracije antimikmgblekova € 8 ug/ml). Izolati E.
sakazakiisu bili osetljivi na hloramfenikol (1@g/ml), cefaloridin (16ug/ml), cefsulodin (32
ug/ml), cefalotin (> 128.g/ml) i sulfametoksazole (> 128y/ml). Koncentracije antibiotika za
inhibiciju 90% E. sakazakiisojeva su bile viSe od dva puta manje nego oneelmo¢ zakE.
cloacae.Kleiman i sar. (1981) su opisali ghj infekcije kod devajice stare 5 godina, koja je
imala meningoencefalitis, a izolat je pokazao tenigost na cefalotin u dozi od L§/ml. Nagvi

i sar. (1985) su uspesno igleinfekciju E. sakazakiipomaiu cefotaksima.

Willis i Robinson (1988) su detaljno opisali 2 iatd E. sakazakiiizolovanih u sldaju
meningitisa potpune rezistencije na terapiju péinigentamicin. Uspeh u terapiji je postignut
kada je u terapiju uklgen moksalaktam. Block i sar. (2002) su zakljuda nema posebne
preporiene terapije, vese za svaki stiaj odreiuje terapija posebno po tezini simptoma i na

osnovu antibiograma.
2.4. Uticaj temperature na C. sakazakii

Za ispitivanje mogénosti rastaC. sakazakiina razl€itim temperaturama, kod&ni su razliti
supstrati, ukljdujuéi i rekonstituisano mleko u prahu za othaj. C. sakazakimoze da raste u
Sirokom temperaturnom opsegu od priblizno 5,5 d@C4'Rast ove bakterije se udvosiije u
temperaturi inkubacije od 37°C za oko 20 minutaauwisnosti od vrste (Nazarowec-White &
Farber, 1997a; Breeuwer i sar., 2003; Iversen.j 8804a, 2004c; Kandhai i sar., 2006). Uticaj
temperature na stopu rasta opisan je proSireninenkon kvadrata po modelu Ratkowsky i
sekundarnom Rosso jedir@om. Rezultirajge minimalne i maksimalne temperature rasta
dobijene ovim jedn&inama iznose 3,6°C i 47,6°C (Kandhai i sar., 200@mperatura 3,6°C je
viSe teorijska granica, a rast na toj temperatue e prakiino pokazao u vremenski

ograntenim eksperimentima. U istoj studiji, spori raskiesije C. sakazakiiu formuli za
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odoiad u prahu, kao i na podlozi za obéggaje, istrazena je detaljnije i pokazalo se da na
optimalnoj temperaturi za rast, bakterije brz&ipju da rastu nakon rekonstitucije, a odlaganje
rasta bilo je priblizno 1,7 sata na 37°C. Ovo odlgg u podlozi za oboganje &igledno nije lag
faze izolata. Zn&j ovih karakteristika u vezi sa rastom ubrzo stilueksperti institucija kao
Sto su Evropskog udruZenja za pedijatrijsku gasteyelogiju, hepatologiju i nutricionizam,
Food Standards Agencyelike Britanije, Food and Drug AdministratiorSAD-a i Svetske
zdravstvene organizacije. Ove insistucije su dalaekketna uputstva za pripremu mleka u prahu,
kako bi se spkgo rast C. sakazakiinakon rekonstitucije, npr. mleko u prahu za pretra
odojéadi bi trebalo da bude sveZe pripremljeno neposrguta hranjenja bebe (Agostoni i sar.,
2004; Food Standards Agency, 2005; Organizacijdraau i poljoprivredu -FAO i Svetska
zdravstvena organizacija -WHO, 2008).

Farmer i sar. (1980) su ispitivali 57 izoldEa sakazakii svi su pokazali rast na 25°C i 45°C.
Nijedan izolat nije rastao na 4°C ili 50°C, dokna temperaturi od 47°C, 7 (12%) ispitanih
izolata i dalje uvéavalo svoju populacijuC. sakazakii i Klebsiellpneumoniaerastu brze u
rekonstituisanoj formuli za od&gd odPseudomonas aeruginosa, E. coli, Staphylococcususr
Mycobacterium terrad Candida albicans(Kindle i sar., 1996). Nazarowec-White & Farber
(1997c¢) su pokazali da svih 12 ispitanih sojBvaakazakiraste na temperaturama izine41°C

i 45°C. Breeuwer i sar. (2003) su ispitivali 22 &8} sakazakjii svi su pokazali rast u BHI

bujonu na 47°C.

Brzo hlatenje formule za od®éad posle rekonstitucije, jedan je od najboljigina za suzbijanje
rasta bakterijee. sakazakii Da bi se dobile informacije o potencijalu raktasakazakitokom
hladenja i skladiStenja, izmerena je stopa smanjivéejaperature u mleku u prahu za adaoi
(Kandhai, 2006). Rezultati ove studije pokazujualnstitucija na 40°C, a kasnije i skladiStenje
u standardnim friziderima u dodiastvima, nije zaustavilo povanje od skoro 1-log jedinice
bakterije E. sakazakiiu roku od 24 sata. Osim toga, kodgje vée gramaze istog uzorka
rekonstituisane formule znatno je produzilo vrerargbno da se dostigne temperatura frizidera i
samim tim se pov@la mogénost za raskE. sakazakii Opstanak raalitih izolata E. sakazakii
ispitan je na temperaturi od 4°C (Breeuwer, 2008). petri pl@i pri temperaturi od 4°CE.
sakazakiikolonije opstale su kéa od kolonijaE. coli, Klebsiellaspp. iSalmonellaspp., ali su se
ipak odrzale najmanje 140 dana. Wnej podlozi, kada je za eksperimentalnu kontamjoaci
koris¢ena kulturaC. sakazakiu stacionarnoj faziC. sakazakije ostao odrziv na 4°C duze od

e

eksponencijalnoj fazi pri temperaturi od +4°C b@hj sakazakiisu lagano smanjivao tokom
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ispitivanja i 210. dana nije viSe bilo vitalnéklija koje su mogle da rastu na hranljivoj podl@zi,

pri temperaturi od 8°C. sakazakiije opstao duze od 210 dana.

Otpornost na toplotu bakterijg. sakazakiije bila tema istrazivanja nekoliko timova autora
(Nazarowec-White & Farber, 1997b; Breeuwer i s2003; Edelson-Mammel & Buchanan,
2004c; Iversen i sar., 2004a). Najvazniji zaétjuovih ispitivanja su da je otpornost na toplotu
izolata E. sakazakiiveoma razliita i da postoji, kako seini, podgrupa izolata sa &em
tolerancijom na toplotu (pro&ea D vrednost na 58°C je 9,9 min) u odnosu nainue
EnterobacteriaceadEdelson-Mammel & Buchanan, 2004b). U péata istrazivanju pokazalo
se da su sojevi u ovim termotolerantnijim podgruggmoizveli protein homologan proteinu u
termotolerantnoj bakterijMethyilobacillus flagellatus(Williams i sar., 2005). Ostaje da se
potvrdi da li taj protein zaista pot@va otpornost na toplotu. Rezultati ovih istrazjgasu
pokazali da se&te i najotporniji sojE. sakazakiibiti redukovan za viSe od 8-log jedinica
standardnim postupkom pasterizacije (15s na 7230GJno tome, smanjenje od 5-log jedinica
bakterije izrgunato je u studiji u kojoj j€. sakazakistavljen na 68°C na 16s (Nazarovec-White
i sar., 1999). Iz ovih podataka, eksperti Svetstieazstvene organizacije je zakljli da seE.
sakazakiibrzo inaktiviSe na temperaturama iznad 70°C, eljucsmanjenja rizika od nalaza
sakazakiiu rekonstituisanom PIF-u prepdrje korig€enje ove temperature pri pripremi infant
formula za oda@jad (WHO, 2004, 2006).

Rekonstruisana formula je posebno dobra podlogarasa bakterija rodaCronobacter
(Nazarowec-White & Farber 1997b; Iversen i sar.&2Q@urtler & Beuchat 2007) i zato postoji
velika potreba da se ova bakterija u potpunostiieiSe ili bar kontroliSe moguost rasta. Jedan
od n&ina smanjenja potencijalno prisutne bakterije umigli u prahu jeste upotreba vode za
rekonstrukciju mleka temperature preko 70°C, jerezultati istrazivanja pokazali da u ovim
uslovima moze do ¢e do redukcije broja za vise od 4 log cfu/ml (BdetMammel &
Buchanan, 2004c).

Jedna od modosti inaktivacijeC. sakazakiije i primenom monokaprilinom, obzirom da
rezultati ukazuju da je primenom monokaprilona naSavinu 5 sojeva u rekonstituisanim

formulama zaustavljen rast vegetativnih oblikaatalposle 24 sata inkubacije (Nair i sar. 2004).

Gurtler i Beuchat (2007) su dokazali antimikrobnktivanost sistema laktoperoksidaza na
uzorcima u koje su dodafironobactersojevi i inkubirani su na 21°C, 30°C i 37°C u fafama

za odofad u prahu.
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Kompletna inhibicija bakterija rod@&ronobacteru rekonstituisanim formulama za od&aj na
temperaturama od 12°C, 24°C i 37°C se moze ¢gpakidavanjem bakteriofaga, ali u visokim
dozama i do 1bbakteriofaga/ml. Alkohol, fenolna kiselina i kvatarna amonijgna jedinjenja
pokazuju razliite efekte na bakterije rodaronobacter koji zavise od vremena dejstva i kao i od
toga da li se bakterija nalaziu matriksu hraneli gana nekoj radnoj povrsini, da li je formirala
biofilm ili ne. Dezinficijensi koji se danas kotgsrutinski u bolnicama, menzama i kuhinjama u
vrticima, su potpuno neefikasni kada j& k@ bakterijama rod&ronobacter jer ne deluju na

biofilmove koji se stvaraju na povrSinama, pdisuflasSicama, itd (Kim i sar. 2007).

U toku proizvodnje formule za od@d, podaci ispitivanja otpornosti na toplotu pokazila C.
sakazakiinete preziveti prve postupke obrade, ukljpuci i postupak pasterizacije. Shodno tome,
treba naglasiti da je tokom proizvodnje neophodpeeidi kontaminaciju nakon postupka
pasterizacije, dakle unakrsnu kontaminaciju iz aknja fabrike ili preko suvih sastojaka koji se

dodaju u gotovu formulu nakon procesa pasterizacije

2.5. Otpornost na promene pH vrednosti

Nema mnogo objavljenih informacija o otporno€li sakazakiina kiselu sredinu. Modelne
projekcije Nestle istraziwkog centra pokazuju da minimalna pH vrednost zaudspton soja
bujonu sa HCI kiselinom na temperaturi od 30°C &noko 3,9 (Lambert-Legace, 1982).
Medutim, pri ovoj kiselosti vreme za tiavanje rasta je bilo veoma dugo (> 5 dana da pustig
opticku gustinu od 0,2 pri 600 nm, §@v od nivoa inokulacije Pocfu/ml). Tek pri pH od 4,3
pocetak rasta je u@n posle 20 sati. Ipak, u pirirdm Zitaricama za prehranu odagli
rekonstituisanim u soku od jabuke pri pH od 4,3308C, rastE. sakazakiinije mogao biti
detektovan tokom 72h (Richards i sar., 2005). OCavovg¢rovatno posledica prisustva drugih
faktora inhibicije (npr. jabtne Kkiseline) u rekonstituisanoj mesSavini Zitaridd. praksi,
poveavanije kiselosti je koncept koji se dobro pokazasuzbijanje rasta patogenih bakterija iz
familije EnterobacteriaceaOvo je ilustrovano u ispitivanju patogenih bakge(ukljucujuéi i C.
sakazakii)u mleku u prahu za prehranu othgji. Pokazalo se da kiselost dobijena dodavanjem
mlecne kiseline (ili fermentacijom) na pH < 5 ima snadvakteriostatsko dejstvo (Joosten &
Lardeau, 2004).
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E. sakazakii je pokazao otpornost na niske vrednosti pH. Edelddammel & Buchanan
(20044a) su ispitivali 12 sojeva. sakazakiu tripton soja bujonu kome je smanjena pH na 3,0 i
3,5 dodavanjem HCI. Deset od 12 sojeva je smasyit broj za manje od 1 log jedinice posle 5
sati na 37°C; na pH 3,0 smanjenje je bilo za %@ log cfu/ml. Nije dokazana veza izine
termorezistnosti ispitivanih sojeva i otpornosti néske pH <3,0 (Edelson-Mammel &
Buchanan, 2004c).

Skladal i sar. (1993) su ispitivali fermentacijueké kome je dodato 10 — 15 cfu kultute
sakazakiiu 500 ml mleka i inkubirano je na 30°C. Pratilipmomene pH, Ieenje L-laktata i D-
laktata.E. sakazakije brzo fermentisao mleko, smanjéijpH od 6,6 do 5,6 za manje od 20 sati.
Za to vreme, koncentracije L-laktata i D-laktatadestigle 0,40 mM i 10,7 mM.

2.6. Lipid A

Lipid A je hidrofobni deo lipopolisaharida spoljneembrane gram negativnih bakterija (Wang &
Quinn, 2010). U okviru njega se nalazi TLR4/MD2eptor koji je pokret&imunog sistema,
ucestvuje u inicijaciji zapaljenjske reakcije dovéddo preterane produkcije citokina koja moze
dovesti do septkog Soka (Miller i sar., 2005; Triantafilou, M.& iintafilou, K., 2005; Raetz i
sar., 2006).

Cronobacter sakazaksgintetiSe 2 vrste lipida A, ali tie joS nije t&no definisan (Zhang i sar.,
2010; Chen i sar., 2011). Cai i sar. (2013) suilotkigena koji su odgovorni za sintezu lipida A:
ESA02293, ESA02951 i ESA01386 koji kodiraju Kipe aciltransferaze koje omagavaju
biosintezu lipida A. Oni su takle i dokazali da su broj i duzina acil lanaca udipA vazni za
prepoznavanje i vezivanje za TLR4/MD2 receptor piplcsaharidnog omota, ove
aciltransferaze mogu da se koriste za pawanje imunog odgovora na prisustvo bakte@je

sakazakii.

2.7. Opstanak C. sakazakii u mleku u prahu za prehranu odogadi

OpstanakC. sakazakiiu PIF i njegov potencijal razmnozavanja u rekibuiseanom mileku u
prahu povéavaju rizik oboljevanja kod odégdi. Jedan od pokazatelja Ha sakazakimoze da
opstane pri niskoj aktivnosti vode je njego¥esta izolacija iz formule za oded u prahu
(Muytjens i sar., 1988). Osim toga, nif#o sakazakibakterije u vestki kontaminiranom mleku
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u prahu za prehranu odagi opao je samo za 3 log jedinice tokom 1,5 go(litelson-Mammel
i sar., 2005).

Vegetativni obliciE. sakazakiu stacionarnoj fazi pokazuju mnogocueotpornost na promenu
osmotske koncentracije i na suSenje nego o&taterobacteriaceaOstala ispitivanja pokazala
su daE. sakazakiiopstaje duze pri promeni osmotskog pritiska i sBjgs®@azduhom nego npr.
sojevi E. coli, Salmonellai Citrobacterspp (Breeuwer i sar., 2003). 8fio ispitivanje pokazalo
je da bakterija moze da opstane viSe od 2 godioenouli za odofad u prahu (Caubilla-Barron i
Forsythe, 2007).

Gurtler i Beuchat (2007) su préavali opstanalC. sakazakiu pirincanim pahuljicama (@0,3-

0,69) i formuli za oda@jad u prahu (@0,25-0,5). Rezultati ovog eksperimenta pokazujyeda
povetanje aktivnosti vode uticalo na ubrzano smanjenpgalbvegetativnih oblika bakterija. Vise
vegetativnih oblika je neno u formuli za odoépd u prahwija je g, = 0.25-030, nego u

formulama koje su imali viSu aktivhost vodg=a0.43-0.50 na temperaturama od 21°C i 30°C.

Dalje naznake dobrog opstanka u suvim sredinamprisustvo E. sakazakiiu viSe od 30%
usisiv&a u domainstvima (n = 16) (Kandhai i sar., 2004) i u Sedtsedam usisiva u drugom
istrazivanju (Breeuwer, 2003). Ovi rezultati jasri@zuju na relativhu otpornoBt sakazakipri
suvim uslovima i mozZze se pretpostaviti da uprava arakteristika doprinosi pos@noj

ucestalosti pojave ove bakterije u mleku u prahureamanu odajadi.

Mehanizam kojim C. sakazakiiopstaje u suvim sredinama nije potpuno jasan. i2aal
polimorfizma duzine fragmenata DNK ekstraktovanamslp isuSivanja ukazuje na to da na
opstanakC. sakazakiibakterije u suvim uslovima @& grupa funcionalno razliitih gena na
nivou genoma. Méutim, nijedan poseban mehanizam zasluzan za reeigtebakterije C.
sakazakiinije se mogao uiti. Pretpostavlja se da je trehaloza zasluznazetenciju, jer se ova
kompatibilna rastvoriva supstanca intenzivno akuraupri izlozenosti bakterije suvoj sredini
(Breeuwer i sar., 2003). Postoji najmanje tréina kojima dolazi do biosinteze trehaloza, ali
nage&i natin kod bakterija je OtsA-OtsB. Trehaloza se sigtetiz uridin difosfat glukoze
(UDP-glukoze) i glukoze 6-fosfata. U ispitivanju j&osu sproveli Diep 1 Breeuwer (2006),
blokiran jeotsA gen koji kodira sintazu trehalozeRi sakazakii Escherichia colii poredio se
opstanak mutiranih i divljih tipova sojeva u sugogdini. Suprotno svimdéekivanjima, oStéena
sinteza trehaloze mutiranibtsA sojeva nije uticala na opstandk sakazakiipri susenju.

Medutim, ista mutacija @. coli dovela je do osetljivosti ove bakterije u suviredsnama. Ovo
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sugeriSe na to d&. sakazakiima mehanizme da nadoknadi gubitak trehalozepailiebna su

dodatna istrazivanja da bi se ovoérta utvrdilo.

Druga hipoteza je da na opstanak u suvoj sredirdu ugkstracelularni polisaharidi (EPS).
Ispitivani su i uticaji razliitih faktora na formiranje egzopolisaharidg. sakazakii
Heteropolisaharid E. sakazakiije prvo pronden ucaju i prijavlijen je kao ¢aj-polisaharid”.
Najbolja sinteza heteropolisaharida je dama kod soja ATCCE. sakazakii53017 koji je
izolovan iz tradicionalnog zelenagja suSenog na suncu par dana. Osnovne razlikel&ksap
rastvora sa i bez egzopolisaharida su bile u visésiz i formiranju gela zahvaljugu prisutnim
trovalentnim jonima. Odnos ugljenik/azot je modiiikda bi se izjedda sposobnost formiranja
EPS u podlozi. Najv@a kolicina EPS formirana je u podlozi sa dodatom glukozoa
temperaturi inkubacije od 27°C. Najbolja podlogafaaniranje EPS bakterij&. sakazakiije
hranljivi bujon kod koga je odnos ugljenik/azot 2Q. i gde je izvor ugljenika glukoza (15 g/l).
Izvor ugljenika je vazan za produkciju EPS, gli¢ej@ najbolji, a loSiji izvori su maltoza,
fruktoza, sukroza, glukoza, manoza, galaktoza, oktanksiloza. Izvori azota za EPS po
opadajéem redu su: L-glutamin, D,L-alanin, ekstrakt kweascizolat kazeina, kazein hidrolizat,
urea, NG- i NH4+. Produkcija EPE. sakazakipocinje posle 4 sata u eksponencijalnoj fazi rasta
i svoj maksimum ima posle 18 sati, Sto se poklappa€enjem viskoznosti podloge u kojoj se
razmnozZava. Pri podenju saArthrobacter viscosysk. sakazakiiima veu viskoznost i
koncentraciju heteropolisaharida za 0,25%. Kadakgacentarcije heteropolisaharida 1%,
viskoznost rastvord&. sakazakiije oko 2.500 mPa-s u odnosu na 1.000 mPa-s vis&thzno

polisaharida@. viscosugScheepe-Leberkuhne & Wagner, 1986).

Harris i Oriel, su 1989. godine dobili nagradu tgpdirali (broj patenta: US 4806636 A)dma
pravljenja heteropolisaharida od strae sakazakii.KoriS¢eni su sojevi:E. sakazakiiATCC
53017,E. sakazakiATCC 29004 iE.sakazakiATCC 12868 Sastav polisaharida je sa malim
varijacijama: 13 do 22% je L-frukoza, od 19 do 24&&ine je D-galaktoza, od 23 do 30% je D-
glukoza, 0 do 8%ini D-manoza, 29 do 32% tezine je glukuronskalkise Sve sposobnosti da
stvara heteropolisaharid nestaju na pHimeod 10. Heteropolisaharid se najviSe proizvodi na
Castenholtz podloztija je pH= 7,2. Da bi doSlo do polimerizacije u nfadavanu Castenholtz
podlogu se inokulis&. sakazakii sve se inkubira 24 sata na 30°C, pasiga cela podloga
postane potpuno gelasta, visokoetawt] tako da se véa brzo u prvobitno stanje ako je
povuiete. Heteropolisaharidi koje proizvodt. sakazakiisu vizkozno-elastni, koriste se za
smanjenje otpora &aosti. Potrebna je koncentracija od samo 0,01 G&2ja se smanji otpor

tecnosti i da se ubrza protok kroz cevi, sisteme, jgtad velikog zn&ja za vodovode,
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navodnjavanje, gasenje pozara, prolazak sprejarjpneni herbicida i pesticida (Harris & Oriel,
1989).

Heteropolisaharidi imaju veliku primenu: pomazu mreiju, @vrscavanje, to su faktori
stabilizacije u vodenim sistemima. Heteropolisatiakao Sto je ksantan guma koju proizvodi
Xanthomonase koriste kao gelovi u deterdZzentima, rastiaratabilizatori u skrobu, bojama,
petroleumu i kao stabilizitor i redukciono sredstvandustriji hraneK. pneumoniae Bacillus

polymyxatakade proizvode hetropolisaharide koji su patentitraastteni.

CijanobakterijskiNostoc communsoj i EPS brzo upijaju vodu i okolnu viagielije uronjene u
EPS Nostocsoja odolevale su isuSivanju. Osim toga, uklaj@ejija iz EPS-a rezultiralo je
njihovom osetljivogu na suve usloveC. sakazakimoze da proizvede EPS koji ima strukturu
slicnu celulozi i kolanskoj kiselini. Heteropolisaridkapsula bakterij€C.sakazakiomogutava
joj stvaranje biofilmova na povrSinama, otpornoatdezinficijense i pomazu prezivljavanje u
formuli za odofad i do 24 meseddversen & Forsythe 2003; Lehner i sar. 2005; Griimsar.
2008).

E. sakazakiraste u kontaktu sa manje od 1M NaCl na mezabin rastu temperature. Na 45°C
bakterija i dalje dobro raste u kontaktu sa 0,5 BCN(Guillaume-Gentil i sar., 2005). Potoo
ove korisne informacije dolazi do boljeg razvojadficnih selektivnih podloga za izolovanje
Cronobacter sakazakipoSto najrelevantnija konkurentna flora, po@itrobacter spp, Serratia

spp Pantoea agglomeransscherichia vulnerisie rastu pod tim uslovima.
2.8. Formiranje biofilma

Biofilmovi se definiSu kao w&a kolicina bakterijskih¢elija vezane za povrSinu i resobno,
pomaiu polimernih supstanci koje proizvodi sama bakde(iMarshall, 1992; Kumar i sar.,
1998). Vezivanje za povrsSine zive i nezive okolipemazetelijama bakterije da prezive stresne
promene sredine i daju joj &#& otpornost na dezinfekciona sredstva (Kumar i, SE998;
Norwood i sar., 2000; Frank i sar., 2003; Ryu & 8mat, 2005). Faktori koji mogu da &di na
formiranje biofilma su: hranljiva vrednost, pH sireel osobine bakterije, ali i povrSine na kojima
se formira biofim (Frank, 2001). Za bakter(u sakazakije utvideno da formira biofilmove na
silikonu, lateks materijalu, polikarbonatu, aéajucem celiku, staklu i polivinilhloridu (Lehner i
sar. 2005).

Formula za mleko u prahu, kao i r&#k povrSine, posude, blenderi i ambalaza za pmpre

formule pre konzumacije su pogodne za formirangdillbha i upravo su biofilmovi bili razlog i
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izvor infekcije (Muyetens i sar., 1983; Simmonsr.s1989; Noriega i sar., 1990; Bar-Oz i sar.,
2001). Ponovna upotreba ¢&a za enteralno hranjenje i kesa sa pripremljehoamom posle
upotrebe poweava rizik od infekcije, pa se prepduje upotreba sredstava za jednokratnu
upotrebu (Oie i sar., 2001).

Biofilm moze da se formira i na svezim biljkamaspbno na svezem & i povicu tokom rasta,
ali i u fazama skladiStenja, prerade i transposta, povéava potencijalni rizik od zaraze

pojedinaca koji mogu da konzumiraju ove proizvdg8euchat, 2002).
2.9.  Cronobacter spp. u zivotnoj sredini i hrani

Prirodno staniSteCronobacter spp. je trenutno nepoznato. Ova bakterija se mae un

okruzenju, ali i u hrani (Iversen i sar., 2004e).

Usled povezanostC. sakazakiii neonatalnih oboljenja, ovaj mikroorganizam jevgustveno
povezuje sa koré&njem kontaminiranog mleka u prahu za ishranu ddidj Meiutim, C.
sakazakiije Siroko rasprostranjen u Zivotnoj sredini i hyannajverovatnije prvobitno poreklo
mikroorganizma su voda, zemljiSte i biljke, koje mgntavaju stalno prezZivljavanje ovog
uzrainika ukoliko se nde u odrédenom distriktu (rejonu) (Lehner, 2009). Na osnowkih
fizioloSkih svojstava ovog mikroorganizma, verovafje da mu je ekoloSka niSa na nekom
biljnom materijalu (Ilversen & Forsythe, 2004e). QizoloSke karakteristike pomazu u opstanku
u toj sredini i uklj@uju sposobnost proizvodnje Zutog pigmenta, kofi 8&lije od UV zr&enja
na suncu, kapsularnu gra i formiranje fimbrije koji pomazu pri prijanjanjza povrsine i
sposobnost odolevanja isuSivanju tokom dugih suserloda od preko 2 godine (Caubilla-Baron
& Forsythe, 2007). Ovo objaSnjava zasto je ovajrookganizam izolovan iz razltih biljnih
proizvoda i namirnica, ukljtujuci Zitarice, krompirovo brasno, testenine, lekobitje i zatine.
Ove osobenosti mogu da budu i dodatna pobmoopstanku ovog mikroorganizmma tokom

proizvodnje formula za odégd u prahu ili u dom@am sredinama.

Takade, C. sakazakii je izolovan iz niza mknih proizvoda (sir, mleko pasterizovano na jako
visokoj temperaturi, mleko u prahu, formule za @¢dd) i proizvoda koji ne sadrze mleko
(fermentisani hleb, tofu sir, kisalaj), uklju¢ujuci i meso (suvomesnati proizvodi, mleveno meso
i kobasice). Gassem je u istrazivanju 1999. godprenasaoC. sakazakiiu Khamir hlebu,
budui da je bakterija deo flore na povrSini semena $ieeSéerne trske. Takie je izolovan iz
semena pirita, zelene salate, klice lucerke i paradajza. Uivgpiju preko 500 uzoraka hrane za

Zivotinje i namirnica, pokazalo se da veliki deo25%) biljaka i zéina sadrziC. sakazakii
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(Iversen & Forsythe, 2004e). Pregledom 150 uzotalava sa trziSta iz Srbij€&. sakazakiije
izolovan iz 48 (32%) ispitanih uzoraka biljnihjeva (Stojanovii sar., 2011).

Enterobacter sakazakje takaie izolovan iz mleka u prahu, sira, hrane za &ahj mlevenog
mesa, govde kobasice i pova (Leclercq, 2002; Iverson i sar., 2004). Pore@t@gonden je u
vinskoj musici(Kuzina i sar., 2001; Leclercq i sar. 200&. sakazakije izolovan iz Sirokog
spektra klinékog materijala, ukljaujuc¢i cerebrospinalnu tmost, krv, kostanu srz, sputum, urin,
tkiva kod apendicitisa, iz crevnih i disajnih putev@iju, uha, rana, i fekalija. Take je
izolovan iz briseva sa svih povrSina u bolnicamag®ki i sar. 2001).

lako su izvedena obimna istrazivanja sa ciljem elatsrdi izvor infekcije ljudi, ona do danas
nisu bila dovoljna da se objasni prirodno staniStenobacterspp. Melutim, najveéi broj
istraziv&a je utvrdio da je u stajevima oboljenja odoadi izazvanih ovim mikroorganizmom
izvor infekcije bila pdéetna formula za odégd u prahu. Sredina u Zelucu novdetadi,
posebno prevremeno dene dece je slabije kisela nego kod odraslih osétm, bi moglo

doprineti razvoju infekcij&€ronobacterspp. kod oda@jadi (Kien i sar., 1987).

Cronobacterspp. je izolovan u objektima za proizvodnju¢emih formula za odoéad, Sto
navodi na zakljtiak da kontaminacija getnih formula za odéad moze da nastane iz okruzenja
u pogonu za proizvodnju nakon pasterizacije ukijuci suSenje i pakovanje. Nalaz
Cronobacterspp. u fazi posle suSenja bi se mogao dovesti u sazpovéanom otporna&i ovog
mikroorganizma na osmotski stres i suSenje (Breeugar., 2003; Riedel & Lehner, 2007; Arku
i sar., 2008)Cronobacterspp. u péetne formule za odéad moze dospeti i putem vazduha.

U cilju utvrdivanja potencijalnih izvora kontaminacije Reichar.s(2010) su ispitali 867 uzoraka
uzetih u objektu za proizvodnju getnih infant formula koji su obuhvatili prah iz tika i sita za
prosejavanje mleka u prahu, uzorke otpadnih vdatégseve sa povrSina koje dolaze u kontakt sa
proizvodom. Prisustv@€ronobacterspp. su utvrdili u 35 uzoraka uzetih sa 14 od #ii@nih
mesta. Najeke suCronobacterspp. dokazali u prahu iz ciklona (28%), dok je aur sa sita za
prosejavanje dokazan u 10,7% uzorakeonobacterspp. je dokazan i u uzorcima uzetim sa

linija za punjenje peetnih formula za odéad.

U cilju spre&avanja kontaminacije u objektima za proizvodnjdginih formula za odoad, kako
u visokorizenim zonama tako i u nisko rénim zonama vazduh treba da bude strogo
kontrolisan. PraSina se generiSe tokom ¢&ditli tehnoloSkih postupaka, a kapljice vode nastaju

tokom operacij&iséenja i pranja. Klima sistem u visokotimim zonama treba da obezbedi
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odgovarajdi kvalitet vazduha i nadpritisak koji sgava prodiranje spoljaSnjeg vazduha.
Nesporogeni mikroorganizmi se mogucna kapljicama vode ili westicama praSine (Drudy i
sar. 2006).

Zbog speciitnih osobina ove bakterije dinjenice da stvara biofilmove, u fabrikama se lako
zadrZzava na svim povrSinama u proizvodnji. 2002lig® je pronden u klimatskim sistemima u
tragovima i na brisevima sa radnih povrSinama wstergama za pripremu hrane za bebe, ali u
nedovoljnoj koléini da bi se sa sigurnés tvrdilo da je to bio glavni uzrok infekcija u @denim
bolnicama. Kontaminirane posude u kojima se priprdmana za bebe, blenderi i kaSike, kao i
produzenocuvanje rekonstituisanih formula u gréjaa za flaSice su zdajno povéali obim
infekcija i doprineli su Sirenju zaraze koja moze itha fatalne posledice kod novdemadi
(Jaspar i sar., 1990;. Noriega i sar., 1990; Bar-€2z., 2001; Block i sar., 2002).

U jednom nemékom istrazivanju bakterijske flore ispranih kriglva, E. sakazakije pronaen
kao uobtajeni mikroorganizam, Sto pokazuje da nehigijensieanje sudova moze da ima vaznu

ulogu u epidemiologiji Kliniki relevantnih mikroorganizama (Schindler i Met290).

Dva izveStaja dokumentovala su izoladjusakazakiiz pacova u Keniji (Gakuya i sar., 2001) i
iz mekstke vatne musSice u Kaliforniji (Kuzina i sar., 2001). Upkk listi kontaminiranih
namirnica i drugih izvora, destalost kontaminacije se ne zna, pa se samim tinik od

izloZenosti ne moZe pouzdano odrediti.

lversen i Forsythe (2003) su prvi definisali stgite i konkretne mere da bi se smanjila
kontaminacija formule za od@d u prahu sa&. sakazakii Prepordeni su strogi higijenski
kriterijumi, provera okoline fabrika, provera ulaansirovina i povéana kontrola finalnog
proizvoda, zajedno sa posebnim uputstvima za prauipotrebu i rekonstruisanje formule pre

konzumacije.

Mala doza Gama ztanja takde moze biti letalna z&. sakazakikoji se nalazi u okruzenju, pa
secak moze koristiti i za eliminaciju ovog uziika u formuli za od@jad u prahu, ukoliko se to

zakonski odobri (Osalli i sar., 2007a).
2.9.1. Cronobacter sakazakii u formuli za odoj¢ad u prahu - nafin kontaminacije

lako n&in prenosa nije uvek jasan, kontaminirana formwaodofad je potvdeni izvor C.
sakazakii Takva kontaminacija predstavlja ozbiljnu opasrmashovordentad zbog visoke stope
morbiditeta i ponekad i mortaliteta (Bowen & Brad&9©06; Forsythe, 2008). Pored toga,
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Postupa i Aldova (1984) su izolovali dva s@&jasakazakiiz formule za oddjad i decu do 6
meseci u tadadnj@jehoslovakoj. Clark i sar. (1990) istrazivali su dva neposea sldaja koji
su ukljwivali meningitis i bakterijemiju i otkrili da su svzrtve dovedene u vezu sa abineom
formulom za prehranu odtdi i dece do 6 meseci starosti. Za razliku odgbttecnih formula,
one u prahu nisu sterilne. Jedan od sojeva, kojFaumer i sar. koristili za definisanje.
sakazakii (1980), bio je soj koji je prvobitno Thornlei @®) izolovao iz mleka u prahik.
sakazakiije verovatno bio prisutan u proizvodima od mlekprahu decenijama, ukgujuci i

1958. godinu kada je prijavljen prvi $kj C. sakazakimeningitisa (Urmenyi & Franklin, 1961).

Poznate su dve glavne putanje koji@asakazakimozZe da se & u rekonstituisanoj formuli za

odojéad u prahu:

1. unutraSnjom kontaminacijgrputem kontaminiranih sastojaka dodatih poslergasé putem

kontaminirane sredine pri preradi sastojaka paslerga i pre pakovanja, i/ ili

2. spoljaSnjom kontaminacijofiormule tokom rekonstituisanja i rukovanja (nmse @iS¢enim

priborom).

Muytjens i sar. (1988) sproveli su istrazivanjesptnosti bakterijee. sakazakiu komercijalno
prisutnim formulama za od&é&d u prahuEnterobactervrste su pron#ene u viSe od polovine
141 ispitanih formula iz 35 razltih zemalja. Pored tog&antoea agglomeranskE. cloacaeC.
sakazakiii Klebsiella pneumoniabile su naje&e izolovani mikroorganizmi. Dvadeset od 141
uzoraka bilo je iz 13 od 35 zemalja. Dalja istrahija oEnterobacteriaceaa formulama za
odoiad u prahu i mleku u prahu potvrdila su ovaj spektkroorganizama (Ilversen & Forsythe,
2004f).

Broj bakterija koji su utvrdili Muytjens i sar. (88) bio je ispod dozvoljene granice od 1 cfu/g
praha, svi uzorci su bili u skladu sa mikrobioleskpravilima tog vremena i prema zahtevima
Medunarodne  komisije za  mikrobioloSske  specifikacije  zahranu  (ICMSF)
(http://www.nap.edu/books/O0309034973/152.html). &agmi nivoC. sakazakikretao se od 0,36
do 66 cfu/100 g. Evropska Unija (EU) revidiralagee kriterijume tokom 2005. godine i u
procesu su revizije od strane Codex Alimentariusnisge. Prema kanadskom istrazivanju o
ucestalosti pojaveéE. sakazakiiu formulama za od®éad u prahu uzetih sa trziSta, izolovan je
uzradnik u 8 od 120 konzervi (6,7%) pet r&tih proizvaiaca, a broj bakterija je bio 0,36
cfu/100 g (Nazarowec-White i sar., 1999).
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Nakon povéanja svesti o bakterijC. sakazakiii stepenu rizika o mogunosti kontaminacije
formule za oddjad u prahu, objavljena su brojna istraZivanja. &aarivanja kori&ne su
razlicite metode identifikovanja i oddevzanja zapremine uzoraka. Ipakéestalost uéenogC.
sakazakii se kretala od 2 do 14%. Samo tri izveStaja odwedill koncentraciju ovog
mikroorganizma izméu 0,2 i 92 cfu/100g (Santos, 2006). sakazakinikada nije prijavljen na
nivou v&em od 1 cfu/g. Ovo je priblizno kdlni od 8¢elija/100g, kako su procenili Simmons i
sar. (1989) za jednu otvorenu konzervu formule dajcad kori€enu tokom neonatalnog

perioda.

C. sakazakiu formulu za od@ad u prahu moze dpbiz kontaminirane vode, sirovine, naknadne
kontaminacije od nosioca (rezervoara) ili okoliRestoji i zabluda da je flaSirana voda sterilna.
Schindler (1994) je istrazio 54 proiziega mineralne, izvorske i std@@a vode i pronaSaé.

cloacaeu 17 uzoraka, kaol. amnigenusl 11 uzoraka.

Pored kontaminacije u objektu za proizvodnjéeiaih formula za odoad, posle pasterizacije,
moZze nastati i kontaminacija tokom rekonstituisgrgéetnih formula za odéad (sa pribora koji
se koristi za rekonstituisanje) i tokom dalje maitagije Cuvanje viSe sati posle rekonstituisanja

pri sobnoj temperaturi).

39



Marija M. Stojanow Doktorska dis&ija

2.9.2. Mere higijene i upravljanja bezbednofu pri proizvodnji po ¢etne formule za

odojéad u prahu

Koncepti upravljanja bezbedr@s hrane (Analiza hazarda i kuitie kontrolne té&ke) i
preduslovni programi koji moraju biti zadovoljerokom procesa (Dobra higijenska praksa,
Dobra proizvdacka praksa, itd.) proizvodnje petne formule za odéad (infant formulae) u
prahu su definisani u dokumentima FAO/WHO (20@D06). U cilju osiguranja bezbednosti
pocetnih formula za odoéad i pr&enje higijene u procesu proizvodnje Codex Alimaotar
Komisija je preportila da se za ocenu bezbednositgtaih formula za odéad primenjuje plan
dve klase. Prema ovim preporukama wqioim formulama za odépd, koje su stavljene u
promet, ne sme bitCronobacterspp. ni u jednoj od 30 jedinica uzorka od 10 g (B0 M =
odsustvo u 10 g, C = 0). U Uredbi EC 2073/20050j0jksu definisani mikrobioloski kriterijumi
za hranu je predi#eno da za peetne formule za odégd u prahu i suSene dijetetske proizvode za
posebne medicinske namene namenjenim za decdunadd 6 meseci, tokom roka upotrebe
odsustvo Cronobacter spp. Enterobacter sakazakiiu svih 30 ispitivanih jedinica uzorka.
Ukoliko se dokaze prisustv@ronobacterspp. u bilo kojoj od 30 ispitivanih jedinica uzark
proizvodna partija koja se nalazi u prometu moeah#no opozvati i pout. Prisustvo
Cronobacterspp. u ovoj vrsti hrane predstavlja opasnost pavg odogadi, posebno kada
nakon njihove pripreme postoje uslovi za razmnougvg&uvanje tokom nekoliko sati na sobnoj
temperaturi). Nakni panel o bioloSkim hazardima (BIOHAZ Panel) Ewske Agencije za
Bezbednost Hrane (European Food Safety AuthorigFSA) je miSljenja da se prisustvo
bakterija iz familijeEnterobacteriaceakoje se¢ege javljaju, moze koristiti kao indikator rizika
od nalazaCronobacterspp. Stoga je preporuka ovog panela da se vrgiveme prisustva
Enterobacteriacea&ako u proizvodnoj sredini uzimanjem briseva, takogotovom proizvodu.
U okviru kriterijuma higijene u procesu proizvodmaeka i proizvoda od mleka dea 2.2.9
navedene Uredbe je definisano da ni jedna od lfigedu 10 grama uzorka petne formule za
odokad u prahu i dijetetske hrane u prahu za posebradicinsku namenu za odaf do 6
meseci starosti na kraju procesa proizvodnje neazsdthterobacteriaceaAko se otkriju
Enterobacteriaceaeu bilo kojoj jedinici uzorka, primenjuju se mere apmeienja higijene
proizvodnog procesa kako bi se kontaminacija swelanajmanji mogéi nivo, aproizvodna
partija se mora ispitati na prisust¥@ronobacterspp. U prvoj verziji srpskog Pravilnika o
zdravstvenoj ispravnosti dijetetskih proizvoda @asnik RS br. 45/2010 i 27/10) je definisano
da ni jedna od 10 jedinica uzorkacptne formule za odéad (infant formulae), pored drugih
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mikroorganizama, ne sme sadrzawatierobacter sakazakii 10g uzorka. U istom pravilniku je
definisan i kriterijum higijene procesa kojim jeopisano da svih pet jedinica uzorka ne smeju
sadrzavati >1 cfu/g Enterobacteriaceae Promena Pravilnika o zdravstvenoj ispravnosti
dijetetskih proizvoda usledila je 2012. godine @hsnik 52/12), kada je promenjen i kriterijum
bezbednosti koji sada zahteva da 10 jedinica uzpdéatne formule za od®qd, pored drugih

mikroorganizama, ne sme sadrzavatbnobacter sakazaku 25 g uzorka.

Imajwéi uvidu da heterogena distribucija mikroorganizamarani utée na dobijene rezultate
mikrobioloskih ispitivanja, posebno u ghjevima niskog nivoa kontaminacije, veoma je vazno
da se pravilno odredi reprezentativan broj uzorak&estalost uzorkovanja tokom proizvodnje
jedne proizvodne partije kako bi se na osnovu tatailispitivanja Sto taije ocenila bezbednost

proizvoda iz te proizvodne patrtije.

2.10. Savremen pristup dijagnostifikovanju i identifikaciji sojeva Cronobacter spp.

Prowavanje mikroorganizama u poslednjih 30 godina laagig na integraciji razlitih vrsta
podataka, kako bi se validno utvrdila njihova talk@mska pripadnost. Taksonomija obuhvata 3
dela:

1. klasifikaciju, tj. svrstavanje mikroorganizanuetaksonomsku grupu na osnovustisti,
2. nomenklaturu,

3. identifikacija nepoznatog organizma, tj. ativanje sltnosti sa nekom od postéjk
taksonomskih grupa i adekvatno obelezavanje.

Pravilna taksonomska pripadnost podrazumeva feslaiipgenotipsko i filogenetsko slaganije tj.
polifaznu klasifikaciju, pa je uveden tzv. polifazpristup koji podrazumeva istovremeno

koris¢enje viSe raztitih metoda za karakterizaciju (Vandamme i sar9a)9

Fenotipska karakterizacija, pored osnovnih morkils fizioloSkih i biohemijskih osobina,
obuhvata i serotipizaciju, fagotipizaciju, EPS zgutiju, kompozicijucelijskog zida, prirodnu
rezistentnost prema antibioticima (IAR- Intrinsintfiotic Resistence) i tolerantnost prema
teSkim metalima (HMT-Heavy metal tolerance). Metadesnovane na fenotipskim analizama
generalno se smatraju nepouzdanima zbog nestatbilpogedinin markera. Zbog toga su
postupci koji ukljguju DNK analize vrlo zahvalna alternativa. Pfauvanje genetkih
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karakteristika bakterija dobijenih profiliranjemagpeina ili nukleinskih kiselina svakako su dobar
pristup u ispitivanju epidemioloSkih osobina izalatkljutenih u izbijanje oboljenja poreklom iz

hrane.

Molekularna determinacija obuhvata sadrzaj lipgadiarida, masnih kiselina éeliji,
izoprenoidnih kinona, poliamina, multilokus enzinelgroforezu, analizu ukupniftelijskih
proteina. Pored toga, molekularna determinacijahelta i analizu genomske DNK, {j.

genotipsku karakterizaciju.

Genotipska karakterizacija obuhvata analize GCasastplazmidnih profila, elekroforezu u
pulsirajutem polju (PFGE - Puls Field Gel ElectrophoresisyKbhibridizaciju, rRNK homologe
analize, analize duzine restrikcionih fragmenataFL(R - Restriction Fragments Length
Polymorphysms), kao i raZlte metode koje se baziraju nadanoj reakciji polimeraze (PCR -
Polymerase Chain Reaction) tehnici. U njih spadapaliza repetativnih elemenata tj. rep-PCR
(Repetitive Sequence Based PCR), nasomiumnoZena polimorfna DNK (RAPD- Random
Amplified Polymorphic DNA), TPF- Target PCR Fingerging, analiza intergenskih sekvenci -
ITS (Intergenic Sequences), polimorfizam duzine lgikpvanih fragmenata (AFLP- Amplified
Fragments Length Polymophysms), 16S rRNK analiestrikciona analiza ribozomalne DNK
(ARDRA- Amplified rDNA Restriction Analysis).

Molekularno-genetke metode su primenljive na viSe nivoa, a najvaZjgjdefinisati koja vrsta
informacije je potrebna, pa se u zavisnosti od tolgiga metoda koj&e se primeniti. Za svaku
grupu bakterija prepotene su adekvatne metode koje onmi@yaju najefikasniju tipizaciju u

pogledu diskriminativnosti, ekonogmosti i vremena potrebnog za analize.
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Tabela 2.10.1. Relativna rezolucija raiih fingerprinting i DNK tehnika (De Bruijn, 1992)

Familja | Rod | Vrsta | Podvrsta | Soj

DNK sekvenciranje

16 S rDNK sekvenciranje

ARDRA
DNK-DNK reasocijacija
tRNK-PCR
ITS-PCR
RFLP

Multilokus izozimi

rep-PCR
AFLP
~Profiling~ ukupnihéelijskih proteina

U cilju boljeg definisanja fenotipskih karakteristiE. sakazakjiu poslednje vreme se ubrzano
adaptiraju molekularne metode za ispitivanje gdiletkarakteristikaE. sakazakii PCR, rep-
PCR RAPD, PFGE, restrikciona analiza hromozomsk& Dibotipizacija i ispitivanje plazmida
(Grant & Kroll, 1993; Farber, 1996 i Nazarowec-V¢h& Farber, 1999). Nazarowec-White i
Farber (1999) su na osnovu ribotipizadtjesakazakinakon delovanja restriktivne endonukleaze
EcoR1 grupisali 18 izolata u 10 raalih biotipova.

Farmer et al. (1980) su prégavali 57 Klinckih izolata E. sakazakji na osnovu DNK
hibridizacije, osetljivosti na antibiotike i biohdgskih reakcija. Dalje podele su usledile
zahvaljujii razlikama u produkciji pigmenta na temperatugpod 36°C (izolati su imali
optimalnu temperaturu rasta na 25°C), upotrebatEtkao jedinog izvora ugljenika za sintezu,
31-49% DNK-DNK homologiji saE. cloacaei 57% guanine + citozin zastupljenosti.
Najotporniji izolati su preziveli bez presejavan@o 8 godina na temperaturi 17-30°C (Farmer i
sar., 1980).

2.10.1.0snove PCR- metode lafanog umnozavanja DNK

PCRje in vitro tehnika za amplifikaciju ciljnog regiona molekula&NR koji se nalazi izméu 2
regiona poznate sekvence. PCR amplifikacija kookgjonuleotidne prajmere, koji predstavljaju
kratke, jednolatane oligonukleotide koji su komplementarni spoljnfgrantnim) regionima
sekvence koju umnozava. Ovi oligonukleotigrajmeri sluze kao mesta vezivanja za enzim
DNK polimerazu, dok denaturisani delovi molekula IONIuze kao osnova (matrica) za sintezu
novih lanaca, koji su komplementarni mé&tim. Novosintetisani delovi DNK lanaca mogu

sluziti kao matrica za sintezu slédegeneracije amplikona pri odgovaraj uslovima.
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KoriS¢enjem enzima termostabilne DNK polimeraze, kojaopporna na denaturaciju tj.
inaktivaciju pri visokim temperaturama, oma@guno je sintetisanje velikog broja fragmenata
DNK tokom mnogobrojnih ciklusa PCR-a. Prva termb#tea DNK polimeraza je bila izolovana
iz bakterijeThermus aquaticydz termalnih izvora (sa temperaturama preko 8%°8jock &
Freeze, 1969).

Tipi¢an ciklus PCR amplifikacije sadrzi:
- denaturaciju ciljine DNK (template denaturation)
- vezivanje prajmera (primer annealing)
- izduZivanje prajmera duz matne DNK (primer extension).

Posle svakog ciklusa novosintetisani lanci DNK slikao matrica za sintezu u sléemn ciklusu.

Slika 2.10.1. PCR amplifikacija
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2.10.2.DNK “fingerprinting” na osnovu PCR
2.10.2.1. rep-PCR

rep-PCR je razvijen na osnovu rapehih elemenata koji su prisutni u genomima balder
¢ime se dobijaju jedinstveni DNK profili (“otisci”pojedin&nih sojeva. Oko 5% genoma
bakterijacine repetitivni segmenti, ptiemu je funkcija mnogih nepoznata, a lokalizovanusu
intergenskim i u ekstragenskim regionima DNK molek®va tehnika je poboljSala magnost
definicije diverziteta u prirodnim populacijama tbedja kori€enjem specitinih DNK sekvenci
— repetitivnih DNK elemenata: REP (Repetitive Egaaic Palindromic), ERIC (Enterobacterial

Repetitive Intergenic Consensus) i BOX elemenatxg#®lovic i sar., 1991).

Objavljeno je nekoliko metoda zasnovanih na upotspecificnin prajmera za spoljne delove
repetitivnih elemenata proé@ne u bakterijskim genomima. BOX elementi su visoko
konzervativni kod gram- negativnih bakterija i ssglsamo box A subjedinicu. Gram —pozitivhe
bakterije sadrze raziti broj kopija box A, box B, box C subjedinica ediivnih elemenata, koji
su pogodni za karakterizaciju ovih mikroorganizafWarsalovt i sar., 1994). ERIC-PCR je
fokusiran na enterobakterijske repetitivne integenkonsenzusekvence i primenjen je na
sakazakii(Ye i sar., 2008; 2009; 2010).

2.10.2.2. RAPD

Palindromske strukture se nalaze samo u okviru bromalnog dela genoma, pa se za
kompletniju tipizaciju prepotuje dodatni “fingerprinting” koji obuhvata kompletgenom. U
novijim prowavanjima genetkog polimorfizma koristi se nasutmo umnozena DNK (RAPD-
Randomly Amplified Polymorphic DNA). Krajem 19900djne, dva tima su istovremeno
objavila razvoj nove tehnike za molekularni skrigpibazirane na PCR reakciji. Dve tehnike su
bile prakttno identéne, iako su istraziva definisali 2 termina za istu proceduru: “Arbityar
Primed AP —PCR” i “Random Amplified Polymorphic DNARAPD”. Danas je u upotrebi

uglavnom termin RAPD.

Ova vrsta molekularnih markera obuhvata PCR umrantjavgenomske DNK ponio jednog
prajmera koji ima arbitarno izabranu sekvencu,@tmgiuéava neograden broj sekvenci koje
mogu biti izabrane kao prajmer. Pojedinaprajmeri mogu da hibridizuju sa nekoliko stotina
mesta u ciljnoj DNK, ali da bi doSlo do stvaranj@RP produkata, neophodno je da sekvence
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nisu udaljene vise od 2 kb, Sto priblizno odgova@ksimalnoj veliini PCR fragmenata (Fani i
sar., 1993). Pri ispunjenim ovim uslovima, mozéidito amplifikacije delova molekula DNK i

formiranja RAPD profila uzorka, koji se a@io sastoji od 1-20 traka.

RAPD je najviSe rasprostranjena varijanta PCR-anasuménim prajmerima i ima Siroku
primenu. Metoda je dobro prilagena za sisteme skrininga velikog broja uzoraka.o@sn
nedostatak metode je u tome Sto RAPD tehnika ayeseno reproducibilna i vrlo male promene
u uslovima reakcije mogu z&gno uticati na RAPD profil, sto ponekad ostavljamsju u
pouzdanost rezultata i znatno otezava razmenutatzizmeu laboratorija. Méutim, poretenje
ovih profila u okviru iste laboratorije pod standaovanim uslovima je nesumnjivo pouzdano,

Sto se i koristi pri analizi genodiverziteta (B&ztupo i sar., 1996).

Nazarowec-White i Farber (1997) su poredili 18armC. sakazakikorist&i dva prajmera od
po 10 nukleotida (10-mera). Drudy i sar. (2006) sworetivali RAPD profile 56 izolata
E.sakazakii odretenog broja sojeva koji su izolovani iz Zivotnoguwtenja, hrane i klikih

izvora.
2.10.2.3. Analiza 16S rRNK gena

Najznaajniji doprinos taksonomiji bakterija je updreanje sekvenci rRNK i gena koji kodiraju
rRNK (rDNK). Ovaj deo se nag&e koristi za analizu filogenetskih odnosa, jergstapljen kod
svih bakterija, funkcionalno je konstantan, a poseler sadrzi i visoko konzervativne i
varijabilne domene. Primenom metoda sekvencirappmifane su baze podataka o ovim
regionima kod velikog broja bakterijskih vrsta, kakakterija koje se mogu kultivisati na
hranljivim podlogama, tako i nekulturabilnih vrstda ovaj nadin je omogieno upordivanje
ispitivane DNK sa velikim brojem molekula iz bazedataka delin@inih (partial) ili kompletnih i
joS neobjavljenih sekvenci i odiiganje stepena sinosti (Vandamme i sar., 1996).

Ilversen i sar. (2004d) su klasifikovali izolate kiaosakazakii izu¢avali njihove filogenetske
slicnosti pomdu parcijalne sekvence 16S rRNK gena (550bp); sogevise rasporedili u 4
razlicite grupe, pokazujii taksonomsku heterogenost. K@egjem  nezavisne metode
sekvencioniranjasp60(Heat Shock Protein 60) gena potvrdili su grugsarolata u 2 raztite

grupe koje se dalje dele u 2 podgrupe. Dva glawreipaE. sakazakji dobijena na osnovu

sekvenchsp60gena, ukljduju klinicke izolate i ne pokazuju biohemijsku podudarnost.

2.10.2.4. ARDRA
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Restrikciona analiza amplifikovane ribozomalne DRARDRA - Amplified rDNA Restriction
Analysis) se bazira na kombinaciji PCR-a i digestipstrikcionim endonukleazama. PCR
produkt moze biti 16S ili 23S rDNK, sa ili bez rega izméu njih (,spacer region).
Amplifikacija se zasniva na upotrebi prajmera Isajilocirani u konzervativnim delovima gena.
Amplikon se zatim obrduje selektivnom kombinacijom restrikcionih enzin¥a razliku od
vecine DNK metoda, ARDRA generiSe uglavhom profile @péne za vrstu, Sto je¢ekivano
uzimajli u obzir stepen konzervativnosti rRNK gena. U @wireme se&e&e Koristi termin
RFLP amplifikovane 16S rDNK (ili 23S rDNK), jer seFLP metoda sve viSe koristi na
razlicitim amlifikovanim ciljnim sekvencama, pa se zatorgd metode specificira ime te

sekvence.

Messaoudi i sar. (2009) su koristili ARDRA kao dodametod za karakterizaciju raalih
izolata iz uzoraka mesa, tekojima i 3 izolataE. sakazakiji koji su prethodno identifikovani
APl 20E metodom. ARDRA je obuhvatila kat&hje 3 restrikcione endonukleazdlul, Mspl,
Rsd. Identifikacija metodama ARDRA i APl 20E pokazadaslaganje u 90,2 % (44/51) izolata

razli¢itih vrsta.
2.10.3.PFGE tipizacija

PFGE metod tipizacije sojeva se bazira na isticaaplika na nivou celog genoma i taleo
predstavlja nesto izmenjenu metodu tradicionaln&liza restrikcionim enzimima. Presecanje
DNK restrikcionim enzimima na malom broju mestag kgor. Xbal enzimom, ostavlja dovoljno
velike fragmente za dalje pa®@nje, posle odvajanja na osnovu &eke pomau elektroforeze u
pulsirajutem polju. Specifini genetski profil nekog soja poseduje sve vaigagcia mestu
presecanja DNK molekula restrikcionom endonuklegzpase zato naziva i makrorestrikcioni
profil. PulseNet je standardizovan protokol raavijeCentru za kontrolu i prevenciju bolesti koji
omoguava direktno porenje DNK materijala sakupljenog u laboratorijamazlitdtih
geografskih regiona pod standardizovanim uslovim8waminathan i sar., 2001).
Makrorestrikcioni profili mogu se direktno poreditiakon prenosa na internet. Ovaj sistem
omoguava praéenje vise vrsta patogenih enterobakterija na gtabyal nivou. @ekuje se dae

C. sakazakiibiti obelezen na PulseNet listi mikroorganizaméudwnosti, nakon razvitka
dogovorenog pristupa tipizacije potwoPFGE.

Nazarowec-White i Farber (1997) su poredili 18 atalE.sakazakiipomau tri metode:
ribotipizaciju, PFGE i RAPD. PFGE profili izolatasakazakiidobijeni su obradom genomske

DNK Xsbd i Spelenzimima u odvojenim reakcijama. Ustanovili sujdaezolutivna mé
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PFGE metode &ha RAPD metodi. Fanning i Forsythe (2007) su aializviSse od 500C.

sakazakiizolata poméu Xsbd PFGE i utvrdili postojanje 19 grupa na nivou3ibo sltnosti.

Genettki diverzitet meu sojevimaC. sakazakije otezao razvoj procedura koje bi se zasnivale
na fenotipskoj razlici. Malorny i Wagner (2005) igurSili validaciju real-time PCR metode koja
se zasniva na detekciji 16S rRNK gena. Ova metedalp korisna za brze analize velikog broja
uzoraka. Osetljivost je focfu/ml u uzorku posle prvog obaggnja. Real-time PCR analiza
C.sakazakiiomogitava dobijanje rezultata za 2 sata, Sto je neupavesia duzinom trajanja

klasiine analize koja traje i do 7 dana.

Primena metoda molekularne biologije olakSava nadefeva, jer omogiava praenje izolata
izazivata iz klinickih izvora do kontaminiranih primeraka formule zdogad u prahu i/ili
fabrickog okruzenja. Pored toga, ove metode su korisnemiaobiolosko anticipiranje i

osmiSljavanje plana za kontrolu i umanjivanje rizdgd Sirenja infekcija.
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3. CILJ | ZADACI ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je bio da se mikrobioloSkim me#mda ispita prisustv@ronobactersakazakiiu
biljnim ¢ajevima i formulama za od&gd u prahu i da se odrede genotipske karakteristike
dobijenih izolataCronobacter sakazakiiZa ostvarivanje ovih ciljeva postavljeni su skade

zadaci:

1. IzolovatiC. sakazakjiprimenom standardne mikrobioloSke procedure ziraka formula za

odoj¢ad u prahu i biljniitajeva.
2. lzvrsiti identifikaciju izolata na osnovu biohgskih osobina.
3. Ispitati uticaj raztiitin temperatura na prezivljavanie sakazakiu ¢ajevima.

4. 1zvrsiti genotipsku karakterizaciju izolafa sakazakii uporediti ih sa postojgm referentim

sojevima.
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4. MATERIJAL | METODE ISTRAZIVANJA
4.1. Materijal
4.1.1. Formule za odogad u prahu

Formule za odd@pd koje su kori&ne u ovom istrazivanju su bile dostupne na trA&&publike
Srbije. Istrazivanjem su bile obuhdeme formule za od&ad kako stranih, tako i dordia
proizvaiaca, i nabavljene su u periodu od 2007. do 2012.ngodio iz komercijalnih prodavnica
I apoteka na prostoru Republike Srbije. Pregledabigpitanih formula za odégd u prahu po
godinama dat je u Tabeli 4.1.1.1. Qikr broj formula (157 od 360) koje su kéege u ovom
istraZzivanju su uzorci graine sanitarne inspekcije, koji su ispitivani u Canga ispitivanje

namirnica, u Beogradu.

Ukupno je 360 uzoraka formule za othaj u prahu ispitano na prisustvo baktergeonobacter
sakazakii PoredC. sakazakiy ispitnim uzorcima je i odt#van je brojEnterobacteriacea.

Tabela 4.1.1.1Broj ispitanih formula za od®&jd u prahu po godinama

Godina ispitivanja Broj ispitinih uzoraka formula z a odojéad u prahu
2007 44
2008 50
2009 45
2010 70
2011 67
2012 84
UKUPNO 360

Imajuci u vidu cinjenjicu da su formule za od@d u prahu koje su bile dostupne na trzistu
Srbije, proizvodi kako donta proizvodnje, tako i iz uvoza, pregled poreklataph formula je
dat u Tabeli 4.1.1.2.
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Tabela 4.1.1.2Poreklo ispitanih formula za odejd u prahu

Zemlja Vrste formula
porekla
:Zlﬁ(gdgé 1. za odajad do 6 meseci; 2. za odafl od 6 meseci; 3. za decu do 36 meseci;
1. za odajad do 6 meseci; 2. za odafl od 6 meseci; 3. za decu do 36 meseci;|4.
Holandija sa dodatkom prebiotika; 5. sa dodatkom vitaminaenala; 6. za bolju probavu;
marka B. 7. bez laktoze; 8. za malapsorbcije i alergijeseBsporosvarljivim ugljenim
hidratima, do 36. meseci starosti;
1. za odajad do 6 meseci; 2. za odafl od 6 meseci; 3. za decu do 36 meseci;|4.
Svajcarska sa dodatkom prebiotika; 5. za prevremeniere bebe; 6. bez laktoze; 7.
hipoalegena, sa vitaminima
Nemaka 1. za odajad do 6 meseci; 2. za odafl od 6 meseci; 3. za decu do 36 meseci;|4.
marka A. sa dodatkom prebiotika; 5.organska formula zaugvaste;
1. za odajad do 6 meseci; 2. za odagl od 6 meseci; 3. za decu do 36 meseci;|4.
Nemaska sa dodatkom prebiotika; 5. za otljl od 6 meseci, za laku©)®. za prevremeno
rodene bebe; 6. za decu sa gastroezofagealnim refiugsmtiv regurgitacije); 7.
marka B. S 3 ; )
bez laktoze, na bazi soje; 8. sa prebioticimazadolju probavu; 10. sa
probioticima i vitaminima, hipoalergena( sa mamjetdze), do 36 meseci starosti;
6 Nemaka 1. za odajad do 6 meseci; 2. za odafl od 6 meseci; 3. za decu do 36 meseci;|4.
" | marka C. za prevremeno dene bebe; 5. sa probavnim smetnjama, od 4. mesroats
1. za odajad do 6 meseci; 2. za odafl od 6 meseci; 3. za decu do 36 meseci;4.
7. | Francuska za prevremeno dene bebe; 5. za probavu; 6. bez laktoze, bezipeotaleka; 7.
za decu sa gastroezofagealnim refluksom (protiungitacije);
s | srbi 1. za odajad do 6 meseci; 2. za odafl od 6 meseci; 3. za decu do 36 meseci;|4.
. rbija .
za prevremeno tdene bebe;

4.1.2. Biljni ¢ajevi

Pored formula za od&gd, ovo istrazivanje je obuhvatilo i analizu bifjnéajeva za decu i
odrasle, sa ukupnim brojem od 520 uzora&g. Uzorci su kupovani naswnp na podrgju
Republike Srbije. Naju@ broj uzoraka biljnincajeva su bilicajevi za decu pod nazivom: ,Bebi
¢aj” (127 uzoraka) i ,Dgi ¢aj” (62 uzorka),cija priprema obuhvata prelivanj@ja kljutalom
vodom Ispitivani su i uzorci upakovaniajeva koji u svom nazivu nemaju naznaku d&agavi
za bebe ili decu, a daju se deci i bebama, tdmvi tipa beli slez, sena i Zalfija. Treba

napomenuti da priprema ovih vrsi@eva ne podrazumeva prelivadgga kljucalom vodom.

Osim toga, ispitivani s@ajevi koji se koriste kao ponina lekovita sredstva, a na ambalaZi
imaju tekst koji ukazuje na preporuku dacsg preporduje za razllite imunokompromitovane
grupe ljudi. Priprema ovih vrstajeva obuhvata ili prelivanjgajne sadrzine vrelom vodom ili se
pravi macerat (prelivanje hladnom vodoguvanje na sobnoj temperaturi). Prepg@mna koltina
caja koja bi trebala da se konzumira nije ngena na pakovanju. Tabela 4.1.2.1 daje pregled

svih vrstacajeva, kao i nén pripremecajeva, koji su bili obuhugni ovim istrazivanjem.
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Tabela 4.1.2.1Uzorcicaja koji su ispitivani komercijalnim nazivima sdifita

it

Komercijalni Latinski naziv, Broj . ..

. Nacin pripreme sa deklaracije
naziv uzorka sastav uzoraka
Bebi¢aj MeSavine 127
Deciji ¢aj MeSavine 62
Razne Preliti vrelom proklj¢alom vodom
mesSavine .

. MeSavine 29
(vocne, sa
aromama)
MeSavine koje
su deklarisane
da pomazu MeSavine 81
ranim
bolestima
Beli slez Althaeae radix 30
e Eerae falfum 16 Preliti hladnom vodom
Zalfija Salviae folium 14

Preliti vrelom vodom, ili se pravi macerg
Matiénjak Melissae folium 10 (prelivanje hladnom vodomduvanje na
sobnoj temperaturi)

Uva Uvae ursi folium 14 Preliti vrelom vodom
Kamilica Chamomilae flos 18 Preliti vrelom proklj¢alom vodom
Lipa Tilia cordata 9 Preliti vrelom proklj¢alom vodom
Kopriva Urticae folium 7 Preliti vrelom prokljgalom vodom
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Preliti vrelom vodom, ili se pravi maceraL

Kantarion Hyperici herba 4 (prelivanje hladnom vodomduvanje na
sobnoj temperaturi)
. . Preliti vrelom vodom, ili se pravi macerat
Maj¢ina Thymi serpylli - o .
2 4 (prelivanje hladnom vodoméuvanije na
dusica herba . :
sobnoj temperaturi)

Rtanjskicaj Satureja montana 6 Preliti vrelom proklj¢alom vodom

Nana 'V"?”thae piperitae 8 Preliti vrelom proklj¢alom vodom
folium

Hibiskus IS-::]b;cslle rosa- 11 Preliti vrelom vodom

ERLe Millefolii herba 8 Preliti vrelom vodom

trava

Maslasak Ta_r axacum 4 Preliti vrelom proklj¢alom vodom
officinale

Eorva} Frangulae cortex 5 Preliti vrelom prokljgalom vodom

rusine

Komoras FEEmEL 3 Preliti vrelom proklj¢alom vodom
vulgare

List breze Betulae folium 10 Preliti vrelom proklj¢alom vodom

:;'St . Muyrtilli folium 10 Preliti vrelom vodom

orovnice

Crni ¢aj ]Ejamella} SINENSIS, 15 Preliti vrelom prokljgalom vodom
ermentisani

Zelenicaj Camel (ise) 15 Preliti vrelom proklj¢alom vodom

sinensis

Ukupno pregledano

520
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Istrazivanje je obuhvatilo i gruptajeva koji sluze u keenju bolesti, otklanjanju simpotoma

nekih bolesti i poboljSanju opSteg stanja organizin@na osnovu podataka / informacija koje su

date na samoj deklaracijaja (Tabela 4.1.2.2).

Tabela 4.1.2.2.Biljni cajevi koji na deklaraciji imaju neku preporuku daze u I€enju,

otklanjanju simptoma bolesti i poboljSanju opSteEmg organizma

Lekvoer Namena Sastav Preporuke
meSavine
Cirkulacija, Glog-Crataegus oxiacanta; Breza-Betula | Minimum 1 put dnevno
¥XX10A Holesterol, Psorijaza} Albachillea;Dan i né-Viola tricolor; bez preskripcije o
Sterilitet, Nervni Valerijana-Valeriana officinalis; Ruzmarin- | koli¢ini; Preliva se
sistem Rosmarinus officinalis vrelom vodom
Kukuruzna svila-Zea mays; Breza-Betula -
i ) ) Minimum 1 put dnevno
. " Alba;Rastau-Equisetum arverse; L
Bubrezi, BeSika, - bez preskripcije o
xxx20C I, o Uva Arcostaphylos uva ursi; Zova-SambucuIs( e .
Bakterije, Nefritis o . - o oli¢ini; Preliva se
nigra; Borovnica-Vaccinium myrtilis;
. ] vrelom vodom
Arti¢oka-Cynara scolymus;
Petrovac-Agrimonia eupatoria;Breza-Betula Minimum 1 put dnevno
Jetra , Hepatitis, Alba; Hmelj-Humulus lupulus; Troskot- bez preskripcije o
XXX7B S : ) S :
Zu¢, Kamenac Polygonum aviculare; Masiak-Taraxacum | koli¢ini; Preliva se
officinale;Articoka-Cynara scolymus; vrelom vodom
Neven-Calendula officinalis; Hajdka trava-
. . Achilla millefolium; Hrastova kora- Quercus Minimum 1 put dnevno
Hormoni, Sterilitet, . . . S
) A robur;Jaga¥evina-Primulla bez preskripcije o
xxx3-5H Ciste, Miomi, LT Ee T . S .
. officinali;Hajducka trava-Achillea koli¢ini; Preliva se
Tumori . I , .
millefolium;Rusoma&a-hatu, n&u-Caspela | vrelom vodom
B. pastoris; Petrovac-Agrimonia eupatoria;
Kicica -Erythraea centaurium; Petrovac-
o Agrimonia eupatoria; Hajdika trava-Achilla | Minimum 1 put dnevno
Gastritis,Cir, - . : . e
- millefolium; Dubac-Teuricum chamaedrys; | bez preskripcije o
XXX3 Krenova dijeta, - . e .
o Gavez-Symphytum officinale; Masiak- koli¢ini; Preliva se
Nervni sistem ) -
Taraxacum officinale; Hajdika trava- vrelom vodom
Achilla millefolium;
Bokvica- Plantago major - sirokolisna,
. G . zenska bokvica, Plantago lanceolata - Po potrebi, preliva se
XXX bronhi Bronhijalni putevi ) oy .
uskolisna, muska bokvica; Plantago media|-mlakom vodom
srednja bokvica;
Bokvica- Plantago major;Timijan-Thymus | Po potrebi, preliva se
Za decu Respiratorni trakt | vulgaris;Cvet bagrema- Robinia mlakom vodom
pseudoacacia;Propolis; Borove iglice (max.60°C)
KruSina- Rhamnus frangula; Sena — Cassia angustikokuruzna
. svila-Zea mays; PerSun-Petroselinum sativum; éngk- Melissa . .
Caj za e ! ) o . S o Po potrebi, preliva se
mrSavijenje | of_'flcmalls, Kopnva-Urtlc_a d|_0|ca, Zel_e_n‘jaj - Car_nelha sinensis; vrelom vodom
Pitoma nana- Mentha piperita; Kamilica - Matricasfmmomilla;
Zova- Sambucus nigra; Zutm- Cynodon dactylon;
5 KruSina - Rhamnus frangula, M&tjak - Melissa officinalis, Zova-
Caj za Sambucus nigra, Rastavierba, Sena — Cassia angustifolli, breza| Po potrebi, preliva se
mrSavljenje Il list- Betula pendula, Zalfija-Salvia officinalisirpvina koren- vrelom vodom
Agropyrum repens
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Lekvoer Namena Sastav Preporuke
meSavine

Planinski¢aj (za | List sene - Sennae folium i kora krusSine - Frangwartex. Pomine

poboljSanje supstance: Cvet prave kamilice - Matricariae fl694, list paprene Preliva se vrelom
imuniteta, bolje | metvice - Menthae pip. folium 5% , plod kima Cadlirvictus 5%, plod vodom

varenje, gorkog komoraa Foeniculi amari fructus 5%, Plod borovice Juriiper

resp.puteve) fructus 5%, Koren sladila Glycyrrhizae radix 5%. T

4.1.3. Referentni sojevi
U ovom istrazivanju su kortgna dva referentna soja:

- NCTC 8155 -Enterobacter sakazakii, , izolat iz mozga novoderceta. Proizvdac:
British Health Agency, Engleska (NCTC- National [@otion of Typo Cultures);

- ATCC 51329 - Enterobacter (Cronobacter) muytjensii, klinicki izolat. Proizvaac:
MicroBioLogics, SAD.

Ovi referentni sojevi su kow&ni u okviru genetkih ispitivanja, za pordenje sa izolatima iz

biljnih ¢ajeva pri njihovoj molekularnoj karakterizaciji.
4.1.4. Podloge i reagensi
Podloge za izolaciju i identifikaciju Cronobacter sakazakii

U tekstu koji sledi dat je sastav idma pripreme podloga i reagenasa koji su ks za
izolaciju i identifikaciju Cronobacter sakazakiiprema standardnoj metodi 1ISO 22964:2006,

otkrivanjeEnterobakter sakazakii.

Puferisana peptonska voda (BPW)

Sastav:

Enzimski ekstrakt kazeina 10,09
NaCl 5,09
NaHPO, x 12H,0 9,09
KHPO, 1,59
Voda 1000ml

U cilju pripreme puferisane petonske vode potrejensuspendovati sve gore navedene sastojke
u vodi, zagrevati ako je potrebno. Podesiti pHptdl posle sterilizacije bude 7,0+0,2 na 25°C.
Pripremljenu puferisanu peptonsku vodu razliti nuepte ili erlenmajere dovoljnog kapaciteta.

Sterilisati u autoklavu 15 min na 121 °C.
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Modifikovan lauril-sulfat triptozni bujon sa dodatk om vankomicina
(MLST+VANCOMYCIN) (Biokar, Francuska)

Sastav:

NacCl 34.0g
Enzimski digest zivotinjskog i biljnog tkiva 20.0g
Laktoza 5.0g
KH.POy 2.759
KoHPOy 2.759
Natrijum lauril sulfat 0.1g
Vankomicin 0.01
Voda 1000ml

U cilju pripeme bujona, potrebno je suspendovab @ama gotove podloge u 1 litar destilovane
vode, zagrevati ako je potrebno. Podesiti pH, tdikqoosle sterilizacije bude 6,8+0,2 na 25°C.
Razliti po 10 ml bujona u epruvete , koje je potrelsterilisati u autoklavu tokom 15 min na 121
°C.

Hromogena podloga zaCronobacter sakazakii
Koris¢ene su hromogene podlogeasakazakinabavljene od 3 proizdaca, i to:

1. Compass Enterobacter sakazakii agar — Biokanderska,
2. Enterobacter sakazakii agar — Chromocult — Md¥agmaka,
3. Brilliance Enterobacter sakazakii agar (DFI)xofd, Engleska.

Sastav podloge od sva tri proiziada je identéan i obuhvata:

Tripton 15,09
Pepton soja 5,09
NacCl 5,0g
Natrijum dezoksiholat 1,09
Gvozie- amonijum citrat 1,09
Natrijum tio sulfat 1,09
Hromogen 0,1g
Agar 15g*
Voda 1000ml

Hromogene podloge se pripremaju tako Sto se najwpenduju sve komponente u vodi (43,1 g
gotove meSavine po litru destilovane vode), pogimtemesSa se zagreva. Podesiti pH, tako da
posle sterilizacije bude 7,0£0,2 na 25°C. Stetilisaautoklavu 15 min na 121 °C. Nakon

sterilizacije, rashladiti podlogu na temperatunmédu 44 °C i 47 °C. Razliti po 15 ml podloge u
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sterilne Petrijeve pl®e i ostaviti da se stvrdnu i da se ohladi povrSiDaako pripremljene

podloge se mogtuvati 14 dana na temperaturi 0-5 °C.

Tripton soja agar (TSA) (Merck, Nemgka)

Sastav:

Enzimski derivat kazeina 15,09
Enzimski derivat soje 5,09
NacCl 509
Agar 9,0-18,0g*
Destilovana voda 1000 ml

* Zavisi od¢vrstate agara

U cilju pripreme TSA, potrebno je suspendovati komgnte u vodi, zagrevanjem ako je
potrebno. Podesiti pH, tako da posle sterilizalsyde 7,3+0,2 na 25°C. Sterilisati u autoklavu 15
min na 121 °C. Nakon sterilizacije, rashladiti mmil na temperaturu izrde 44 °C i 47 °C.

Razliti po 15 ml TSApodloge u sterilne Petrijeve gl® i ostaviti da se stvrdnu i da se ohladi

povrsina.

Tripton soja bujon (Merck, Nemgka)

Sastav:

Trypton 17,09
Soja 3,09
Glukoza 2,50
KoPOy 2,50
Na ClI 5,09

Tripton soja bujon se priprema tako Sto se rast@0g gotovog medijuma u 1 litar destilovane
vode, do potpunog rastvaranja. Nakon toga se te8ligacija u autoklavu na 121°C u trajanju od
15 min i podeSava se pH na 7,3+0,2 pri 25°C.

Podloge i reagensi za biohemijsku karakterizaciju

L-lizin dekarboksilaza (LDC) podloga (Torlak, Srbija; Sigma-Aldrich, SAD)

Sastav:

L-lizin monohidrohlorid 50
Ekstrakt kvasca 3,0
Glukoza 1,0
Brom krezol ruztasto 0,015
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Voda 1000ml

Rastvoriti komponente u vodi zagrevanjem, ako jdérgbmo. Podesiti pH, tako da posle
sterilizacije bude 6,8+0,2 na 25°C. Razliti po &bpripremljene podloge u epruvete. Sterilisati

u autoklavu 15 min na 121°C.

L-ornitin dekarboksilaza podloga (Torlak, Srbija; Sigma-Aldrich, SAD)

Sastav:

L-ornitin monohidrohlorid 5,0
Ekstrakt kvasca 3,0
Glukoza 1,0
Brom krezol ruztasto 0,015
Voda 1000ml

Rastvoriti komponente u vodi zagrevanjem, ako jergbmo. Podesiti pH, tako da posle
sterilizacije bude 6,8+0,2 na 25°C. Razliti po 2+pnipremljene podlogu u epruvete. Sterilisati u

autoklavu 15 min na 121°C.

L-Arginin dehidroksilaza podloga (Torlak, Srbija; Sigma-Aldrich, SAD)

Sastav.

L-arginin monohidrohlorid 5,0
Ekstrakt kvasca 3,0
Glukoza 1,0
Brom krezol ruziasto 0,015
Voda 1000ml

Rastvoriti komponente u vodi zagrevanjem, ako jergbmo. Podesiti pH, tako da posle
sterilizacije bude 6,8+£0,2 na 25°C. Razliti po 2pmipremljene podloge u epruvete. Sterilisati u

autoklavu 15 min na 121°C.
Podloge za fermentaciju ugljenih hidrata (Séera) (Torlak, Srbija)

Osnovna podloga ima sleflsastav:

Enzimski derivat kazeina 10,09
NaCl 5,09
Fenol crveno 0,029
Voda 1000ml

Suspendovati komponente u vodi, zagrevati ako jeepoo. Podesiti pH, tako da posle
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sterilizacije bude 6,8+0,2 na 25°C. Razliti u emtevili erlenmajere dovoljnog kapaciteta.

Sterilisati u autoklavu 15 min na 121 °C.
Rastvori ugljenih hidrata

(D-sorbitol , L-ramnoza, D-sukroza, D-melibiozamigdalin 80mg/ml).

Ugljeni hidrati 89
Voda 100ml

Pripremiti 4 pojedin&na rastvora, rastvoranjem svakog pojedig ugljenog hidrata u vodi.

Kompletna podloga za fermentaciju Séera

Sastav:
Osnovna podloga 875ml
Rastvor Séera 125ml

Dodati pripremljen rastvor u svaku osnovnu podlogeomesati. Razlite po 10 ml podloge u

sterilne epruvete.

Simmons citratna podloga(Torlak, Srbija)

Sastav:

Natrijum citrat 2.0g

NacCl 5.0g
KoHPOy 1.0g
NHsHPO, lOg
MgSOy 0,29
Bromtimol plavo 0,089
Agar 9,0-18,0g*
Destilovana voda 1000 ml

* Zavisi od¢vrstate agara

Suspendovati komponente u vodi, zagrevati ako jgepno. Podesiti pH , tako da posle
sterilizacije bude 6,8+0,2 na 25°C. Razliti po 10 S ™mmons citrata u epruvete dimenzije.
Sterilisati u autoklavu 15 min na 121 °C. Ostaepeuvete u kosom polozaju tako da podloga na

dnu bude 2,5 cm debljine.
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Podloge za izolovanje i odréivanje broja Enterobacteriaceae

Broj Enterobacteriaceaal uzorcima formula za od&@d i biljnih ¢ajeva su odidene prema
standardnoj metodi ISO 21528-2, Mikrobiologija hearhrane za zivotinje- horizontalna metoda

za otktivanje i odréivanje brojaEnterobacteriaceaaleo 2: Metoda brojanja kolonija.

FizioloSki rastvor sa peptonom

Sastav:g/|

Pepton 1,0
NaCl 8,5
Destilovana voda 1000ml

Rastvoriti u vodi komponente uz zagrevanje akoogjepotrebno. Podesiti pH tako da posle
sterilizacije iznosi 7,0 pri 25 °CSipati rastvor u dispensetu i razlivati po 9 mlidiaSkog
rastvora u sterilne epruvete ili po 90ml u erleremajodréene zapremine. Sterilisati u autoklavu

na 121°C u trajanju od 15 midiuvati na sobnoj temperaturi, z&gte od zagtenja.

VRB glukozni agar (ljubi ¢asto-crveni Zwni glukozni agar) (Oxoid, Velika Britanija)

Sastav:g/|

Pepton 7,0
Ekstrakt kvasca 3,0
Zugna so 1,5
Glukoza 10.0
NacCl 5,0
Neutral crveno 0,03
Kristal violet agar 0,002
Agar 12,0
Destilovana voda 1000

Komponente rastvoriti u destilovanoj vodi. Ako jetigbno podesiti pH na 7,4+0.2 pri 25°C. Ne
autoklavirati. Podlogu pripremiti neposredno pretugbe, a najduzéetiri sata pre upotrebe ili

jedan dan, ako saiva u frizideru.

Hranljivi agar (Merck, Nemaka)

Sastav:

Pepton 15,09
NacCl 5,09
Mesni ekstrakt 3,09
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KH,POy 0,39
Agar 18,09

Suspendovati 41,3 g podloge u 1 litri destilovamelesi polako meSati dok se potpuno ne
rastvori. Ostaviti 15 minuta i potom paZljivo zagte do kljucanja da se potpuno rastvori.
Podesiti pH tako da posle sterilizacije iznosi O3 pri 25 °C. Sterilisati u autoklavu 15 min na
121°C. Nakon hkéenja na 50°C sterilno razliti u Petri péo

Glukozni agar (Torlak, Srbija)

Sastav:

Tripton 10,09
Ekstrakt kvasca 1,59
Glukoza 10,09
NacCl 5,09
Bromkrezol purpur 0,015g
Agar 15,09
Destilovana voda 1000g

Rastvoriti komponente u destilovanoj vodi. Ako mnebno podesiti pH na 7,0 pri 25°C. Razliti
u epruvete u katini od 15 ml i sterilisati u autoklavu na 121°Crajanju od 15 min. Ostaviti
epruvete u vertikalnom polozaju da se ohlade. Ovalgremljena podloga moze da &ava
sedam dana na temperaturi 0-5°C. Pre upotrebegoditopiti u klj&aloj vodi, ohladiti do

temperature inkubacije 37°C.

Tripton soja bujon sa 20% glicerolom(Becton Dickenson, Sjedinjene Am# Drzave)

Tripton 17,09
Papain iz soje 3,09
Dekstroza 2,59
NacCl 5,09
Di-kalijum-fosfat 2,50
Glicerol 200ml

Pripremljena t&na podloga se kupuje u pakovanju od 100 x 1,5n7i za cuvanje izolata u

zamrziv&u. Do upotrebe s&uva u frizideru, na teperaturi do 8°C.

61



Marija M. Stojanow Doktorska dis&ija

API 20E (Biomerieux, Francuska)

Za identifikaciju kolonija, kori&n je API 20 E standardizovani identifikacioni sigt za
Enterobacteriacead druge neosetljive Gram-negativnhe rodove, kojri#d 23 minijaturna
biohemijska testa i bazu podataka (API WEB, BiomerFrancuska).

Princip rada API 20 E strip (traka) se sastoji aka#ji izmeiu proizvoda metabolizma i podloge /

reagensa koji se nalazi u gotovom identifikaciorsistemu tokom perioda inkubacije.

Rezultati se tumm prema Interpretacijskoj Tabeli, a identifikacijpe vrSi poméu
Identifikacione Tabele Analitkog Profilnog Indexa ili pom&u API WEB programa.

Za upotrebu API 20 E koksni su suspenziona podloga, 5 ml (ref. 20110), Kempa
reagensima (ref. 20120) ili pojedim reagensi (ref. 70400 do 70460 i 70540), Zn reage
(ref.70380), Mineralno ulje (ref.70100), PipetepBi-pipete (ref. 70250) i API 20 E Analytical
Profile Index (ref.20190) ili softver, kao i di&zaa ampule (ref.70200), -termostat (35-37°C),

frizider.

Sastojci podloga i reagenasa:

Suspenziona podloga (ref.20110): Demineralizovartav

TDA reagens (ref.70400) za otkrivanje Gvozie hlorid 3,4 g

triptofan deaminaze Demineralizovana voda 100 m|
Reagensi za otkrivanje indola: Sastojak J 2183 0,59

JAMES Reagens (ref.70540) HCI N gsp 100 ml

Voges Proskauer reagensi za dokazivanje

acetona:

Kalijum hidroksid 40 g
Demineralizovana voda 100 ml
Alfa naftol 6 g

Etanol 100 ml

VP 1 (ref.70420):

VP 2 (ref.70430):

Gries reagens za otkrivanje nitrita:
, Sulfanilna kiselina 0,8 g
NIT 1 (ref.70440): Sir¢etna kiselina 5N 100 mi
N-N-dimetil-aftilamine 0,6 g
Sir¢etna kiselina 5N 100 mi
Tetrametil-p-fenilenediamine 1
OX (ref.70460) za otkrivanje oksidaze: Izoamil alkohol 100 mi

NIT 2 (ref.70450):

U cilju pripreme inokuluma potrebno je najpre ofticampulu sa suspenzionom podlogom (ili
sterilnu destilovanu vodu bez dodataka), pémerha psi pipete pikirati jednu koloniju sa

podloge i pazljivo umeSati u ampulu u cilju Stojedlomogenizacije bakterijske suspenzije
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Koristeti istu psi pipetu puniti do vrha tube, testove zH,COVP, GEL (uokvireni testovi),
bakterijskom suspenzijom puniti samo do otvora tska druge testove, stvoriti anaerobnu
sredinu za testove ADH, LDC, ODC, URE $l(podvueni testovi) tako Sto se tube dopune do
vrha mineralnim uljem, zatvoriti kutiju za inkubaci termostatirati na 35-37°C tokom 18-24 h.

Nakon 18-24 Ritati stripove poméu Interpretacione Tabele, zapisati sve spontarkcijeana

izveStajnom listu.

Ukoliko je glukoza pozitivna i/ ili joS 3 testa iliSe su pozitivha potrebno je uraditi testovei koj
zahtevaju dodatak reagensa:

-VP Test: dodati 1 kap VP 1 i VP 2 reagensd&gkati najmanje 10 min. Svetlo rdasta ili

crvena boja pokazuju pozitivhu (+) reakciju, S&bt zapisati na izveStajnom listu.

-TDA Test: dodati 1 kap TDA reagensa. Tamno bragja Ipokazuje pozitivhu (+) reakciju, Sto
takade treba zapisati.

-IND Test: dodati 1 kap JAMES regensa, reakcijandmah razvija, a rugasta boja pokazuje
pozitivhu (+) reakciju, Sto treba zapisati, dodatap IND reagensa. &kati 2 minuta. Pojava

crvenog prstena pokazuje pozitivhu (+) reakcijutBtba zabeleziti.

-NO, Test: dodati po jednu kap NIT 1 i NIT 2 reagensallJ tubu.s&ekati 2-3 minuta. crvena

boja pokazuje pozitivhu (+) rekciju.

Negativna reakcija (Zuta boja) moze se javiti i keaultat redukcije N (ponekad su vidljivi
mehurti gasa): dodati 2 do 3 mg Zn u GLU tubu.Posle 5utainukoliko tuba ostane Zuta to
pokazuje prisustvo N i pozitivhu (+) reakciju, dteba zapisati u izveStaju. Ako test postane

ruzicasto crven, to je negativna reakcija: nitrat kejjgs uvek prisutan u tubi redukovan je Zn.
Ukoliko je glukoza negativna, a broj pozitivnihtig maniji ili jednak 2 ne dodavagagense.

Upotrebom identifikacione tabele porede se dobijenultati upisani u izveStajnom listu sa onim
na tabeli sa Analytical Profile Indexom ili sa s@ftom rezultat dobijenih reakcija mora biti

kodiran u numeiki profil.

Na izveStajnom listu testovi su razdvojeni u grogepo 3, a brojevi 1,2 i 4 su indikatori za svaki

test. Sabiranjem brojeva koji odgovaraju pozitivntestu u grupi, dobijamo za svaku grupu
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jedan broj Sto daje sedmocifreni broj koji koresgiom sa 20 testova APl 20 E. Reakcija na

oksidazu je 21 test i ima vrednost 4 ako je poadiv

Za ¢itanje reakcija za L-lizin dekarboksilazu, L-ornitdekarboksilazu i L-Arginin dehidrolazu,
pojava ljubtaste boje je pozitivha reakcija, a pojava zute ggativna reakcija. Za reakcije
fermentacije razéitih Setera, Zuta boja posle inkubacije je pozitivha regakca crvena je

negativna. Kod reakcije kotiénja citrata, reakcija je pozitivha ako se bojawpeai u plavo.
U Tabeli 4.1.4.1 je dato turdenje i karakteristini biohemijski rezultati z&. sakazakii

Tabela 4.1.4.1Interpretacija biohemijskih rezultata €a sakazakii

Procenat sojevaC. sakazakii

Reakcija konfirmacije Pozitivho/negativno koji pokazuju ovu reakciju
Produkcija Zutog pigmenta + >99
Oksidaza - >99
L-lizin dekarboksilaza - >99
L-ornitin dekarboksilaza + +90
L-arginin dehidrolaza + >99
Kiselina iz fermentacije:

- D-sorbitola i *95

- L- ramnoze + >99
- D-sukroze + >99
- D-melibioze + >99

- amigdalina + >99
- hidrolize citrata + >95
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4.1.5. Reagensi za tipizaciju molekularnim metodama

U cilju tipizacije izolovanih kolonijaC. sakazakikori&eni su sled@ reagensi:
- Polimeraze:
a) Dream Taq Green PCR Master Mix (ThermoScienfifilnius, Litvanija)

- ,ready to use* rastvor koji sadrzi DreamTaq Gréerfier, magnezijum hlorid (Mgl

i meSavinu dNTP. Ovaj master miks sadrzi i dve bape se koriste za ptanje
elektroforetskog kretanja molekula, kao i reagerss @odeSavanje gustine Sto
omoguiava direktno nanoSenje PCR proizvoda na gel.

b) DreamTaq Green polimeraza, Fermentas, Litvanija
- Prajmeri (Metabion International AG, Martinsriedgi@any)

- Marker molekulske teZine GeneRuler DNALadder Mix SM0331 (Thermo Scientific,
Vilnius, Litvanija)

- TBE (Tris borat EDTA pufer): 89 mM Tris-HCI, 89 mbkbrna kiselina, 2,5 mM EDTA
[pH8.2]

- Agaroza: Agarose Neeo ultra qualitat (Carl ROTH,dBiKarlsruhe, Nentka)

- Gelovi za elekroforezu: 1,5% agaroza u 0,5x TBE.
4.1.6. Oprema

Tokom istrazivanja koré&ena je standardna laboratorijska oprema za moletailapitivanja:
- centrifuga: MPW 350R, MPW Medical Instruments, Pdla
- PCR aparat: Eppendorf MasterCycler Personal theyaac Eppendorf, Nent&a
- mikrotalasna p& Neo
- magnetna me3alica: Raypa AG 2, Spanija
- vorteks: Velp Scientifica, Italija
- termoblok: CH 100, BioSan, Spanija

- uobiajen laboratorijski pribor
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4.2. Metode ispitivanja
4.2.1. Izolovanje i identifikacija C. sakazakii u formulama za odogad i biljnim ¢ajevima
4.2.1.1. l1zolacija C. sakazakii

U formulama za odépd i biljnim ¢ajevima je, primenom metode I1ISO 22964:2006, deine

prisustvo C. sakazakii Metoda I1SO 22964:2006 se sastoji iz predobegm, selektivhog
obog&enja, izolacijeC. sakazakiina hromogenim podlogama i konfirmacije potencifaln
kolonija.

Predobog&enje

U svrhu predobog®nja, uzorak (25 g formule za odagl ili 10 g biljnogcaja) je pomeSan sa
puferisanom peptonskom vodom (225 ml za formul®dacad i po 90 ml za bilijn€ajeve) i
inkubiran je na 37°C+1°C tokom narednih 18-24 sata.

Selektivnho obogéenje

Nakon predobog®nja, 0,1 ml suspenzije je préeao u 10 ml selektivhog bujona

mLST/vankomicin. Dobijena suspenzija je inkubira@a44°C+0,5 °C tokom 24+2 sata.
Izolacija C. sakazakii kolonija

Posle inkubacije zasejane mLST/vankomicin podlegspenzija je presejana ezom (10 ul) na
selektivni hromogeni agar za izolaciii sakazakii Inkubacija hromogenih pta je vrSena na
44°C+1°C tokom 24+2 sata.

Posle inkubacije, pregledane su hromogene podlogd#jw utvrdivanja tipicnih ili sumnjivih
kolonija C. sakazakjikoje su promera 1-3 mm, zelene do plavo-zelenpe. Boeba napomenuti

da su netigine kolonije providne i ljul@iaste boje.

U cilju identifikacije izolata, izabrano je 1 dotipi¢nih kolonija karakteristinin zaC. sakazakii
sa hromogenih podloga. Izabrane kolonije su zatmsgjane na TSA. TSA podloge su
inkubirane na 25°C+1°C tokom narednih 44 do 48 $adsle inkubacije pregledane su TSA

podloge i utvdeno prisustvo Zutih kolonija.
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Kada je samo jedna kolonija izabrana i presejan@S#fi posle inkubacije se nisu pojavile Zute
kolonije, izabrane su jos 4 tipie kolonije. Ako je bilo manje od 5 tiiih kolonija, presejavane

Su sve pojedin@no na tripton soja agar.
4.2.1.2.Biohemijska potvrda

Zute kolonije izrasle na TSA podlozi mogu poterlpijabiti bakterijeC. sakazakiiDa bi se ove
pretpostavke potvrdile, u ovom istraZivanju je E&ena biohemijska konfirmacija koégnjem
gotovog biohemijskog kita APl 20E, BioMeurieux, Rcaska. Po 1 zuta kolonija sa TSA
podloge je suspendovana u 5 ml Api NaCl 0.85% sugsjgei za dalju biohemijsku potvrdu je

postupano po uputstvu proizi@a opisano u prethodnom poglavlju.
4.2.1.3. Priprema sojeva i izolata

Odabrani izolati su adekvatnéuvani, presejavani i aktivirani i ispitivani morédki i
biohemijski pre svake faze eksperimenta. Svi izddat presejavani na Tripton Soja bujon sa
dodatkom glicerola 20% (Beckon Dickenson, SAD),uipikani na 37°C, 24 sata u aerobnim
uslovima. Tako izrasle kulture su zamrzavaevane u zamrziva (na -18°C). Po potrebi se
odreien izolat odmrzavao i zasejavan je na hromogenlogadzaC. sakazakiiPosle inkubacije
na 44°C+1°C tokom 24+2 sata, plave kolonije sugya@sne na TSA i inkubirane na 25°C+1°C
tokom narednih 44 do 48 sati. Birane su kolonijensanzivno Zutom bojom, koje su karéhe

za vesStaku kontaminaciju u eksperimentu, tako Sto je 1 kidorastvarana u 10 ml fizioloSkog
rastvora sa dodatkom peptona i izmiksovana. Po @velsuspenzije i njeno razemje 1:10 su

koris¢eni za dalji eksperiment.
4.2.2. Izolovanje i odrdivanje broja Enterobacteriaceae u formulama za odogad

Izolovanje i odrdivanje brojaEnterobacteriaceael formulama za odéad je urdeno prema
standardnoj metodi 1ISO 21528-2, deo 2: Metoda hyaj&olonija u formulama za prehranu

odoiadi.

Kolicina od 10 g formule za od@d kori€ena je za odrvanje brojaEnterobacteriacea
metodom ISO 21528-2, tako Sto je dodato 90 ml lii&kog rastvora sa dodatkom peptona. Ako

se formula nije rastvorila tokom 30 minuta, ondaiserak lagano mesao sterilnom ka&m.

Od osnovnog razblazenja (10 grama uzorka + 90 mibléiSkog rastvora sa peptonom) je

odpipetirano po 0,33 ml inicijalne suspenzije rderga 10" u tri Petri $olje u kojoj je razlivena
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VRBG podloga (2 ponavljanja). U slegedve Petri Solje je otpipetirano po 0,1 ml iniki@
suspenzije razdenja u 2 Petri $olje za razdemje 107 i postupak je ponovljen za svako sléele
razreienje. U svaku Petri Solju je razliveno joS po 10VYRBG agara temperiranog na 44°C.
Nakon @vrstavanja podloge na svaku plo je dodatno naliveno po 15 ml VRBG agara
temperiranog na 44°C. Dodavanjem ovog sloja cgme je prerastanje i omogeni Su
poluanaerobni uslovi. Pte sa okrenutim poklopcem nadole su inkubirane ngpéeaturi od
37£1°C tokom 24+2 sata. Nakon inkubacije izbrojardzrasle karakteristie kolonije (crvene

ili purpurne boje, sa poreolima taloga ili bez jih

Za potvrdu da su izrasle kolonije iz familgterobacteriacegeuzimano je pet karakteristiin
kolonija i presejane su a na pdosa hranljivim agarom, koje se inkubiraju na 3r&ednih
2412 sata. Ponto eze kolonije se testiraju na reakciju oksidake &0 se nanose na filter papir
na kome se nalazi oksidaza. Posle 10 sekundi semrge da li je reakcija oksidaze pozitivha /
negativna i to na osnovu promene boje papira udadbo. Ako nema promene boje, reakcija

oksidaze je negativna, Sto je éeaoiekivana reakcija za familijienterobacteriaceae.

Oksidaza negativne kolonije se dalje zasejavajglokozni agar, ubodom u dubinu agara u
epruveti. Zasejane podloge se inkubiraju na 37%0Gn024+2 sataUkoliko se razvije zuta boja
kroz ceo sadrzaj epruvete, smatra se da je tesefeacije pozitivan. Kolonije koje su negativne

na oksidazu, a pozitivne na glukozu se smatrajteligma iz familijeEnterobacteriaceae.

4.2.3. Ispitivanje promene broja izolovanih C. sakazakii tokom pripreme biljnih ¢ajeva

koriSéenjem vode razltite temperature

Nakon aktivacije izolata obelezenih Siframa M3, K38,i S11, izrasle kolonije su prenete u 10 ml
fizioloSkog rastvora sa dodatkom peptona i ceoZzadge izmiksovan. Po 1 ml ove suspenzije je
prelivan preko 10 g suvagja iste vrste, istog proizdeca.

Ovako kontaminirani biljncajevi koji su prethodno eksperimentalno kontammiigareliveni su
sterilnom destilovanom vodom zagrejanom na 60°@C 7Xlju¢alom vodom i odréen je brojC.
sakazakilpoglavlje 4.3.3.1.) odmah nakon prelivanja vodomgkon 2, 4, 6 i 8 min od momenta
prelivanja vodom, préemu je uzorak stajao na sobnoj temperaturi. Inlicagpajkovan brofC.

sakazakije bio izmeu 6 i 8 log cfu/g.
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4.2.4. Ispitivanje promene broja izolovanih C. sakazakii u biljnim ¢ajevima tokom ¢uvanja

na razli¢itim temperaturama

U cilju odretivanja promene broj&. sakazakiiu uzorcimacaja tokom vremena na sobnoj
(23+1°C) i na temperaturi frizidera (4+2°C), uzoawd 10 g biljnih cajeva su prethodno
pripremljeni prelivanjem kljsalom vodom (po 90 ml), zatim rastiéni do sobne temperature i
inokulisani supenzijom bakterifa. sakazaki{izolati M1, M2, M3, K1, K2, K3, K4, K5, S1, S2,
S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9, S10, S11i S12). imnlatktivirani, izrasle kolonije su prenete u 10
ml fizioloSkog rastvora sa dodatkom peptona i calrzaj je izmiksovan. Po 1 ml ove suspenzije
je joS jednom prenet u 9ml fizioloSkog rastvorapsgptonom i dobijena suspenzija je dalje

koris¢ena za eksperiment.

Za odr@ivanje promene broja na sobnoj temperaturi, uzta@ su analizirani posle 48 i 72 sata.
Takaie, uzorci caja ¢uvani u frizideru su analizirani i odten je broj C. sakazakiiu

pripremljenimc¢ajevima nakon 7, 14 i 21 dan.
4.2.5. Odredivanje broja C. sakazakii

Na hranljivim podlogama TSA i hromogenoj podloziGasakazakiip,1 ml razrdenja je naneto
na ve razlivene podloge (metoda razmazivanja). Za svakoeienje zasejavane su hromogene
podloge i TSA . Hromogene podloga su inkubirane 44&1°C tokom 24+2 sata. Nakon
inkubacije, izbrojane su samo tipe kolonijeC. sakazakii to kolonije promera 1-3mm, zelene
do plavo-zelene boje. Rle TSA su inkubirane na 25+1°C, tokom 48 sati. Paskeibacije
brojane su zute kolonijg. sakazakisa TSA pléa.

4.2.6. Molekularne metode identifikacije i karakterizacije C.sakazakii
4.2.6.1. Izolacija DNK

Izolacija nukleinskih kiselina je prvi stepen uéwe molekularno-bioloskih ispitivanja i svim
tehnikama rekombinantne DNK. Ekstrakcija nukleihskiselina iz bioloSkog materijala zahteva
lizu ¢elija, inaktivaciju nukleaza prisutnih ¢eliji (enzima koji prekidaju DNK i RNK lance) i

odvajanje ciljne DNK od ostalagelijskog materijala.

Tradicionalne metode za giscavanje DNK iz c¢elijskog ekstrakta predstavljaju kombinaciju
ekstrakcije, precipitacije, centrifugiranja, eleoreze i afinitetnog razdvajanja. Najvaznije je
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predistiti mikroorganizme od interesa iz matriksa Ziwtsredine, kao i od nekulturabilnih

bakterijskih vrsta.

Za potrebe ovog istrazivanja, kameha je brza izolacija DNK po Ibekwe i sar. (2000)

- u 300 pl sterilne destilovane vode resuspendowvaizis kulturu dobijenu iz 1 kolonije

(1 pl kulture ili dobro izraslu koloniju);
- prokuvati na 95°C 10 minuta (termoblok);

- odmah staviti na led 5 minuta do 8 minuta (u zawa&g{nagla promena temperature
dovodi do lizecelija).

- Centrifugirati 12 minuta na 12000 obrtaja/minuti.

- Supernatant sa DNK se koristi direktno kao mated@m PCR ili se¢uva na -20°C u

zamrziv&u.
4.2.6.2.Gel elektroforeza

Gel elektroforeza je metod za razdvajanje molekalaosnovu njihove veline i naelektrisanja.
Molekuli se razdvajaju pod dejstvom elektrdg polja u inetrntnim medijumima. Negativho
naelektrisani molekuli se kie ka pozitivnoj elektrodi-katodi, dok se pozitivmaelektrisani
molekuli kre&éu ka negativnoj elektrodi- anodi. Gel elektroforessa koristi za karakterizaciju
najzn&ajnije osobine- molekulske mase polinukleotida ligeptida. Takde, ona sluzi i za

proverucistoce uzoraka, heterogenosti i stepena degradacijekoiale

Elektroforetsko migraciono rastojanje DNK kroz gelvisi od 4 glavna parametra: molekulske
mase, konformacije DNK, koncentracije gela i prijeaog napona struje. Za pripremu
medijuma u komece se vrSiti razdvajanje molekula mogu se Kkoristéelicite vrste i
koncentracije medijuma, koje su uslovljene &albm pora i sposobnés da razdvoje fragmente
sli¢cnih velicina. Nage&e kori€eni materijali su agaroza i akrilamid. Agaroznioye razdvajaju
DNK fragmente od 100 i viSe baznih parova, dokadallamidni gelovi mogu razdvojiti DNK
fragmente koji se razlikuju u 1 baznom paru. Agarfezvisoko pré&séen agar, koji se rastvara u
odrelenom puferu. Molekuli agaroze formiraju matriks g@rama izméu molekula.

Koncentrovaniji rastvor agaroze formira gudatriks i manje pore.

Agarozni gelovi prave se tako Sto se agaroza restwgouferu i zagreva dodee topljenja u
mikrotalasnoj pé, zatim se sipa u kalup koji odigie dimenzije gela. Dok je agarozd&ria, u

nju se postavljag¢esalj“ kojim se u gelu prave ,buriéi“ tj. mesta u gelu kojde se popuniti
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uzorkom. Kada se agaroza ohladi do 50-60°C i polauge, boja se promeni od prozirne do
mlegno bele.Cesljevi se polako izvuku iz gela, tako da se netedbunati¢i. Formirani gel se
prebaci u kadicu za elektroforezu koja je napunpufarom. J&na pufera u kadi i u gelu mora
biti ista.

Osnovni princip elektroforetskog razdvajanja zasmoye nacinjenici da cestice razhitog
naelektrisanja i razlite mase, pod uticajem elekinog polja za isto vreme prelaze raité
putanje na agaroznom nésaPo standardnoj proceduri, produkti PCR realsgjaazdvajaju na
1-1,5% agaroznom gelu (1 -1,5 % agaroza u TBEkaqmstantnoj struji j@ine 5V/cm (napaja
struje EPS 600, Pharmacia Biotech).

Produkti u gelu se boje etidijum bromidom (0,5ugiBE). Etidijum bromid (EtBr) se ugdaje
u lance nukleinskih kiselina i omoéava njihovu vizuelizaciju pod UV svetlom. DNK apbaje
UV zratenje 254-320 nm koje se trasmituje kroz boju, ergja se re-emituje na 590 nm u

crveno-narandzastom regionu spektra.

Etidijum bromid se okino priprema kao Stok koncentracije 5 ili 10 mg/mbadi, ¢uva se
zastten od svetla na sobnoj temperaturi ili na 4°C. Begamoze dodati gelu i puferu za
elektroforezu, ili se gel moze naknadno bojiti patajem u rastvor etidijum bromida (0,5ug/ml
tokom 30 minuta), Sto je primenjeno u ovim istrafjma. Produkti su posmatrani na
transiluminatoru nad UV svetlom (Macro Vue Uvis-2pefer). Korigen je zastitni poklopac
transiluminatora, jer usmereno UV Zeaje moze dovesti do trajnog a&aja @iju. Sve se radi
sa rukavicama, jer je etidijum bromid jak mutageama svojstvo da se interkalira u molekule
DNK zivih organizama, pa izaziva nezeljene opasnéacije. Nukleinske kiselinedije je lance
inkorporiran EtBr raspoznaju se kao svetle trakgela. U ciljucuvanja rezultata PCR analize,

gelovi se fotografisu.

DNK standardi (markeri) za procenu molekulskih masalekula koji se elektroforetski
razdvajaju sadrze meSavinu standarda DNK poznatitiva (molekulskih masa). I1zbor markera
zavisi od @ekivane veliine ispitivanih fragmenata i koncentracije gelaekkperimentima je
koris¢ten GeneRuler DNA LadderMix (SM0331), Fermentatydnija.
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4.2.6.3. rep-PCR

rep-PCR je metoda koja omagva prodavanje diverziteta izolata koésnjem specifinih
DNA sekvenci - repetitivnin DNA elemenata: REP (B#jpve Extragenic Palindromic), ERIC
(Enterobacterial Repetitive Intergenic ConsensusBOX elemenata. Pri ERIC amplifikaciji
koristi se ERIC 1R/2 set prajmera. U okviru BOXatiep-PCR kori&n je (GTGy prajmer (de
Bruijn, 1992. -iz Josic 2011).

4.2.6.3.1ERIC PCR

Reakciona smeSa za ERIC:

16,6mM (NH,)2SOy;

67 mM Tris HCL pH 8,8;

6,7 mM MgCl;

6,7 mM EDTA,;

30 uM B-merkapto etanal,

4 ug bovin serum albumin;

1mM dNTP;

po 50 pM prajmera (ERIC 1R i ERIC 2), Metabion;
1 U DreamTagq polimeraze, Fermentas/Litvanija;
50ng DNK.

4.2.6.3.2_BOX PCR

Reakciona smeSa za BOX PCR, tj. za (GI@ajmer koji pripada ovoj vrsti, mozZe se odvijati
pod standradnim uslovima reakcione smeSe kao aesemmailnu amplifikaciju. Amplifikacija se
odvijala u 50ul smeSe koja sadrzi:

Dream Tag Green PCR Master Mix (ThermoScientifitnivs, Litvanija);

50pM prajmera (Metabion);

50ng DNK.

U Tabeli 4.2.6.3.1. su dati uslovi ERIC i BOX P@fkcija.
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Tabela 4.2.6.3.10ligonukleotidne sekvence prajmera i odgovatajslovi PCR reakcija

Prajmer | Nukleotidna DNK sekvenca Denaturacija| Aniling Izduzivanje | Broj
prajmera ciklusa
ERIC 1R | 5-ATgTAAgCTCCTggggATTCAC-3' | 95°C 1min 1
ERIC 2 | 5'- AAQTAAgTgACTggggTgAgCg-3' | 94°C 1min | 52°C 1min | 65°C 8 min| 35
65°C 16min| 1
(GTG) | 59TggTggTggTggTg-3’ 95°C 2min 1
94°C 1min | 53°C 1min | 65°C 8min| 30
65°C 16 min| 1
4.2.6.4. RAPD

Koris¢eni su RAPD prajmeri AP10 (Selenska-Pobell i sSE896), SPH1 (Dolley i sar., 1993) i
AP11 (Josi, neobjavljeni podaci).

Amplifikacione reakcije za RAPD izvedene su u 58mkesSe koja sadrzi:

Dream Tag Green PCR Master Mix (ThermoScientifidnivs, Litvanija)

50pM prajmera (Metabion);

50ng DNK.

Uslovi amplifikacije za RAPD su dati u Tabeli 4.214.

Tabela 4.2.6.4.1.0ligonukleotidne sekvence prajmera i odgovatajslovi amplifikacije za
RAPD

Prajmer Oligonukleotidna Denaturacija | Aniling lzduZivanje | Broj
sekvenca prajmera ciklusa

AP 10 5'-CAGGCCCTTC-3’ 95°C 5min 1
AP 11 5'-CAGGCCCTTCA-3' | 94°C 1min | 36°C 1min | 72°C 2min |45

72°C 5min |1

SPH1 5-(GTG)s-3 94°C 3min 1
94°C 1min | 40°C 1min | 65°C 3min |40

65°C 8min |1
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4.2.6.5.Amplifikacija i pre ¢iS¢avanje 16S rDNK

Amplifikacija 16S rDNK izvrSena je univerzalnim pmaerima fD1/rD1 i odgovarajti

amplifikovani fragmenti su ptesceni i sekvencirani (Weisburg i sar., 1991).

Amplifikacija 16S rDNK se odvijala u 50ul smeSg&eadrzi:
Dream Tag Green PCR Master Mix (ThermoScientifidnivs, Litvanija)
po 50pM prajmera fD1 i rD1 (Metabion);
50ng DNK.

Tabela 4.2.6.5Univerzalni prajmeri za bakterijsku 16S rDNK (Waisg i sar., 1991)

Prajmer | Oligonukleotidna sekvenca Denaturacija| Aniling IzduZivanje | Broj
prajmera ciklusa
fD1 5'-ccgaattcgtcgacaacAGAAG | 95°C 5 min. 1
TTTGATCCTGGCTCAG-3’ 94°C 1 min. | 36°C 1min. | 72°C 2min. | 45
rD1 5'-cccgggatccaagcttAAGGA 72°C5min. |1
GGTGATCCAGCC-3’
Produkti PCR reakcija su razdvojeni na 1,5% gelupdgovarajée boje za uzorak i markere

molekulskih masa, obojent sastvorom etidijum-bromida (5 pg/ml) i fotografisa

Produkti PCR reakcija su @i6feni po uputstvu proizvdata kitovima: GeneJET PCR

purification kit i Gel Extraction Kit, Fermentasittanija.

4.2.7. Kompjuterski program koris ¢en pri obradi dobijenih rezultata

Klaster analiza je izvrSena na bazi UPGMA (unwesghpair group arithmetic average-linkage

algorithm) primenom STATISTICA 7 programa. Ovaj gram omogtiava analizu podataka,

njihovu obradu, izradu statigkih pokazatelja, izradu filogenetskih stabala...
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

Istrazivanje je sprovedeno u periodu od 2007. d832@odine, sa ciliem da se utvrdi prisus@o
sakazakiiu uzorcima formula za od@d u prahu (360 uzoraka) i uzorcima ré&gh biljnih
cajeva (520 uzoraka). Izolaironobacterspp. iz biljnincajeva su dalje koré&ni za ispitivanje
termorezistentnosti ove bakterije, kao i promermgabbakterije tokom skladiStenja pripremljenog
¢aja na sobnoj i temperaturi frizidera. U poslednjglelu ovog istrazivanja, primenom
molekularnih metoda je napravljeno péeeje sojeva izolovanih iz biljnibajeva u okviru ove

studije (20 izolata) sa postojm referentnim sojevim&. sakazakii
5.1. C. sakazakii u formulama za odogad

Dobijeni rezultati istrazivanja pokazuju da, nijezinog uzorka od 360 ispitanih uzoraka formule
za odofad u prahu, koje su komercijalno dostupne na trA&tpublike Srbije, nije izolovana
bakterijaC. sakazakiisto se moze videti u Tabeli 5.1.1.

Tabela 5.1.1 Rezultati ispitivanja prisustv@. sakazakiiu uzorcima formula za od@d u prahu

Godina uzorkovanja Broj ispitanih uzoraka Broj pozitivnih uzoraka
2007 44 0
2008 50 0
2009 45 0
2010 70 0
2011 67 0
2012 84 0
Ukupno | 360 0

5.2. Odredivanje broja Enterobacteriacea u formulama za odogad

Od 360 uzoraka formula za oda@l u prahu, u 29 (8%) uzoraka je bilo rasta naidagio-
crvenom zgnom agaru sa glukozom. 8kni broj Enterobacteriacege u 22 uzorka bio <10
cfu/g, a u ostalih 7 uzoraka je broj karaktetisith Enterobacteriaceadio <100 cfu/g (Tabela
5.2.1). Biohemijskom analizom je utieno da je najzastupljeniji soj biEnterobacter aerogenes
(u 18 uzoraka), zatinHafnia alvei (u 5 uzoraka)Enterobacter amnigenugu 4 uzorka) i

Enterobacter cloaca@u 1 uzorku)
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Tabela 5.2.1. Broj Enterobacteriacea formulama za oddad

Broj pozitivnih Broj Enterobacteriacea u uzorcima (cfu/g)
Godina Broj | uzoraka
uzorkovanja ispitinih o Uz.1l| Uz2| Uz3| Uz4 Uz5 Uz6 Uz[f Uz
uzoraka | Pozitivni | Procenat
2007 44 3 6,8% | <10/ 50 <10 - - - - -
2008 50 4 8% <10| <10 <1Q <10 - - - -
2009 45 2 44%| <10, <10 - - - - - -
2010 70 5 71% | <10/ 30 40 <10 <1p - - -
2011 67 8 11,9%| <10| <10 <10 <10 50 4( <10 <
2012 84 7 8,3% | <10/ <10 20 <10 60 <10 <10 -
Ukupno | 360 29 8%

5.3. C. sakazakii u biljnim ¢ajevima
5.3.1. Prisustvo C. sakazakii u biljnim ¢ajevima

Dobijeni rezultati ukazuju da od ukupno 520 uzorbHpih ¢ajeva koji su bili obuhwgeni ovim
istrazivanjem, 193 uzork&ja (38%) je bilo pozitivho na prisusty®. sakazakiia 327 (62%)
negativno (Grafik 5.3.1.1). Mie@ negativnim uzorcima bilo je uzoraka u kojima itmakterija
roda Enterobacteriaceaeali po biohemijskim karakteristikama ne pripadapalu Cronobacter
spp.

Grafik 5.3.1.1. PrisustvoC. sakazakiu uzorcima biljnjincajeva

Rezultati ukupno pregledanih biljnéajeva na prisusutv@. sakazakii

POZITIVNO 37%

NEGATIVNO 63%

Dobijeni rezultati o broju pozitivnih uzoraka u li&im vrstama ispitanih biljnincajeva su
prikazani u Tabeli 5.3.1.1.
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Tabela 5.3.1.1Rezultati ispitivanja prisustv@. sakazakiu biljnim ¢ajevima
Komercijalni naziv uzorka Latinski naziv, Broj analiziranih Pozitivni | Negativni
sastav uzoraka
Bebi ¢aj* 127 56 71
Dexiji ¢aj* 62 32 30
MeSavine biljne uz  dodatke(voé¢ne, sa aromama)| 29 2 27
(voéne, sa aromama)*
Megavine — “lekovite™ MeSavine  biljnih g, 31 50
Cajeva
Beli slez** Althaeae radix 30 10 20
Sena** Sennae folium 16 8 8
Zalfija** Salviae folium 14 3 11
Kamilica Chamomilae flos 18 7 11
Uva Uvae ursi folium 14 5 9
Lipa Tilia cordata 9 3 6
Kopriva Urticae folium 7 3 4
Kantarion Hyperici herba 4 2 2
Mati¢njak Melissae folium 10 5 5
Majcina duSica Thymi serpylli herba | 4 1 3
Rtanjskic¢aj Satureja montana 6 2 4
Nana Me_nthae piperitae 8 2 6
folium
Hibiskus Hibiscus rosa-sinensis 11 2 9
Hajduika trava Millefolii herba 8 5 3
Maslaiak Taraxacum officinale | 4 1 3
Kora krusine Frangulae cortex 5 2 3
Komora Foeniculum vulgare | 3 1 2
List breze Betulae folium 10 4 6
List borovnice Muyrtilli folium 10 5 5
Crni ¢aj Camelia} _ sinensis, 15 1 14
fermentisani
Zeleni¢aj C_amel!a (Thea 15 0 15
sinensis

*- MeSavine biljaka **- Prelivaju se hladnom vodom
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Posle biohemijskih analiza karakterisiih kolonija, 193 izolata je podeljeno na 29 nuriiai

profila korist&i apiWEB program, Sto je prikazano u Tabeli 5.3.1.2

Tabela 5.3.1.2Broj izolataC. sakazakipo numerikim profilima API 20E

API 20E Numeri¢ki profil Broj izolata Cronobacter spp.
3301753 1
3306713 2
3307173 11
3307353 3
3307363 1
3307371 24
3307372 1
3307373 13
3307733 1
3307753 1
3307763 1
3307771 7
3307773 4
3344373 5
3345173 3
3345371 1
3345373 5
3345772 5
3345773 14
3346773 9
3347173 6
3347333 1
3347353 1
3347371 1
3347372 20
3347373 6
3347573 23
3347773 21
3307573 2
UKUPNO 193

Najzastupljeniji numeeki profili bili su 3307371 (24 izolata), 33475733#o0lata), 3347773 (21
izolat) i 3347372 (20 izolata).
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.Bebi ¢aj* i ,Deciji ¢aj* predstavljaju meSavine ragiih biljaka i u Tabeli 5.3.1.3. je prikazano
7 grupa ,Bebkaja” i 4 grupe dé&jih ¢ajeva po sastavu, ragh proizvaiaca.

Tabela 5.3.1.3.Rezultati prisustv&. sakazakiiu uzorcima beb¢ajeva i déijin ¢ajeva u zavisnosti od

sastava meSavine biljaka

Komercijalni | Broj L « | Broj I
naziv uzorka | uzoraka Pozitivni | Grupa pozitivnih Biljni sastav grupe
Bl 17 Kamilica, komor& anis, sena, hibiskus
B2 13 Kamilica, hibiskus, cvet nardire
B3 9 Kamilica, komor& anis, menta, hibiskus
B4 6 Sena, komota kamilica
.Bebi ¢aj* 127 56 B5 5 Sena, anis, list breze
Kamilica, podbel, komorg seme
B6 4 .
vranilove trave
Komora:, kim, plod moraa, kora
B7 2 ..
krusine
Herba pitome nane, herba hajlle
D1 12 o %
trave, cvet kamilice, plod korijandera
D2 10 Herba pitome nane, herba niije, kim,
.Deciji ¢aj 62 32 komora&
Herba pitome nane, lipa, list breze, zova,
D3 7 "
kamilica
D4 3 Sena, Sipurak, kim, anis, rastavi

* Grupe B1-B7 i D1-D4: predstavljaju radiie proizvaiate biljnih ¢ajeva.

MesSavine biljnih¢ajeva se koriste kao porro lekovito sredstvo za najteze bolesti, Wwaju
raznih bolesti kod kojih je ukupno stanje organizo®e, imunitet je oslabljen. U Tabeli 5.3.1.4.

je dat pregled nalaza. sakazakiu ovim biljnim meSavinama.

Tabela 5.3.1.4.Rezultati prisustvaC. sakazakiiu uzorcima meSovitih biljnikajeva koji na deklaraciji

imaju preporuku da sluze wknju, otklanjanju simptoma bolesti i poboljSanj$i@y stanja organizma.
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Broj

Lekovite meSavine (namena) uzoraka Pozitivni Negativni
xxx 10A

(cirkulacija, holesterol, psorijaza, sterilitetmei sistem) 1 6 55%) 5 45%
xxx 20C (bubrezi, beSika, bakterije, nefritis) 15 9 | 60% | 6 40%
xxX 7B (jetra , hepatitis, &) kamenac) 11 5 45% 6 55¢
xxx 3-5H (hormoni, sterilitet, ciste, miomi, tumpri 6 2 33%| 4 67%
xxx 3 (gastritisgir, Krenova dijeta, nervni sistem) 8 2 2500 6 75
xxx bronhi (bronhijalni putevi) 4 2 50% 2 504
Za decu (respiratorni trakt) 6 1 17% 5 83
Caj za mr3avljenje | 7 2 29%| 5 71%
Caj za mr3avljenje I 5 1 20%| 4 80%
Planinski ¢aj (za poboljSanje imuniteta, bolje varenje8 1 13%| 7 88%
resp.puteve)

Ukupno pregledano 81 31 50

5.3.2. Promena broja C. sakazakii u biljnim ¢&ajevima tokom pripreme ¢aja (voda

temperature 60°C, 72°C i temperature kljuanja)

Za proveru termorezistentno§li sakazakikoris¢ena su 4 soj&. sakazakikoji su izolovani iz

¢ajeva dostupnih na trziStu Repulike Srbije i to M (izolati iz lista sene), S8 (iz ,,Belbaja“)

i S11 (meSavina prepafena za gastrointestinalne probleme). Ispitivanjpéeezistentnosti je

obuhvatilo tretiranje inokulisanogaja iste vrste, istog proizdeta, u kome je prethodno

potvideno da ne sadrfi. sakazakiiyvodom jednom od tri izabrane temperature (60°CC7R2

kljucala voda) tokom ukupno 8 minuta, a bi®j sakazakiije odrelivan svakih 2 minuta.

Promena broj&. sakazakiu inokulisanim¢ajevima, koji su pripremljeni na tri ragifia n&ina,

prikazana je u Tabeli 5.3.2.1. Treba napomenuti sda ovi prikazani rezultati dobijeni

koris¢enjem neselektivhe podloge za r&stsakazaki TSA. Grafeki prikaz promene broj&.

sakazakiiM3, K2, S8 i S11 na razltim temperaturama priprem@ja tokom 8 minuta je dat na

Graficima 5.3.2.1, 5.3.2.2,5.3.2.3i15.3.2.4.
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Tabela 5.3.2.1.Promena broja razitih izolata C. sakazakiiu inokulisanom biljnontaju kada je za

pripremucaja kori€ena temperatura od 60°C, 72°C i na temperaturéddija vode posle 2, 4, 6 i 8

minuta

Temperatura Vreme Broj bakterija log cfu/g

pripreme ¢aja delovanja M3 K2 S8 S11
0 7.7 6.2 6.5 7.5
2 7.3 5.9 6.4 6.4

60°C 4 6.2 5.8 4.2 3.3
6 5.4 5.4 3.5 3.5
8 5.3 5.1 1.2 2
0 4.2 4.5 6.5 4.1
2 2.1 3.1 2.1 2.5

72°C 4 1.3 1.3 1.3 15
6 1 <1 <1 <1
8 1 <1 <1 <1
0 2 3.2 2 2
2 1 1 2 <1

Kljucala voda 4 <1 <1 <1 <1
6 <1 <1 <1 <1
8 <1 <1 <1 <1
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Grafik 5.3.2.1. Promena broj&C. sakazakiizolata M3 u biljnoméaju koji je pripremljen kori&njem

vode temperature od 60°C, 72°C i temperaturétjja vode, posle 2, 4, 6 i 8 minuta.

Kriva prezZivljavanja izolata M3 C.sakazakii

N\\Q—o
T~
r % e

vreme u minutama

Broj bakterijaLog CFU/ml
O=2NWEOHON®OO

—— T ermperatura 60 —— ETperatura 72 e || LI Gl A OO

Grafik 5.3.2.2. Promena brojaC. sakazakiizolata K2 u biljnom¢aju koji je pripremljen kori&njem
vode temperature od 60°C, 72°C i temperatur€dijja vode, posle 2, 4, 6 i 8 minuta.

Kriva prezivljavanja izolata K2 C.sakazakii

Broj bakterijaLog CFU/ml
O = MNWPE0ogm -~ o

vreme u minutama
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Grafik 5.3.2.3. Promena broj&. sakazakiizolata S8 u biljnondaju koji je pripremljen kori&njem vode

temperature od 60°C, 72°C i temperatureckljija vode, posle 2, 4, 6 i 8 minuta.

Kriva prezivljavanja izolata S8 C.sakazakii
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Grafik 5.3.2.4. Promena broja&C. sakazakiizolata S11 u biljnongaju koji je pripremljen kori&njem

vode temperature od 60°C, 72°C i temperaturétjja vode, posle 2, 4, 6 i 8 minuta.

Kriva prezivljavanja izolata S11 C.sakazakii
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5.3.3. Promena broja C. sakazakii u pripemljenim biljnim ¢&ajevima tokom ¢uvanja na

sobnoj temperaturi (23£1°C)

Kako bi se proverila mogunost prezivanjavanj&. sakazakiu pripremljenom biljnomtaju na
sobnoj temperaturi kotgno je 20 sojev&. sakazakikoji su izolovani iz¢ajeva dostupnih na
trziStu Repulike Srbije. Promena brdja sakazakiu inokulisanimé¢ajevima koji su¢uvani na
sobnoj temperaturi je prikazana u Tabeli 5.3.31& Grafiku 5.3.3.1. Treba napomenuti da su ovi

prikazani rezultati dobijeni kodgnjem neselektivne podloge za rast — TSA.

Tabela 5.3.3.1Promena broj&. sakazakiispitivanih izolata na sobnoj temperaturi (23+1°@)sle 48 i

72 sata od momenta pripreggga.

Izolat Poreklo i'zolata Broj bakterija Broj bakterija Broj bakterija
(vrsta ¢aja) log cfu/g log cfu/g posle 48h | log cfu/g posle 72h
M1 Bebic¢aj (grupa B1*) 5.2 7.1 7.3
M2 List sene 4 6.1 5.8
M3 Beli slez 2 2.6 4.1
K1 Bebic¢aj (grupa B3*) 3 4.4 6
K2 Beli slez 4.2 5.3 6.2
K3 Nana 4.1 5.5 6.7
K4 Kamilica 3.5 6.1 5.9
K5 Nana 4.1 5.5 6.2
S1 Kopriva 3.2 5.5 6.1
S2 Bebicaj (grupa B1*) 4.2 6.8 6.9
S3 Bebicaj (grupa B2*) 3.5 4.7 6.8
Biljna meSavina — za
S4 resp. trakt 3.4 4.8 4.9
S5 Biljna meéavina —za 37 4.2 5 2
regul. jetre
s6 Biljna _meéavina —za 3.9 46 4.7
regul. jetre
S7 Bebicaj (grupa B2*) 3.7 4.8 5.8
S8 Bebi¢aj (grupa B2*) 4.1 5.5 5.9
S9 Deiji ¢aj (grupa D2%) 3.9 5.5 7.1
S10 Deiji ¢aj (grupa D1*) 4.1 5.7 6.5
S11 Biljna meéavina —za o5 3.7 3.8
gastroint.trakt
Biljna meSavina — za
S12 resp. Trakt 3.4 4.1 5.7

* grupe bebi i déijih ¢ajeva iz Tabele 5.3.1.3.
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Grafik 5.3.3.1. Promena broj&. sakazakiispitivanih izolata na sobnoj temperaturi (22 di8Q@), posle

48 i 72 sata od momenta pripretizga.

CFU log jedinice

5.3.4. Rezultati ispitivanja promene broja C.sakazakii na temperature frizidera 4+2°C

Kako bi se proverila mogunost prezivanjavanj&. sakazakiu pripremljenom biljnomtaju na
temperaturi frizidera koré&&no je 20 izolat&. sakazakikoji su izolovani iz¢ajeva dostupnih na
trziStu Repulike Srbije. Promena broja sakazakiiu inokulisanimcajevima je prikazana u

Tabeli 5.3.4.1 i na Grafiku 5.3.4.1. Prikazani feztii su dobijeni kori&enjem neselektivne
podloge za rast — TSA.

85



Marija M. Stojanow

Doktorska dis@ija

Tabela 5.3.4.1Promena broj&. sakazakiispitivanih izolata na temperaturi frizidera od28€, posle 7,

14 i 21 dan od momenta pripreftega.

. Broj Broj bakterija Broj bakterija Broj bakterija
Poreklo izolata .
Izolat (vrsta ¢aja) bakterija | log cfu/g log cfu/g log cfu/g
J log cfu/g | posle 7 dana posle 14 dana | posle 21 dana
M1 Bebicaj (grupa B1*) | 5.2 6.1 6.3 51
M2 List sene 4.1 4.3 4.4 3.8
M3 Beli slez 3 2.7 5.2 4
K1 Bebic¢aj (grupa B3*) | 2.5 2.2 2.4 3
K2 Beli slez 2.2 1.7 1.1 1.2
K3 Nana 3.3 4.2 1.8 1.6
K4 Kamilica 5 5.1 4.1 1.6
K5 Nana 6.1 5.1 3 1.1
S1 Kopriva 4.4 3 1.6 1.5
S2 Bebicaj (grupa B1*) | 6.1 5.1 3.2 2.2
S3 Bebicaj (grupa B2*) | 5 4.2 4.1 4
s4 Biljna meSavina — za 59 37 29 1.2
resp. trakt
S5 Biljna mesavina-za| . , 29 o5 >
regul. jetre
s6 Biljna mesavina -za| . o 4.2 4 11
regul. jetre
Bebi ¢aj
S7 (grupa B2*) 5.9 5.7 5.1 3
Bebicaj
S8 (grupa B2*) 5.2 5.1 4.8 2.9
Dexiji ¢aj
S9 (grupa D2¥) 6 5.1 4.4 2.2
Deiji ¢aj
S10 (grupa D1%) 5.5 4.9 4.1 3.9
s11 Biljna mesavina —za| ., 51 5 39
gastroint.trakt
S12 Bilina mesavina —za| 5 , 5.3 5.1 5.2

resp. trakt

* grupe bebi i déijih ¢ajeva iz Tabele 5.3.1.3.
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Grafik 5.3.4.1. Promena broj&. sakazakiispitivanih izolata na temperaturi frizidera od28€, posle 7,

14 i 21 dana od momenta pripretizga.

CFUlog jedinice

M1 (M2 M3 | KL [K2|K3|K4 |K5|S1|S2)|S3|S4|S5|56|S57]|5S58|(S9 |510|S11|S12

@mo0.dan |5.2|4.1| 3 |25|2.2|33| 5 |6.1|44|6.1| 5 |52|52|56|59|5.2| 6 |55|6.2|5.4
Wm7.dan |6.1(43|2.7(22|1.7(42|51(51| 3 |51/4.2|3.7(22|42(57|51(5.1|49|5.1|5.3
Bl4.dan|6.3|44|52|24(1.1(|18|41| 3 |16(3.2|41|2.2|25| 4 |51(|48|44|4.1| 5 |51
O2l.dan|5.1 (38| 4 3 |1.2|16(|16(|11|15|22| 4 (12| 2 (11]| 3 |29(|22|39|39(5.2
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5.4. Identifikacija i geneti¢ka karakterizacija izolata C. sakazakii poreklom iz ¢ajeva

5.4.1. rep-PCR

rep-PCR je metoda koja omagva prodavanje diverziteta izolata koésnjem specifinih
DNK sekvenci - repetitivnin DNK elemenata: REP (B#jpve Extragenic Palindromic), ERIC
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensuf@X elemenata. Genékia karakterizacija
C. sakazakiizolata izvedena je upotrebom prajmera (GI'Gga BOX- PCR i upotrebom seta

prajmera ERIC 1R/ ERIC 2 za ERIC-PCR. Reprezemtaprofili su prikazani na slikama
54.1.1.154.1.3.

M1M2M3 K1 K2 K3 K4 K5 R1 R2 M S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10S11R1R2 Sp M

! E 3000 b
4 p
= - | | B
. —_— — . l i —
— , - e . .
R _B ﬁ E - 1000 bp
2 | Il-qq-‘--. - ' L ol E/
d v ...o—!: E -
CEL LR U= = 500 bp
s -
A L H””- " - " o
b ..‘H. - -
. ol
-‘ -

Slika 5.4.1.1.rep-PCR profili izolataC. sakazakiina osnovu BOX elemenata kaeéhjem (GTG
prajmeraM- GeneRuler DNA Ladder Mix SM0331 (Thermo Scieintif Fermentas, Vinius, Litvanija); Linija R1-

ATCC 51329-Enterobacter(Cronobactey muytjensij Linija R2- NCTC 8155C. sakazakjiLinije M1-M3; K1-K5;
S1-S11- izolatC. sakazakiiiz biljnih ¢ajeva; sp-negativna kontrola
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Slika 5.4.1.2.Dendrogram na osnovu razlika izolda sakazakiidobijenih BOX analizom koré&njem
prajmera (GTG)
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Na osnovu BOX analize kotisnjem (GTGy prajmerazolati C. sakazakimogu da se grupiSu u
3 klastera (slika 5.4.1.2). Prvi klaster se sastoji 3 izolata, i to: K1 (bebéaj), S4 (biljna
mesSavina za respiratorne smetnje) i Sijdéaj). 1zolati S5 i S6 zajedno sa referentnim sojem
R1 formiraju drugi klaster. Tee klaster ima dva subklastera koja sudusobno udaljena 54%.
Subklaster 1 obuhvata 2 granedusobno udaljene 36%. U grani 1 se nalaze izolaiii5SBebi
¢aja, grupa Bl) i S3 (iz bebaja, grupa B2) koji se razlikuju samo 3%. U grarsiu sojevi S7 i
S8 koji se razlikuju manje od 7%. lzolat S1 porekl koprive je najstiniji referentnom soju
R2. Subklaster 2 obuhvata 2 grane sa svim M i Katroa, osim K1.

M1 M2 M_3 Kl_!(g_K3 }_<4 K5_R1IR2M S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11SIRRM
—-mwsoouee

Slika 5.4.1.3rep-PCR profili izolateC. sakazakidobijeni kori§€enjem ERIC seta prajmend- GeneRuler
DNA Ladder Mix SMO0331 (ThermoScientific, Vinius, tkanija); Linijja R1- ATCC 51329-Enterobacter
(Cronobactey muytjensii Linija R2- NCTC 8155C. sakazakjiLinije M1-M3; K1-K5; S1-S12- izolatlC. sakazakii

iz biljnih ¢ajeva
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Slika 5.4.1.4.Dendrogram na oshovu razlika sakazakiizolata dobijenih rep-PCR analizom na osnovu
ERIC prajmera.

ERIC prajmeri takde grupiSu izolate u 3 klastera (Slika 5.4.1.4).dtda 1 obuhvata 2 soja M3 i
S6. U klasteru 2 izolat M2, koji je izolovan izthssene, grupisan je sa referentnim sojem R1. U
klasteru 3 je grupisano 17 izolata u 2 subklastaao 2 grane. Subklaster 1 ima 2 grane koje su
medusobno udaljene 25%. U prvoj grani subklastera @ygisano 8 izolata iz S grupe (S5, S3,
S2, S10, S11, S4, S8, S1) zajedno sa referentrjams@2. Ove grane se kesobno razlikuju
29%. Izolati S1i S8, kao i S2 i S3 pokazuju makgtusobne razlike (<4%).
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Slika 5.4.1.5.Dendrogram na osnovu razlika izol&@asakazakidobijenih zbirnom rep-PCR analizom.

Zbirna analiza rep-PCR pokazujeda su svi ispitivianlati su podeljeni u 2 klastera, a da je
referentni soj R1 izdvojen u poseban klaster kej58% razlikuje od klastera 2 (slika 5.4.1.5). U
klasteru 2 je grupisano 19 izolata i 1 referent)i R2 u 2 subklastera sa po 2 grane, koje su

medusobno skine 64%. U grani 1 subklastera 1 grupisano je @Gtactajedno sa referentnim
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prepordene kao pomina sredstva za bolesti jetre (S7) i dijabetes (&8ana 2 obuhvata 4
izolata: S1 iS4 (razlika 16%), S9 i K1 (razlike?2B

5.4.2. RAPD

Genettka karakterizacija izolat@€. sakazakipbbuhvatila je i RAPD analizu, kao dodatni metod
za potpuniju karakterizaciju izolata i pdemje sa referentnim sojevima. RAPD analiza je
obuhvatila amplifikaciju fragmenata DN&. sakazakina osnovu prajmera raglie duzine: 10-
mera AP10, 1l-mera AP11, koji je adaptiran na osnpvethodnog i dizajniran za ova
istrazivanja, i 15-mera SPH1. RAPD profili i dengrami dobijeni na osnovu njih prikazani su
na slikama 5.4.2.1. do 5.4.2.6, a zbirna analizasr@vu sva 3 prajmer@.sakazakiiizolata

prikazana je na slici 5.4.2.7.

BILRZR3 KL K2 K3 K4 KS RL B2 M 51 52 53 81 56 56 57 58 50510511 51201 R2 M

Slika 5.4.2.1. RAPD profili izolataC. sakazakina osnovu AP10 prajmensl- GeneRuler DNA Ladder Mix
SMO0331 (ThermoScientific, Vinius, Litvanija); LigijR1- ATCC 51329Enterobacter(Cronobactey muytjensii
Linija R2- NCTC 8155C. sakazakijiLinije M1-M3; K1-K5; S1-S12- izolatC. sakazakiiz biljnih ¢ajeva
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Slika 5.4.2.2 Dendrogram RAPD profila izolai@. sakazakina osnovu AP10 prajmera.

M1 M2M3K1K2 K3 K4 K5 RIR2M S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 SIRRM

3000 by

1000 by

500 by

Slika 5.4.2.3.RAPD profili izolataC. sakazakina osnovu AP11 prajmernsl- GeneRuler DNA Ladder Mix
SMO0331 (ThermoScientific, Vinius, Litvanija); LigijR1- ATCC 51329Enterobacter(Cronobactey muytjensii
Linija R2- NCTC 8155C. sakazakiiLinije M1-M3; K1-K5; S1-S1% izolati C. sakazakiiz biljnih ¢ajeva
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Slika 5.4.2.4.Dendrogram razlika profila izolat@. sakazakiina osnovu RAPD analize pomoAP11
prajmera

M1 M2M3K1 K2 K3 K4 K5 R1 R2 M S1 S2S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 R1 R2 M
——— T Y Y
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Lo N B

Slika 5.4.2.5. RAPD profili izolataC. sakazakina osnovu SPH1 prajmeid: GeneRuler DNA Ladder Mix
SMO0331 (ThermoScientific, Vinius, Litvanija); LimijR1- ATCC 51329Enterobacter(Cronobactey muytjensij
Linija R2- NCTC 8155C. sakazakji Linije M1-M3; K1-K5; S1-S1% izolati C. sakazakiiz biljnih ¢ajeva
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Slika 5.4.2.6.Dendrogram na osnovu razlika profila izoldfa sakazakiidobijenih RAPD analizom

koristeti SPH1 prajmer

Kombinovana RAPD analiza predstavljena je zbirniemdtogramom konstruisanim na osnovu
profila dobijenih amplifikacijom fragmenata potwo 3 prajmera (AP10, AP11 i SPH1). Na
osnovu zbirne RAPD analize izolati su formirali Badtera. U klasteru 1 je samo izolat S10,
izolovan iz déijeg caja (grupe D1) koji se od svih ostalih razlikujekos 50%. Klaster 2 ima 2
subklastera koji su ndesobno udaljeni 43%. Subklaster 1 ima 3 grane.Mdjmrani su 2 izolata
S2 i S3 izolati koji se razlikuju 10%, a patiiz bebi¢aja (S2 -grupa Bl i S3- grupa B2) . U
grani 2 su izolati S11 i S5 (desobno skini 76%) i S1 (iz koprive) i S4 koji se razlikuju 9 U
trecoj grani je grupisano 6 izolata (S9, S8, S7, K5,iK&8). Subklaster 2 ima 2 grane. U prvoj
grani su grupisani izolati M3 i K1 zajedno sa refénim sojem R1. U drugoj grani su izolati S6
(bililna meSavina za regulaciju rada jetre) i K2l{gdog sleza) koji su ndesobno udaljeni 15%,
kao i izolati M1 (iz bebtaja grupe B1) i M2 ( iz lista sene), koji se raa)ikod R2 izolata 21%.
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Slika 5.4.2.7 Dendrogram na osnhovu razlika izol&@asakazakidobijenih zbirnom RAPD analizom

5.4.3. Identifikacija Cronobacter spp. na osnovu 16S rDNK

Amplifikacija 16S rDNK i njeno sekvenciranje omdgusu precizniju identifikaciju izolata i

poreienje sa velikim brojem deponovanih sekvenci u NQ¥dtional Center for Biotechnology
Information) bazi podataka. 16S rDNK amplikoni &@Cronobacterspp. prikazani su na Slici
5.4.3.1.

MI M2 M3 KL K2 K5 M SI S2 S6 S8 S9 SI1 SI2

COD DDA 1 e D WD ==

. ; m
. — P L p——— — e w—s <—— 1500 b

| B

- —
P . e — e — - .a
L e e e BT e e e e e e .

Slika 5.4.3.1.16S rDNK amplikoni izolataC. sakazakii M- GeneRuler DNA Ladder Mix SM0331
(ThermoScientific, Vinius, Litvanija); Linije M1-M3K1; K2; K5; S1; S2; S6; S8; S9; S11; S12 - izolat

sakazakiiz biljnih ¢ajeva
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Sekvenciranje na osnovu pigene 16S rDNK je udeno za izolate M1, K2, K5 i S11.
Specifenost i srodnost izolata je analizirana p@mdaze podataka Centra za biotehnoloSke
informacije (NCBI) BLAST analizom sekvenci izolata,dobijene i njima najsrodnije sekvence
su prikazane u Tabelama 5.4.3.1. do 5.4.3.4.

Tabela 5.4.3.1Sekvenca izolata M1 (1501 bp)

|zolat Sekvenca

M1 GATTAAAAGCCGGGGCGGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGGACAGCTTG
(1501bp) CTGCTCTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTABSGAGGGGGA
TAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACGGACCAAAGTGGGGACCTTCGG
GCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCACCTAGG
CGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTC@®MC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGEGCCATGCCG
CGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTTGIGTGGTTAA
TAACCACAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCBCCGCG
GTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCBGCGGTCTG
TTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCASGCTTGAG
TCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATOGGAGGAATAC
CGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGBAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTGCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGECCCTTGAG
GCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGTAAAA
CTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGRGCAACGCG
AAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCAGAGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTGGGAAC
TCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGATGAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGN GCCGGT
GATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACTCATAAAGT
GCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGAIGTAATCGTG
GATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCAT®AG
TGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGBATTCATGA
CTGGGGTGAAGTCGTAATAAGGACCACTACGGGGAAGCTCT

Srodna | LOCUS CP004091 4344092 bp DNaAircular BCT 31-JAN-2014
sekvenca DEFINITION Cronobacter sakazakii SP291, completeane.

NCBI ACCESSION CP004091
u ) VERSION CP004091.1 Gl:449096568
bazi DBLINK  BioProject:PRINA62201 BioSampleSAMN02604116
SOURCE  Cronobacter sakazakii SP291
ORGANISM Cronobacter sakazakii SP291
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; ré&oéeteriales; Enterobacteriaceae;
Cronobacter.
REFERENCE 1 (bases 1 to 4344092)
AUTHORS Power,K.A., Yan,Q., Fox,E.M., Cooney,B8ddanning,S.
TITLE Genome sequence of Cronobacter saka&ik#i91, a persistent thermotolerant isolate
derived from a factory producing powdered infamhfala
JOURNAL Genome Announc 1 (2), E0008213 (2013)
PUBMED 23516209
REMARK Publication Status: Online-Only
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Tabela 5.4.3.2Sekvenca izolata K2 (1484 bp)

|zolat

Sekvenca

K2
(1484bp)

GAAAAAAAGGTGGGGAGCAGGTGTAAGAGTGTAAGGTTAAGATGCAGGTACGCTGATTGC
TGATTGTTGAGACGGGGAGGCGAGAATGGTGGGCACGGCGAGATGGAGAAGAGAACT
ATTGAAAAAGGCGACTAATGCGGGGTTGGATCTACTCCTCAAAGTGGGGGRACTTGGGG
CCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAGGCTCACCT
AGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTEBGACACGG
TCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCABCCTGATG
CAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGGGGGAGGA
AGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCAECGGCTAAC
TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATACTGGGCGT
AAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCABCTGGGAA
CTGCATTTGAAACTGGTCGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCOBGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCT®ACGAAGA
CTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCAGCTAACGC
GTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGABCTTACCTG
GTCTTGACATCCAGAGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCGGGAAGITGAGACAG
GTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCEECAACGAGC
GCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGAIGCCGGTGA
TAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACARGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGGGACCTCA
TAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTGGAATCTTT
AGTAATCGCGGATCAGAATCCCGGCTCGAATACGTTATCGGGCCTTGTTCBACCGTGTC
GTCACATCGTGCGCGCGGGCCCGATTGAAGTATGTTCCTTCTGTTCCGAGECCTTAAC
ACTATGTGACTCATGAGCTGGCGCAGCTGTGCCATTTAACAACTCGTTGATTTCT

Srodna
sekvenca
u NCBI
bazi

LOCUS JF330135 1503 bp DNA linear BCFMAY-2011

DEFINITION Cronobacter sakazakii strain fmb 09 Ii®somal RNA gene, partial sequence.
ACCESSION JF330135

VERSION JF330135.1 GI:332688510

SOURCE  Cronobacter sakazakii

ORGANISM Cronobacter sakazakii

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteriar&lnéeteriales; Enterobacteriaceae; Cronobacter.

REFERENCE 1 (bases 1to 1503)

AUTHORS Li,Y., Lu,Z. and Chen,Q.

TITLE Identification, classification and anfcrobial resistance of Cronobacter isolated fr
infant food

JOURNAL Submitted (29-JAN-2011) College of Fo@tience and Technology, Nanijin
Agricultural University, Weigang, Nanjing, Jiang8i0095, China
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Tabela 5.4.3.3Sekvenca izolata K5 (1503 bp)

|zolat

Sekvenca

K5
(1503

bp)

TTTAAAACGCCTGGCCGGCCAGGCCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAABGGGAGCA
GCTTGCTGCTCTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAAGCCTGATG
GAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTTCGGRECAAAGTG
GGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTABRGGTGGGG
TAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGTACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGOBAATGGGC
GCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGBAGTACTTT
CAGCGGGGAGGAAGGCGTTGTGGTTAATAACCGCAGCGATTGACGTTACGGCAGAAGA
AGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGITAATCG
GAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAATCCCCGG
GCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGTAGA
ATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGGAAGGCGG
CCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTR&EGCGTGGC
TTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGARAAACTCA
AATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGRGCAACGC
GAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCAGAGAATCCTGCAGAGATGCGGGSHSTGCCTTCG
GGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAAITTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCC@EAACTCAAA
GGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATRTGGCCCT
TACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACTCGCGAG
AGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTGACTCCAT
GAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTCCCGGGCCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTACTTAACCT
TCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAARATGTAACC
CGAAGAGAAATCTCA

Srodna
sekvenca
u NCBI
bazi

LOCUS CP006731 4377544bp DNA circular BCT EBF2014
DEFINITION Cronobacter sakazakii CMCC 45402, coatplgenome.
ACCESSION CP006731

VERSION CP006731.1 GI:564116047

DBLINK BioProject: PRINA217377BioSample SAMNO02641531
SOURCE  Cronobacter sakazakii CMCC 45402

ORGANISM Cronobacter sakazakii CMCC 45402

Bacteria; Proteobacteria; GammaproteobacterigrbBbacteriales; Enterobacteriaceae; Cronobact
REFERENCE 1 (bases 1to 4377544)

AUTHORS Zhao,Z.

TITLE Genome Sequence of Cronobacter sakazakiirs45402

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 4377544)

AUTHORS Zhao,Z.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (09-SEP-2013) Division of EmnteBacterial Vaccines, National Institute f
Food ang Drug Control, Tiantanximen, Beijing, BagjiL00050, China

er.
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Tabela 5.4.3.4Sekvenca izolata S11 (1501 bp)

|zolat

Sekvenca

S11
(1501 bp)

AAAGCAACCCATGGGACAACAGATCTTGACATGGAAGTGCGAACGGTAACAGGGAGCA
GCTTGCTGCTCTGCTGACAAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAAGCCTGAT
GGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACG@BCCAAAG
TGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGBGTAGGTG
GGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGAQWGCCACA
CTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAIGCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGETTGTAAA
GTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGAGTTACCCG
CAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGIECAAGC
GTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCBATGTGAA
ATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAACTGGCAGGCTTGAGTCTERTAGAGGG
GGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACGGTGGC
GAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGEEAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTACACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTBTGCCCTT
GAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGGAGTSGCCGCA
AGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGGGTTTA
ATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCAGAGAATCCGCAGAGAT
GCGGGAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCGTGTT
GTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCAGCGGT
TCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGATGACG
TCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGATACAAA
GAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTTGTAGTCGGATTGG
AGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCABATGCCAC
GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGIGTTGCA
AAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTATCGCTTTGTGAATBTGACTGG
GGTAAGTCGAATCCGGGGACACCCAGGGGGTGTTCCG

Srodna
sekvenca
u NCBI
bazi

LOCUS EF059825 1472bp DNA linear BCFNOV-2013
DEFINITION Cronobacter sakazakii strain E292 1&f®somal RNA gene, partial sequence.
ACCESSION EF059825
VERSION EF059825.1 Gl1:118498788
SOURCE  Cronobacter sakazakii
ORGANISM Cronobacter sakazakii
Bacteria; Proteobacteria; Gammaprotets@; Enterobacteriales; Enterobacteriace
Cronobacter.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1472)
AUTHORS Iversen,C., Lehner,A., Mullane,N., Bidis Cleenwerck,l., Marugg,J., Fanning,
Stephan,R. and Joosten,H.

pae,;

5.,

TITLE  The taxonomy of Enterobacter sakazakiogmsal of a new genus Cronobacter gen. mov.

and descriptions of Cronobacter sakazakii comb. @oonobacter sakazakii subsp. sakazakii, co
nov.,Cronobacter sakazakii subsp. malonaticus subsp., Cronobacter turicensis sp. ng
Cronobacter muytjensii sp. nov., Cronobacter deligis sp. nov. and Cronobacter genomospeci
JOURNAL BMC Evol. Biol. 7, 64 (2007)
PUBMED 17439656

REMARK Publication Status: Online-Only

mb.
V.,
es 1

Koris¢eni BLAST (The Basic Local Alignment Search Toalpgram dostupan na web adresi

http://blast.ncbi.nim.nih.govdoredi nukleotidne sekvence sa svim sekvencansiplodataka i

racuna statistiku srodnost. BLAST analiza se koristi da pokazdwgivmu srodnost i/ili da

dokaze pripadanje odtenoj grupi, familiji ili rodu. Na osnovu analize 38DNK sekvenci,

izolati Cronobacterspp. su identifikovani kaG. sakazakii
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6. DISKUSIJA

OpstanakC. sakazakiiu formulama za oddad u prahu i njegov potencijal razmnozavanja u
rekonstituisanom mleku u prahu péagaju rizik oboljevanja kod odégdi. Jedan od pokazatelja
daC. sakazakimoze da opstane pri niskoj aktivnosti vode je oyegiesta izolacija iz formule
za odofad u prahu (Muytjens i sar., 1988). Tome u prildg i rezultati Edelson-Mammel i
saradnika (2005) koji su utvrdili da se br@. sakazakii bakterije u eksperimentalno
kontaminiranim formulama za od@d u prahu redukovao samo za 3 log jedinice tokesn 1
godine. U formulama za od@d u prahu na teritoriji Republike Srbije, kojelsle obuhvéene
ovim istrazivanjem, nisu izolovane bakterije iz adgronobacterspp U okviru ovog istrazivanja
je ispitano ukupno 360 formula za otk u prahu koje su bile komercijalno dostupne na
teritoriji Srbije. Za razliku od rezultata dobijénu naSim istrazivanjima Nazarowec-White i
saradnici su (1999) prisust¥® sakazakiidokazali u 8 odnosno 6,7% od 120 ispitanih kovizer
formula za odagjad u prahu. Formule za odafd u kojima su dokazalC. sakazakii u
koncentraciji <1 cfu/100g su proizvedeni u petikdizh objekata za proizvodnju infant formula
za odofad. Nakon powsanja svesti 0 zrigaju Cronobacterspp.i stepenu rizika o0 mognosti
kontaminacije formule za odi@d u prahu, u prethodnih 20-tak godina objavljenabsojna
istrazivanja. Rezultati tih ispitivanja su pokazddi je @estalostCronobacterspp.u formulama
za odofad izmelu 2 i 14 %.

Postavlja se pitanje poreklZronobacterspp. u poetnim formulama za odépd. Jedan od dea
kontaminacije je putem vazduha. U cilju sfareanja kontaminacije iz vazduhadptnih formula
za odofad u objektima za proizvodnju, kako u visokoim zonama, tako i u nisko réim
zonama, neophodno je da vazduh bude strogo kadmliKlima sistem u visokoriim
zonama treba da obezbedi odgovaitiakvalitet vazduha i nadpritisak koji sg@/a prodiranje
spoljasnjeg vazduha u proizvodni prostor. Nesparogeikroorganizmi, izméu ostalih iC.
sakazakii se mogu na, kako u kapljicama vode, tako igesticama praSine (Drudy i sar. 2006).
PraSina se generiSe tokom réitiin tehnoloSkih postupaka proizvodnje formula ziojdad, a
kapljice vodecesto nastaju tokom operacij@cenja i pranja u pogonu. Dosadasnja istrazivanja
su dokazala rezistentnoSt sakazakiina osmotski stres i suSenje Sto g@we verovatnéu i
rizik da se finalni proizvod unakrsno kontaminiraavrSnim procesima proizvodnje (Arku i sar.,
2008; Breeuwer i sar., 2003; Riedel i Lehner, 2007)

C. sakazakije ubikvitaran mikrorganizam, izolovan iz svih \agirane za Zivotinje i namirnica.

Od 2000. godine traju intenzivna istrazivanja k@inse pokuSava proflan&tin i put
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kontaminacije ovom bakterijom, da bi se objasnilagntnost infekcije ovako vazne namirnice
kao Sto je hrana za odagd. IstraZivanja su obuhvatala mégast kontaminacije u samom
proizvodnom pogonu i okolini, ali i preko flaSica bebe kojima se hrane deca u bolnicama.
Iversen i Forsythe (2004) su sproveli istrazivakgge je pokazalo prisutnost ove bakterije u
manjem broju u formuli za odd, a poreklom od raztitih svetskih proizvdaca. U ¢ak 25%
analiziranih uzoraka je proden ovaj mikroorganizam. Da bi se utvrdilo poterinigaporekloC.
sakazakiiu formulama za od®éad, ova grupa autora je sprovela istrazivanje ptisuovog
mikroorganizma u okolini fabrika i utétena je velika zastupljeno&. sakazakiina travnatim
povrSinama, na povu, na piricu i kukuruzu, raznim z#nima, ali i u mleku i mlénim
proizvodima. Ovi rezultati ukazuju na veliku potweba kontrolom i preventivnim merama u
toku procesa proizvodnje formula za odeyd, kako bi se sp&ga kontaminacija gotovog
proizvoda. EkoloSka niSa i poreklo ovog mikroorgama joS uvek nisu jasno utieni, a ukoliko
se pronde u spoljasnjoj okolini, to podée postaje ,distrikt zarazen mikroorganizmom
Cronobacter sakazaKiii sprovode se stroge mere dekontaminacije, dekoije da bi se
uzraenik unistio. 1zolovan je iz zemljiSta, voda, bilmk z&ina. lako jeE. sakazakiizolovan iz
vode, sedimenata i zemljiSta, Muytjens i Kolleeq@pPnisu uspeli da izoluju mikroorganizam iz
brojnih izvora Zivotne sredine: sirovog kravljegekd, goveda, glodara, Zitarica,deg izmeta,
domaih Zivotinja, povrSinske vode, zemljiSta, blatarulbg drveta. Ovo moZe biti posledica
nedostatka pozitivne selekcije u njihovoj metodildzije, Sto je rezultiralo prekomernim rastom

drugih (koje nisLlE. sakazak)ibakterija iz familijeEnterobacteriaceae

Pored provere prisustv&. sakazakiiu ovom istrazivanju, izvrSena je provera i broja
Enterobacteriaceae formulama za odéad. Od ukupno 360 analiziranih formula za @éddj u
prahu, u 29 (8%) uzoraka je bilo rasta na abto- crvenom ainom agaru sa glukozom. U 22
uzoraka, brojenterobacteriacege bio <10 cfu/g, a u ostalih 7 uzoraka je brojakaeristénih
Enterobacteriaceabio <100 cfu/g. Biohemijskom analizom je uteno da je najzastupljeniji soj
bio Enterobacter aerogene@ 18 uzoraka), zatiniafnia alvei (u 5 uzoraka)Enterobacter
amnigenugu 5 uzorka) Enterobacter cloacaéu 1 uzorku) Abdullah Sani i sar. (2007) ukazuju
da je E. cloacagedan od n&e&e nalenih bakterija iz familijegEnterobacteriacear formulama
za odofad, zajedno sKlebsiellom pneumoniaePantoea agglomeransto je u suprotonosti sa
rezultatima dobijenim u ovom istrazivanju. Drugiodevog istrazivanja obuhvatio je proveru
prisustvaC. sakazakiu razl€itim uzorcima biljnih¢ajeva. Prvi izolatC. sakazakisu dobijeni iz
¢ajeva sa podgdja Juzne Srbije uzorkovanih u toku 2007. i 200&8dige. Ispitujiéi prisusutvo
Salmonella spp., na selektivnim podlogama pojavile su se kKmomekarakteristine

morfologije zaSalmonellaspp, koje su zatim biohemijski ispitivane. Test API 2fgEu ~51%
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pregledanih uzoraka biljniltajeva uzetih u sltaju epidemije pokazao prisustvo bakterije
Enterobacter sakazakiiOva ¢injenica je zatim izazvala pokretanje dodatnog aoganja
skupljanja i ispitivanja biljnirtajeva, sa posebnim akcentom dageve koji su deklarisani kao
.Bebi ¢aj, ,Decji ¢aj* ili meSavine biljaka koje se koriste kao paina lekovita sredstva, a
prepordeni su za osobe koje &édoluju od razkitih bolesti. Prvi podaci su objavljeni posle
pregledanih 150 uzoraka, gde je u 42 uzorka (32%@) dokazano prisutvoC. sakazakii
(Stojanové i sar., 2011). Do 2013. godine, broj pregledarabraka biljnin¢ajeva je povéan na
520, kao i procenat pozitivnih uzoraka (38%).

Analiza bebi i dgijih cajeva ukazuje da j€. sakazakiizolovan u 56 (44%) od 127 ispitivanih
uzorka ,Bebicaj* ¢ajeva, a od 62 uzorka dgh cajeva, 32 uzorka (52%) je bilo pozitivno.
Nijedno dosadasnje istrazivanje nije se odnosilopnsustvoC.sakazakiiu ¢ajevima koji su
namenjeni za odéad 1 decu, tako da ovi rezultati mogu biti Zami za dalja razmatranja
procene rizika korig&enja ovih ¢ajeva. Ovicajevi, namenjeni da ih konzumira najosetljivija
populacija (bebe i deca), na deklaracijama imaglidiga uputstva za pripremu, ali uglavnom se
pominje da se preliva klgalom ili vrelom vodom. Pojam ,vrela voda“ nigde eniglefinisan, pa
moze da se dogodi da temperatura bude i ispod K€ ,se smatra graimom za uniStavanje
bakterijeC. sakazaki{(WHO, 2008).

Pored odajadi, druga krittha grupa su imunokompromitovane osobe kojé beluju od
primarnih bolesti koje su uglavnhom ozbiljne, ka® &u rak, hormonalne promene, bolesti
bubrega i jetre¢ir, gastritis, dijabetes, nervne bolesti. U ovumrdjudi su ubrajaju posebno
osetljive osobe, koje u zavisnosti od opSteg stamggu biti manje ili viSe podloZne oboljenju
koje bi C. sakazakiiizazvao, pogorSavaju njihovo opsSte stanje. Od ukupno pregledanih 81
uzoraka raznih meSavina biljniajeva, iz¢ak 31 (38%) uzork&aja je izolovanC. sakazakii.
Kod lecenja bolesti urinarnog traktéesto se prepotuje konzumiranjecajeva u velikim
kolicinama. Na trziStu postoji veliki br@jajeva namenjenih za otklanjanje ovih vrsta tegoba,
rezultati dobijeni u ovom istrazivanju ukazuju éalj 60% analiziranih uzoraka ovih vrgggeva

(u 9 uzoraka od 16 ispitanih) izolov&h sakazakiiU slutaju pogorSanja zdravstvenog stanja
imunokompromitovanih osoba, ne moze se dokazbdkaia saC. sakazakiiukoliko se ovaj
mikroorganizam ne trazi ciljano, spe¢iiom metodom izolacijeC. sakazakiimoze izazvati
bakterijemiju i meningitis invadirafi epitel creva. Zahvaljujti lipopolisaharidnom omota i
termostabilnim toksinima, on pos&va ukupnu prohodnost epitela creva, Sto rezuhivazijom

i drugih gram negativnih bakterija koje eventuamogu biti prisutne u crevima (Townsend i
sar., 2007).
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Posebnu paznju treba obratiti t&eve koji se prelivaju hladnom vodom i onda stgjeeieno
vreme na sobnoj temperaturi pogkga se konzumiraju. Predstavnik te grdpgva je beli slez
Ciji se macerat Kkoristi za ispiranje nosa i grla lewth vrsta upala disajnih puteva, ili kod kaslja.
U Srbiji je ova biljka jedno od osnovih lekovitiesistavacesto se koristi kod dece, a i kod
novoraiercadi, bez ikakvih ogratenja, uputstava ili preskripcija. Od ukupno ispitar30
biljnih ¢ajeva, tréina uzoraka korena belog sleza je sadrzalo bakt€rijsakazakiiDva izolata

C. sakazaki- M3 i K2, izolovana iz belog sleza ra#tih proizvodaca, su korigena i u delu
ispitivanja termorezistentnosti i ponasanja tokéimanja na sobnoj i temperaturi frizidera. Oba
izolata su 2 minuta posle prelivanja Kiglom vodom imali 1 log prezivelih bakterija, ka® i
minuta posle prelivanja vodom temperature 72°Csdlanoj temperaturi su izolati paadi svoj
broj u posle 72 sata za 2 log jedinice. Na temperé&izidera oba izolata su prezivela 21 dan, s
tim da je izolat M3 uvéao svoj broj za 1 log jedinicu, za razliku od izael&2 koji se smanjio
broj za 1 log jedinicu. Prezivljavanje u supstrékelog sleza ina sobnoj temperaturi i dalje
uvetanje inicijalnog broja bakterijeC. sakazakii,ukazuje na moginost da beli slez bude

potencijalni uzrok infekcije osetljivih kategorigavim ¢ajem.

Kao macerat (priprema prelivanjem hladnom vodongvipsecaj od lista sene, koji sluzi za
regulaciju gastrointestinalnih problema, za bolgeenje, a sastojak je i §i@e deijih i cajeva za
novoraientad koji se koriste za otklanjanje ¢cgva u prvim danima Zivota. Od ukupno

pregledanih 1Gajeva od sene, u 50% je uteno prisustvdC. sakazakii

List zalfije se koristi za ispiranje grla, kao poéno lekovito sredstvo kod pojave raznih upala, a
priprema se na razlie na&ine: a) pravi se i sa hladnom vodom kao macergtrddjva se vrelom

ili klju calom vodom. Od ukupno pregledanih 14 uzorédja od lista Zalfije, u samo 3 (21%) je
pronaten mikroorganizanC. sakazakii.Od ostalih pojedinaih vrstacajeva, ako se poredi
procentualna zastupljenost, izéwe40 i 65% pozitivnih uzoraka je bilo u hajtho] travi (63%),
kantarionu, matinjaku i listu borovnice (50%), koprivi (43%), kdtruSine i listu breze (40%).
Manju zastupljenost (od 20% do 40%) présaih C. sakazakiipokazali su uzorci kamilice
(39%), uve (36%), lipe, rtanjskagja, komorada (33%), maskka, nane i ma&ne dusSice (25%).

U 7% vanih meSavina (2 od 29) i uzoraka crntaga (1 od 15 uzorka) izolovan @ sakazakii,

a pozitivni uzorci su bili dom& proizvodnje. Ni iz jednog od 15 ispitanih uzoraldenogéaja

nije izolovan C. sakazakii

Imajuéi u vidu ovako veliku prevalenciju ovog patogenoigknmorganizma u raztitim vrstama
biljnih ¢ajeva koji su namenjeni kako deci i bebama, takounokompromitovanim osobama i
Sirokoj populaciji, postavlja se pitanje priprertega, odnosno da li se pripremafaja moze
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smanijiti / eliminisati potencijalno prisutna bakj@r Najvei broj analiziranihéajeva se priprema
kao infuz ili dekokt, odnosn®aj se tretira vrelom vodom i onda se ostavlja dst@d Pojam
Lvrela voda“ nigde nije definisan. Prema misSljegjdelson-Mammel i Buchanan, (2004b) postoji
podgrupa izolat&. sakazakii vetcom tolerancijom na toplotu (prose D vrednost na 58°C je
9,9 min), a prema rezultatima Williams i saradnfR@05) standardnom pasterizacijom (72°C u
trajanju od 15 sekundi) redukuje se viSe od 8-ledinica najtermorezistentnijeg sofa.
sakazakii(E. sakazak)i Prema podacima iz literature neophodna je teatpex od najmanje
72°C u trajanju od 15 sekundi da bi se uniStilgetativne bakterijeC. sakazakii.U vecini
sliéajeva na deklaracifiaja nije naglaseno Sta se podrazumeva pod pojmoefa,woda, kao ni
tatno vreme koliko treba da ,odstoji” napitak pre upbe. Neke vrstéaja se pripremaju kao
macerat, odnosno samo prelivanjem hladnom vodom (gdi slez i sena) i nakon toga se
koriste. Ispitivanje sposobnosti prezivljavanja oyatogene bakterije korigie razlicite

temperature vode za pripremu je od posebnodgraa

Za ispitivanje uticaja temperature vode za pripré&aja na promenu broj@. sakazakikori&eni
su sojevi M3 i K2 izolovani iz belog sleza, S8 mdn iz ,Bebicaja“ i S11 izolovan iz meSavine
biljaka koja je preporena protiv gastrointestinalnih problema. Istrazjgaje obuhvatilo tri
mogua scenarija, i to temperaturu vode od 60°C, od 729@trebu kljdale vode za pripremu
¢aja koji je kontaminirarC. sakazakiiPromena broja bakterija u biljnoj meSavini o426 i 8

minuta nakon pripreme je ta&® bila deo ovog istrazivanja.

Kada se za pripreménja koristila inicijalna temperatura od 60°C, pd&lminuta, u supstratima
Caja je i dalje ostao ztajan broj vegetativnih oblika svih koégnih izolata. Osam minuta
nakon tretmana vodom temperature of 60°C, broh4ielija C. sakazakiizolata M3 je smanjen
za 2,4 log jedinice, broj zivikelija izolata K2 bio smanjen za samo 1 log jedinidak je za
preostala dva termoosetljivija izolata S8 i S11gjldelija smanjen za viSe od 5 log jedinice.
Primenom viSe temperature, svi kégai izolatiC. sakazakisu pokazali znatno manju otpornost
i ve¢ nakon 4 minuta od tretmana vodom temperature &€,7Broj je smanjen na <2 log
jedinice. Temperatura od 72°C je izabrana, obzimenje to preporena temperatura za
rekonstituisanje formula za odad u prahu. Dobijeni rezultati ukazuju na varijabdt sojeva
izolovanih iz razkitih izvora, Sto potwtuje nalaze koji su objavljeni u literaturi (Gurtlér
Beuchat, 2007). Pri prelivanju kjalom vodom, broC. sakazakiise drastino smanijio, ali se

mogao detektovati odden broj prezivelilC. sakazakii posle 2 minuta.
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PrezivljavanjeC. sakazakiina visokim temperaturama se moZe dalimi objasniti ldenjem
velike kolicine sluzi koja predstavlja kombinaciju heteropdisada i proteina i predstavilja
zastitu od spoljasnjih uticaja. Zasni patent (br. US4806636) heteropolisah&idsakazakije
prvo prond@en ucaju i prijavljen je kao ¢aj-polisaharid”.

Otpornost na toplotu razltih izolataE. sakazakiveoma je raznovrsna i postoji podgrupa izolata
sa véom tolerancijom na toplotu (prasea D vrednost na 58°C je 9,9 min) u odnosu r@nve
Enterobacteriaceag(Edelson-Mammel & Buchanan, 2004). Kada Qe sakazakiiizlozen
temperaturi od 68°C tokom 16s, biglija je smanjen za 5 log jedinica (Nazarovec-Wh#ar.,
1999). Rezultati dobijeni u ovom istraZzivanju podju postojanje sojeva sa izuzetnom
otpornogu na visoke temperature, posebno kada deorezolatima M3 i K2, kod kojih je nivo
redukcije bio oko 2 log jedinice nakon 8 minuta lpgsrelivanja vodom temperature od 60°C.
Mnogo efikasniji nain eliminacije zivihc¢elija C. sakazakije primena viSih temperatura (npr.
72°C). Ovi rezultati su u saglasnosti sa preporukakoje su donete od strane Svetske
zdravstvene organizacije, koje ukazuju na neophsidkori€enja vode temperatura visih od
70°C, kako bi se smanijio rizik od poja¥e sakazakiibakterijeu rekonstituisanoj formuli za
prehranu oddjpdi (Organizacija za hranu i poljoprivredu (FAO) Svetska zdravstvena
organizacija (WHO, 2004; 2006). Temperatura prektCae efikasno smanijiti broj bakterija, ali
ispitivani izolati su u ovom istrazivanju pokazaletu termorezistentnost i mogoost
prezivljavanja na visokoj temperaturi. Posle 2 nanad prelivanja kljtalom vodom, izolati
M3 i K2 su mogli da se detektuju u malom broju. &ioom da infektivha doza z2a. sakazakii
jos uvek nije tano odreiena i krée se u opsegu 1@o 1¢, podaci dobijeni u ovom istraZivanju
mogu biti zn&ajni za utvdivanje jasnih instrukcija o gau pripremecajeva, posebno kada je

rec o ¢ajevima za bebe i decu.

lversen i Forsythe (2003) su predlozili da se odmddiirna infektivna doza kao za patogene
bakterijeE. coli O157:H7 Listeria monocytogenes 4lb Neisseria meningitidjsoko 1000 cfu.
Posebno su naglasili dée infekcija ovom bakterijom ekstremno naruSiti pHbrrgeg
gastrointestinalnog trakta i da naglo préi u tanka creva. Njihov zaklfak su ozbiljno doveli u
sumnju Havelaar i Zwietering (2004), koji su teskij dokazali da je dovoljno svega 0,36-66
cfu/100g formule za odéad da se izazove infekcija kod oétli. lako su sve ovo samo teorijski
prorauni, prisustvcE. sakazakiu formulama za oddad moZe u zavisnosti od vrste, soja i stanja
pacijenta, da dovede do infekcije (Iversen & Fdigyt2003). Ovd&injenica ukazuje da i veoma

mali brojevi prisutnih vegetativnih bakteria. sakazakimogu predstavljati zajnu opasnost
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za imunokompromitovane grupe, prvenstveno ned@whSbolesnu novoderncad u prvim

danima Zivota, kao i na starije osobe sa teSkimgmim bolestima.

Pored termikog na&ina pripremecaja, postoje razlite vrste ¢aja koje se pripremaju kao
macerati, tj. prelivaju se hladnom vodonteasto ostavljaju da odstoje na sobnoj temperaturi.
Postavlja se pitanje da@. sakazakikoji inicijalno pote od kontaminiranogaja, moze tokom
pripreme macerata da prezivi dak i da raste i da se razmnozZava. Rezultati dabijeovom
istrazivanju ukazuju da svi izolati bakter(z sakazakidrzani na sobnoj temperaturi (23+£1°C) u
supstratima biljnihcajeva pokazuju rast i uvanje broja posle 24 i 48 sati. Kod analiziranih
izolata je ukupni prinos posle 48 sati bigivea minimum 1 log jedinicu. Ovo pokazuje da sobna
temperatura podrZzava ra€t sakazakiii da su svi biljnicajevi adekvatna podloga za rast.
Uvecanje broja bakterija nije bilo isto za sve ispitan@ate, a jedno od mogih objasnjenja je
varijabilnost izolata. U&ena razlika moze biti posledica r&giog inicijalnog broja bakterija u
inokulisanimcajevima (npr. sojevi M3, S4, S5, S6 i S11). Gugenica je posebno vazna za
biljne ¢ajeve koji se prave prelivanjem hladnom vodom iedna sobnoj temperaturi viSe sati.
List sene se koristi za gastrointestinalne problgmoboljSava varenje i sastojak jeciree cajeva

za bebe i decu (Tabela 5.3.1.3, grupe B1, B4, BB, Dakale, beli slez se obavezno pravi kao
macerat i daje se bebama i deci za sve vrste atgpith smetnji u prvim danima Zivota
(ispiranje gornjih respiratornih puteva, ispiragjta, itd.). Poredinjenice da ova bakterija moze
da raste na sobnoj temperatiiti, sakazakiima sposobnost da na sobnim temperaturama stvara
biofilm na plastici, staklu, svim vrstama metalan(Ki sar., 2006). To je dodatna opasnost, jer
postoji mogénost unakrsne kontaminacije sa pidesuradnih povrSina i priboratime se
povetava rizik od infekcije, posebno u bolnicama, kuama u vritima (jaslicama) gde se

priprema véa kolicina formula za odépd u prahu, kao i razltih vrstacajeva.

Rezultati ovih istrazivanja pokazuju da. sakazakiimoze da raste i da se razmnozava u
pripremljenom ¢aju koji se ¢uva na sobnoj temperaturi. Postavlja se pitanje udromgti
prezivljavanja / rasta ovog patogenog mikroorgamizra temperaturama frizidera, Sto je tiko
bilo provereno u okviru ovog istrazivanja. Ekementalno kontaminirani uzorci biljnogpja su
cuvani na temperaturi frizidera (+4+2°C), i rezultatazuju na smanjenje broja bakterija tokom
skladiStenja pripremljeno¢gja u frizideru. Trend smanjenja broja bakterijgotm ovog perioda
skladiStenja nije identan za sve analizirane izolate. Méguazlog za utene razlike mozda je
posledica raztitog inicijalnog broja bakterija (od 2,2 do 6,2 lofy/ml). Takale, u@ene razlike
mozda potiu i od varijabilnosti sojeva, obzirom da su izolltiriS¢eni u ovim istrazivanjima

imaju razltite ,istorije”, odnosno potu iz razlcitih ¢ajeva, a prethodno poreklo ostaje
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nepoznato (spoljasnja okolina, fabrika za priprefaja, radne povrSine i mogubiofilmovi u
fabrikama za proizvodnjucaja, itd.). Ovo ukazuje na razvijene ré&zé mehanizme
prezivljavanja u stresnim okruzenjima, Sto mozengé€ho da objasni une razlike tokom
skladiStenja na niskoj temperaturi. Rezultati defiiju ovom istrazivanju su u saglasnosti sa
prethodno objavljenim podacima, iako desto ispitivani supstrat hrane bio drdigjaod onog
koji je kori&en u ovom istrazivanju. Kim i sar. (2005) su ismti opstanakE. sakazakiina
sveze rezanom ¥a i povEu na temperaturi frizidera u trajanju od 7 danacijmini broj E.
sakazakiibio je izmeu 1C¢° i 10°. Rezultati ove grupe autora su pokazali da je bpsjo za 1-2
log jedinice cfu/ml u svim proizvodima, ali dake sakazakibstao i posle 7 dana vitalan, osim u

soku od sveZe Sargerepe gde je broj bio ispod rdetekcije.

Svi rezultati dobijeni tokom ovog istrazivanja, akgu na veliku prevalencijlC. sakazakiiu
cajevima koji su dostupni na trziStu. Péaai rizik od konzumiranja ove patogene bakterije
imaju osobe koje su slabog imunog sistema, posbbbhe i deca. lako infektivha doza joS uvek
nije utvidena, smatra se da je broj bakterija koje mogu d&dio do infekcije veoma mali, tako
da i samo prisustvo bakterijetaju moze da predstavlja opasnost za osobe kojeukurgjucaj.
Pripremacaja moze u zri@jnoj meri da smaniji broj potencijalno prisutnitgeeativnihéelija C.
sakazakii ukoliko se za pripremdaja koristi voda temperature od najmanje 72°C ljlidala
voda. Ako se pak priprema macerat, bakterijecga ne samo da mogu da ostanu u
pripremljenom¢aju, v& mogu i da rastu i razmnozavaju se ukoliko se pngjencaj cuva na
sobnoj temperaturi tokom 24 | 48 sati. lako tempeeafrizidera née za veéinu izolata biti
adekvatna za rast, bakterge uspesno ni da prezive na ovoj temperaturi tokom 21 dana. Sve
ovo ukazuje da je neophodno sfitiepojavu ove bakteriju @aju adekvatnom primenom dobre
higijenske i proizvdacke prakse u samom proizvodnom pogonu. Takoneophodno je
adekvatnim informacijama na samom pakovatgja obavestiti potroga o pravilnom né&nu
pripremecaja (temperatura i vreme). Posebnu paznju zahteravpdnjacaja koji se pripremaju

kao macerati, samo prelivanje hladnom vodom.

Genetéka karakterizacijaC.sakazakiizolata izvrSena je u cilju procene diverzitetanjihovog
poreienja sa referentnim sojem izolovanim ucsju oboljenja dece. Koigne su rep-PCR i
RAPD analize koje su obezbedile informativne peosd poréenje razléitin C.sakazakii

Analiza rep-PCR obuhvatila je BOX-PCR i ERIC-POQ¥& osnovu zbirne analize rep-PCR i
dendrograma koiji je reprezentuje, svi ispitivaralai su podeljeni u 2 klastera. U klasteru 1 je

izdvojen referentni soj R1 koji se 58% razlikuje kidstera 2. U klasteru 2 je grupisano 19
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izolata sa referentnim sojem R2. Referentnom sdiusR najskniji S7 i S8 izolati (23%),
poreklom od biljnih meSavina koje su prep@ne kao pom@a sredstva za bolesti jetre (S7) i
dijabetes (S8). Referentni soj R1 je 2008. godiaksanomski preld@n u novu vrstu
Cronobacter muytjensiATCC 51329 (lversen i sar., 2008). On je manjeoganosti od
referentnog soja R2, NCTC 815%=nterobacter sakazakikoji je jedan od najpatogenijih
klinickih sojeva, izolovan iz mozga novdexeta, a sa kojim su svi ispitivani izolati iz bilmi

¢ajeva svrstani u isti klaster na osnovu zbirneRP€R analize.

Rezultati ovih istrazivanja su u saglasnosti saijimvpodacima iz literature. Genodiverzitet i
taksonomsku kompleksnost sojeka sakazakiina osnovu ERIC analize uvrdili su Ye et al.
(2008; 2009). ERIC metod sa reproducibilnm profildi sakazakiATCC 51329 je iskori&n
za dizajniranje novog prajmera na osnovu glavngecificne trake iz profila. Prema dobijenom
dendrogramuE. sakazakiATCC 51329 je pripadao posebnoj grani sa >5% rdmmecije od
referentnog soja ATCC BAA-894 i ostalih ispitivarsbjeva (Ye et al., 2008). KorigieERIC u
nastavku istrazivanja, ispitivana 24 soja su gaupasu 2 grupe, &. sakazakiATCC 51329
formirao je posebnu granu (Ye et al., 2009). Ges&ba karakterizacija 22 sofa sakazakji
izolovana iz formule za od&d, izvrSena je korégnjem RAPD i ERIC metoda, kao dopuna
analize rezistencije na antibiotike. Ustanovljeropyisustvo 16 ERIC i 18 RAPD profila, uz
zakljutak da obe metode imaju dobar diskriminatorni pdjahc da su pogodne za procenu
genodiverzitetaE. sakazakii ERIC metoda je ispoljila bolje slaganje sa feositom
karakterizacijom ispitivanih izolat&. sakazaki(Ye et al., 2010).

RAPD analiza na osnovu koégénih prajmera AP10, AP11 i SPH1 izdvojila je izolat S10
poreklom iz déijeg ¢aja u poseban klaster sa preko 50% razlike odibstallata. Izolati S2 i
S3, koji potéu iz bebicaja, razlikuju se 10%, a S1 (iz koprive) i S4 sdikaju 14%. Izolati S11

i S5 su médusobno skini 76%. Izolati S4, S5 i S11 su poreklom od biljmieSavina koji se
koriste za bolesti respiratornog trakta (S4), legju rada jetre (S5) i gastrointestinalne
probleme (S11). Subklaster 2 u prvoj grani grupigazolate M3 i K1 zajedno sa referentnim
sojem R1, a u drugoj grani koja sadrzi referentiR2 (NCTC 8155- jedan od najpatogenijih
klini¢kih sojeva) su i izolati S6 (biljna meSavina zaulegiju rada jetre) i K2 (iz belog sleza),
kao i izolati M1 (iz bebtaja ) i M2 (iz lista sene), koji se razlikuju od Rdlata 21%.
Nazarowec-White i Farber (1997) su izabrali 2 jjpexa 10-mera u cilju obeziieanja
reproducibilih RAPD profila prilikom podenja 18 izolateE.sakazakii Drudy i sar. (2006) su

uporetivali RAPD profile 56 izolateE.sakazakii odreienog broja sojeva koji su izolovani iz

Zivotnog okruzenja, hrane i Klighih izvora. Pored@ rezultate RAPD i ERIC metode sa
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fenotipskom karakterizacijom ispitivanih izoldfa sakazakjiustanovljeno je da je genotipizacija
ERIC metodom ispoljila bolje slaganje sa fenotipigan (Ye et al., 2010), Sto se razlikuje od
podataka dobijenih u ovom istrazivanju. Na@gepoklapanje API numaeikih profila sa

genotipizacijom dobijeno je reakcijom BOX-PCR pamdGTG) prajmera. Izolati S5 S6, S2 i

S3 1 S71 S8 pripadaju istim numé&dm profilima, a i pokazuju najmanju razliku <7%.

Sekvencioniranjem nukleotidne sekvence 16S rDNAaizoM1 (iz bebiaja, grupe B1) dobijena
je sekvenca od 1501 nukleotida. Posle BLAST pretemja baze podataka, ufieno je 99%
slicnosti nukleotidne sekvence 16S rDNA sa homologdkuesecom izolataC. sakazakiSP 291,
koji je izolovan iz formule za od®qd u Irskoj i¢iji je genom potpuno poznat i deponovan u
GenBank pod brojem CP004091-CP004094. Ovaj izel&¢morezistentan, otporan na promen

pH i na isuSivanje (Power i sar., 2013) .

Sekvencioniranjem nukleotidne sekvence 16S rDNAatzoK?2 (iz korena belog sleza) dobijena
je sekvenca od 1484 nukleotida. BLAST analizomtyedeno 99% stinosti sekvenci 16S rDNA
izolata K2 iC. sakazakifbm 09, poreklom iz formule za odad u Kini (deponovan pod brojem:
JF330135, Liisar., 2011).

Sekvenca od 1503 nukleotida, rezultat sekvenciojard6S rDNA izolata K5 (iz lista nane),
pokazala je 99% ginosti sa homologom sekvencom izoldfa sakazakiiCMCC 45402
deponovanog u NCBI GenBank bazi podataka pod mr@@006731. C. sakazakiiCMCC
45402 je izolovan iz mleka u prahu u Kini.

Sekvencioniranjem 16S rDNA regiona koji kodira I&MNA gen izolata S11 (iz biljne meSavine
koja je preportiena za kori&nje kod osoba sa gastrointestinalnim probleminaijena je
sekvenca od 1501 nukleotida. BLAST analizom jedéma homologija od 99% sa srodnim DNK
regionoima izolateC. sakazakii E292 (EF059825) iC. sakazakii SP291 iz Kine (Yan i sar,
2013).

Kombinacijom viSe metoda obezhge se detaljnija karakterizacij@. sakazakii.U ovim
istrazivanjima su kombinovane 3 metode koje obéajuedetaljnu karakterizaciju ispitivani@.
sakazakiiizolovanih iz biljnih ¢cajeva: RAPD, rep-PCR i sekvencioniranje 16S rDNgiora
koji kodira 16S rRNA gen. Kombinacije neke od owiletoda sa drugim metodama kéese su
u novijim istrazivanjima. N@e&e je neka od metoda kot&ha u ovom radu kombinovana sa
analizom konzervativnih ,housekeeping” gena. Naowsnparcijalne sekvence od 550bp 16S

rRNK gena razliitih sojeva E. sakazakiji Iversen i sar. (2004d) su odredili filogenensku
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slicnost i grupisali sojeve u 4 radgle grupe, pokazuji taksonomsku heterogenost. Dalja
izucavanja su pokazala da se sojevi, koji su klasi@kokaoE. sakazakina osnovu sekvence
ribozomalnih gena, mogu svrstati u 2 réiedi grupe sa 2 podgrupe na osnhovu jednog od
»housekeeping“ gena -hsp60 (hsp-Heat Shock Protein, odgovoran za transportepra iz
citoplazme u mitohondrije), Sto se slaze sa poda@obijenim na osnovu analize ribozomalnih
gena. Chen i sar. (2013.) su kombinovali ERIC ilianasekvence ,housekeeping” gegaB i
prepor«ili kombinaciju ovih analiza za pouzdanu tipizacfuonobacterspp. U dupleks PCR
kombinovana je amplifikacija intergenskih 16S-288iona sa amplifikacijomompA gena, koji
kodira spoljnu membranu proteina A i unikatan je mad Enterobacter (Nair &
Venkitanarayanan 2006). PCR reakcija sa kombinacgodatnog koraka imobilizacije poéo
konjukcije sa cirkonijum hidroksidom, omogla je osetljiviju detekciju uzrnika u
rekonstituisanoj formuli za od&gd u prahu (Zhou i sar., 2008).

Imajuéi u vidu da su pojedini izolati iz nasSih ispitivanpili termorezistentni i da je primenom
genotipizacije utwten vei stepen srodnosti sa referentnim patogenim sojeatovanim u
slicaju oboljenja oddjadi, postoji rizik od nastanka infekcije osetljivikategorija ovom
bakterijom. Stoga je potrebno da se pri ispitivanhiljnih ¢ajeva namenjenih za osetljive
kategorije primenjuje polifazni pristup pri detegkcikarakterizaciji uzrénika. Ova istrazivanja
su pokazala da se primena kombinacije metoda f@matije i genotipizacije moze efikasno

koristiti u proceni rizika zn&ja nalazaC.sakazakiu biljnim ¢ajevima.
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7. ZAKLJU CcClI
Na osnovu rezultata ispitivanja mogu se izvestiaiezakljucci:

1. Ni u jednom od 360 uzoraka mleka u prahu zgsado komercijalno dostupnim na teritoriji
Srbije, nije nije dokazano prisust@ronobacter sakazakii

2. Cronobacter sakazakije izolovan u 193 (38%) od 520 uzoraka biljidgeva.Cronobacter
sakazakiije dokazan u 44% (u 56 od 133jeva za novorentad i u 52% (u 32 od 62 uzorka)

cajeva za decu.

3. Cronobacter sakazakie dokazan u 38% uzorka raznih lekovitih meSaviamenjenih za

upotrebu kod osoba sa oslabljenim imunoloskim sista.

4. Svi ispitivani izolatiCronobacter sakazakgu prezivljavali u supstratimsja pri temperaturi
od 60°C, 72°C i temperaturi kifale vode. Najvée smanjenje broj&ronobacter sakazakje

postignuto delovanjem temperature kjle vode u vremenu od dva minuta.

5. Svi ispitivani izolati su se umnoZzavali u supBtnacaja pri sobnoj temperaturi. Brdglija
Cronobacter sakazakise povéao za 2 logaritamske jedinice. Pri temperaturi Gyasvi

ispitivani izolatiCronobacter sakazaksu preziveli 21 dan.

6. Genettka karakterizacija izolata izvrSena je koegjem 2 nezavisne metode- rep-PCR i
RAPD. Dokazana je velika shost ispitivanih izolata sa referentnim sojem R2onobacter
sakazakiiNCTC 8155, koji je jedan od najpatogenijih ktikih sojeva, izolovan iz mozga
novoraierceta. Referentni soj RIGronobactermuytjensiiATCC 51329, manje patogenosti od
soja R2, izdvojen je od ostalih u posebnu grupasrmeovu rep-PCR.

7. Amplifikacijom 16S rDNK, sekvenciranjem i pdenjem sa deponovanm sekvencama 16S
rRNK gena u NCBI bazi podataka, patena je identifikacija reprezentativnih izolata M2,
K51 S11 kaoCronobactersakazakii
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Mpunor 1.

U3jaBa 0 ayTopCTBY

; MoTnucaHu-a MM 74' JW]A’/UO l//C/

6poj ynuca

UzjaBrbyjem
[a je [OKTOopCKa AucepTauuja noj Hacnosom

}ZOMC{ Tk | KARAxTERI 2ACIT A Cronoshcier Shwazaxiy
2 FORMULA ZA ODOICAD / /2 LY IVZ ChICVA

e pe3ynTaTt CONCTBEHOr UCTPaXXNBaYKor pana,

e [a nNpeanoxeHa gucepTauuja y LUENVUHW HU y AenoBuma Huje Guna npeanoxeHa
3a pobujate OuNo koje Aunnome npema CTyAUCKAM nporpamuma gpyrux
BMCOKOLLKOJICKMX YCTaHOBa,

e [a Cy pe3yntatu KOPeKTHO HaBeaEHUN U

e [a HUcam Kpumo/na ayTopcCKa rnpasa U KOPUCTUO UHTENEKTyanHy CBOjMHy apyrux
nunua.

MoTnuc poKkropaHaa

JZM/”% M. &Zgzw&/é‘

Y Beorpaay, 4. 0% £ 0lY




Mpwunor 2.

M3jaBa 0 MICTOBETHOCTM LUTaMMaHe U ENIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

/
Wme 1 npeaume ayTopa MMJA' *S\TUJ#NOV/C

bpoj ynuca

CTtyamjcku nporpam

Hacrios pana ROACITA ) kaRAkTERi2#04 (Ronosncree So2428Ki 12 Roerusls 2
ODOJCAD 1| 12 BhNIH O 7ev A
MeHTop _})gof DR VERA  kan<

)
MoTnucaHu /Mﬁfj]/} J\WJA’NOI//C

U3jaBrbyjeM fa je WwTamnaHa Bep3uvja MOor AOKTOPCKOr paja UCTOBETHa eneKTPOHCKO)
BEP3MjM KOjy cam npegao/na 3a objaBrbuMBake Ha noprtany [AurutanHor
peno3utopujyma YHuBep3auteta y beorpagy.

[lozBorbaBam Aa ce objaBe Moju NMUYHM NojaLum Be3aHu 3a Aobujarbe akaaeMcKor 3Bamba
[OKTOpa Hayka, Kao LITO Cy UMe U Npesunme, roavuHa u Mecto pofiewa u gatym oabpaHe
paga.

OBM nnYyHM nojaunm Mory ce 06jaBuUTM Ha MpexHUM CTpaHuuama AurutanHe
BrubnmoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory 1 y nybnukauvjama YHueepsauteta y beorpagy.

MoTnuc pokropaHaa

Wﬂ@%w&f

Y Beorpaay, Lh.06 Zo/Y




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepautertcky Bubnuoteky ,CeeTosap Mapkosuh“ ga y AvrutanHu

penosnTopujym YHusepsuteTa y Beorpagy yHece MOjy AOKTOPCKy AucepTauujy nog,
Hacnosowm:

Qolktioh | enesxreriznes (eomosperoe 1oenrrxii’
(2 topMult A 0007CAD | 12 Bugnitt ahTCVA-

KOja je Moje ayTopcko geno.

AncepTauujy ca ceiM Npunosuma npesao/na cam y eneKTpoHCKOM copmaTty norogHom
3a TpajHO apxuBMpam-e.

Mojy aokTopcky aucepraumjy noxparseHy y [iurutanHu penosnTopujym YHusepauTteta
y beorpagy mory na kopucrte cam koju nowTyjy oapeabe cagpxare y ogabpaHom TNy
nuueHue KpeaTusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyyuo/na.

1. AyTtopcTtBo

2. AYyTOpPCTBO - HEKOMEpLMjanHo

@ AyTOpCTBO — HekomepumjanHo — 6e3 npepage

4. AyTopCTBO — HEKOMEpPLIMjanHO — AENWUTU NoJ, UCTUM ycrnoeuma
5. AytopcTeo — 6e3 npepage

6. AyTopCTBO — AENWUTU NoA NCTUM YCroBMMA

(Monumo pa 3aokpyxuTe camo jegHy Of LUecCT NOHYReHWX NnuueHun, KpaTak onuc
nvueHumn fat je Ha nonefuHu nucra).

MNoTtnuc gokTtopaHpa

Y Beorpagy, L¢.0Y Lo /y




1. AyTopcTBO - [J03BOrbaBaTe yMHOXaBare, AVNCTPMOYUM)y W jaBHO caonwiTaBame
A€na, u npepaje, ako ce Hasefe MMe ayTopa Ha HauuH oapeReH o cTpaHe ayTopa
W Aasacua nuueHue, Jak vy komepuujanHe capxe. OBo je HajcnobogHuja of caumx
nuueHum.

2. AytopcTBo — HekomepumjanHo. [lo3sorbasaTte yMHOXaBare, AUCTpubyunjy v jaBHo
caonwitasame Aena, n npepage, ako ce HaBefe VMe ayTopa Ha HauyuH oapeheH og
CTpaHe ayTopa unu Aasaoua nuueHue. OBa nuuUeHUa He 403BOMbaea KomMepuujanHy
ynotpeby pena.

3. AyTOpCTBO - HeKkomepuujanHo — 6es npepage. [ossorbaBate yMHOXaBarbe,
ANCTPUOYUMjy 1 jaBHO caonwTasate fAena, Gea npomMmeHa, npeobnukosara wunn
ynotpebe Aena y cBOM Aefly, ako ce HaBege ume ayTopa Ha HauuH onpefeH op
CTpaHe ayTopa wnu fasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He L03BOrbasa KomMepuwnjanHy
ynotpeby aena. Y ogHocy Ha cBe octane NULeHUe, 0BOM NMLUEeHUOM ce orpaHuyasa
Hajsehn obum npaea kopuwhetrsa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKoMepumjanHo — Aenutu nog uctum ycnosuma. [lo3BorbasaTte
yMHOXaBame, ancTpubyuunjy u jaBHo caonwTasamwe aena, v npepage, ako ce Hasefe
“MEe ayTopa Ha Ha4uH oApefeH o4 cTpaHe ayTopa unu gasaoua nvueHue n ako ce
npepaga auctpubyrpa noa UCTOM UMW CRUYHOM nuueHuom. OBa nuueHua He
Ao03BO/baBa komepumnjanHy ynotpeby gena v npepaaa.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3sorbasaTte yMHOXaBamwe, Auctpubyunjy n jaBHo
caonwrasake Aena, 6es npomeHa, npeobnukosarsa Unu ynotpebe aena y CBOM feny,
@Ko Ce HaBede vmMe ayTopa Ha HauwH ogpefeH of CTpaHe ayTopa wru Aasaoua
nuueHue. OBa nuueHLa n03BorbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO - AennTM nog MCTUM ycnosuma. [lo3BorbaBate yMHOXaBakbe,
AVCTPUBYLIM]Y 1 jaBHO caonLuTaBake Aena, v npepage, ako ce HaBefe ume ayTopa Ha
Ha4uH oapefleH op cTpaHe ayTopa wnW fgaBaoua NUUEHUE M aKo ce npepaga
AnCTpubyvpa noA WCTOM MMM CAWYHOM nuueHuom. Osa nvueHua p[osBosrbasa
komepuwjanHy ynotpeby pena v npepaga. Crvusa je codTBEpcKUM nuueHLama,
OAHOCHO NuUeHLama OTBOPEHOT Koaa.



	Marija M Stojanovic Cronobacter sakazakii.pdf
	Marija Stojanovic prilozi 1-4



