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ISPITIVANJE MOGUCNOSTI FORMIRANJA BIOFILMA U USLOVIMA IN
VITRO KOD RAZLICITIH SEROVARIJETETA SALMONELLA VRSTA
IZOLOVANIH 1Z UZORAKA HRANE ZA ZIVOTINJE

Rezime

Cilj ovog istrazivanja je bio ispitivanje sposobnosti formiranja biofilma kod
serovarijeteta Salmonella izolovanih iz hrane za Zivotinje, poreklom iz 18 meSaona
sto¢ne hrane na podrucju JuZnobackog okruga. Izolati koriS¢eni u ispitivanju (n=100)
izolovani su poreklom iz uzoraka hrane za Zivotinje uzorkovanih tokom dve godine
ispitivanja (period 2012-2014). Identifikacija izolata izvrSena je na osnovu kulturelnih,
biohemijskih i1 seroloskih karakteristika na osnovu preporuka standarda SRPS EN ISO
6579:2008. Potvrda i seroloska tipizacija izolata Salmonella izvedena je u Nacionalnoj
referentnoj laboratoriji za Salmonella, Shigela, Vibrio cholerae i Yersinia enterocolitica,
Instituta za javno zdravlje Srbije ,,.Dr Milan Jovanovi¢ Batut® u Beogradu. Kao
kontrolni sojevi, u ispitivanju su koris¢ene referentne kulture S. Typhimurium ATCC
14028 i S. Enteritidis ATCC 13076.

Kao supstrat za formiranje biofilma koriS¢ene su povrSine od polistirena 1
nerdajuceg cCelika. Sposobnost formiranja biofilma ispitana je primenom sledec¢ih
metoda: Congo red agar test, pelikula test, test na mikrotitracionim plo¢ama upotrebom
kristal violet boje, i skeniraju¢a elektronska mikroskopija (SEM). Sva ispitivanja
izvedena su upotrebom dve hranljive podloge (tripton soja bujona i Luria Bertani
bujona) pri temperaturi inkubacije od 20°C i 37°C.

Iz hrane za Zivotinje izolovani su sledeci serovarijeteti Salmonella: Tennessee
(18%), Agona (9%), Montevideo (15%), Enteritidis (12%), Stanleyville (6%), Infantis
(12%), Typhimurium (3%), Typhimurium monofazni (1%), Mbandaka (6%),
Senftenberg (7%), Jerusalem (2%), Thompson (1%), Amsterdam (1%), Colindale (1%),
Dahra (1%), Livingstone (1%). Kod Ccetiri izolata nije ustanovljen serovarijetet
(Salmonella enterica subspecies enterica (1,3,19:i:-)).

Prema rezultatima Congo red agar testa, na temperaturi od 20°C, 98% izolata
Salmonella ekspresioniralo je jednu ili obe komponente matriksa biofilma i formiralo

kolonije RDAR, PDAR i BDAR morfotipova. Na temperaturi od 37°C ni jedan izolat



nije produkovao kljuéne komponente matriksa biofilma i na Congo red agaru su
formirali kolonije SAW morfotipa.

Izolati Salmonella spp. su za ispitivanje u pelikula testu i testu na
mikrotitracionim plo¢ama kultivisani u dve hranljive pologe: Luria-Bertani bujonu (LB)
I tripton soja bujonu (TSB). Inokulum je pripremljen od kultura Salmonella spp. starih
24h, a gustina pripremljenih inokuluma iznosila je 1-5 x 10® CFU/mI. Ispitivanja su
izvedena na temperaturama od 20°C i 37°C tokom 6 dana (pelikula test) i 48h (test na
mikrotitracionim plo¢ama). Rezultati testa na mikrotitraconim plo¢ama ocitani su
spektrofotometrijski upotrebom filtera talasne duzine od 595 nm (kvntitativna metoda
ispitivanja produkcije biofilm). Najvise vrednosti opticke prozrac¢nosti (OD) izmerene
su kultivacijom izolata u LB bujonu na temperaturi od 20°C (ODsgs= 1.814+0,135). Pod
tim uslovima, 50 izolata je procenjeno za jake, 38 izolata umerene, a 12 za slabe biofim
producere. Porastom temperature inkubacije na 37°C, samo su izolati Salmonella
serovarijeteta Enteritidis (n=12) formirali biofilm i procenjeni su jakim biofilm
producerima. Visa temperatura inkubacije i ve¢a koncentracija hranljivih sastojaka u
podlozi uticali su nepovoljno na sposobnost formiranja biofilma kod svih ispitanih
sojeva.

Sposobnost formiranja biofilma na povrsini nerdajuceg Celika, ispitano je kod
odabranih izolata koji su procenjeni kao jaki biofilm produceri u testu na
mikrotitracionim ploc¢ama i koji su na Congo red agaru formirali kolonije RDAR
morfotipa. Ovaj deo ispitivanja izveden je primenom skeniraju¢e elektronske
mikroskopije (SEM). Biofilmovi su formirani kultivacijom izolata u dve hranljive
podloge (LB i TSB) na temperaturama od 20°C i 37°C tokom 48h. Skeniraju¢om
elektronskom mikroskopijom ustanovljene su varijacije u sposobnosti odabranih izolata
da formiraju biofilm pod navedenim eksperimentalnim uslovima.

Statisticki znacajna korelacija (p<0,01) ustanovljena je izmedu rezultata
dobijenih u pelikula testu 1 testu na mikrotitracionim plocama, kultivacijom izolata
Salmonella u obe hranljive podloge (LB i TSB) i na obe temperature inkubacije (20°C i
37°C). Pozitivna korelacija je ustanovljena izmedu rezultata Congo red agar testa, testa
na mikrotitracionim plo¢ama i pelikula testa, inkubacijom na temperaturi od 20°C u LB

bujonu.



Izolati Salmonella serovarijeteta Tennessee (n=7/18), Montevideo (n=8/15) i
Infantis (n=4/12) koji su tokom dve godine ponavljano izolovani iz hrane za Zivotinje
poreklom iz istih proizvodnih objekata, ispitani su na geneticki diverzitet primenom
elektroforeze u pulsiraju¢em polju (pulsed-field gel electrophoresis - PFGE). Kod
izolata serovarijeteta Montevideo i Infantis, potvrdena je pripadnost istom klonu, dok je
kod izolata S. Tennessee ustanovljen manji genetic¢ki diverzitet (razlike medu njima ne
prelaze 10%).

U cilju procene znacaja hrane za zivotinje kao izvora sojeva Salmonella sa
rezistencijom ili multiplom rezistencijom na antibiotike, ispitana je njihova osetljivost
na antibiotike primenom disk difuzione metode. Hrana za zivotinje nije procenjena kao
izvor rezistentnih sojeva, jer je kod 99% izolata ustanovljena osetljivost na sve

kori$¢ene antibiotike.

Klju¢ne reci: Salmonella, biofilm, Congo red agar, test na mikrotitracionim plo¢ama,

pelikula test, SEM, PFGE, antimikrobna rezistencija
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ANALYSIS OF POSSIBLE BIOFILM FORMATION FROM DIFFERENT
SALMONELLA SEROVARS ISOLATED FROM ANIMAL FOOD IN IN VITRO
CONDITIONS

Summary

The aim of this research was the investigation into the biofilm-forming ability of
Salmonella serovars isolated from animal feed samples originating from 18 feed-
producing facilities located in South Backa District. The isolates which were tested
(n=100) were isolated from feed samples collected in a two-year period (from 2012 to
2014). The identification of the isolates was made based on the cultural, biochemical
and serological characteristics, following the recommendations given in the SRPS EN
ISO 6579:2008 standard. The conformation and serological typing of Salmonella
isolates were done in the National Reference Laboratory for Salmonella, Shigela, Vibrio
cholerae and Yersinia enterocolitica, at the Institute of Public Health of Serbia 'Dr
Milan Jovanovi¢ Batut' in Belgrade. In this study reference cultures of S. Typhimurium
ATCC 14028 and S. Enteritidis ATCC 13076 were used as the control strains.

Surfaces made of polystyrene and of stainless steel were used as substrates for
biofilm formation. The ability of Salmonella to form biofilm was tested with the
following methods: Congo red agar test, pellicle test, microtiter plate assay with the use
of crystal violet dye, and scanning electron microscopy (SEM). The whole investigation
was carried out at two temperatures of incubation (20°C and 37°C).

The following Salmonella serovars were isolated from animal feed: Tennessee
(18%), Agona (9%), Montevideo (15%), Enteritidis (12%), Stanleyville (6%), Infantis
(12%), Typhimurium (3%), Typhimurium monofazni (1%), Mbandaka (6%),
Senftenberg (7%), Jerusalem (2%), Thompson (1%), Amsterdam (1%), Colindale (1%),
Dahra (1%), Livingstone (1%). In four isolates serovars were not determined
(Salmonella enterica subspecies enterica (1,3,19:i:-)).

According to the results of Congo red agar test, when grown at 20°C, 98% of the
isolates expressed one or both components of the Salmonella biofilm matrix and formed

colonies of various morphotypes (RDAR, PDAR and BDAR). However, when



cultivated at 37°C none of the isolates produced the key components of biofilm matrix
and formed SAW morphotype colonies on the Congo red agar.

For the investigation in the pellicle test and in the microtiter plate assay
Salmonella isolates were grown in two media: Luria-Bertani broth (LB) and tryptic soy
broth (TSB). Inoculums were prepared from 24-h-old cultures of Salmonella spp., and
the density of the prepared inoculums was 1-5x10° CFU/ml. The isolates tested, which
were prepared as described, were incubated at two different temperatures, 20°C and
37°C, for 6 days (pellicle test) and 48h (microtiter plate assay). The results of the test,
that is, the values of optical density (OD) were read on a spectrophotometer, using the
filter with a wavelength of 595 nm. The highest OD values were obtained with isolates
incubated in LB broth at 20°C (ODsgs=1.814+0.135), when 50 isolates were assessed as
strong, 38 isolates as moderate and 12 as weak biofilm producers. At higher incubation
temperature, at 37°C, only the isolates of Salmonella serovars Enteritidis (n=12)
produced biofilm, and were assessed as strong biofilm producers. The increase in the
incubation temperature, as well as the nutrient-rich medium had an unfavourable
influence on the biofilm-forming ability of all strains which were tested.

Biofilm forming on a stainless steel surface was tested in certain isolates which
had been assessed as strong biofilm producers in the microtiter plate assay and which
formed colonies of RDAR morphotype on Congo red agar. For this segment of the
research scanning electron microscopy (SEM) was used. The isolates were grown on
both mediums (LB and TSB) and incubated at 20°C and 37°C for 48h. By means of
scanning electron microscopy certain variations in the biofilm-forming ability of the
selected isolates were detected in the experimental conditions which were used.
According to the results which were obtained, there was a significant correlation
(p<0.01) between the results obtained in the pellicle test and microtiter plate assay
performed with Salmonella isolates cultivated in both media (LB and TSB) and at both
incubation temperatures (20°C and 37°C). In addition, a positive correlation was
detected between the results of Congo red agar test, microtiter plate assay and pellicle
test, obtained with isolates incubated at 20°C in LB broth.

Salmonella isolates of the serovars Tennessee (n=7/18), Montevideo (n=8/15),
and Infantis (n=4/12) which were repeatedly isolated from animal feed originating from

the same production facilities were tested for the genetic diversity using pulsed-field gel



electrophoresis (PFGE). It was confirmed that the isolates of the serotypes S.
Montevideo and S. Infantis were of the same clone, whilst there was a slight genetic
diversity in the S. Tennessee isolates (the differences between them do not exceed
10%).

To assess the importance of animal feed as source of Salmonella strains with
resistance or multi-drug resistance to antibiotics, their susceptibility to antibiotics was
tested in the disk diffusion assay. Given that 99% of isolates were susceptible to all
tested antibiotics which were tested, animal feed was not assessed as a source of

resistant strains.

Key words: Salmonella, biofilm, Congo red agar, microtiter plate test, pellicle test,

SEM, PFGE, antimicrobial resistance
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1. UvOD

U prirodi mikroorganizmi zive kao planktonske, slobodno suspendovane ¢elije
ili u obliku visecelijskih zajednica - biofilma. Biofilm, je wviSecelijski obrazac
organizacije zivota kod bakterija 1 predstavlja relativno novootkriveni fenomen u
mikrobiologiji. Biofilm je postao veliki izazov moderne nauke i medicine jer
onemogucava efikasnost procesa dezinfekcije povrsina i predmeta, kao i uspeh u le¢enju
infekcija ljudi i zivotinja primenom antibiotika. Biofilm se razmatra visim evolutivnim
stupnjem organizacije zivota kod nesporogenih bakterija jer im omogucava uspesno
prezivljavanje u spoljasnjoj sredini i u nepovoljnim uslovima. Dokazano je da je biofilm
dominantan naéin zivota bakterija u svim ekoloskim sistemima i da predstavlja
integralnu karakteristiku svih prokariotskih organizama. U dosadasnjim ispitivanjima,
biofilmovi su u 100% sluc¢ajeva nadeni ne samo u kanalizacionim cevima ve¢ i u
sistemima cevi za dovod diste (pijace) vode, kateterima koji se koriste u humanoj i
veterinarskoj medicini, na zubima ljudi i zivotinja, na korenovima raznih vrsta biljaka i
u tkivu pluéa ljudi koji boluju od cisti¢ne firboze (Costerton i saradnici, 1978; Costerton
I saradnici, 1999). Biofilmovi su nadeni i na drugim bioti¢kim i abiotickim povr$inama,
pri ¢emu je njihovo formiranje pod uticajem veceg broja varijabilnih faktora zivotnog
okruzenja. Ustanovljeno je da su biofilmovi formirani u inficiranim tkivima (na
sluznicama) razlog nastanka teSko izlecivih, hroni¢nih infekcija kao §to su hroni¢no
zapaljenje beSike izazvano uropatogenim sojevima E.coli, hroni¢no zapaljenje srednjeg
uha i sinusa izazvano vrstama Streptococcus penumoniae, Haemophilus influenzae,
gnojnih infekcija koze (rane, dekubitusi) izazvanih vrstom Staphylococcus aureus
(Dunne, 2002; Donlan i Costerton, 2002; Pace i saradnici, 2006). Karakteristika ovih
infekcija je da traju mesecima, pa i godinama, uprkos primeni antibiotika na koje su
uzro¢nici provereno osetljivi. Dokazano je da pokretne i nepokretne vrste bakterija
koriste razliCite mehanizme za formiranje biofilma, a najbolje je proucen model
biofilma koga stvara vrsta Pseudomonas aeruginosa (Tolker-Nielsen i saradnici, 2000;
Sauer i saradnici, 2002; Golovlev, 2002; Drenkard, 2003). Pored toga, veoma dobro su
prouceni modeli biofilmova koje stvaraju vrste Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus i Listeria monocytogenes. Medutim, u nauc¢noj literaturi se sve

¢eS¢e navode dokazi da upravo biofilmovi omoguduju uspeSno perzistiranje i



razmnoZzavanje salmonela u svim ekoloSkim sredinama Sto je i razlog konstantno
aktuelnog problema salmoneloze u svim drzavama, na svim kontinentima, kod ljudi i
svih vrsta Zivotinja (Lapidot i saradnici, 2006; Vestby i saradnici, 2009a; Steenackers i
saradnici, 2012; Pruni¢ i saradnici, 2016).

Hrana za zivotinje se smatra prvom karikom u lancu ,,0od njive do trpeze*. Pretpostavka
je da zahvaljuju¢i sposobnosti da formiraju biofilmove na inertnim povrSinama sa
kojima hrana dolazi u kontakt, odredeni serovarijeteti Salmonella vrsta dospevaju u
finalne proizvode tj. namirnice ne samo preko kontaminiranih sirovina, ve¢ i tokom
procesa proizvodnje i postprocesno. Bakterije iz roda Salmonella spadaju u najucestalije
uzro¢nike alimentarnih infekcija, i uprkos kontinuiranom monitoringu mikrobioloske
bezbednosti namirnica, svake godine milioni ljudi u razvijenim zemljama obole od
salmoneloze. Za razliku od nekih infektivnih bolesti koje su iskorenjene ili su suzbijene
u znacajnoj meri, salmoneloza je neprekidno prisutna u svim drzavama sveta, bez obzira
na geografske, kulturoloske i druge karatkteristike podneblja. Veza izmedu Salmonella
u hrani za zivotinje i pojave salmoneloze kod ljudi, jasno je dokazana (Crump i
saradnici, 2002; Jones, 2011). Prisustvo Salmonella u hrani za zivotinje predstavlja rizik
za kolonizaciju ili infekciju Zivotinja, a posledi¢no i infekciju ljudi koji konzumiraju
proizvode zivotinjskog porekla. Pored hrane animalnog porekla, koja se tradicionalno
smatra glavnim izvorom Salmonella za ljude, novija epidemioloSka istrazivanja sve
¢esce identifikuju hranu biljnog porekla kao izvor salmonela (Lapidot i saradnici, 2006;
Steenackers i saradnici, 2012; Cevallos-Cevallos i saradnici, 2012). Skoro je potvrdeno
da razlic¢ite podvrste i serovarijeteti u okviru vrste Salmonella enterica koloniziraju
biljke (seme, izdanke, lis¢e, koren), a da serovarijetet S. Typhimurium cak aktivno
invadira biljna tkiva izazivaju¢i simptome bolesti. U hranu za Zivotinje, kao i u
namirnice, salmonele mogu dospeti kontaminiranim sirovinama animalnog i biljnog
porekla, medutim, kontaminacija hrane je moguca 1 tokom njene prerade ili
postprocesno. Poslednjih decenija sve je viSe dokaza da odredeni serovarijeteti
Salmonella mogu perzistirati mesecima, pa ¢ak i godinama na mestima proizvodnje
hrane (Kumar i Anand, 1998; Trachoo, 2003; Meretre i saradnici, 2009; Habimana i
saradnici 2010; Giaouris i saradnici, 2012; Srey i saradnici, 2013; Habimana i saradnici
2014). Oprema i sve povrSine u pogonima za proizvodnju hrane, plastika, nerdajuéi

celik, drvo, staklo, mogu biti supstrat za razvoj biofilmova koji postaju izvor



ponavljanih kontaminacija finalnih proizvoda (Nesse i saradnici, 2003; Vestby i
saradnici, 2009b). Prisustvo salmonela je ustanovljeno u mlinovima za seckanje i
mesanje hrane, na pokretnim trakama, konvejerskim kaiSevima, maSinama za
pakovanje, mestima za skladiStenje i ostalim povrSinama sa kojima hrana dolazi u
kontakt. Odredeni serovarijeteti salmonela su ¢es¢e prisutni u fabrikama stocne hrane, i
to su: S. Agona, S. Montevideo i S. Senftenberg (Vestby i saradnici, 2009a). Ces¢i nalaz
odredenih serovarijeteta, izmedu ostalog, se objasnjava njthovom vecom sposobnoscu
da perzistiraju u formi biofilma na abiotskim povrSinama (Aviles i saradnici, 2013;
Castelijn i saradnici, 2013).

Opstanak Salmonella na abiotskim povr§inama jedan je deo zivotnog ciklusa ove
vrste bakterija i vezan je za visecelijske obrasce ponasanja. Mehanizmi koje salmonele
aktiviraju za prezivljavanje u Zivotnom okruzenju, drugaciji su od faktora odgovornih za
patogenezu bolesti i uslovljeni su ekspresijom specifi¢nih gena i sintezom produkata
koje ovi geni kodiraju. Produkcija celuloze i tankih agregativnih (curli) fimbrija, smatra
se klju€nom u prezivljavanju salmonela u Zivotnom okruzenju, ukljucujuéi 1 povrsine na
mestima proizvodnje hrane (Solomon i saradnici, 2005; Jonas i saradnici, 2006).

Visecelijski obrasci ponasanja kod Salmonella postaju sve atraktivniji predmet
naucnih istrazivanja (Stepanovi¢ i saradnici, 2003). Cilj im je rasvetljavanje genetskih
mehanizama regulacije formiranja biofilma, faktora koji doprinose nastanku i opstanku
biofilmova, njihovoj ulozi u proizvodnji bezbedne hrane, kao i iznalazenje efikasnih
strategija za njihovu eredikaciju. Biofilmovi su veoma teski za preveniranje i
eradikaciju, a savremene strategije borbe protiv patogenih bakterija nisu efikasne za
kontrolu patogena organizovanih u biofilm (Maciorowski i saradnici, 2006; Burmolle i
saradnici, 2010).

U Republici Srbiji ne postoji zakonska obaveza seroloske identifikacije
Salmonella izolovanih iz uzoraka hrane za Zzivotinje. Zbog toga, hrana za zivotinje
predstavlja nedovoljno poznat izvor serovarijeteta od posebnog znacaja u

epidemiologiji.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Istorijat, klasifikacija i taksonomija Salmonella

Prvi predstavnik roda Salmonella izolovan je iz slezine i mezenterijalnih limfnih
zlezda bolesnika koji je umro od crevnog tifusa, od strane Eberth 1880. godine i nazvan
je Ebertov bacil. Gaffky je 1884. izolat uspeo da kultivise I detaljnije ispita, pri cemu
mu je dao naziv Eberrt-Gaffkyev bacil (Adams i Moss, 2008). Drugu bakteriju koja je
po mnogim osobinama li¢ila na uzro¢nika crevnog tifusa, izolovali su Salmon 1 Smith iz
svinja koje su bolovale od svinjske kolere. Naziv Salmonella nije koris¢en do 1900.
godine, kada je Joseph Leon Ligineres predlozio da se otkrivena vrsta nazove
Salmonella u ¢ast Daniela Salmona (Hartman, 1997; Su i Chiu, 2007; Evangelopoulou i
saradnici, 2010).

Osnova za klasifikaciju i identifikaciju Salmonella je seroloska tipizacija koju je
napravio White, a usavrs$ili Kauffmann i1 drugi autori. Seroloska tipizacija se bazira na
identifikaciji antigena u sastavu lipopolisaharidnog sloja ¢elijskog zida (O ili somatski
antigen) i antigena prisutnih na povrSini bakterija (H ili flagelarnih antigena)
(Heyndrickx i saradnici, 2005). Salmonele imaju tri glavne grupe antigena: somatski (O
- antigen), flagelarni (H - antigen) i ovojni (Vi - antigen) koji je prisutan kod malog
broja serovarijeteta. Antigensku specificnost somatskom O — antigenu daje
polisaharidna komponenta. Somatski (O) antigen je termostabilan i grupno specifi¢an.
Na osnovu ovog antigena sve salmonele su razvstane u grupe oznacene arapskim
bojevima od 1 do 67 i velikim latini¢nim slovima od A do Z. Flagelarni (H) antigen je
tipski antigen, koji je po hemijskom sastavu protein i zato je termolabilan. Sastoji se od
dve grupe antigena:

a) specificéni antigen ili H antigen faze 1 (obelezava se malim slovima abecede);
b) nespecifi¢ni H antigen ili antigen faze 2 (obelezava se malim brojevima 1,2,3...).

| jedna i druga grupa flagelarnih antigena sastoji se od velikog broja seroloski
razli¢itih antigena. Bifazne salmonele imaju antigene faze 1 i 2, a monofazne salmonele
imaju antigene faze 1. Sve salmonele imaju bar jedan ili viSe seroloski razli¢itth H
antigena faze 1, i mnoge salmonele imaju po 1 ili vise zajednickih H antigena faze 11 2.
Vi-antigen je ovojni antigen koji se nalazi na povrsini bakterijske ¢elije. On obavija O

antigen i potpuno ometa aglutinaciju u homolognom O- serumu. Nalazi se samo kod S.



Typhi, S. Paratyphi C i S. Dublin. Vi-antigen S.Typhi je N-acetil-galaktouronska
kiselina i razlikuje se od Vi antigena drugih Salmonella.Vi antigen se moze ukloniti
subkultivisanjem soja ili zagrevanjem suspenzije kulture na 100°C.

Salmonele ne produkuju egzotoksine, a lipopolisaharid (LPS) ¢elijskog zida (O
antigen) deluje kao endotoksini.

Na oshovu 67 somatskih (O) antigena i brojnih flagelarnih (H) antigena, do
danas je otkriveno preko 2500 serotipova Salmonella. Prema aktuelnoj taksonomiji rod
Salmonella obuhvata dve vrste: Salmonella enterica (2557 serotipova) i Salmonella
bongori (22 serotipa). Vrsta Salmonella enterica obuhvata Sest podvrsta: enterica
(podvrsta 1), salamae (I1), arizonae (l11a), diarizonae (111b), houtenae (IV) i indica (V1)
(Grimont i Weill, 2007). Vrsti Salmonella enterica pripadaju svi najvazniji serovarijeteti
koji su patogeni za ljude. Imena serovarijeteta se uobicajeno daju prema sindromu koji
izazivaju (S. Typhi, S. Paratyphi A, B i C), prema specificnim domaéinima, (S.
Gallinarum, S. Choleraesuis, S. Abortusovis) ili prema imenu gradova ili drzava u
kojima su otkriveni (S.Wien, S. Kentucky, S. London, S. Panama). U okviru podvrste S.
enterica subsp. enterica, serovarijeteti iz grupa A, B, C1, C2, D i E izazivaju oko 99%
infekcija ljudi i zivotinja (Brenner i saradnici, 2000). Serotipizacija Salmonella je
omogucila prvobitnu podelu na vrste po principu: ,,jedan serovarijetet— jedna vrsta®, a
serovarijetetima su davani nazivi prema Lineovoj binominalnoj nomenklaturi (na primer
Salmonella enteritidis). Ta prvobitno postavljena nomenkaltura biva poljuljana
pocetkom sedamdesetih godina kad su Crosa i saradnici (1973) pomo¢u DNK-DNK
hibridizacije dokazali da su svi serovarijeteti Salmonella vrlo srodni i da sli¢nost u DNK
sekvenci izmedu razli¢itih serovarijeteta iznosi 95-99%, sa izuzetkom vrste Salmonella
bongori. Nakon objavljivanja rezultata molekularnih ispitivanja, sve salmonele izuzev
S. bongori, su objedinjene u jednu vrstu koja se naziva Salmonella enterica (Brenner i
saradnici, 2000).



Tabela 2.1. Vrste i podvrste salmonela (Grimont i Weill, 2007)

Vrsta i podvrsta Broj serovarijeteta u
okviru
vrste i podvrste

Salmonella enterica 2557

S. enterica subsp. enterica (1) 1531

S. enterica subsp. salamae (1) 505

S. enterica subsp. arizonae (I111a) 99

S. enterica subsp. diarizonae (111b) 336

S. enterica subsp. houtenae (1V) 73

S. enterica subsp. indica (VI) 13

S. bongori (V) 22

Ukupno (rod Salmonella) 2579

Sa promenama u taksonomiji, ime serovarijeteta ostaje glavna taksonomska
definicija izolata salmonela. U praksi se koristi pretezno stara klasifikacija na osnovu
antigenskih karakteristika, na primer, Salmonella Typhimurium umesto navodenja vrste,
podvrste i serovarijeteta: Salmonella enterica subspecies enterica serotip Typhimurium,
ili Salmonella enterica serotip Typhimurium, ili Salmonella ser. Typhimurium (gde je

Typhimurium oznaka serovarijeteta, a ne vrste) (Grimont i Weill, 2007; Gunell, 2010).

2.1.1. Osnovne karakteristike bakterija iz roda Salmonella

Rod Salmonella pripada familiji Enterobacteriaceae. Salmonele su Gram-
negativni, fakultativno anaerobni izduzeni, pravi Stapi¢i, duzine 2 - 3 pum i Sirine 0.4 -
0.6 um. Salmonele ne formiraju kapsule i ne stvaraju spore. Svi predstavnici ovog roda,
sa izuzetkom S. Gallinarum i S. Pullorum su pokretni, zahvaljujuci peritrihno
rasporedenim flagelama (Adams i Moss, 2008; Hald, 2013). Salmonele uobicajeno
produkuju fimbrije ili pile.

Rast salmonela mogu¢ je u Sirokom rasponu temperature od 5°C do 47°C 1 pH
vrednosti od 3,6 - 9,5 (Marriott i Gravani, 2006). Vrednosti temperature od 37°C i pH u

intervalu 6,5 — 7,5 predstavljaju optimalne uslove za rast i razmnozavanje salmonela.



Za izolaciju salmonela iz klini¢kih uzoraka, namirnica i hrane za Zivotinje,
koriste se brojne selektivne i diferencijalne podloge, kojima se postize inhibicija rasta
neciljnih vrsta mikroorganizama, uobicajeno prisutnih u uzorcima. Protokoli za
izolaciju podrazumevaju prethodno neselektivno obogacenje uzorka (puferovana
peptonska voda); selektivno obogacenje (Rappaport-Vassiliadis bujon i Muller-
Kauffmann tetrationat bujon sa novobiociom) i izolaciju na selektivnim podlogama
(ksiloza lizin dezoksiholatni agar, Salmonella- Shigella agar, bizmut-sulfitni agar;
Salmonella diferencijalni agar, Harlequin Salmonella agar i dr.). Salmonele uobi¢ajeno
na podlogama za kultivaciju formiraju kolonije S-forme, okrugle, glatke, sjajne i blago
ispupCene. Pored tipi¢nih S kolonija, salmonele mogu formirati i kolonije nepravilnih
ivica i hrapave povrSine (R forma). Varijacije u izgledu kolonija glatke-grube (smooth-
rough) forme, se povezuju sa gubitkom O antigena i virulencije. Salmonele sa defektom
u biosintezi O polisaharida imaju R formu kolonija. R mutanti su izgubili mo¢
aglutinacije u antiserumu za somatske antigene, a suspendovani u fizioloskom rastvoru
pokazuju svojstvo autoaglutinabilnosti (Kumar i Anand, 1998).

Kao i ostali ¢lanovi familije Enterobacteriaceae, salmonele su oksidaza
negativne i1 katalaza pozitivne bakterije. Glukozu razlazu do kiseline i gasa (vrste S.
Typhi i S. Gallinarum razlazu glukozu bez pojave gasa). Od drugih ugljenih hidrata
uobicajeno razlazu arabinozu, maltozu, manitol, manozu, ramnozu, trehalozu, ksilozu 1
dulcitol. Laktoza su negativne, ne produkuju ureazu, indol i VVoges-Proskauer (VP) su
negativne, a koriste citrate kao izvor ugljenika. Biohemijske karakteristike zajednicke

vedini salmonela, prikazane suu Tabeli 2.2.

Tabela 2.2. Osnovne biohemijske karakteristike Salmonella
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2.1.2. Mehanizmi patogenosti

Patogeni potencijal salmonela bazira se na sposobnosti kolonizacije i aktivne
invazije epitelnih celija creva. U organizam ljudi 1 zivotinja salmonele uobicajeno
dospevaju alimentarnim putem, odnosno ingestijom kontaminirane hrane ili vode.
Zahvaljujuéi razli¢itim mehanizmima adaptacije na nepovoljne uslove okruzenja,
prezivljavaju efekat zeludacne kiseline, niske pH vrednosti 1 delovanje zu¢nih kiselina u
proksimalnom delu digestivnog trakta. Adheziju za receptore na epitelnim ¢elijama
creva omogucava vise vrsta fimbrija ili pila: fimbrije tipa 1 (Fim), duge polarne fimbrije
(Lpf- Long polar fimbriae), tanke agregativne ili kovrdzave fimbrije (Tafi- Thin
aggregative fimbriae) i plazmidski kodirane fimbrije (Pef- Plasmid encoded fimbriae)
(Ledeboer i saradnici, 2006). Nakon vezivanja za epitelne Celije, kod bakterija se
eksprimira sekretorni sistem tipa III (T3SS) koji pospeSuje ulaz bakterija u celije
(Kimbrough i Miller, 2000). Struktura T3SS predstavljena je u vidu Suplje igle koja
spaja bakterijsku citoplazmu i ¢elijsku membranu napadnute ¢elije (Waterman i Holden,
2003; Coburn i saradnici, 2007; Schraidt i saradnici, 2010). Sekretorni sistem T3SS
predstavlja kompleks nekoliko podjedinica koje se sastoje od 20 stukturnih i
regulatornih proteina (Coburn i saradnici, 2007), §to ga ¢ini jednim od najsloZenijih
sekretornih sistema. Geni invazivnosti su locirani u ostrvu patogenosti (,,Salmonella
pathogenicity islands“ - SPI) koji kodira faktore virulencije: adhezine, invazine i
toksine. Salmonella enterica koristi dva funkcionalno razlic¢ita T3SS kodirana na ostrvu
patogenosti SPI-1 i SP1-2. SPI-1 geni kodiraju faktore uklju¢ene u invaziju salmonela u
epitelne Celije creva; SPI-2 geni omogucavaju prezivljavanje samonela u makrofagima

(Waterman i Holden, 2003; Schmidt i Hensel, 2004).



2.1.3. Salmoneloze

Salmoneloze se ubrajaju u vazne i najucestalije zoonoze i predstavlja jednu od
vodec¢ih hranom prenosivih infekcija ljudi. Na osnovu adaptiranosti na vrstu domacina
salmonele se mogu podeliti u tri grupe. U prvu grupu spadaju ubikvitarni serovarijeteti
sa visokim stepenom adaptacije na razliite vrste domacina (,,generalist“ — S.
Enteritidis, S. Typhimurium, S. Infantis, S. Hadar). Ovi serovarijeteti cesto
asimptomatski koloniziraju digestivni trakt domacih zivotinja i kontinuirano se izlucuju
Preko proizvoda namenjenih ishrani ljudi, ubikvitarni serovarijeteti ulaze u lanac hrane i
najéeséi su uzrocnici salmoneloza ljudi. U drugu grupu spadaju serovarijeteti koji su
primarno adaptirani na jednu vrstu domacina, ali mogu izazvati bolest i kod drugih vrsta
(,,host adapted). Na primer, S. Dublin je primarno adaptirana na goveda kod kojih
izaziva ozbiljne infekcije, ali moze biti uzro¢nik infekcija 1 kod ljudi. U tre¢oj grupi
nalaze se serovarijeteti koji su iskljuéivo adaptirani na jednu vrstu domacina.
Serovarijeteti ove grupe su sposobni da izazovu ozbiljne sistemske infekcije samo kod
ograni¢enog broja srodnih vrsta (,,host specific — S. Gallinarum kod zivine, S. Typhi
kod ¢oveka ili S. Abortusovis kod ovaca) (Xu, 2007).

Serovarijeteti S. Typhi i S. Paratyphi A, B i C su primarno patogeni za coveka i
izazivaci su tifusnih infekcija. Jedini rezervoari za ove serovarijetete su ljudi, a bolest se
prenosi sa ¢oveka na Coveka direktnim ili indirektnim kontaktom. Sirenje infekcije
moguce je 1 preko fecesa hronicno inficiranih osoba (kliconose) 1 fekalnom
kontaminacijom vode i hrane. U humanoj populaciji ovi serovarijeteti se smatraju
izaziva¢ima nezoonotske septikemicno-tifoidne forme oboljenja (crevna groznica).
Simptomi tifusa (uzro¢nik S. Typhi) su: visoka temperatura, znojenje, glavobolja,
nesanica, bol u stomaku i dijareja ili konstipacija, dok su simptomi paratifusnih
infekcija (uzrocnici S. Paratyphi A, B i C) uobicajeno blazi.

Ostale netifusne salmonele su visoko adaptirane na Zivotinje, ali Cesto izazivaju i
bolesti kod ljudi. Najcesée se ljudi inficiraju netifoidnim salmonelama alimentarnim
putem, preko kontaminiranih proizvoda animalnog porekla (jaja, meso, mieko).
Uobicajeni simptomi infekcije su dijareja, povracanje, groznica i stomacni gréevi koji
pocinju najces¢e 12 do 72 sata nakon infekcije 1 traju tri do sedam dana. Infekcije

izazvane salmonelama najceS¢e su blaza ili umereno teska oboljenja. Komplikacije su



moguce i odnose se na pojave septikemije, osteomijelitisa, pneumonije, meningitisa, a
kod imunokompromitovanih pacijenata moguc¢ je i smrtni ishod (u oko 2% slucajeva),
posebno kada je uzorénik rezistentan na antibiotike (Foley i saradnici, 2006; Dhanoa i
Fatt, 2009). Serovarijeteti S. Enteritidis i S. Typhimurium imaju najve¢i znacaj u
epidemiologiji salmoneloza.

Infektivna doza zavisi od virulencije uzro¢nika (serovarijeteta) i imunskog
statusa organizma. Prema rezultatima epidemioloskih studija, infektivna doza moze biti
manja od 10 CFU/g (,,colony forming unit“ — broj bakterija koje formiraju kolonije),
dok je u nekim slu¢ajevima ona znacajno visa (10° CFU/g). Infektivna doza je niza
ukoliko se salmonele nalaze u namirnicama sa visokim sadrzajem masti i proteina, jer
oni Stite ¢elije bakterija od niske pH vrednosti zeluda¢nog soka.

S. Enteritidis je najées¢e utvrden serovarijetet kod zivine, pa su infekcije ljudi
ovim serovarijetetom u najveéem broju sluc¢ajeva povezane sa konzumacijom zivinskog
mesa i jaja. S. Kentucky je Siroko rasprostranjena kod zivine u SAD, ali retko izaziva
infekcije kod ljudi. S. Typhimurium se moze na¢i osim kod Zivine i kod goveda, svinja i
ovaca. S. Dublin je specificno adaptirana na goveda. Kod odraslih jedinki infekcija
Cesto prolazi asimptomatski, pa sojevi ovog serovarijeteta mogu perzistirati na farmama
mesecima 1 godinama. Kod mladih kategorija Zivotinja (telad i junad), infekcija ovom
salmonelom moze biti akutna 1 zavrsSiti letalnim ishodom. Jedinke koje prebole infekciju
postaju kliconose. Kod goveda se ustanovljavaju i serovarijeteti S. Newport, S. Anatum,
S. Montevideo, S. Braenderup (Hoelzer i saradnici, 2011).

Serovarijeteti  S. Abortusovis, S. Typhimurium, S. Dublin, S. Anatum, S.
Arizonae su najc¢esce ustanovljavani kod malih prezivara. Pobacaje uglavnom izaziva S.
Abortusovis, dok infekcije izazvane serovarijetetima S. Typhimurium i S. Dublin
rezultiraju enteritisom ili septikemijom (Hoelzer i saradnici, 2011).

Salmoneloze kod svinja mogu biti asimptomatske infekcije, ili teske infekcije
perakutnog toka. Infekcije izazvane sa S. Choleraesuis (uzroénik paratifusa svinja)
rezultiraju razvojem teskog enterokolitisa i septikemije. Na bolest su prijemcive sve
starosne kategorije, ali naj¢esc¢e obole prasad u uzrastu od 8 nedelja (Hoelzer i saradnici,
2011). Ljudi se mogu inficirati konzumiranjem nedovoljno termi¢ki obradenog mesa

svinja.
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Zivina je prirodni domaéin za S. Galinarum (uzoénik kokosijeg tifusa) i S.
Pullorum (uzro¢nik belog proliva pili¢a). Infekcije se rede javljaju i kod ¢uraka, morki,
prepelica i1 fazana. Smrtnost moze biti viSa od 50%. Latentno inficirana Zivina uzro¢nika
prenosi vertikalno (transovarijalno) i horizontalno (fecesom). Sa aspekta zastite zdravlja
ljudi, prisustvo serovarijeteta Enteritidis i Typhimurium kod zivine ima mnogo veci

znacaj, jer ove infekcije kod njih proti¢u asimptomatski.

2.1.4. Rasprostranjenost Salmonella
Salmonele su ubikvitarno rasprostranjeni mikroorganizmi. Zivotni ciklus salmonela
odigrava se jednim delom u vi§im organizmima, a drugi deo Zivotnog ciklusa odnosi se
na njihov opstanak u Zivotnom okruzenju do pojave novih infekcija i/ili kolonizacija. U
spoljasnjoj sredini, salmonelama je na raspolaganju manja koli¢ina hranljivih materija, a
izlozene su visokim varijacijama vlaznosti, osmotskog pritiska, temperature, pH
vrednosti (Rosenberg i saradnici, 2008; Parys i saradnici, 2010). Smatra se da opstanku
salmonela u okruzenju doprinosi prelazak u vijabilno, ali nekultivabilno stanje (,,viable
but nonculturable state — VBNC), pri ¢emu su bakterije metabolicki aktivne, ali slabije
rastu i ne mogu se kultivisati u laboratorijskim uslovima. Nakon dospevanja u
povoljnije uslove, dolazi do njihovog rasta i razmnozavanja (Gupte i saradnici, 2003).
lako se  biljne vrste tradicionalno ne smatraju domacéinima za
Enterobacteriaceae, novija epidemioloska istrazivanja sve ce$¢e identifikuju hranu
biljnog porekla kao izvor salmonela za ljude (Lapidot i saradnici, 2006; Teplitski i
saradnici, 2012; Steenackers i saradnici, 2012; Cevallos-Cevallos i saradnici, 2012).
Salmonele imaju sposobnost da koloniziraju biljke (seme, koren, izdanci, lis¢e). Na
biljke uobicajeno dospevaju preko zemljista kontaminiranog otpadnim (kanalizacionim)
vodama ili upotrebom svezeg stajnjaka. Salmonele imaju sposobnost i aktivne invazije
biljaka 1 intracelularnog razmnozavanja, pri ¢emu izazivaju i patogene efekte u svim
stadijumima rasta biljaka. Dokazano je da kontaminacija zemljista preko voda za
navodnjavanje ili sveZzeg stajnjaka moZe uzrokovati kontaminaciju velikog broja
poljoprivrednih kultura kao §to su paradajz, zelena salata, perSun, rotkvica, Sargarepa i
do Sest meseci nakon kontaminacije zemljiSta (Schikora i saradnici, 2008; Teplitski i
saradnici, 2009; Steenackers i saradnici, 2012). Opstanak i upornost salmonela i drugih

enteropatogena kao epifita (,,epiphyte*) na povrsini biljaka u velikoj meri je posledica

11



njihove Siroke adaptivne sposobnosti (Beuchat, 2002; Steenackers i saradnici, 2012).
Kod S. Typhimurium je identifikovan poseban set gena koji diferencijalno regulise tok
kolonizacije unutra$njih tkiva paradajza, a koji su izgleda razli¢iti od gena uklju¢enih u
infekciju 1 kolonizaciju zivotinjskih tkiva, kao 1 od gena za kolonizaciju biljnih tkiva

nadenih kod fitopatogenih bakterija (Noel i saradnici, 2010).

2.1.5. Epidemioloski podaci

Hrana za Zivotinje je prva karika u lancu ishrane i1 jedan od mogucih izvora
Salmonella za zivotinje, a posredno i ljude koji konzumiraju proizvode Zivotinjskog
porekla. Procena znacaja i uloge hrane za Zivotinje u pojavi epidemija izazvanih
salmonelama je veoma sloZeno, zbog Cinjenice da nedostaju podaci o serotipovima
Salmonella u hrani za Zivotinje i namirnicama zivotinjskog porekla.

Sirom sveta od salmoneloze godi$nje oboli oko 93,8 miliona ljudi, a 155000
infekcija zavrsi smrtnim ishodom (Sheffield i Crippen, 2012). U SAD Salmonella spp.
su vodeéi uzro¢nici bakterijskih infekcija koje se prenose hranom, a u Evropi su po
ucestalosti na drugom mestu, iza Campylobacter spp. (Hoelzer i saradnici, 2011).

Prema podacima Evropske Agencije za bezbednost hrane (European Food
Safety Authority - EFSA) u periodu od 2007. do 2011. godine, na podru¢ju zemalja
Evrope koje su ¢lanice EFSA evidentirano je 95548 epidemija salmoneloze (EFSA,
2013b). Namirnice animalnog porekla bile su izvor infekcije kod 1271 epidemije (sa
17001 obolelih, 3208 hospitalizacija i 24 smrtna ishoda) (EFSA, 2013b). Na osnovu
podataka Svetske Zdravstvene Organizacije (WHO), samo u SAD-u, oko 76 miliona
ljudi svake godine oboli od neke alimentarne infekcije. Od ovog broja, 325000
slu¢ajeva zahteva bolnicko zbrinjavanje, a 5000 se zavrsi letalnim ishodom (WHO,
2007). Tokom 2013. godine, u Sjedinjenim Americkim Drzavama prijavljeno je 818
hranom prenosivih bolesti, sa 13360 obolelih, 1062 hospitalizacije i 16 smrtnih
slu¢ajeva (CDC, 2013).

Zabrinjavaju¢ je podatak da pored hrane animalnog porekla, koja se
tradicionalno smatra glavnim izvorom Salmonella za ljude, novija epidemioloska
istrazivanja sve ceS¢e identifikuju hranu biljnog porekla kao izvor salmoneloze. U

periodu od 2007. do 2011. godine u 37 epidemija salmoneloze, kao izvor infekcije
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identifikovani su sveza salata, paradajz, naklijala semena, voéni sokovi, dinje i orasi
(EFSA, 2013b).

Prema podacima Evropskog centra za kontrolu i prevenciju bolesti (European
Centre for Disease Prevention and Control) na podruc¢ju EU tokom poslednjih par
godina salmoneloze su kod ljudi posle kampilokabterioze najucestalije alimentarne
infekcije. Salmonella enterica serotip Enteritidis je jedan od najucestalijih uzro¢nika
salmoneloze u humanoj populaciji, s obzirom da je 41,3% infekcija salmonelom
izazvano ovim serotipom. Od ostalih serotipova zastupljeni su S. Typhimurium
(22,1%), S. Typhimurium monofazni (1,4,[5],12:i:-) (7,2%) i S. Infantis (2,2%) (EFSA i
ECDC, 2014). Posle kampilobakterioze, salmonele su najce$¢i uzrocnici epidemija
(22,5% od ukupnog broja prijavljenih epidemija). Od 2008. do 2013. godine ukupan
broj epidemija (1888) izazvanih salmonelama u zemljama Evrope koje su clanice
EFSA, znacajno je smanjen za 38,1% (EFSA i ECDC, 2015).

Salmonela je najces$¢i uzro¢nik alimentarnih epidemija u zemljama EU/EEA u
2013 godini. Godine 2013. najéesce ustanovljeni serovarijeteti su S. Enteritidis (39,5%)
i S. Typhimurium (20,2%). Broj inficiranih ljudi S. Enteritidis u 2013. godine je
samnjen za 14,1% u odnosu na broj ustanovljenih infekcija ovim serovarijetetom u
2012. godini. U periodu od dve godine od 2011. do 2013. godine, broj inficiranih ljudi
sa S. Typhimurium, ukljucujuci i S. Typhimurium monofazni (1,4,[5],12:i:-), smanjen je
za 11,1%. Dok broj prijavljenih infekcija izazvanih serovarijetetom S. Infantis porastao
za 26,5% (EFSA i ECDC, 2015). Pretpostavlja se da je trend pada stopa salmoneloze
rezultat implementacije programa za kontrolu salmonele na farmama, proizvodnje i
prometa mesa i primeni higijensko-sanitarnin mera u ovim procesima, i sve
zastupljenijoj primeni HACCP sistema (Hazard Analysis Critical Control Point) u
procesima proizvodnje (EFSA, 2013a), ali i povecane informisanosti konzumenata.

U zemljama EU/EEA salmonele su drugi najéesce registrovani uzro¢nici
gastrointestinalnih infekcija i epidemija koje se prenose kontaminiranom hranom.
Registrovana stopa incidencije u 2013. godini iznosila je 20,4 na 100.000 populacije, sto
predstavlja smanjenje od 7,9% u poredenju sa 2012. godinom. Time se potvrduje
nastavak trenda opadanja ucestalosti obolevanja u zemljama EU/EEA i potvrduje se
uspesna implementacija programa kontrole infekcije kod Zivotinja, posebno Zivine.

Najvi$a notifikaciona stopa je registrovana u Ceskoj Republici (93,1/100.000), zatim u
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Slovackoj (70,3/100.000), a najnize su bile u Portugalu i Grckoj (ispod 4/100.000)
(EFSA 1 ECDC, 2015).

Zbog razlika koje postoje u sistemu nadzora i klasifikaciji zaraznih bolesti u
Republici Srbiji u odnosu na zemlje EU/EEA uporedivost podataka nije uvek moguca.

Prema podacima Centra za kontrolu i prevenciju bolesti Instituta za javno
zdravlje Republike Srbije, ve¢ godinama alimentarne infekcije izazvane salmonelom
zauzimaju drugo mesto po ucestalosti pojavljivanja (1ZJZS, 2014; 1ZJZS, 2015). Godine
2013. na teritoriji Republike Srbije zabeleZzen je 1571 slufaj salmoneloze, sa
incidencijom 21,82/100.000 populacije. Prijavljeno je 46 epidemija salmoneloza u
kojima je put prenosa bila hrana, sa ukupno 409 obolelih osoba, od kojih je 88 osoba
hospitalizovano; cetiri epidemije sa neutvrdenim putem prenosa, 13 obolelih i 9
hospitalizovanih osoba; i dve epidemije sa kontaktnim putem prenosa, 7 obolelih i 4
hospitalizovane osobe (1ZJZS, 2014).

Prema podacima iz 2014. godine u Republici Srbiji prijavljeno je 15.735 lica
obolelih od crevnih zaraznih bolesti (incidencija 219,6/100.000) i 70 umrlih osoba
(mortalitet 1/100.000). U 2014. godini na teritoriji Republike Srbije zabeleZeno je 1512
slu¢ajeva obolevanja od animalnih salmoneloza, sa incidencijom 21,1/100.000 (1ZJZS,
2015).

Na teritoriji juznobackog okruga u periodu 2005-2010. godine medu
salmonelama identifikovanim do niova serotipa, najfrekventnije je ustanovljavan serotip
Enteritidis kao uzro¢nik salmoneloze u preko 80% slucajeva svake godine. Godine
2006. na drugom mestu je bila S. Agona (3.2%), a 2008. S. Senftenberg (1.9%),
verovatno kao posledice klonalnog Sirenja odnosno epidemije, Sto je potvrdeno u

slucaju S. Senftenberg (12JZV, 2008; 12JZV, 2009; 12JZV, 2010; 1ZJZV, 2011).

14



2.2. Biofilm

2.2.1. Istorijat

Zajednice mikroorganizama koje se formiraju na povrSinama zapazene su
mnogo pre nego Sto su ljudi imali na raspolaganju sredstva za njihovo detaljnije
istrazivanje. Antonie van Leeuwenhoek je 1684. godine zapazio mikroorganizme na
povrsini zubne gledi (,,animaculi in scurf on teeth™), sto bi se moglo smatrati prvim
otkri¢em mikrobnog biofilma (Costerton i saradnici, 1978).

Tek poCetkom dvadesetog veka akumulacije bakterija na povrSinama pocinju da
zaokupljaju paznju istrazivaca. Heukelekian i Heller su 1940. godine ustanovili efekat
flase ("bottle effect™) kod mikroorganizama u moru, koja podrazumeva njihovu sklonost
da se vezuju za povrsine uronjene u vodu. Claude Zobell je 1943. godine objasnio ovaj
fenomen time da se na povrSini stakla taloze hranljive materije iz morske vode, ¢ime
one u vecoj koncentraciji postaju dostupne, pa se mikroorganizmi koncentriSu na
povrsinu stakla birajuéi na taj nacin optimalnije uslove za zivot.

Zobell i Allen (1935) su prvi konstruisali aparat specijalno dizajniran za
ispitivanje vezivanja mikroorganizama za povrSine. Aparat je predstavljao nosac¢ za 16
staklenih slajdova i bio je dizajniran za spustanje u more. Primenom ove aparature
Zobell 1 Allen su ustanovili mnogo vecu raznovrsnost mikroorganizama u njihovim
zajednicama formiranim na staklenim slajdovima, u odnosu na vrste ustanovljene u
morskoj vodi.

Obimnija istrazivanja zajednica mikroorganizama zapoceta su krajem 60-tih, i
pocetkom 70-tih godina 20-og veka i uglavnom su se bazirala na prirodne vodene
ekosisteme, sisteme distribucije vode, tretmane otpadnih voda i zubnu gled. Jones i
saradnici (1969) su prvi upotrebili transmisioni elektronski mikroskop za proucavanje
zajednica mikoorganizama stvorenih na filterima za preciS¢avanje otpadnih voda.
Primenom mikroskopije visoke rezolucije, na osnovu razlika u ¢elijskoj morfologiji
ustanovljena je velika raznovrsnost mikroorganizama, a bojenje rutenijum crvenim je
dokazalo da su mikroorganizmi okruZeni vancelijskom supstancom koja je preteZzno
sacinjena od polisaharida.

Termin ,,biofilm“ za ove zajednice mikroorganizama vezane za neku povrsinu,

prvi put je upotrebljen u naucnoj literaturi 1975. godine u ¢asopisu Microbial Ecology
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(Mack 1 saradnici, 1975). Do tog vremena termin se upotrebljavao nezvani¢no u
stru¢nim krugovima, nekoliko godina pre nego $to je postao prihvatljiv za publikovanje.
Karunakaran (2011) je procenjujuéi znacaj istraZivanja biofilma izneo misljenje

da ova istrazivanja treba da budu posebna naucna disciplina sa nazivom

biofilmologija” (engl “biofilmology ™).

2.2.2. Definicija biofilma

Prekretnicu u prouc¢avanju biofilma predstavlja 1978. godina, kada su Costerton
1 saradnici prvi put definisali biofilm i postavili teoriju 0 mehanizmima uklju¢enim u
njegovo formiranje. Biofilm su definisali kao strukturnu zajednicu celija
mikroorganizama koji su vezani za inertne, Zive povrsine ili medufazu i uklopljeni u
polimerni matriks (ekstracelularnu supstancu) koji same produkuju (Costerton i
saradnici, 1978). Isti autori su dopunili definiciju 2002. godine ¢injenicom da
mikroorganizmi koji rastu u biofilmu pokazuju izmenjeni fenotip sa aspekta brzine rasta
i transkripcije gena, u odnosu na dvojnike koji rastu u suspenziji (Donlan i Costerton,
2002).

Mikroorganizmi pokazuju dva ,zZivotna stila“. Mogu funkcionisati kao
samostalni, jednocelijski organizmi, S§to je svojstveno takozvanoj planktonskoj
(,,plivajucoj ili slobodno suspendovanoj) populaciji. Na taj nacin ih je mikrobiologija
izu¢avala decenijama. Danas se zna da mikroorganizmi u svim ekosistemima pretezno
zive u visecelijskim, nepokretnim (sesilnim) zajednicama (O’Toole i saradnici, 2000;
Caldwell i saradnici, 2002). Smatra se da je ovakav nacin Zivota bakterija star koliko i
same bakterije. Zbog usporenog rasta bakterija u biofilmu, on se razmatra i kao
"prirodno stacionarna faza bakterijskog rasta "(Lopez i saradnici, 2010; Lianou i
Koutsoumanis, 2012).

Biofilm ne treba shvatiti kao nepokretnu nakupinu ¢elija mikroorganizama, ve¢
kao funkcionalnu zajednicu koja jednom kada se formira, demonstrira visoku vrednost
zivotnih aktivnosti (Watnick i Kolter, 2000; Deibel i saradnici, 2003).

16



2.2.3. Faze formiranja biofilma
Formiranje biofilma rezultat je interakcije celija bakterija, povrSine
raspolozivih hranljivih materija u okruzenju (Giaouris i saradnici, 2012).

Formiranje biofilma je sloZen proces koji se odigrava u nekoliko faza:

i

1. vezivanje bakterija na povrSinu (stadijum reverzibilnog i ireverzibilnog

vezivanja);
2. formiranje mikrokolonija;
3. sazrevanje (maturacija) biofilma;

4. disperzija ili osipanje zrelog biofilma.
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2.2.3.1. Vezivanje bakterija za povrSinu

Prvi korak u formiranju biofilma je susret planktonskog mikroorganizma i
povrsine, §to omogucava primarnu adheziju (Golovlev, 2002). Svaka povrSina za koju
se vezuju mikroorganizmi prekrivena je u manjoj ili vecoj meri organskim i
neorganskim materijama iz okruzenja. Ove materije Cine takozvani »kondicioni sloj«
koji menja izvorne fizicko-hemijske osobine povrSine i olakSava vezivanje
mikroorganizama (Donlan i Costerton, 2002; Milanov i saradnici, 2008; Percival i
saradnici, 2011). Kondicioni sloj je za mikroorganizme izvor hranjivih materija i
esencijalnih mikroelemenata.

Vezivanje bakterija za povrSine odigrava se prema dvostepenom modelu koji
obuhvata fazu reverzibilnog (adhezija) i ireverzibilnog vezivanja. Adhezija ili
prijanjanje je inicijalna, slaba interakcija izmedu planktonskih mikroorganizama i
suspstrata, koja se odigrava unutar 5 do 30 sekundi. Posredovana je van der Waals-ovim
i elektrostatickim silama, kao i hidrofobnim interakcijama. U ovoj fazi bakterije
pokazuju Braunovo kretanje i1 lako se uklanjaju sa povrSine umerenom silom
(ispiranjem) (Kumar i Anand, 1998). Ovu primarnu adheziju Dunne (2002) naziva
fazom spajanja (docking stage). Primarna adhezija bakterija na nezive povrSine
uglavnom je posredovana nespecificnim interakcijama (hidrofobnost), dok adhezija na
zivo 1li devitalizovano tkivo ukljucuje specificne molekularne mehanizme vezivanja
(lektin, adhezin, ligandi). Elektrostaticke interakcije favorizuju repulziju, zato $to vecina
bakterija i inertnih povr§ina ima negativnho povrSinsko naelektrisanje. Hidrofobne
interakcije izmedu povrSine Celija 1 supstrata omogucavaju celiji da prevazide odbojne
sile i ireverzibilno se veze za podlogu (Donlan, 2002; Giaouris i saradnici, 2012).

Faktori koji utiCu na prijanjanje i1 posledicno vezivanje bakterija za povrSinu
mogu biti aktivni ili pasivni, zavisno od Celijske pokretljivosti. Pasivno vezivanje je
uslovljeno gravitacionom silom, difuzijom i hidrodinamickim osobinama vodene
sredine, dok na aktivno vezivanje uticu strukture na povrsini Celija baterija, kao $to su
flagele, pili, adhezini, proteini, lipopolisaharidi i kapsule (Kumar i Anand, 1998; Ukuku
1 Fett, 2006). Fimbrije imaju vaznu ulogu u povecanju hidrofobnosti povrSine ¢elije 1
olakSavaju vezivanje prevazilazenjem sila elektrostatickog odbijanja (Rasmussen i

saradnici, 2000).
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Znacaj flagela, fimbrija i pokretljivosti u inicijalnoj fazi formiranja biofilma,
dokazana je u genetickim studijama kod viSe vrsta bakterija. Geneticku osnovu
inicijalne faze formiranja biofilma izuCavana je na modelu: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, i Vibrio cholerae (Pratt i Kolter, 1998; O Toole i Kolter,
1998; Watnick i Kolter, 1999). Transpozon mutanti koji nisu bili u stanju da formiraju
biofilm, pokazali su u odnosu na divlje tipove da je inicijalna interakcija sa povrS§inom
posredovana organelama $to su tip IV pila i flagele (Pratt i Kolter, 1998; O Toole i
Kolter, 1998).

Vremenom veza izmedu bakterija i supstrata jaca, Cineéi vezivanje
ireverzibilnim procesom. Ta druga faza koju Dunne (2002) naziva i ,fazom
zakljucavanja“ (locking phase), a rezultat je produkcije ekstracelularne polimerne
supstancije (EPS), glikokaliksa ili matriksa biofilma. Preko EPS-a bakterijsko vezivanje
za supstrat ukljucuje sile kratkog dometa kao $to su dipol-dipol interakcije, hidrogenske
veze, jonsko i kovalentno vezivanje. Ekstracelularna supstanca je produkt bakterija koji
je visoko hidriran. Sadrzi 85-95% vode, polisaharide, proteine, fosfolipide, teihoi¢nu i
nuklenske kiseline i druge polimere (Flemming i Wingender, 2010). Veéinom je
sastavljen od Secera kao $to su glukoza, galaktoza, manoza, fruktoza, ramnoza, N-

acetilglukozamin i drugi (Poulsen, 1999).

2.2.3.2. Formiranje mikrokolonija

Nakon ireverzibilnog vezivanja bakterijske ¢elije dalje rastu i dele se formirajuci
mikrokolonije, koje se smatraju osnovnim organizacionim jedinicama biofilmova.
Mikrokolonije se sastoje od populacija jedne ili viSe vrsta bakterija u zavisnosti od
parametara sredine u kojoj se biofilm formira. U mikrokolonijama, bakterije su
medusobno povezane intercelularnim vezama, okruzene EPS koja ih povezuje i jaca
njihovu vezanost za povrsinu. Budu¢i da je povrSina mikrookoline izmenjena, ,,primarni
kolonizator* luci supstance koje privlace druge planktonske bakterije iz okoline
(Lappin-Scott i Costerton, 1989; Kumar i Anand, 1998). Neke vrste bakterija nisu
sposobne da se veZu za povrSinu samostalno pa koriste matriks ili povrSinu drugih
bakterija. Za vreme faze formiranja mikrokolonija, pove¢ava se gustina populacije

bakterija i otpo¢inje medusobna komunikacija posredstvom signalnih molekula, koji
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omogucavaju sazrevanje biofilma. Mikrokolonije najée$ée imaju pecurkast izgled, a

svoju maksimalnu veli¢inu dostizu u fazi maturacije.

2.2.3.3. Sazrevanje (maturacija) biofilma

Kombinacijom rasta bakterija u mikrokolonijama, vezivanjem novih
planktonskih ¢elija i produkcijom EPS-a, ostvaruje se maturacija ili sazrevanje biofilma.
Ako su okolnosti povoljne za rast i aglomeraciju, biofilm se razvija u organizovanu
strukturu i smatra zrelim ve¢ za 24h.

Rast bakterijskog biofilma limitiran je raspolozivos¢u hranljivih materija u
neposrednoj okolini, perfuzijom ovih sastojaka do c¢elija bakterija i uklanjanjem
metabolickih produkata. Drugi faktori koji kontroliSu sazrevanje biofilma ukljuc¢uju pH,
perfuziju kiseonika, izvore ugljenika, hidrodinamiku, osmolaritet, prisustvo specifi¢nih
jona i hranljive materije iz Zivotne sredine i faktore iz bioticke sredine (Milanov i
saradnici, 2008).

Kako se rast nastavlja, novostvorene koliCine ekstracelularnih polisaharida
stvaraju barijeru oko celija pruZzajuéi zastitu od razli¢itih uticaja iz Zivotne sredine,
ukljucujué¢i UV zraCenje, promene pH vrednosti i osmolarnosti, dehidraciju, efektore
imunskog sistema, dejstvo antimikrobnih supstanci, ukljuuju¢i i antibiotike i
dezinficijense (Hall-Stoodley i saradnici, 2004; Smirnova i saradnici, 2010; Van Houdt i
Michiels, 2010; Nilsson i saradnici, 2011).

Unutrasnjost biofilma je ispresecana vodenim kanalima, rasporedenim ispod i
izmedu mikrokolonija. Vodeni kanali se otvaraju na povrSini 1 omogucavaju difuziju
hranljivih materija i kiseonika, kao i eliminaciju otpadnih produkata (Costerton i
saradnici, 1995). U pocetnoj fazi formiranja biofilma dostupnost kiseonika ne
predstavlja ogranicavajuéi faktor, ali u viseslojnom biofilmu pozicija individualnih
éelija odreduje njen fizioloski status. Celije u gornjim delovima lak$e dobijaju hranljive
materije i1 kiseonik i lako se oslobadaju otpadnih produkata metabolizma (Davey i
O'Toole, 2000). Fizioloski status ovih ¢elija je sliCan onom kod planktonskih.
Ogranicena difuzija hranljivih materija i smanjeni dotok kiseonika u dubljim delovima
biofilma, stvaraju zonu anaerobnih uslova (Poulsen, 1999). Raspolozivost kiseonika i
hranljivih materija utiCe na prostorni raspored i uslove zivota zajednice aerobnih i

anaerobnih bakterija u jednom biofilmu.
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Biofilmovi sastavljeni od zajednica viSe bakterijskih vrsta, ¢esto su deblji i
stabilniji od biofilma jedne bakterijske vrste. Upravo, biofilm sastavljen od jedne vrste
bakterija, prakti¢no je nemogu¢ u prirodnom okruzenju. U zavosnosti od vrste bakterija,
fizicko-hemijskih faktora i raspolozivosti hranljivih materija, definisana su tri razlicita
strukturna modela biofilma (Costerton i saradnici, 1995). Najjednostavniji biofilmovi
nastaju na zubnim povrSinama (dentalni plak) u uslovima visoke koncentracije hraniva,
medusobne kooperacije razli¢itih vrsta bakterija, u vidu jednoli¢ne prevlake
vancelijskog polimera u kome su bakterije razli¢ito rasporedene. Biofilmovi nastali na
zidovima vodovodnih cevi u uslovima niske koncentracije hranljivin sastojaka,
predstavljaju drugi razvojni model. Ovi biofilmovi se sastoje od mestimi¢no razvijenih
agregata EPS sa bakterijama koje se izdiZu iz ravni tanke, jednoli¢ne prevlake. Treci
model, oblika pecurke razvija se u uslovima stalne visoke koncentracije hranljivih
mikrokolonija koje formiraju pecurkaste stukture, a unutra$njost je ispresecana vodenim
kanalima koji dopremaju organske i neorganske materije iz okoline i odnose
metabolicke produkte. Ovaj tip se najSece javlja u prirodi, i pored vise vrsta bakterija,
uobicajeno sadrzi i protozoe, alge i druge vrste mikroorganizama.

Formiranje biofilma je prili€no spor proces u prirodnim uslovima. Procenjuje se
kao zreo uobic¢ajeno nakon nekoliko dana, kada dostiZze debljinu od nekoliko milimetara

(Stoodley i saradnici, 2002; Melo i saradnici, 1992).

2.2.4. Disperzija ili osipanje zrelog biofilma

Nakon procesa maturacije, biofilm podleZe disperziji ili osipanju. Sazrevanje i
disperzija biofilma su medusobno zavisni procesi i stopa disperzije se povecava sa
rastom biofilma. Disperzija nastaje kao odgovor na izmenjene uslove zivotne sredine,
izazvane nedostatkom hranljivih materija i kiseonika, promenama pH vrednosti i
temperature, akumulacijom otpadnih produkata metabolizma ili drugim nepovoljnim
uticajima (Solano i saradnici, 2014; Kaplan, 2010). Mehanizam disperzije moze biti
aktivan (iniciran od samih bakterijskih celija) ili pasivan (posredovan silama trenja,
abrazijom, ljudskim faktorima) (Weeb, 2008; Kaplan, 2010).

Disperzija biofilma moze se odvijati putem erozije, odlubljivanja, rasejavanja i

abrazije (Stoodley i saradnici, 2001a; Kaplan, 2010; Sheffield i Crippen, 2012). Erozija
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predstavlja kontinuirano odvajanje pojedina¢nih ¢elija ili manjih agregata biofilma
(Kaplan, 2010). Stopa erozije biofilma raste sa povecanjem debljine biofilma i pri
povecanom dejstvu sila trenja. Odlubljivanje podrazumeva otkidanje vecih delova
biofilma. Smatra se da najceS¢e nastaje kao posledica nedostatka hranljivih materija i
kiseonika (Stoodley i saradnici, 2001b; Kaplan, 2010). Istrazivanja koja su izvedena na
modelu bakterije Serratia marcescens, dokazala su ulogu meducelijskih signalnih
molekula u procesu odlubljivanja. (Rice i saradnici, 2005). Proces rasejavanja
karakteriSe brzo odvajanje velikog broja pojedinacnih ¢elija ili manjih agregata iz
unutrasnjosti biofilma (Kaplan, 2010). Do erozije i odlubljivanja najces¢e dolazi kada
lokalne sile trenja nadvladaju kohezione sile koje ucvrScuju biofilm. Erozija i
odlubljivanje mogu biti aktivni i pasivni procesi, dok je rasejavanje uvek aktivan proces
(Kaplan, 2010). Pod abrazijom se podrazumeva gubitak biofilma pokrenut sudarima
Cestica iz okolne te¢nosti koja okruzuje biofilm (Sheffield i Crippen, 2012).

U fazi disperzije dolazi do otkidanja i odvajanja pojedinih delova mikrokolonija
1 kolonizacije novih, udaljenih povrSina. Odvajanje delova biofilma nastaje zbog aktivne
promene strukture biofilma tokom vremena, te bakterije mogu opet postati pokretne i
prec¢i iz jedne mikrokolonije na drugu, zbog Cega dolazi do slabljenja veza izmedu
mikrokolonija i do disperzije biofilma (Tolker-Nielsen i saradnici, 2000).

Procesi ukljuceni u formiranje biofilma 1 njegovu disperziju su veoma sloZenti 1
dinami¢ni, obuhvataju Sirok spektar biohemijskih, ekoloskih i fizickih mehanizama kao
i aktivaciju signalnih transdukcionih puteva (Kaplan, 2010). Produkcija ekstracelularnih
enzima koji razgraduju adhezivne komponente biofim matriksa, liticka aktivacija
bakteriofaga, ekspresija fosfodiesteraza i1 “quorum sensing” signali spadaju u
biohemijske faktore koji su ukljuc¢eni u disperziju biofilma. Ekoloski faktori koji su
ukljuceni u procese disperzije podrazumevaju ogranicenje hranljivih materija,
akumulaciju metabolita, promenu osmolarnosti i visoku stopu rasta, dok sile trenja
(Weeb, 2008; Kaplan, 2010).

Uloga enzima u procesu disperzije biofilmova dobro je proucena kod vrste
Pseudomonas (Sauer i saradnici, 2002). Kao odgovor na gladovanje, celije
Pseudomonas fluorescens produkuju enzim, egzopolisaharid liazu, koja omogucava

disperziju (Allison i saradnici, 1998), dok Pseudomonas aeruginosa produkuju enzim
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alginate liazu koji razgraduje polisaharid biofilma alginat (polimer manuronske i
glukoronske kiseline) (Ott i saradnici, 2001; Kaplan, 2010). Takode, jedan od dobro
proucenih matiks razgraduju¢ih enzima je disperzin B koji je ustanovljen kod vrste
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Kaplan i saradnici, 2003). Disperzin B
razgraduje poli-N-acetilglukozamin, polisaharid matriksa biofilma. Na taj nacin
omoguceno je bakterijama da koriste matriks kao izvor hranljivih materija, kao i
oslobadanje bakterija iz biofilma i njihovu ,,potragu za niSama sa boljim uslovima za
zivot, §to je od klju¢nog znacaja za dugotrajan opstanak (Kaplan, 2010).

2.2.5. Quorum sensing

Meducelijska signalizacija (“Quorum sensing”- QS) opisuje mehanizam
intercelularne komunikacije kojom bakterije mogu da izmene ponasSanje grupe u skladu
sa gustinom naseljenosti (Parsek i Greenberg, 2005; Paul, 2007; Giaouris i saradnici,
2012; Solano i saradnici, 2014). Ovaj proces zavisi od sinteze i difuzije signalnih
molekula, tzv. “autoinducera” (Al). Pri niskoj gustini ¢elija signalni molekuli nalaze na
bazalnom nivou, dok se koncentracija signalnih molekula povecava sa povecanjem
gustine populacije ¢elija (Kjelleberg i Molin, 2002; Kaplan, 2010). Signalni molekuli ili
autoinduceri (AI) slobodno difunduju kroz ¢éelijsku membranu i izmedu ¢elija, pri cemu
je njihova koncentracija u ekstracelularnoj sredini dovoljna za pokretanje odgovora na
visoku gustinu populacije tj. ,,quorum sensing “ (Paul, 2007; Solano i saradnici, 2014).
Nakon postizanja koncentracionog praga, autoinduceri se vracaju nazad u celiju
difuzijom ili vezivanjem za specifine receptore Sto dovodi do pokretanja niza
kaskadnih reakcija koje omogucéavaju koordinisanu ekspresiju ili represiju
odgovarajucih setova gena cele populacije (Kjelleberg i Molin, 2002; Paul, 2007).
Pojava intercelularne komunikacije (QS) prvi put je otkrivena pocetkom sedamdesetih
godina proslog veka kod Gram-negativne morske svetle¢e bakterije Vibrio fischeri kao
mehanizam koji pokrec¢e bioluminiscenciju (Kjelleberg i Molin, 2002; Waters i Bassler,
2005; Paul, 2007). Istrazivanja u oblasti intercelularne komunikacije otkrila su
postojanje velikog broja signalnih molekula.

“Quorum sensing” (QS) se smatra kljuénim procesom u regulaciji ekspresije
gena odgovornih za razliite fizioloSke aktivnosti poput kretanja, sporulacije,
biolumiscencije, produkcije antimikrobnih peptida, ekspresije faktora virulencije, rasta i
sazrevanja biofilma (Miller i Bassler, 2001; Waters i Bassler, 2005; Ng i Bassler, 2009;
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Giaouris i saradnici, 2012; Monnet i Gardan, 2015). Kako “quorum sensing” zavisi od
gustine populacije, on se ne javlja u fazi inicijalne adhezije ve¢ u fazi formiranja
mikrokolonija u kojoj dolazi do deobe bakterija i povecanja gustine populacije,
dostizu¢i dovoljan nivo za aktiviranje faze sazrevanja i osipanja biofilma na koordinisan
nacin (Hall-Stoodley i saradnici, 2004; Solano i saradnici, 2014). QS i autoinduceri (Al)
su kljuéni u fiziologiji biofilma (Kjelleberg i Molin, 2002; Parsek i Greenberg, 2005).

Signalni molekuli (AI) su po hemijskoj strukturi raznovrsni. Ve¢ina QS signala
su organski molekuli male molekulske tezine ili peptidi sastavljeni od 5-20
aminokiselina (Paul, 2007; Solano i saradnici, 2014). Do sada su detaljno opisane Cetiri
vrste signalnih molekula: N - acetil-homoserin lakton (AHL) ili autoinducer-1 (Al-1)
kod Gram-negativnih bakterija, autoinducerski polipeptidi (Al-P) kod Gram-pozitivnih
bakterija, furanozil bor diestar ili autoinducer-2 (Al-2) kod Gram-negativnih i Gram-
pozitivnih bakterija i autoinducer-3/epinefrin/norepinefrin (Al-3/epi/norepi) kod nekih
vrsta enterobakterija (Schauder i saradnici, 2001; Parsek i Fuqua, 2004; Waters i
Bassler, 2005; Giaouris i saradnici, 2012).

a) meducelijska signalizacija kod Gram-negativnih bakterija

Gram-negativne bakterije sintetiSu i luc¢e molekule iz porodice neesencijalnih
aminokiselina N-acil-homoserin lakton (AHL) ili autoinducer-1(Al-1). Sistem koji je
predlozen kod V. fisheri sastoji se od regulatornog i strukturnog operona (luxR i
luxICDABEG). Transkripcijom luxI gena nastaje autoinducer sintaza (lux! ili I-protein)
ili enzim koji sintetiSe N-acil-homoserin laktone, dok transkripcijom regulatornog
operona luxR nastaje receptorski protein luxR ili R-protein. Vezivanjem R-proteina sa
autoinducerom nastaje aktivan kompleks koji se vezuje za DNA regiju blisku poc¢etnom
mestu transkripcije strukturnog operona, i povecava afinitet RNA-polimeraze prema
njegovom promotoru (Miller i Bassle, 2001, Boyen i saradnici, 2009). Do danas su
opisana tri QS sistema identifikovana kod S. enterica koji su ukljuceni u regulaciju
virulencije (SdiA, luxS/Al-2 i Al-3/ epinefrin/norepinefrin signalni sistem) (Boyen i
saradnici, 2009; Walters i Sperandio, 2006). Salmonelle ne poseduju luxl gen i ne
sintetiSu AHL, medutim pomoc¢u SdiA otkrivaju produkciju AHL kod razli¢itih vrsta
bakterija, Sto ukazuje da SdiA moze da se koristi u komunikaciji izmedu razlicitih vrsta

bakterija unutar biofilma (Smith i Ahmer, 2003; Giaouris i saradnici, 2012).
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b) meducelijska signalizacija kod Gram-pozitivnih bakterija

Gram-pozitivne bakterije kao signalne molekule koriste oligopeptide, koji
nastaju direktnom transkripcijom ili posttranskripcijskom obradom veéih polipeptida
posle Cega se izluCuju iz celije. Delovanje oligopeptidnih molekula je uglavnom
ekstracelularno, mada neke regulacije ekspresije gena sprovode intracelularno,
odolevaju¢i razgradnji od strane celijskih peptidaza. Ekstracelularno delovanje
oligopeptida na ekspresiju gena odvija se putem dvokomponentnog sistema sastavljenog
od histidinske kinaze (membranska komponenta) i regulatornog proteina
(citoplazmatska komponenta) (Waters i Bassler, 2005).

Pojedine Gram-negativne i Gram-pozitivne bakterije proizvode molekul (S)-
4,5-dihidroksi-2,3-pentandion, koji se smatra zajedni¢kim autoinducerskim molekulom
(Al-2), pomoéu kojeg komuniciraju sa drugim vrstama bakterija. Al-2 omogucava
komunikaciju izmedu razli¢itih vrsta bakterija (interspecijes komunikacija), reguliSe
sintezu faktora virulencije i proces formiranja biofilma. Prvi put je otkriven i opisan kod
morske bakterije Vibrio harveyi (Miller i Bassle, 2001; Waters i Bassler, 2005; Boyen i
saradnici, 2009). Gen IluxS Vibrio harveyi kodira enzim sintazu koji proizvodi
autoinduktor-2. Geni sli¢nih sekvenci su identifikovani i kod drugih Gram-negativnih i
Gram-pozitivnih bakterija (DeKeersmaecker i Vanderleyden, 2003).

2.2.6. Ekstracelularna polimerna supstanca (EPS) ili matriks biofilma

Sinteza ekstracelularnog matriksa je indukovana nakon vezivanja bakterija za
povrsinu (Danese i saradnici, 2000), predstavljaju¢i osnovni preduslov za formiranje
biofilma. Ekstracelularni matriks doprinosi jacanju vezanosti bakterija za povrSinu, i
formiranju trodimenzionalne strukture biofilmova Gram-pozitivnih i Gram-negativnih
bakterija (Danese i saradnici, 2000; Flemming i Wingender, 2010).

Ekstracelularni matriks je kompleksna i klju¢na komponenta biofilmova koja
obezbeduje stabilnost i strukturu biofilma. U veéini biofilmova, matriks je glavna
komponenta koja ¢ini 90% mase biofilma, a mikroorganizmi predstavljaju manje od
10%. EPS je vancelijski materijal, proizveden od mikoorganizama. Sastoji se od
razli¢itih vrsta polimera. EPS je prvobitno oznacen kao ,,ekstracelularni polisaharid” ali
je ime promenjeno, kada je postalo jasno da matriks sadrzi i proteine, nukleinske

kiseline, lipide i ostale biopolimere. Matriks biofilma je visoko hidrirana supstanca.
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Sastav EPS zavisi od vrste mikroorganizama, temperature i dostupnosti hranjivih
materija (Flemming i Wingender, 2002).

Kako se biofilmovi nalaze u gotovo svakom okruzenju, prirodnom i veStackom,
teSko je generalizovati njihovu strukturu i fizioloske aktivnosti. Struktura matiksa
biofilma je rezultat kombinacije unutrasnjih faktora kao $to je genotip Celija
mikroorganizama i spoljasnjih faktora koji ukljucuju fizicko-hemijske faktore okruzenja
(Sutherland, 2001). Zato se matriks biofilma koji je proizvod identi¢nih
mikoorganizama, u velikoj meri razlikuje po sastavu i fizickim osobinama. Na sastav
matriksa uti¢u razli¢iti procesi, kao $to su: aktivacija sekrecije biopolimera i enzima,
lipopolisaharidi, liza ¢elija i adsorpcija makromolekula iz okruzenja. EPS-takode moze
posluziti kao izvor hranljivih sastojaka za mikroorganizme u biofilmu. Pojedine
komponente EPS su biorazgradive, a potpuna degradacija svih komponenti zahteva
Sirok spektar enzima (Flemming i Wingender, 2010). Razli¢iti enzimi su ukljuceni u
razgradnju EPS: hidrolaze, liaze, glikozidaze, esteraze i drugi enzimi koji se u izobilju
nalaze u biofilmu kao ekstracelularni proteini. Vecina ovih enzima je integralni deo
matriksa biofilma ¢ija je uloga, izmedu ostalog i da oslobode ¢elije iz biofilm zajednice
(Allison, 2003).

Veliki broj egzopolimera i njihovih funkcija koji su sastavni deo EPS-a, jo$ uvek
nije ispitana u potpunosti. Neke od utvrdenih funkcija EPS-a prikazane su u Tabeli 2.3.
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Tabela 2.3. Funkcije ekstracelularnog matriksa u bakterijskom biofilmu (Flemming i

Wingender, 2010).
Komponenta EPS

Znacaj za biofilm
Polisaharidi, proteini, DNA

Funkcija

Adhezija Omogucava inicijalnu adheziju planktonskih

¢elija na abioticke i bioti¢ke povrsine i
dugotrajnu adheziju biofilma za povrsinu
Agregacija bakterijskih Omogucava vezivanje izmedu celija,

¢elija privremenu imobilizaciju bakterijske
populacije, povecanje gustine Celija, ¢elija-
¢elija prepoznavanje
Formira i hidrira matriks biofilma, Neutralni i naelektrisani
polisaharidi, proteini (kao §to

uslovljava mehanicku stabilnost biofilma
(Cesto sa multivalentnim katjonima) i su amiloidi i lektin) i DNA

posredstvom strukture EPS odreduje
arhitekturu biofilma
Odrzava hidriranost mikrookoline, $to
omogucava toleranciju biofilma na
isusivanje
Obezbeduje rezistenciju na ¢elije imunog Polisaharidi i proteini
odgovora i razlicite antimikrobne agense
Omoguc¢ava akumulaciju hranljivih materija Hidrofobni polisaharidi i
iz spoljasnje sredine i apsorpciju ksenobio- proteini

Polisaharidi, proteini, DNA

Kohezija biofilma

Hidrofilni polisaharidi,

Retencija vode
moguce i proteini

Zastitna barijera

Apsorpcija organskih

molekula
tika (¢ime doprinosi detoksikaciji sredine)
Apsorpcija Obezbeduje formiranje polisaharidnog gela, Polisaharidi, proteini
neorganskih izmenu jona, formiranje minerala i ukljucujuéi neorganske
jona akumulaciju jona teskih metala (Cime supstituente kao $to su sulfat
doprinosi detoksikaciji sredine) i fosfat
Enzimska aktivnost Obezbeduje razgradnju egzogenih Proteini
makromolekula radi stvaranja hranljivih
materija, degradaciju strukturnih
komponenti EPS-a u cilju oslobadanja Celija
iz biofilma
Izvor hranljivih Obezbeduje izvor C, N'i P Potencijalno sve
materija komponente EPS-a
Razmena genetskog Olaksava horizontalni transfer gena izmedu DNA
materijala ¢elija u biofilmu
Donor/acceptor Omogucava redoks aktivnost u matriksu Proteini (koji formiraju pile)
elektrona biofilma
Eksport ¢elijskih Otpustanje Celijskih komponenti kao rezultat | Membranske vezikule sa
komponenti metabolitikog obrta nukleinskim kiselinama,
enzimi, lipopolisaharidi i
fosfolipidi
Polisaharidi

Skladisti viSak ugljenika pri
neuravnotezenom odnosu C/N
Akumulacija, zadrzavanje i stabilizacija
enzima kroz njihovu interakciju sa
polisaharidima

Depo viska energija
Polisaharidi i enzimi

Vezivanje enzima

27



Ekstracelularna polimerna supstanca ili matriks biofilma imobiliSe bakterijske
¢elije drze¢i ih u neposrednoj blizini omogucavajuci na taj nacin brojne interakcije
izmedu celija ukljucujuéi intercelularnu komunikaciju 1 formiranje c¢elijskih agregata
(mikrokolonija). Formiranje i odrzavanje multicelijskih zajednica, odnosno strukture
biofilma zavisi od produkcije, koli¢ine i sastava EPS. Morfologija biofilma moze biti
hrapava, glatka, vazduSasta i1 filamentozna sa razliCitim stepenima poroznosti.
Biofilmovi, takode mogu imati izgled pecurkastih struktura sa brojnim porama i
ispresecanim intersticijalnim vodenim kanalima. Na strukturu biofilma, osim sastava
matriksa, uti¢u hidrodinamicki uslovi sredine, koncetracija hranljivih materija,
pokretljivost bakterija i intercelularna komunikacija (Flemming i Wingender, 2010).

Egzopolisaharidi su neophodni za formiranje biofilma. Istrazivanja su pokazala
da sojevi bakterija koji su putem mutacija izgubili sposobnost sinteze egzopolisaharida
mogu adherirati za povrSine i formirati agregate (mikrokolonije), ali ne dostizu stadijum
zrelog biofilma.

Donlan (2002) je ustanovio da EPS moze da varira u hemijskim i fizi¢kim
svojstvima, iako je prvenstveno sastavljen od polisaharida. Neki od ovih polisaharida su
neutralni ili polianjoni, kao $to je slu¢aj sa EPS-om Gram-negativnih bakterija.
Prisustvo uronske kiseline (kao $to je D-glukuronska, D-galakturonska, i manuronska
kiselina) ili ketal-vezanih piruvata, predstavlja anjonsko svojstvo (Sutherland, 2001;
Donlan, 2002). Ovo svojstvo je vazno jer omogucava udruzenje dvovalentnih katjona
kao Sto su kalcijum i magnezijum, koji su pokazali unakrsnu vezu sa polimernim
lancima i pruzaju vecu snagu vezivanja u razvijenom sloju (Flemming i saradnici, 2000;
Donlan, 2002). EPS takode se mozZe povezati sa jonima metala, dvovalentnim
katjonima, drugim makromolekulima kao §to su proteini, DNK, lipidi (Flemming i
saradnici, 2000).

Matriks biofilma ima i protektivnu ulogu i §titi bakterije od isuSivanja, dejstva
biocida, antibiotika, teskih metala, UV zrafenja, i1 efektora imunskog sistema

(Flemming i Wingender, 2010).
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2.2.7. Klju¢ne komponente matriksa biofilma Salmonella spp. i njihova genetska
regulacija

Sinteza ekstracelularne supstance ili matriksa biofilma je osnovni preduslov za
formiranje i odrzavanje viSecelijskih zajednica (Zogaj i saradnici, 2001; Solano i
saradnici, 2002; Donlan, 2002; Flemming i Wingender, 2010; Steenackers i saradnici,
2012).

Ekstracelularni matriks biofilma Salmonella sastoji se od proteinske (fimbrije i
BapA protein) frakcije i egzopolisaharidne (celuloza, O-kapsularni antigen, kolanska
kiselina i drugih polisaharida (lipopolisaharid, kapsularni polasaharidi) frakcije. Sinteza
strukturnih komponenti ekstracelularnog matriksa nalazi se pod kontrolom slozenih

molekularnih mehanizama (Steenackers i saradnici, 2012).

Proteinska frakcija matriksa biofilma Salmonella

Proteinska frakcija matriksa biofilma Salmonella je sacinjena od fimbrija (ranije
nazvane tanke agregativne fimbrije-tafi, ili noviji naziv eng. curli) i BapA protein
(biofilm-associated protein) (Steenackers i saradnici, 2012; Giaouris i saradnici, 2012).

Curli-fimbrije su amiloidni povrsinski proteini ¢elije koji su ukljuceni u adheziju
za biotske i abiotske povr$ine, ranu meducelijsku agregaciju, perzistenciju u spoljasnjoj
sredini i formiranje biofilma (Austin i saradnici, 1998; White i saradnici, 2006; Giaouris
i saradnici, 2012). Tanke agregativne fimbrije se nalaze preko cele povrsine Celije
bakterija, kao fine dlacice dimenzija od 2 do 7 nm (Collinson i saradnici, 1991). Naziv
fimbrija poti¢e od specificnog proteina curlina od kojeg su gradene. Sinteza tankih
agregativnih fimbrija je pod kontrolom kompleksnog regulatornog sistema. LuxR
regulator CsgD proteina stimuliSe produkciju fimbrija putem transkripcione aktivacije
csg (curli subunit genes) gena (prethodno nazvan agf gen) ukljucenih u biosintezu
fimbrija i organizovanih u dva divergentna operona csgBAC i csgAFG (Romling i
saradnici, 1998a; Romling i saradnici, 1998b; Romling i saradnici, 2000; Gerstel i
Romling, 2003; Zogaj i saradnici, 2003; Giaouris i saradnici, 2012). Interakcija
razli¢itih uticaja biotickog okruzenja, kao S$to su vrednost temperature, pH,
koncentracija kiseonika, osmolarnost, raspolozivost hranljivih matrija utiCu na
ekspresiju transkripcionog regulatora CsgD koji reguliSe produkciju fimbrija i celuloze,
preko transkripcione aktivacije odgovornih gena (Gerstel i Romling, 2003). White i

saradnici (2003) i Gibson i saradnici (2006) su istakli da u prirodnom stanju, fimbrije
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postoje kao kompleks sa celulozom i O-kapsularnim antigenom, i fizicki povezuje Celije
u zajednicu.

Pored fimbija, vaznu proteinsku komponentu ekstracelularnog matriksa ¢ini
veliki povrsinski protein Celije BapA (biofilm-associated protein) za koji je pokazano da
ima vaznu ulogu u formiranju biofilma S. Enteritidis (Latasa i saradnici, 2005; Giaouris
I saradnici, 2012). Ovaj protein je slabo povezan sa ¢elijskom povr§inom, luci se kroz
sekretorni sistem BapBCD type | protein, koji je kodiran bapABCD operonom.
Ekspresija BapA je uskladena sa kordinisanom ekspresijom fimbrija (curli) i celuloze
kroz aktivaciju csgD (Latasa i saradnici, 2005; Giaouris i saradnici, 2012). Jonas i
saradnici (2007) su pokazali, primenom atomske mikroskopije sila (atomic force
mikroscopy - AFM), da ovaj protein ima uticaj na morfologiju biofilma, ali ne veci u

poredenju sa celulozom i fimbrijama.

Egzopolisaharidna frakcija matriksa biofilma Salmonella spp.

Egzopolisaharidnu frakciju matriksa biofilma ¢ine celuloza, O-kapsularni
antigen, kolanska kiselina i ostali polisaharidi (kapsularni polisaharidi, lipopolisaharidi i
drugi).

Celuloza (B-1—4-D—glukozni polimer) se smatra najvaznijom polisaharidnom
komponentom matriksa biofilma Salmonella. Tokom proteklih decenija sposobnost
biosinteze celuloze dokazana je kod Escherichia coli (Serra i saradnici, 2013), S.
Typhimurium (Anriany i saradnici, 2006), S. Enteritidis (Solano i saradnici, 2002) i dr.,
i uglavnom je udruZena sa sposobno$¢u mikroorganizama da formiraju biofilm.

Celuloza je sastavni deo celijskog zida biljaka a kod bakterija predstavlja
ekstracelularni produkt koji $titi bakteriju od razlic¢itih hemijskih i mehanickih uticaja
(Vestby i saradnici, 2009b). Nedostatak celuloze ne utice na virulenciju S. Enteritidis,
ali povecava osetljivost na tretmane hlorom, §to ukazuje da je formiranje biofilma,
vazan faktor za opstanku Salmonella spp. na razli¢itim povrSinama (Solano i saradnici,
2002).

Sinteza celuloze koja je sastavni deo EPS Salmonela spp., odvija se pod
kontrolom dva genetska operona bcs (bacterial cellulose synthesis), oznaenih sa
bcsABZC i bcsEFG (Solano i saradnici, 2002). Produkcija celuloze je indirektno
regulisana preko ekspresije AdrA proteina koji je ¢lan GGDEF familije proteina koja je
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takode regulisana preko CsgD proteina (Rémling i saradnici, 2000; Solano i saradnici,
2002). AdrA kodira gen za diguanilat ciklazu koja je ukljucena u sintezu c-di-GMP, koji
je efektorni molekul za aktivaciju sinteze celuloze vezivanjem za bcsB (Romling, 2005;
Jonas i saradnici, 2007). Za sintezu celuloze u biofilmu S. Typhimurium od klju¢nog
znacaja je operon bcsABZC (Zogaj i saradnici, 2001). | operon bcsEFGje takode
odgovoran za biosintezu celuloze kod Salmonella serovarijeteta Enteritidis i
Typhimurium (Solano i saradnici, 2002).

Uloga celuloze u formiranju biofilma na kulturi HEP-2 ¢elija i pile¢em crevnom
epitelu dokazana je na modelu mutatnog soja S. Typhimurium bez bscB (Ledeboer i
Jones, 2005; Ledeboer i saradnici, 2006). Celuloza je vazna za vezivanje S. Enteritidis i
S. Newport za izdanake lucerke (Barak i saradnici, 2007) i jestive delove lista perSuna
(Lapidot i Yaron, 2009).

Medu izolatima S. Agona i S. Typhimurium, je primeceno da i najmanje koli¢ine
celuloze doprinose organizaciji strukture matriksa (Vestby i saradnici, 2009a). Celuloza
nije od presudnog znacaja u formiranju biofilma S. Enteritidis na polistirenu (Sto je
dokazano u ogledima sa bcsA mutantnim sojem), jer su i druge polisaharidne
komponente (kapsularni polisaharidi i lipopolisaharidi) uklju¢ene u formiranje biofilma
(Malcova i saradnici, 2009).

Kolanska kiselina, kapsularni ekstracelularni polisaharid se produkuje u
kontinuitetu u malim koli¢inama, a produkcija vece koli¢ine ovog egzopolisaharida
doprinosi prezivljavanju u nepovoljnim fizicko-hemijskim uslovima sredine. Strukturu
ovog polisaharida ¢ine ponavljaju¢e subjedinice D-glukoze, D-fruktoze, D-galaktoze i
D-glukoronske kiselina sa bo¢nim lancima piruvata i O-acetila (Ledeboer i Jones, 2005;
Wang i saradnici, 2013a). Do sinteze kolanske kiseline ne dolazi na temperaturama
iznad 30°C u standardnim laboratorijskim podlogama (Wang i saradnici, 2013a).
Proizvodnja kolanske kiseline nije neophodna za pocetno vezivanja bakterija, veé je
potrebna za razvoj viSecelijske zajednice na abiotskim povrSinama (Danese i saradnici ,
2000). Solano i saradnici, (2002) su svojim istrazivanjima potvrdili znacaj kolanske
kiseline u formiranju pelikule.

Celuloza, fimbrije i O-kapsularni antigen, doprinose kolonizaciji biljaka i

opstanku Salmonella spp. izvan organizma domacina (Barak i saradnici, 2007; Gibson i
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saradnici, 2006). O-kapsularni antigen omogucava dugotrajno prezivljavanje u uslovima
isusivanja (Gibson i saradnici, 2006; Steenackers i saradnici, 2012).

Kapsularni polisaharidi sacinjeni su od ponavljajueg niza jedinica glukoze,
manoze i u manjoj meri galaktoze. Ustanovljeni su u matriksu multiplorezistentnog soja
S. Typhimurium DT104 (de Rezende i saradnici, 2005; Giaouris i saradnici, 2012).
Medutim, drugi kapsulirani polisaharidi mogu biti prisutni u ekstracelularnom matriksu
Salmonella sojeva (de Rezende i saradnici, 2005; Gibson i saradnici, 2006; White i
saradnici, 2003), a tacan sastav zavisi od uslova okruZzenja u kojima se formira biofim
(Prouty i Gunn, 2003).

Malcova i saradnici (2008) su potvrdili znacaj kapsularnih polisaharida u
formiranju biofilma kod sojeva koji ne produkuju curli ili celulozu, a koje karakterise

formiranje glatkih, braon i mukoidnih kolonija (SBAM morfotip) na Congo red agaru.

2.2.8. Fenotip Salmonella spp. u viseéelijskim zajednicama

Mehanizmi koje Salmonella spp. aktiviraju za prezivljavanje izvan organizama
domacina uslovljeni su viSecelijskim obrascima ponaSanja koji nastaju kao rezultat
ekspresije specificnih gena i sinteze produkata koje ovi geni kodiraju. Produkcija curli
fimbrija i celuloze smatra se klju¢nom za prezivljavanje Salmonella u okruzenju,
(Solomon i saradnici, 2005; Jonas i saradnici, 2006), a u in vitro uslovima uobicajeno se
ustanovljava kultivacijom izolata na agaru uz dodatak diazo boje kongo crveno (Congo
Red) i brilijnt plavo (Comassie brilliant blue) i identifikacijom specifi¢énih morfotipova
kolonija.

Kongo crveno je nespecificna diazo boja sa  karakteristicnim
spektrofotometrijskim osobinama. Spektar apsorbanci ove boje se razlikuje u zavisnosti
da li je boja vezana za tanke agregativne fimbrije ili celulozu, omogucavajuéi detekciju
obe komponente kada su prisutne pojedinacno ili u kombinaciji, dok je brilijant plava
ograniCena na apsorpciju samo od strane proteinskih komponenti matriksa biofilma
(tanke agregativne fimbrije).

Sojevi Salmonella koji imaju sposobnost produkcije tankih agregativnih fimbrija
i celuloze, formiraju na agaru uz dodatak boje Congo red i Brilliant blue karakteristicne
crvene, suve i naborane kolonije R-forme (red, dry and rough - RDAR) (Slika 2.4.).

RDAR morfotip se koristi kao sinonim za zajednice bakterija koje odlikuje sposobnost
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produkcije biofilma na abiotskim povrSinama (Romling, 2005). Produkcija curli
fimbrija i biosinteza celuloze su uvek u korelaciji sa RDAR morfotipom i veliki broj
istrazivanja svedo¢i o kompleksnoj regulatornoj mrezi formiranja RDAR morfotipa
(Romling i saradnici, 1998a, Romling i saradnici, 2000; Romling i saradnici, 2003;
Zogaj i saradnici, 2003; Davidson i saradnici, 2008; Giaouris i saradnici, 2012).
Regulacija  formiranja =~ RDAR  morfotipa  pocCinje  transkripcijom
dvokomponentnog regulatornog sistema EnvZ- ompR, koji aktivira ekspresiju csg gena
(curli subunit genes) koji su ukljuéeni u biosintezu curli fimbrija i organizovani u dva
divergentna operona csgBAC i csgAFG (Slika 2.3.) (Zogaj i saradnici, 2003; White i
Surette, 2006; Giaouris i saradnici, 2012). U uslovima niske osmolarnosti, javlja se
smanjen nivo aktivnog regulatora fosforilisanog ompR, zbog smanjene kinaze/fosfataze
odnosno EnvZ (Prigent-Combaret i saradnici, 2001), $to ukazuje da sa porastom
osmolarnosti dolazi do povecanja csgD transkripcije i curli sinteze. U formiranje tankih
agregativnih fimbrija uklju¢ena je kompleksna regulatorna mreza u kojoj LuxR
regulator CsgD proteina aktivira sintezu produkcije fimbrija putem transkripcione
aktivacije operona csgBAC koji kodira strukturne gene neophodne za formiranje tankih
agregativnih fimbrija (Romling i saradnici, 2000; Gerstel i Romling, 2003). Ekspresija
csgD je inicirana krajem eksponencijalne faze 1 na pocetku stacionarne faze rasta, Sto
rezultira inicijalnom transkripcijom ostalih gena odgovornih za biosintezu fimbrija i
drugih regulatornih gena, ukljuéujuci ekspresiju AdrA (agfD-dependent regulator-csgD)
proteina koji je uklju¢en u regulisanje biosinteze celuloze (Romling i saradnici, 2000;
Romling, 2005; Simm i saradnici, 2007; Davidson i saradnici, 2008). Gen csgD
indirektnim delovanjem utice na proizvodnju celuloze aktiviranjem transkripcionog
proteina AdrA cija je ekpresija neophodna za sintezu celuloze, mada se sinteza celuloze
odvija pod kontrolom dva genetska operona bsc (bacterial cellulose synthase), oznac¢ena
kao bcsABZC i bcsEFG, cija je sinteza takode regulisana preko csgD (Romling i
saradnici, 2000; Zogaj i saradnici, 2001; Solano i saradnici, 2002). Aktivacija gena
csgD kontroliSe kompleksnu regulatornu kaskadu koja dovodi do poveéanja
intracelularnog nivoa (3°-5") cikli¢nog di-guanilat monofosfat (c-di-GMP), sekundarnog
signalnog molekula kod S. Typhimurium kao aktivatora sinteze celuloze (Kader i
saradnici, 2006; White i saradnici, 2010). Gen csgD direktno kontroliSe ekspresiju

transkripcionog regulatora csgBAC koji kodira curli strukturne proteine, a indirektno
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aktivira proizvodnju c-di-GMP i AdrA koji aktiviraju proizvodnju celuloze (Gerstel i
Romling, 2003; White i saradnici, 2010; Grantcharova i saradnici, 2010).

AdrA protein je ¢lan GGDEF familije proteina i kodira gene za di-guanilat
ciklazu koja je uklju¢ena u sintezu c-di-GMP (Rémling, 2005; Simm i saradnici, 2007,
Davidson i saradnici, 2008, Jonas i saradnici, 2008; Jonas i saradnici, 2010). Sinteza
celuloze delimi¢no je regulisana intracelularnom koncentracijom efektornog molekula
c-di-GMP koji aktivira sintezu celuloze vezivanjem za bcsB (Zogaj i saradnici, 2001;
Romling, 2005). Nizak nivo c-di-GMP je povezan sa osobinama vezanim za
pokretljivost kao sto su plivanje i rojenje, dok su visoki nivoi c-di-GMP povezani sa
sesilnom adaptaciijom ukljucujuéi sintezu ekstracelularnih komponenti (Romling, 2005;
Jonas i saradnici, 2010).

Promene razli¢itih spoljasnjih uticaja kao S§to su vrednosti temperature, pH,
koncentracija kiseonika, hidrodinamika, osmolarnost, raspolozivost hranljivih materija,
prisustvo specificnih jona, UV zracenje, tretmani etanolom, fosforom, kao i visoke
gustine ¢elija uticu na ekspresiju csgD transkripcionog regulatora (Liu i saradnici, 2000;
Hengge-Aronis, 2002). Kontrola ekspresije gena csgD odgovornog za produkciju obe
komponente matriksa, fimbrija 1 celuloze posredovana je sigma faktorom rpoS (c38)
(stress response regulator, RNA polymerase, sigma S), koji se aktivira kao odgovor na
stresne uslove Zivotne sredine (Gerstel 1 Romling, 2003).

Mnogi autori smatraju da se ekspresia RDAR morfotipa javlja zbog
karakteristinih uslova za rast poput: temperature ispod 30°C, deficit soli, niska
osmolarnost i kao posledica gladovanja u podlogama sa niskom koncentracijom
hranljivih materija (Steenackers i saradnici, 2012), kao i usled poveéane otpornosti na
susenje, dezinfekciona sredstva i antimikrobne agense (White i saradnici, 2006; White i
Surette, 2006; Scher i saradnici, 2005; Solano i saradnici, 2002).
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Slika 2.3. Model regulatorne mreze koja kontroliSe ekspresiju komponenti
ekstracelularnog matriksa neophodnih za formiranje biofilma Salmonella spp.
(White i Surette, 2006).

Pored curli fimbrija, druga komponenta ekstracelularnog matriksa biofilma
Salmonella biofilma je celuloza (B-1—4-D — glukozni polimer), ¢ija sinteza je
regulisana genima bcsABZC i becsEFG (Zogaj i saradnici, 2001) kod S. Enteritidis i S.
Typhimurium (Jain i Chen, 2007; Solano i saradnici, 2002). Nefunkcionalnost adrA
(agfD-dependent regulator-csgD) i/ili bsc (bacterial cellulose synthase) gena koji su
ukljuc¢eni u biosintezu celuloze, uzrokuju izmenu na nivou morfotipa kolonije. Na
Kongo crvenom agaru izolati salmonela koji nemaju sposobnost sinteze celuloze,
formiraju kolonije suve i naborane povrsine, braon boje, neravnih ivica (Slika 2.4.). U
literaturi se ove kolonije opisuju kao brown, dry and rough - BDAR morfotip
(Romling i saradnici, 2000; Rémling, 2005).

Nefunkcionalnost gena (csgA i csgB) odgovrnih za sintezu tankih agregativnih
fimbrija (curli) rezultira pojavom rozih, naboranih i suvih kolonija, iregularnih ivica, R-
forme na Kongo crvenom agaru, (pink, dry and rough) - PDAR morfotip (Slika 2.4.).

PDAR morfotip karakteriSe produkcija celuloze, dok je biosinteza fimbrija inhibirana
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(Romling i saradnici, 1998b; Romling i saradnici, 2000; Jain i Chen, 2007; Steenackers
I saradnici, 2012).

Kolonije SAW morfotipa (smooth and white) karakteristi¢ne su za sojeve koji
ne produkuju ni jednu od dve klju¢ne komponentu ekstracelularnog matriksa. (Romling
I saradnici, 1998b; Gerstel i Romling, 2003; Giaouris i saradnici, 2012) (Slika 2.4.).

Pored ve¢ opisana cetiri morfotipa (RDAR, PDAR, BDAR i SAW) skoro je
opisan i smooth brown and mucoid - SBAM morfotip (Slika 2.4.). Sojeve Salmonella
koji formiraju SBAM morfotip kolonija odlikuje prekomerna produkcija kapsularnog
polisaharida, dok je ekspresija celuloze i tankih agregativnih fimbrija inhibirana
(Malcova i saradnici, 2008). Produkcija kapsule nije vazna za multicelularnu agregaciju,

ali za opstanak u zivotnoj sredini jeste (Gibson i saradnici, 2006).

RDAR PDAR BDAR SAW SBAM
Celuloza (+) Celuloza (+) Celuloza (-) Celuloza (-) Ceclldlr?izz)(')
Curli (+) Curli () Curli (+) Curli (-) Kapsulari

polasaharid (+)

Slika 2.4. Ekspresija glavnih komponenti matriksa biofilma kod razli¢itih Salmonella
enterica serotipova (Romling i saradnici, 2000; Malcova i saradnici, 2008).

Formiranje pelikule ili biofilma na granici dva agregatna stanja (tecnost/vazduh)
je osobina karakteristicna za Salmonella spp. Pod dejstvom gravitacione sile,
mikroorganizmi pokazuju tendenciju da tonu na dno ili da prijanjaju na zidove, a
Salmonella spp. karakteriSe osobina kolonizacije te¢nost-vazduh medufaze (Armitano i
saradnici, 2014). Formiranje pelikule je posledica agregacije ¢elija u vidu prstena na
granici dva agregatna stanja (te¢nost-vazduh) (Scher i saradnici, 2005; Latasa i
saradnici, 2005; Jonas i saradnici, 2007). Time su bakterijama dostupni i kiseonik
(vazduh) i hranljive materije i voda (te¢nost). Formiranje pelikule, je povezano sa
produkcijom ekstracelularne supstance i pokretljivos¢u mikroorganizama (Armitano |

saradnici, 2014).
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CsgD transkripcioni regulator koji reguliSe produkciju obe fimbrija i celuloze,
utice i na ekspresiju BapA (biofilm associated protein A) proteina, koji ima vaznu ulogu
u agregaciji ¢elija i formiranju pelikule (Latasa i saradnici, 2005; Jonas i saradnici,
2007). Dokazano je da je BapA slabo povezan sa povrSinom celija i da je sekretovan
preko BapBCD tipa Il proteinskog sekretornog sistema, koji je kodiran preko bapABCD
operona. Sekrecija je pokazana kao neophodna da bi se formirao biofilm. Prekomerena
produkcija BapA proteina dovodi do jacanja pelikule. Nedostatak BapA moze se
nadomestiti hiperprodukcijom curli fimbrija, ali ne i celuloze, $to rezultira formiranjem

¢vrste pelikule u uslovima niske koncentracije hraniva (Latasa i saradnici, 2005).

2.2.9. Otpornost bakterija u biofilmu na antimikrobne agense (antibiotike i
dezinficijense)

Jedan od najvaznijih aspekata zivota bakterija u biofilmu, odnosi se na njihovu
povecanu otpornost na efekat antimikrobnih agenasa. U odnosu na populaciju dvojnika
koja raste u suspenziji, bakterije koje rastu u biofilmu pokazuju za 10 do 1000 puta vecu
otpornost na efekat antibiotika i dezinficijenasa (Mah i OToole, 2001; Stewart i
Costerton, 2001; Lewis, 2001; Lewis, 2005). Ovaj fenomen je od klju¢nog znacaja za
hroni¢ni tok i neuspeh terapije biofilmom izazvanih infekcija (Costerton 1 saradnici,
1999).

Vise mehanizama se razmatra odgovornim za ovaj fenomen:
1. Zastitna uloga matriksa;
2. Smanjene vrednosti rasta bakterija u biofilmu;
3. Ekspresija gena specifi¢nih za biofilm;
4. Uslovi u dubini biofilma (koncentracija kiseonika, pH vrednost i drugi fizicko-
hemijski faktori koji deluju na antibiotike);

5. Perzisteri.
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Zastitna uloga matriksa: Matriks vezuje za povrSinu bakterije Cineéi
trodimenzionalno polje koje okruzuje bakterijske celije, sprecava isuSivanje i
omogucava zaStitu stanovnika biofilma od pretnji kao $to su biocidi, antibiotici, antitela,
dezinfekciona serdstva i deterdzenti, bakteriofagi i bela krvna zrnca (Fleming i
Wingender, 2010). Ekstracelularni polimerni matriks deluje kao difuziona barijera
(Donlan i Costerton, 2002; Branda i saradnici, 2005; Giaouris i saradnici, 2012).
Difuzija antimikrobnih lekova kroz matriks objasnjava se dvojako s jedne strane,
interakcijom molekula s egzopolisaharidnim matriksom biofilma, koji deluje poput
"molekularnog sita" na velike molekule ili kao jonski izmjenjiva¢ na hidrofilne,
pozitivno naelektrisane molekule antimikrobnih lekova (Davey i O’Toole, 2000;
Stewart i Costerton, 2001; Lewis, 2001). S druge strane, enzimskom razgradnjom
biofilm se stiti od molekula kao $to su vodonik peroksid ili f-laktamski antibiotici (Mah
i OToole, 2001; Lewis, 2001). Dunne (2002) navodi da za male molekule
antimikrobnih sredstava, barijera biofilm matriksa moZe pre da odlozi bakterijsku smrt,
nego efikasno da je prevenira. Usporena difuzija je u sprezi sa drugim mehanizmima
destrukcije antibiotika koji smanjuju njihovu koncentraciju u dubljim slojevima
biofilma (Milanov i saradnici, 2010). U velikom broju istrazivanja je dokazana efikasna
zaStitna uloga negativno naelektrisanog matriksa od prodora pozitivno naelektrisanih
aminoglikozidnih antibiotika, a koja nastaje kao rezultat zasiCenja mesta vezivanja
pozitivno punjenih antibiotika za negativno naelektisan matriks (Gordon i saradnici,
1988; Nichols i saradnici, 1988; Anwar i saradnici, 1992; Kumon i saradnici, 1994;
Stewart i Costerton, 2001; Stewart, 2002; Heiby i saradnici, 2010). Uloga polisaharida
matriksa biofilma u usporenom prodoru antibiotika je najintezivnije proucavana na
modelu Pseudomonas aeruginosa (Lewis, 2001; Van Acker i saradnici, 2014). U ovim
biofilmovima, prodor aminoglikozidnih antibiotika poput gentamicina i tobramicina je
znato sporiji u odnosu na B-laktamske antibiotike, §to se moze objasniti vezivanjem
aminoglikozida za polisaharid matriksa - alginat (Gordon i saradnici, 1988; Gordon i
saradnici, 1991; Van Acker i saradnici, 2014). Usporena difuzija aminoglikozida i -
laktama u kombinaciji sa degradacijom putem enzima, kao sto su -laktamaze, katalaze,
modifikovani aminoglikozidni enzimi ili hloramfenikol acetiltransferaze, pruza efikasnu
zaStitu biofilmu P. aeruginosa (Lewis, 2001; Stewart, 2002). U biofilmu bakterije jedne

vrste Stite osetljive bakterija druge vrste produkcijom enzima koji inaktiviraju
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antibiotike. Konfokalnom skeniraju¢om laser mikroskopijom je dokazano da anibiotici
mogu prodreti kroz matriks biofilma, ali tesko dospevaju do bakterija koje su zbijene u
grupe ili mikrokolonije (Trachoo, 2003). Ekstracelularni polimeri matriksa svojim
hidrofobnim krajevima vezuju antibiotike i ometaju njihov prodor u svim delovima
biofilma. Letalnim koncentracijama antibiotika prakti¢no su izloZene samo bakterije u

povrsinskim slojevima biofilma (Slika 2.5.).

Antimicrobial
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Slika 2.5. Mehanizm otpornosti bakterija u biofilmu (Drenkard, 2003).

Subinhibitorne koncentracije antibiotika u pojedinim sluc¢ajevima doprinose
formiranju biofilma. Ograni¢ena difuzija antibiotika kroz matriks, u sprezi sa
smanjenjem koncentracije antibiotika, stimuliSe formiranje biofilma mehanizmom
pozitivne povratne sprege. (Sailer i saradnici, 2003; Bagge i saradnici, 2004). Na
primer, subinhibitorne koncentracije tetraciklina i eritromicina aktiviraju ekspresiju
gena koji kodiraju polisaharid adhezin u biofilmu Staphylococcus epidermidis (Rachid i
saradnici, 2000). Hoffman i saradnici (2005) su takode otkrili da subinhibitorna
koncentracija aminoglikozida stimuliSe formiranje biofilma P. aeruginosa i E. coli
povecanjem biomase bakterija, umesto stimulacije formiranja matriksa. U ve¢ini ovih
sluajeva, prisustvo antibiotika dovodi do smanjenja broja bakterija samo u

povrsinskom sloju biofilma.

39



Smanjene vrednosti rasta bakterija u biofilmu: Bakterije u biofilmu sporo
rastu, sli¢no bakterijama u stacionarnoj fazi rasta u suspenziji (Anderl i saradnici, 2003).
Bakterije koje pokazuju usporen metabolizam, rast i razmnoZzavanje u biofilmu,
otpornije su na na dejstvo antimikrobnih agenasa, slicno planktonskim celijama u
stacionarnoj fazi rasta (Costerton i saradnici, 1999). Pored usporenog rasta i usporenog
metabolizna, rezistenciji bakterija u biofilmu doprinose i aktivnost efluks pumpe i
ekspresija regulatora kao odgovor na stres. Visoka koncentracija celija u biofilmu
indukuje proizvodnju rpoS proteina koji kodira produkciju sigma faktora (c*), a koji se
uobicajeno javljaju u stacionarnoj fazi rasta celija 1 koji kodira rpoS gen (Trachoo,
2003). To znaci da smanjena vrednost rasta bakterija u biofilmu nije posledica oskudice
u hranljivim materijama, ve¢ je to genetski regulisan proces i mehanizam adaptacije na
zivot u biofilmu. Spor rast redukuje metaboli¢ku aktivnost a time i1 osetljivost na
antibiotike. U sustini, mnoga antimikrobna sredstva su efektivnija u ubijanju
brzorastucih bakterija, a neki antibiotici (penicilin i ampicilin) koji inhibiraju sintezu
¢elijskog zida, imaju apsolutni zahtev da bakterija raste da bi mogli da je ubiju (Stewart
i Costerton, 2001; Stewart, 2002). Neki od naprednijih f-laktama, cefalosporina,
aminoglikozida i fluorokvinolona mogu ubiti i bakterije u biofilmu, ali su i oni
efektivniji u ubijanju bakterija koje se brzo dele (Velhner i saradnici, 2014).

Ekspresija gena specifiénih za biofilm: Geni rezistencije na antimikrobna
sredstva se osim vertikalnim prenoSenjem sa Celije na ¢eliju prilikom deobe, prenose i
horizontalnim putem preko mobilnih geneti¢kih elemenata plazmida, integrona i
transpozona (Misi¢, 2013). Biofilm predstavlja milje za horizontalni transfer genetickog
materijala i nastank patogena sa novim faktorima virulencije, rezistencijom i
povecanom sposobno$¢u prezivljavanja u spoljasnjoj sredini. Horizontalni transfer
ekstrahromozomskih gena nastaje putem transformacije, trasdukcije ili konjugacije
(Obst i saradnici, 2006; Milanov i saradnici, 2010; Roberts i Mullany, 2010). Putem
horizontalnog genetskog transfera dolazi do prenoSenja gena rezistencije na druge
mikroorganizme koji su osetljivi na antimikrobne supstance. Tackastim mutacijama
gena mikroorganizmi razvijaju rezistenciju i brzo se adapiraju na novi ekosistem
(Buffet-Bataillon i saradnici, 2012). To je izrazito brz proces koji za posledicu ima
pojavu rezistencije na antibiotike kod bakterija koje ranije nisu bile u kontaktu sa

antibiotikom (Misi¢, 2013). Celije bakterija u biofilmu nisu otpornije na inhibiciju rasta
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dejstvom antibiotika, tako da ne postoji realna potreba za dokazivanjem nekog
specijalnog mehanizma rezistencije na lekove koji deluje samo u biofilmu (Lewis,
2001). Multidrug resistance pumps (MDR) imaju ulogu u rezistenciji biofilma kod
niskih koncentracija antibiotika i postoji razlog da se veruje da nepoznate MDR pumpe
mogu da budu ispoljene u biofilmovima P. aeruginosa (Brooun i saradnici, 2000).
Genetska ispitivanja ukazuju da je viSe gena ekspresionirano u biofilmu u odnosu na
planktonsku populaciju i da ti up-regulisani geni ukljucuju open reading frames
nepoznate funkcije (Pace i saradnici, 2006).

Uslovi u dubini biofilma: Kao moguce objasnjenje za povecanu otpornost
bakterija u biofilma navodi se varijabilnost fizi¢kih i hemijskih uslova u biofilmu
(Lewis, 2001; Stewart i Costerton, 2001; Stewart, 2002). S uve¢anjem mase biofilma,
menjaju se uslovi mikrookoline, opada gradijent koncentracije kiseonika i hranljivih
materija od povrSine prema dubini biofilma, menja se pH i povecava koncentracija
metaboli¢kih produkata (Mah i O’Toole, 2001; Stewart i Costerton, 2001). U uslovima
smanjene koncentracije Kiseonika i hranljivih materija,bakterije prelaze u stacionarnu
fazu u kojoj su manje osetljive na baktericidno delovanje antimikrobnih lekova,
posebno onih ¢ije je ciljno mesto delovanja sinteza makromolekula (Roberts i Stewart,
2005). Aminoglikozidni antibiotici su manje efikasni prema mikoorganizmima koji se
nalaze u dubljim slojevima biofilma gde vladaju anaerobni uslovi, nego prema
bakterijama u aerobnim uslovima (Tack i Sabath, 1985; Stewart i Costerton, 2001;
Stewart, 2002). Tretiranjem biofilma antibioticima koji deluju na nivou razmnoZavanja
bakterija, ubijaju se sojevi na povrsini biofilma, dok sojevi u dubini prezivljavaju 1
postaju novi izvor infekcije. Akumulacija produkata metabolizma dovodi do pH
promena vecih od 1 izmedu te¢nosti 1 unutrasnjosti biofilma (Zhang i Bishop, 1996), sto
moze dovesti do direktnog antagonistickog delovanja antibiotika (Stewart i Costerton,
2001). U zavisnosti od prostorne rasporedenosti, bakterije u biofilmu mogu biti izlozene
razli¢itim koncentracijama antibiotika.

Perzisteri: Perzisteri su otkiveni sredinom 20. veka, ali se o njihovoj prirodi jo$
uvek malo zna (Lewis, 2005). Poznata je Cinjenica da perzisteri nisu mutanti i da ne
predstavljaju poseban stadijum ciklusa zivota bakterija, ve¢ deo populacije bakterija
koja je prirodno otporna na antibiotike (Lewis, 2001; Lewis, 2005). Planktonska

populacija bakterija u ranoj fazi rasta ne sadrzi perzistere, a njihov broj se povecava
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ulaskom u stacionarnu fazu rasta. Formiranje perzistera dakle zavisi od faze rasta, a
jedan formiran, zreo biofilm, je gusto naseljena zona u kojoj je teSko zamisliti
bakterijsku deobu. U takvim uslovima prostorne prinude, nulta populacija rasta razmatra
se kao norma (Watnik i Kolter 2000). Perzisteri koji ¢ine mali deo populacije biofilma
se smatraju odgovornim za toleranciju bakterija u biofilmu na Sirok spektar
antimikrobnih jedinjenja (Stewart, 2002; Roberts i Stewart, 2005). Utvrdeno je da
perzister Celije ne nastaju kao odgovor na antimikrobnu terapiju i da bakterijski signalni
molekuli nemaju nikakav uticaj na stvaranje perzistera (Lewis, 2005; Lewis, 2007).
Kada se oslobode iz biofilma, ove bakterijske ¢elije deobom opet produkuju populaciju
bakterija osetljivu na antibiotike, iz ¢ega je jasno da perzisteri nisu ¢elije sa mutacijom
gena. Kada se prekine terapija, perzisteri ¢e ponovo formirati biofilm koji ¢e prozvoditi
nove planktonske Celije, a one vratiti simptome bolesti (Lewis, 2001; Lewis, 2005;
Lewis, 2007).

2.2.10. Opstanak Salmonella spp. u fabrikama za proizvodnju hrane za
Zivotinje
Poslednjih godina raste zainteresovanost za bezbednost hrane za zivotinje koja
je vazan preduslov ne samo za zdravlje i produktivnost zivotinja, ve¢ posredno i za
zdravlje ljudi.
Hrana predstavlja kapiju za ulaz mikroba u lanac hrane (Alvarez i saradnici,
2003) i ucestalo je kontaminirana alimentarnim patogenima (Crump i saradnici,
2002). Poseban znacaj odnosi se na bakterije iz roda Salmonella, jer njihovo prisustvo
u hrani za zivotinje predstavlja rizik za kolonizaciju ili infekciju Zivotinja, a
posledi¢no i infekciju ljudi koji konzumiraju proizvode zivotinjskog porekla (Crump i
saradnici, 2002; Alvarez i saradnici, 2003). Veza izmedu Salmonella koje se nalaze u
hrani za zivotinje i pojave salmoneloza kod ljudi poznata je vise godina (Crump i
saradnici, 2002; Jones, 2011). Salmonele su priznate u svetu kao glavni zoonozni
patogen ljudi i1 Zzivotinja. U EU, salmoneloza je druga najfeS¢e ustanovljavana
zoonotska infekcija u 2009. godini, sa 108.614 prijavljenih slucajeva od koji je 0,08%
sa smrtnim ishodom (Giaouris i saradnici, 2012; EFSA, 2011).
Salmonele dospevaju u hranu za zivotinje na viSe nadina i u svim fazama

proizvodnje (Patel 1 Sharma, 2010; Cevallos-Cevallos i saradnici, 2012).
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Kontaminiranim sirovinama animalnog i biljnog porekla, kao i tokom njene prerade ili
postprocesno. Pored hrane animalnog porekla, koja se tradicionalno smatra glavnim
izvorom Salmonella za ljude, novija epidemioloska istrazivanja sve ¢eS¢e identifikuju
kao izvor i hranu biljnog porekla (Lapidot i saradnici, 2006; Steenackers i saradnici,
2012; Cevallos-Cevallos i saradnici, 2012). Salmonella vrste zahvaljujuéi izrazito
velikoj adaptivnoj sposobnosti na raznovrsne uslove okruzenja i ubikvitarnoj
rasprostranjenosti u zivotnom okruZenju, uspeSno opstaju na biljnoj materiji
intenalizacijom u stome, pukotine i u zaseene povrsine, kao i u biofilmovima koje
prirodno formiraju na povrsini biljaka (Srey i saradnici, 2013). Invadiranost biljne
materije Salmonella spp. moze nastati preko kontaminirane vode za navodnjavajne ili
upotebom sirovog dubriva (Barak i Liang, 2008; Steenackers i saradnici, 2012).
Salmonele se mogu izolovati iz poljoprivrednih kultura 1 zemljiSta ¢ak Sest meseci i viSe
nakon kontaminacije (Teplitski i saradnici, 2009; Barak i saradnici, 2009). Opstanak i
upornost Salmonella spp. kao epifita na biljnoj povrsini ukazuje na njen dugotrajan
opstanak i izuzetnu sposobnost prilagodavanja novim ekoloskim niSama. Epidemioloska
istrazivanja su potvrdila da su brojne epidemije salmoneloza ljudi povezane sa
konzumacijom kontaminiranih delova biljaka (seme, izdanci, lis¢e, koren), ¢ineci biljke
vaznim vektorom za penos Salmonella spp. (Heaton i Jones, 2008; Berger i saradnici,
2010; Steenackers i saradnici, 2012).

Znacajna je Cinjenjica da salmonele imaju sposobnost ne samo kontaminacije,
ve¢ i kolonizacije i invazije biljaka, a dokaz tome je primena mikroskopskih tehnika za
in situ vizualizaciju (Lapidot i Yaron, 2009; Barak i saradnici, 2009; Kroupitski i
saradnici, 2009; Patel i Sharma, 2010). Barak i saradnici (2009) su na modelu lucerke
proucavali opstanak i formiranje biofilm S. Newport i S. Enteritidis. Dok su Kroupitski i
saradnici (2009), upotrebom konfokalne laser mikroskopije ustanovili povrsinu lista kao
predilekciono mesto Salmonella predstavljajuéi vazan put kontaminacije nakon Zetve.

Preko kontaminiranih sirovina, salmonele se unose u objekte za proizvodnju
hrane za zivotinje (Nesse i saradnici, 2003), koji su indetifikovani kao potencijalna
mesta za razvoj biofilma. Salmonele Kkoriste sli¢nu strategiju opstanka na mestima
proizvodnje hrane za zivotinje kao 1 u prirodnom okruzenju. Oprema i radne povrSine sa
kojima sirovine dolaze u kontakt u pogonima za proizvodnju hrane mogu biti supstrat za

razvoj biofilmova koji predstavljaju izvor ponavljanih kontaminacija finalnih proizvoda
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(Nesse i saradnici, 2003; Vestby i saradnici, 2009a). Prisustvo salmonela je
ustanovljeno u objektima za prijem sirovina, mlinovima za seckanje i meSanje,
masinama za pakovanje, pokretnim trakama, konvejerskim kaiSevima, podovima i
odvodnim kanalima (unakrsna kontaminacija prasinom i aerosolom), kao i objekti za
skladiStenje gotovih proizvoda i transportnim vozilima, ¢ine¢i dugotrajne izvore
procesne i postprocesne kontaminacije (Nesse i saradnici, 2003; Solomon i saradnici,
2005; White i Surette, 2006; Vestby i saradnici, 2009a; Vestby i saradnici, 2009b;
Habimana i saradnici, 2010; Steenackers i saradnici, 2012; Giaouris i saradnici, 2012;
Wang i saradnici, 2013b).

Formiranje biofilma je strategija koju Salmonella spp. koristi i u perzistenciji na
razli¢itim abiotskim povrSinama (nerdajuci Celik, plastika, guma, staklo, drvo, mermer i
granit) koji se uobiCajeno koriste u objektima za proizvodnju hrane za Zivotinje
(Stepanovic¢ i saradnici, 2004; Giaouris i saradnici, 2005; Meretre i saradnici, 2009;
Rodrigues i saradnici, 2011; Carrasco i saradnici, 2012; Steenackers i saradnici, 2012;
Giaouris i saradnici, 2012). Kontaminirana oprema i povrs§ine na mestima proizvodnje
hrane za Zivotinje, mogu mesecima pa ¢ak i godinama biti izvor kontaminacije finalnih
proizvoda, uprkos kontinuiranoj izloZenosti stresogenim faktorima kao $to su niska
vlaznost, deficit hraniva, redovno sprovodenje mera ¢is¢enja i dezinfekcije (Nesse i
saradnici, 2003; Vestby i saradnici, 2009a; Meretrg i saradnici, 2009)

Poznato je da pojedini sojevi Salmonella godinama perzistiraju na mestima
proizvodnje hrane za Zivotinje kao “house strains” (Nesse i saradnici, 2003; Vestby i
saradnici, 2009b), a pretpostavka je da ovu perzistenciju znacajno olakSava njihova
sposobnost da na abiotskim povrSinama formiraju biofilm, sami ili u zajednici sa
drugim uobicajeno prisutnim mikroorganizmima. Jednom formirani biofilmovi u
industrijskim pogonima se teSko uklanjaju 1 dovode do pojave perzister populacija
(Vestby i saradnici, 2009a; Carrasco i saradnici, 2012).

U hranu za zivotinje, salmonele mogu dospeti kontaminiranim sirovinama
animalnog 1 biljnog porekla, medutim, kontaminacija hrane je moguca i tokom njene
prerade ili postprocesno. Ces¢i nalaz odredenih serotipova salmonela kao §to su S.
Agona, S. Montevideo, S. Senftenberg, S. Mbandaka, S. Tennessee, S. Typhimurium, S.
Livingstone u fabrikama hrane za Zivotinje se moze objasniti njihovom sposobnos¢u da

perzistiraju u formi biofilma na povrSinama od vestackih materijala (Vestby i saradnici,
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2009a; Habimana i saradnici, 2010). Razvoj molekularnih tehnika istrazivanja (pulsed-
field gel electrophoresis - (PFGE) i plasmid profile typing) pruzio je dokaze da klonovi
razli¢itih serovarijeteta Salmonella (takozvani ,house strain“) mogu perzistirati
mesecima, pa ¢ak i godinama u fabrikama za proizvodnju hrane (Nesse i saradnici,
2003; Vestby i saradnici, 2009a; Vestby i saradnici, 2009b; Meretre i saradnici, 2009;
Habimana i saradnici, 2010; Pruni¢ i saradnici, 2016). To ukazuje da ti sojevi ne
kontaminiraju ponavljano povrsine preko sirovina koje ulaze u pogon za proizvodnju,
ve¢ da postoje na opremi 1 povr§inama u fabrikama sto¢ne hrane.

Potencijalni izvori naknadne kontaminacije hrane za Zivotinje predstavljaju
glodari, ptice i insekti koji mogu prenositi uzro¢nika alimentarnih infekcija putem svog
fecesa, urina, perija. Takode, ¢ovek je indetifikovan kao mogué izvor kontaminacije
gotovog proizvoda hrane za Zivotinje, putem neadekvatne manipulacije hranom. Na
odredenim proizvodnim povr§inama kondezacija izazvana temperaturnim varijacijama,
moze obezbediti dovoljnu vlaznost za rast i formiranje biofilmova Salmonella i drugih
bakterija, koji predtavljaju trajni izvor kontaminacije hrane (Bogvist i saradnici, 2003;
Mynt i saradnici, 2007; Habimana i saradnici, 2010; Jones, 2011; Sokolovi¢ i Ruk,
2011). U poslednje vreme sve su ceS¢i literaturni navodi da je praSina znacajan
potencijalni izvor kontaminacije objekata za skladiStenje sirovina, preko puznih
transportera (Jones, 2011). Takode, prokiSnjavanje, kondenzacija vlage, zaostajanje
hraniva u pojedinim uredajima i transporterima, nedovoljno zagrevanje u termickim
procesima, stvaraju pogodne uslove za ponovni razvoj mikroorganizama (Habimana i
saradnici, 2010; Jones, 2011).

U objektima za proizvodnju hrane za Zivotinje vezanost bakterijskih celija za
povrsine predstavlja trajni izvor 1 prvi korak procesne i postprocesne kontaminacije
proizvoda (Carrasco i saradnici, 2012), sto dovodi do ozbiljnih problema u higijenskom
pogledu i velikih ekonomskih gubitaka. U industrijskim pogonima kao najées¢i razlozi
nastanka biofilma se navode nepravilno ociS¢ena i sanitanizirana oprema (O Leary i
saradnici, 2013; Srey i saradnici, 2013). Salmonele organizovane u biofilm, pokazuju
veéu otpornost na razliCite stresogene faktore kojima su izlozene u fabikama za
proizvodnju hrane, kao §to su isuSivanje i dezinfekcija (Meretre i saradnici, 2009;
Aviles i saradnici, 2013). Generalno, efikasan program za ¢iS¢enje i dezinfekciju ¢e

spreciti stvaranje novih biofilmova, medutim ne postoje efikasne strategije za
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eradikaciju ve¢ formiranih biofilmova. Postoje mesta koja su uvek tesko pristupacna za

propisno ¢is¢enje i dezinfekciju.

2.2.10.1. Principi kontrole Salmonella spp. u procesu proizvodnje hrane za
Zivotinje

Humphrey (2004) navodi: *’S obzirom na sveprisutnost Salmonella vrsta, malo
je verovatno da ¢e Salmonella biti iskorenjena iz lanca ishrane.” lako iskorenjivanje
mozda nije mogucée, kontrola je mogucéa i treba je sprovoditi u cilju smanjenja ili
onemogucavanja kontaminacije.

Mere kontrole Salmonella spp. u procesu proizvodnje hrane za Zivotinje mogu Se
podeliti na tri kategorije:

a) sprecavanje ulaska mikroorganizama u proizvodni objekat,

b) sprecavanje umnozavanja mikoorganizama unutar objekata za proizvodnju,

C) postupke kojima se mogu unistiti mikoorganizmi.

Sprec¢avanje kontaminacije u proizvodnim objektima ukljucuje kontrolu prasine,
kontrolu kretanja zaposlenog osoblja i upotrebe opreme, smanjenje najezde glodara,
spreCavanje zagadenja preko divljih ptica i obezbedenje dezinfekcije transportnih
vozila. Smanjenje umnozavanja Salmonella spp. u objektima za proizvodnju hrane
podrazumeva otkrivanje povoljnih niSa za njihov rast i opstanak, kao i otklanjane
faktora koji povoljno uticu na njihov rast. Eliminacija Salmonella spp. podrazumeva
termicku obradu (peletiranje, ekstrudiranje) ili hemijski tretman (Habimana i saradnici,
2010; Jones, 2011; Berge i saradnici, 2012).

Prisustvo prasine, visok udeo vlage ili aktivnost vode u hrani, relativna vlaga
vazduha, niska pH vrednost, oksido-redukcioni potencijal, procent masnocée (biljne
materije), prisustvo soli i ugljenih hidrata, kolic¢ina hranjivin materija, kao jacina i
vreme trajanja temperature (Bogvist i saradnici, 2003; Sokolovi¢ i Ruk, 2011), su
parametri okruZenja koji mogu uticati na umnoZavanje mikroorganizama u hrani za
zivotinje. U kontroli procesa proizvodnje akcenat je dat na kontrolu prasine koja je
identifikovana kao klju¢na tacka kontaminacije i rekontaminacije 1 predstavlja
neophodan zadatak kontrole proizvodnih objekata. Butcher i Miles (1995) su u svom
radu zakljucili da je praSina glavni izvor kontaminacije Salmonella vrstama u hrani za

zivotinje. PraSina je najviSe prisutna u sirovinama i objektima za prijem i skladiStenje,
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mada se ona javlja i kao produkt u mlinovima za seckanje i meSanje, valjkovima,
puznim transporterima, trakama za transport, predstavljajuci tezak i zahtevan zadatak
kontrole Salmonella u svim proizvodnim objektima hrane za Zivotinje (Jones, 2011).
Dodavanjem organskih kiselina u hranu za Zivotinje menja se pH vrednost (pH 4,5 1
niza) hrane, $to stvara nepovoljne uslove za rast i prezivljavanje mikoorganizama.
Hrana Cesto sadrzi odreden procenat vlage koji se moze povecati apsorpcijom vlage iz
okoline usled dugotrajnog skladiStenja, kondezacijom ili apsorpcijom iz vlaznog
vazduha. Takode, povecan sadrzaj vlage u hrani moze biti posledica proki$njavanja
objekata. Efikasnu zaStitu od nepovoljnog uticaja zivotnog okruzenja salmonelama
pruza visok procenat biljne masti (npr. ulje soje). Morita i saradnici (2006) su ukazali da
na delovima opreme ulje soje pruza efikasnu zastitu salmonelama od nepovoljnih
uticaja Zivotnog okruzZenja u procesu proizvodnje hrane za Zivotinje. Stoga je vazno da
se smanji akumulacija ulja ili masti u hrani za zivotinje 1 okruzenju i da se na taj nacin
smanji $anse za opstanak Salmonella. Veliki problem kontrole na mestima proizvodnje
hrane predstavljaju glodari i divlje ptice. Meerburg i Kijlstra (2007) su izneli ¢injenicu
da je ¢ak 47% konataminacija hrane Salmonella vrstom poreklom od glodara. Takode,
Morita i saradnici (2006) isti¢u znacaj glodara u kontaminaciji hrane. Kod nekih divljih
ptica Salmonella moze postati stalni stanovnik crevnog trakta, zbog cCega je
permanentno izlucuju u spoljasnu sredinu. Divlje ptice dolaze u kontakt sa salmonelama
na deponijama ili preko kanalizacije, hrane¢i se zarazenim zivotinjskim izmetom,
leSevima ili hranom za Zivotinje koja se nalazi u blizini objekta za proizvodnju hrane
(Benskin i saradnici, 2009; Jones, 2011). Stoga, mere deratizacije i kontrola divljih ptica
treba da budu uklju¢ene u program kontrole Salmonella u objektima za proizvodnju
hrane za zivotinje. Transportna vozila su identifikovana kao potencijini izvor
kontaminacije sirove hrane i sastojaka hraniva, zbog nemoguénosti detaljnog ¢iS¢enja
posle svake isporuke (Whyte i saradnici, 2003). Osoblje koje radi na mestima
proizvodnje hrane za Zivotinje se takode smatra potencijalnim izvorom kontaminacije
hrane. Nedovoljna obucenost osoblja za rukovanje opremom i neadekvatno sprovodenje
higijenskih mera pri radu, moze dovesti do stvaranja pogodnih uslova za razvoj
mikoorganizama. Stoga je neophodno sprovoditi higijenske mere pri radu u pogonima
za proizvodnju hrane za Zivotinje 1 poduciti zaposleno osoblje o higijenskim merama u

skladu sa pravilima dobre proizvodacke prakse.
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Postupci kontrole procesa proizvodnje putem peletiranja i ekstrudiranja se
smatraju uspeSnim nafinom za eleminisanje prisutnih mikrooganizama u hrani za
zivotinje. Pomenuti postupci zahtevaju upotrebu visokih temperatura za postizanje
pasterizacija tokom prerade. Proces peletiranja se sastoji od tri faze: meSanje pare sa
hranom, dejstvo pritiska na hranu, formiranje peleta i uklanjanje toplote i vlage preko
velike koli¢ine vazduha (hladenje). Proces peletiranja smanjuje od 50% do 93%
prisustva Salmonella spp.( Jones i saradnici, 1991; Veldman i saradnici, 1995; Jones,
2011). Postupak peletiranja ukljuuje veliku koli¢inu pare za unistavanje
mikoorganizama, §to ima za posledicu poveéanje vlaznosti peleta. Faze u procesu
peletiranja deluju zajednicki na konacéni proizvod, ali njihova primena zavisi od velikog
broja faktora (formulacije obroka, dizajna i odrzavanja opreme, uslova i vremena
peletiranja itd.). Proces peletiranja se odvija na temperaturi od 115°C do 125°C i pod
pritiskom od 84kg/cm, a moze se upotpuniti i procesom ekstrudiranja koji se odvija na
vis§im temperaturama, od 130°C do 140°C i pritiskom od 42kg/cm (Jones, 2011). Zbog
svojih karakteristika (toplota tokom procesa peletiranja), ovaj postupak zaista smanjuje
broj mikroorganizama, ali se broj bakterija ¢esto kasnije ponovno poveca. Uz to,
nema dovoljno podataka koji u potpunosti potvrduju uspesnost samog postupka u
praksi. Razlog tome je potencijalna kontaminacija u fazi hladenja peleta kada moze do¢i
do mesSanja sa kontaminiranom praSinom i putem kondenzacije koja nastaje zbog
varijacija u temperaturi do kojih neminovno dolazi tokom proizvodnog procesa, pri
¢emu se obezbeduje vlaznost koja omogucava opstanak mikroorganizma (FAO, 2010;
Sokolovi¢ i Ruk, 2011). Termicka obrada hrane za Zivotinje je pokazala nedovoljnu
efikasnost u kontroli salmonela (Habimana i saradnici, 2010). Istrazivanja su pokazala
da mikroorganizmi, posebno Salmonella spp. prevazilaze stalne fluktuacije temperature
i vlage u pogonima industrije hrane za zivotinje ulaskom u VBNC stadijum (Meretrg i

saradnici, 2009; Habimana i saradnici, 2010; Habimana i saradnici, 2014).
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2.2.10.2. Primena mera za smanjenja i/ili eradikaciju Salmonella spp. u industriji
proizvodnje hrane za Zivotinje

Pored termicke obrade hrane za zivotinje, u cilju smanjenja ili eleminisanja
Salmonella spp. iz sirovina i gotovih smeSa za ishranu Zivotinje u objektima za
proizvodnju hrane primenjuju se mehanicke, fizicke i hemijske metode, razliciti
tretmani sanitacije i organske Kkiseline (Sauli i saradnici, 2005; Papadopoulou i
saradnici, 2009; Berge i Wierup, 2012).

Iako je termiCka obrada generalno priznata kao najefikasniji metod za
eliminaciju patogena, u nekim okolnostima nije dovoljna i tada su na raspolaganju
druge opcije. U takvim slu¢ajevima, primena hemijskih metoda moze da ponudi
alternativne nacine zaStite. Tretmani sastojaka hrane i smeSe hraniva organskim
kiselinama ili formaldehidnim proizvodima u dozvoljenim koncentracijama, mogu biti
efikasni u smanjenju broja Salmonella spp. i drugih mikoorganizama.

U cilju smanjenja broja ili eleminisanja Salmonella spp. u hrani za Zzivotinje
najcesce se upotrebljavaju organske kiseline (mravlja, propionska, siréetna i buterna) i
formaldehid kao efikasan hemijski tretman (Berge i Wierup, 2012). Organske kiseline
dodate u koli¢ini od 0,2 - 2% inhibiraju rast Salmonella (Vahl, 1995; Jones, 2011).
Efikasnost kiselina je varijabilna i zavisi od niza faktora: vrste kiseline, hemijskog
oblika kiseline (slobodna kiselina ili kisela so), procenta vlage u hrani (EFSA, 2008;
Jones, 2011). Dodavanjem organskih kiselina u hranu za Zivotinje menja se pH vrednost
(pH 4,5 i niza) hrane, ¢ime se stvaraju nepovoljni uslovi za rast i prezivljavanje
Salmonella u istoj (Dahiya et al., 2006). Primena hemijskih tretmana u cilju smanjenja
broja i eliminacije patogena ima svoje nedostatke: proces je skup, zahteva dug
vremenski period (nekoliko dana), kiseline deluju korozivno na metalne povrsine
opreme i imaju negativan efekat na organolepti¢ka svojstva i hranljivu vrednost hrane
(promena ukusa i smanjenje koncentracije vitamina) (EFSA, 2008; Jones, 2011).
Primena formaldehida se izbegava zbog velike mo¢i isparavanja i Stetnog delovanja na
zdravlje ljudi koji su izloZeni njegovom delovanju. Pored organskih kiselina u upotrebi
su i druga agresivna jedinjenja kao $to su hlor, peroksidi i amonijumova jedinjenja koja
takode imaju  Stetan rezidualni efekat i promenjene senzorne osobine Kkrajnjih

proizvoda.
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Fizi¢ki tretmani sanitacije pored mehani¢kog c¢is¢enja, ukljucuju primenu
ultrazvuka, magnetna 1 elektricna polja 1 razli¢ite vrste zracenja. Upotreba
ultraljubicaste svetlosti (UV) je dobar metod za dezinfekciju vazduha i povrSina,
ukljucujuéi i materijal za pakovanje. Tretman sa UV zracima je jednostavan, efikasan i
ekonomican nacin preveniranja u odnosu na druge tehnologije. Takode je hladan, suv
proces Koji ne stvara hemijske ostatke. FiziCki tretmani, iako imaju dobre rezultate,
¢esto su neprimenjivi 1 neprihvatljivi iz ekonomskih razloga, jer iziskuju velike
troSkove 1 tehni¢ku opremljenost.

Da bi se izbegla Stetna delovanja hemijskih tretmana i skupi fizicki procesi u
danasnje vreme sve vise se radi na iznalazenju efikasnih bioloskih reSenja za smanjenje
ili eliminaciju Salmonella spp. i drugih patogenih mikoorganizama u hrani za Zivotinje.
Bioloska reSenja ukljucuju antimikrobna jedinjenja biljnog porekla kao $to su ekstrati,
etarska ulja 1 razli¢iti zaCini, antimikrobna jedinjenja proizvedena od strane

miroorganizama kao i enzime (Simdes i saradnici, 2010).

2.2.10.3. Obezbedenje kvaliteta hrane za Zivotinje

Ranije se smatralo da je nutritivni kvalitet kod hrane za Zivotinje najbitniji, ali
poslednjih godina, bezbednost i ispravnost hrane za Zivotinje dobija na znacaju.

Po definiciji lanac hrane je niz faza i operacija ukljuenih u proizvodnju,
preradu, distribuciju, skladiStenje i rukovanje hranom i njenim sastojcima, od primarne
proizvodnje do potrosaca. Da bi se osigurala bezbednost hrane, neophodno je razmotriti
sve aspekte lanca ishrane koji je nastavak primarne proizvodnje ukljucujuéi i1
proizvodnju hrane za Zivotinje i prodaju, snabdevanje potroSaca hranom, budu¢i da
svaki od ovih elemenata moze uticati na bezbednost hrane.

U nastojanju da se postignu najvisi standari u obezbedenju kvaliteta hrane
organizacija za poljoprivredu (engl.Food and Agriculture Organization, FAQO) i
Svetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization, WHO) za izradu
standarda, razli¢itih vodi¢a i smernica za zajednicki FAO/WHO program standarda
hrane, su jo§ 1962. godine osnovali Codex Alimentariusa Comision (CAC), sa ciljem da
pomogne medunarodnu trgovinu i u isto vreme obezbedi kvalitetnu i zdravu hranu za

potrosace Sirom sveta.
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Preporuka CAC-a za buduce aktivnosti u vezi propisa u proizvodnji i preradi
hrane za Zivotinje je da se u postojece sisteme obezbedenja kvaliteta uklju¢e HACCP
koncept koji je akronim pojma Hazard Analysis and Critical Control Points, i
predstavlja sistemski preventivni pristup kojim se osigurava sigurnost hrane u cilju bolje
zaStite kvaliteta hrane, ve¢e bezbednosti i povecanja odgovornosti (Levi¢ 1 Sredanovié,
2009; Sokolovi¢ i Ruk, 2011). HACCP sistem obezbedenja kvaliteta ukljucuje GHP i
GMP programe Codex Alimentarius Commission (CAC).

HACCP sistem  predstavlja preventivni sastav kontrole procesa Kkoji
identifikuje 1 definiSe potencijalne opasnosti (bioloske, hemijske i fizicke) koje se
mogu  pojaviti pri proizvodnji i rukovanju hranom, te naglasava i odreduje
preventivne radnje potrebne za osiguravanje kvaliteta i sigurnosti hrane. Osnova
sastava HACCP su takozvani programi koji predstavljaju korake ili postupke koji
kontrolisu uslove proizvodnje, kao i uslove okoline potrebne za proizvodnju sigurne i
ispravne hrane.

Skandinavske zemlje (Danska, Norveska i Svedska) imaju razvijen integrisani
sistem nadzora i kontrole Salmonella (HACCP) u svakom koraku lanca ishrane i kojim
se osigurava sigurnost hrane u cilju bolje zastite kvaliteta hrane, vece bezbednosti i
povecanja odgovornosti (Levi¢ i Sredanovié, 2009; Sokolovi¢ i Ruk, 2011). Ovakav
viSestruki program nadzora i kontrole je pokazao veliku uspe$nost u eliminaciji
Salmonelle spp. sojeva iz proizvodnje hrane za Zzivotinje, proizvodima zivotinjskog
porekla, Sto je povezano sa padom ucestalosti pojave salmoneloze kod ljudi na
godi$njem nivou (Crump i saradnici, 2002).

Nasa zemlja nema dovoljno razvijen monitoring sistem nad objektima za
proizvodnju hrane, bakterijskom kontaminacojom hrane za zivotinje sa nadzorom
mikrobioloSke kontaminacije proizvoda Zivotinjskog porekla namenjenih ishrani ljudi,
kao ni pojavama alimentarnih infekcija kod ljudi. U Srbiji se od 01. januara 20009.
primenjuju odredbe ¢lana 82. Zakona o veterinarstvu (Sluzbeni glasnik Republike Srbije
91/05) koji se odnosi na primenu ,,Sistema za osiguranje bezbednosti proizvoda”
(,,HACCP”) zasnovan na analizi opasnosti 1 kriticnih kontrolnih ta¢aka u proizvodnji.

Princip bezbednosti i kvaliteta hrane "od njive do trpeze" i obrnuto "od trpeze do
njive" koji je danas opste prihvacen u razvijenim zemljama sveta obuhvata sve ucesnike

u lancu proizvodnje hrane, pa tako i proizvodnju hrane za Zivotinje. Potrebno je mnogo
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stru¢nog rada, zalaganja i promena da bi se ukljucili u evropske i svetske tokove

trgovine.
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3. CILJ I ZADACI STRAZIVANJA

- ldentifikacija serovarijeteta Salmonella koji se izoluju iz hrane za Zivotinje na
podrucju juznobackog i sremskog okruga u VVojvodini;

- procena uloge hrane za zivotinje kao izvora serovarijeteta Salmonella od
posebnog znacaja u epidemiologiji salmoneloza (S. Enteritidis, S. Infantis, S.
Typhimurium, S. Hadar i S. Virchow);

- ispitivanje sposobnosti izolata Salmonella spp.iz hrane za Zivotinje da formiraju
biofilm na povrsini plastike, nerdajuceg Celika i te¢nost/vazduh medufazi;

- utvrdivanje potencijalne korelacije izmedu sposobnosti formiranja biofilma i
serovarijeteta Salmonella;

- ispitivanje uticaja faktora sredine (temperature inkubacije, raspolozivost hraniva,
vrsta supstrata-povrsine) na sposobnost izolata Salmonella spp. da fromiraju
biofilm;

- procena znacaja koji hrana za Zivotinje ima kao rezervoar Salmonella sa
rezistencijom ili multiplom rezistencijom na antibiotike.

- utvrdivanje genetiCke srodnosti sojeva Salmonella istog serovarijeteta koji su
tokom perioda ispitivanja (dve godine) ponavljano izolovani iz razli¢itih uzoraka

hrane za Zivotinje proizvedenih u istom objektu (meSaoni sto¢ne hrane);

Za ostvarivanje ovih ciljeva, postavljeni su slede¢i zadaci:

- Prikupljati izolate Salmonella spp. tokom rutinskog rada u laboratoriji za
mikrobioloSko ispitivanje hrane za Zivotinje u Naufnom institutu za
veterinarstvo ,,Novi Sad®, primenom klasi¢nih bakterioloskih metoda;

- Izvrsiti identifikaciju izolata Salmonella spp. na osnovu morfoloskih i
biohemijskih karakteristika;

- Izvrsiti serolosku identifikaciju izolata Salmonella spp. iz hrane za zivotinje,
metodom klasi¢ne aglutinacije, upotrebom polivalentnih, grupno specifi¢nih
seruma i seruma za flagelarne antigene faze 1 i 2 za serovarijetete: Enteritidis,

Infantis, Hadar, Virschow i Typhimurium;
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Sve izolate Salmonella spp. dostaviti u Nacionalnu referentnu laboratoriju za
Salmonella, Shigella i Yersinia enterocolitica, Institutu za javno zdravlje Srbije
,dr Milan Jovanovi¢ Batut“, na potvrdu svih i seroloSku identifikaciju ostalih
serovarijeteta;

Ispitati sposobnost produkcije biofilma svih izolata Salmonella spp. na povrsini
od plastike (polistirena), nerdajuceg celika i te¢nost/vazduh medufazi, primenom
testa na mikrotitracionim plo¢ama, skening elektronske mikroskopije 1 pelikula
testa; na dve temperature inkubacije (20°C i 37°C) i u dve podloge za kultivaciju
sa razli¢itim sadrzajem hranljivih materija (Tripton soja bujon i Luria-Bertani
bujon);

ispitati produkciju klju¢nih komponenti matriksa biofilma Salmonella spp. (curli
fimbrija i celuloze) kultivacijom izolata Salmonella spp. na Congo red agaru;
ispitati osetljivost izolata Salmonella spp. poreklom iz hrane za zivotinje na
antibiotike primenom disk difuzione metode;

geneticku srodnost izolata Salmonella spp. istog serovarijeteta koji su izolovani
1z hrane za zivotinje poreklom iz istog proizvodnog objekta, ispitati na geneticku

srodnost primenom pulsed field gel elektroforeze (PFGE).
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Uzorci hrane za Zivotinje

U periodu od 2012. do 2014. godine u laboratoriji za mikrobioloSko ispitivanje hrane za

zivotinje NaucCnog instituta za veterinarstvo “Novi Sad”, ukupno je pregledano 2898

uzoraka hrane za zivotinje na prisustvo Salmonella spp, a iz 152 uzorka (5,25%)

izolovane su Salmonella spp. Uzorci su poreklom iz 18 meSaona sto¢ne hrane sa

teritorije Autonomne pokrajine Vojvodine, koji u okviru redovnog monitoringa, na

mesec¢nom nivou dostavljaju uzorke hrane na pregled. Pregledom su bile obuhvaéene

sledecée vrste hrane, komponenti i dodataka hrani za Zivotinje:

1.

Zrnasta hraniva (kukuruz, pSenica, jeCam, ovas, raz, soja u zrnu, suncokret u
zrnu i dr).

Proizvodi industrija: mlinski proizvodi (sto¢no brasno, klice); proizvodi
industrije alkohola i vrenja (sto¢ni kvasac); proizvodi industrije Secera (melasa,
rezanci Secerne repe).

Uljane sacne 1 pogace (suncokretova i sojina saéma) 1 sojin griz;

Kabasta hraniva (silaza, seno, zelena masa)

Ostali biljni proizvodi (brasno lucerke, brasno leguminoza (soja, grasak...),
biljna mast i ulje;

Hraniva animalnog porekla (riblje ulje, riblje brasno, mesno brasno, mesno-
kostano bra$no, surutka u prahu);

Mineralna hraniva (kreda, so, fosfati)

Zamena mleka;

Predsmese (vitaminske i mineralne kombinacije) i dodaci hrani za Zivotinje
(neproteinska azotna jedinjenja, aminokiseline, enzimi, konzervansi, arome,

emulgatori);

10. Gotove smese za ishranu: svinja, zivine, goveda;

11. Hrana za kuéne ljubimce.
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4.2. 1zolacija i identifikacija Salmonella spp. iz uzoraka hrane za Zivotinje

Izolacija Salmonella spp. izvedena je prema proceduri opisanoj u standardu SRPS EN
ISO 6579:2008.: Mikrobiologija hrane i hrane za zivotinje — Horizontalna metoda za
otkrivanje Salmonella spp.

4.2.1. Prethodno obogacenje u neselektivnoj te¢noj podlozi: Od uzorka hrane za
zivotinje odmereno je 50g i razredeno puferizovanom peptonskom vodom (Buffered
peptone water, CM1049, Oxoid, Basingstoke, United Kindom) u odnosu 1:10. Osnovno
razredenje uzorka u peptonskoj vodi inkubirano je 18h £2h na temperaturi od 37°C +
1°C.

4.2.2 Obogacenje u selektivnim te¢nim podlogama: Kulture dobijene obogacenjem u
peptonskoj vodi su inokulisane u dve te¢ne podloge za selektivno obogacenje:

- Rappaport-Vassiliadis bujon sa sojom (RVS, CM0866, Oxoid, Basingstoke,
United Kindom). U 10 mL RVS je inokulisan 0,1 mL kulture dobijene
predobagacenjem. RVS je inkubiran na 41,5°C + 1°C tokom 24h + 3h.

- Muller-Kauffmann tetrationat- novobiocin bujon (MKTT bujon, BK208HA,
Biokar Diagnostics, France). U 10 mL MKTT je inokulisan 1 mL kulture
dobijene predobaga¢enjem. MKTT je inkubiran na 37°C + 1°C, 24h + 3h

4.2.3. lzolacija Salmonella na selektivnim podlogama: Kulture dobijene selektivnim
obogac¢enjem u RVS bujonu i MKTT bujonu su nakon isteka perioda inkubacije

zasejane ezom na povrsinu dve ¢vrste selektivne podloge za izolaciju Salmonella:

- ksiloza lizin dezoksiholatni agar (XLD, CM0469, Oxoid, Basingstoke, United
Kindom) i
- Salmonella Differential HiVeg. agar (HiMedia, India)
Zasejavanje ¢vrstih podloga za izolaciju Salmonella spp. izvedeno je tehnikom retkog
zasejavanja (u cilju dobijanja pojedinacnih kolonija ) kultura dobijenih u RVS i MKTT
bujonu. Inokulisane plo&e su inkubirane 24h +3h na temperaturi od 37°C, posle ¢ega su
pregledane na prisustvo tipi¢nih kolonija Salmonella i atipi¢nih kolonija koje mogu biti

Salmonella.

Karakteristike rasta Salmonella spp. na selektivnim podlogama: Tipi¢ne
kolonije Salmonella koje rastu na XLD agaru imaju crno srediste (produkcija H,S) i

svetlu prozirnu zonu crvenkaste boje na perifriji (usled fermentacije lizina). Salmonele
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koje su H,S negativne, na XLD agaru formiraju ruzicaste kolonije sa tamnije ruzicastim
sredistem. Salmonele koje su laktoza pozitivne, na XLD agaru formiraju kolonije zute
boje sa crnim centrom ili bez njega. Tipi¢ne kolonije Salmonella na Salmonella
Differential HiVeg. agar su ruzi¢asto-crvene boje sa svetlijom periferijom.

4.2.3.1. Biohemijsko potvrdivanje izolata Salmonella spp.

Biohemijsko potvrdivanje izolata Salmonella izvedeno je prema preporukama standarda
SRPS EN ISO 6579:2008 (deo: biohemijsko potvrdivanje Salmonella spp., strana 17).

U cilju ispitivanja biohemijskih osobina, karakteristi¢na kolonija Salmonella
sp.sa XLD-agara je presejana na povrSinu hranljivog agara (CMO0469, Oxoid,
Basingstoke, United Kindom), a ploc¢e inkubirane 24h + 3h na temperaturi od 37°C.
Kultura Salmonella koja je izrasla na hranljivom agaru je pomocu eze zasejana na
slede¢e podloge:

- TSI agar po Kligleru- kosa povrSina agara je zasejana brazdanjem i ubodom u
dubinu agara. Kliglerov Secer je inkubiran na 37°C +1°C tokom 24h +3 h.
Tipi¢ne kulture Salmonella pokazuju alkalnu (crvenu) kosu povrSinu (ne
fermentuju laktozu) 1 kiselo (Zuta boja) dno sa stvaranjem gasa (razlaganje
glukoze) i u oko 90% slucajeva stvaranje vodonik-sulfida (crna boja agara).

- Urea agar — kosa povrSina urea agara je zasejana brazdanjem. Urea agar je
inkubiran na 37°C +1°C tokom 24h +3 h. Salmonella vrste ne produkuju enzim
ureazu, pa je za negativnu reakciju karakteristicno da urea agar nakon inkubacije
ne menja boju indikatora fenol crvenog u ruzi€asto crvenu, ve¢ ostaje Zute boje.

- tecna podloga za dekarboksilaciju L-lizina je inokulisana neposredno ispod
povrSine i inkubirana na 37°C £1°C tokom 24h +3 h. Pozitivna reakcija
manifestuje se zamucenjem i ljubicastom bojom posle inkubacije (Zuta boja je
karakteristi¢na za negativnu reakciju).

- Produkcija B-galaktozidaze U 0.25 mL slanog rastvora suspendovana je
kolonija izolata Salmonella i ubacen dijagnosticki disk (DD13 ONPG discs,
Oxoid, Basingstoke, England). Epruveta je inkubirana na 37°C +£1°C tokom 24h
+3 h. Salmonella vrste ne produkuju B-galaktozidazu i podloga ostaje bezbojna.
Pozitivna reakcija se manifestuje pojavom zute boje.

- Voges-Proskauer (VP) reakcija. Puna eza kolonije je supendovana u sterilnu

epruvetu sa 3mL VP podloge. Podloga je inkubirana na 37°C +£1°C tokom 24h
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+3h. Posle inkubacije, u podlogu je dodato dve kapi rastvora kreatina, tri kapi

etanolnog rastvora 1-naftola i zatim dve kapi rastvora kalijum hidroksida uz

muckanje posle dodavanja svakog reagensa. Pozitivna reakcija ogleda se
stvaranjem ruzi¢asto crvene boje. Salmonella vrste daju negatvnu VP reakciju.

- produkcija indola. Za ispitivanje produkcije indola, izolat je suspendovan u
epruvetu koja sadrzi 5 mL tripton/triptofan podloge. Epruvete su inkubirane
37°C +1°C tokom 24h +3 h. Posle inkubacije, u podlogu je dodat Kovac reagens
(HiMedia, India). Formiranje prstena ruzicaste crvene boje u roku od 15 minuta
ukazuje na pozitivnu reakciju. Salmonella vrste daju negativnu reakciju, koja se
manifestuje formiranjem prstena Zute boje.

4.2.4. Seroloska tipizacija Salmonella spp.

U laboratoriji Nau¢nog instituta za veterinarstvo ,,Novi Sad“ u Novom Sadu, seroloski
je odredena samo pripadnost vrsti Salmonella (grupni polivalentni serum za Salmonella,
(grupe.A,B,C,D,E) i pripadnost grupi, testom aglutinacije na mikroskopskoj plocici,
upotrebom: grupnog polivalentnog seruma za Salmonella vrste (grupe.A,B,C,D,E) i
grupno specifi¢nih seruma za grupe: O:4 (grupaB); O:7 (grupaCy,); O:8 (grupe C,,Cs,);
0:9 (grupa D); 0:3,10,15,19 (grupe E;,E4) proizvodaca Institut za javno zdravlje Srbije
,»Dr Milan Jovanovi¢ Batut®, Beograd. Pre izvodenja testa aglutinacije, svi izolati su
provereni na samoaglutinaciju na slede¢i nacin:

- jedna kap slanog rastvora je postavljena na Cistu predmetnu ploc¢icu. U toj kapi
je pomocu eze suspendovan deo kolonije koja je ispitivana. Plocica je polako
pomerana tokom 30 do 60 sekundi i posmatrana u odnosu na tamnu pozadinu na
pojavu sitnih aglutinata. Izolati koji su pokazali aglutinaciju u slanom rastvoru
su isklju€eni iz daljih ispitivanja zbog nemoguénosti seroloske tipizacije.

Izolati koji nisu bili samoaglutinirajuéi, ispitani su aglutinacijom sa
polivalentnim serumom na antigene O grupe, a potom 1 na pojedinacne, grupno
specificne aglutiniraju¢e serume, u cilju utvrdivanja grupne pripadnosti. Na predmetnu
ploc¢icu stavljena je kap polivalentnog seruma za somatske O antigene i u toj kapi je
pomocu eze suspendovan deo kolonije. Pozitivna reakcija izraZena je pojavom Sitnog,
uniformnog, pahulji¢astog aglutinata nakon blagog pomeranja plocice i u roku od 15-60
sekundi. Kultura koja je dala pozitivnu aglutinaciju sa polivalentnim serumom za

somatske antigene Salmonella vrsta, dalje je aglutinirana sa grupno specificnim
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serumima. Dalja seroloska identifikacija nije radena, jer laboratorija za ispitivanja hrane
za zivotinje ne poseduje sve serume neophodne za identifikaciju brojnih antigena H
(flagelarnih antigena faze I i ).

Nakon biohemijskog i seroloskog potvrdivanja izolata Salmonella spp., svi
izolati su dostavljeni Nacionalnoj referentnoj laboratoriji za Salmonella, Shigela, Vibrio
Cholerae i Yersinia enterocolitica, Instituta za javno zdravlje Srbije ,,.Dr Milan

Jovanovi¢ Batut“ u Beogradu, na potvrdu i identifikaciju serovarijeteta.

4.3. Ispitivanje sposobnosti formiranja biofilma
Za ispitivanje sposobnosti formiranja biofilma, odabrano je 100 izolata. Kod odabira
izolata za dalja ispitivanja uzeti su u obzir slede¢i kriterijumi:
- ako je isti dan u laboratoiju dostavljeno viSe uzoraka hraniva iz istog objekta i
izolovano dva ili viSe sojeva Salmonella, za dalja ispitivanja sacuvan je:
- jedan izolat (ukoliko su u testu aglutinacije pokazali pripadnost istoj seroloskoj grupi
Salmonella spp.)
- dva izolata (ukoliko su izolati u testu aglutinacije pokazali da pripadaju razlic¢itim
serolo§kim grupama Salmonella spp.).
Na ovaj nacin smo zeleli da izbegnemo mogucénost da se dalja ispitivanja izvode sa dva
ili vise izolata istog soja Salmonella.
Ispitivanje sposobnosti formiranja biofilma izvedeno primenom sledec¢ih metoda

ispitivanja:

- Congo Red agar test;

- Pelikula test;

- Test na mikrotitracionim plo¢éama upotrebom boje kristal-violet;

- Skening elektronska mikroskopija.

4.3.1. Congo Red agar test — princip testa i nacin izvodenja

Congo Red agar test se koristi za indetifikaciju glavnih strukturnih komponenti
matriksa biofilma, curli fimbrija i celuloze. Congo Red agar test se izvodi na ¢vrstom
medijumu (agaru) uz dodatak indikatorskih boja Congo Red i Comassie briliant blue
koje omogucavaju otkrivanje produkcije dve klju¢ne komponete za formiranje biofilma

salmonela. Congo Red boja se vezuje za obe komponente, celulozu i curli fimbrije, dok
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je Comassie briliant blue ograni¢ena samo na apsorpciju od strane proteinskih
komponenti matriksa biofilma (curli fimbrije). Na osnovu apsorpcije indikatorskih boja
od strane strukturnih komponenti matriksa biofilma na Congo Red agaru se formiraju
fenotipski razliCite kolonije. Congo Red agar test je izveden prema metodi koju je
opisao Romling (2005).

Congo Red agar je pripremljen na sledeé¢i nacin: U erlenmajer bocu je odmereno 10g/L
Bacto Tryptone (Becton, Dickinson and Company, Sparks, USA), 5¢/L Bacto Yeast
Extract (Becton, Dickinson and Company, Sparks, USA) i 15¢g agara, i rastvoreno sa
800 mL destilovane vode. Pripremljena podloga je sterilisana autoklaviranjem na 121°C
za 15 minuta. Rastvor indikatorskih boja je odvojeno pripremljen. U 100 mL
destilovane vode rastvoreno 0,004g (40 mg/L) Congo Red boje (MP Biomedicals, LCC,
France) i u drugih 100 mL destilovane vode rastvoreno je 0,002g (20 mg/L) Comassie
briliant blue G 250 (Sigma,Sigma-Aldrich, United Kindom) rastvori boja su
autoklavirani na 121°C za 15 minuta i ohladeni na 55°C, zatim su dodati u osnovnu
podlogu koja je prethodno ohladena na 55°C. Pripremljen Congo Red agar je razliven u
Petri Solju, debljine 5 mm, zatvoren zaStitnim poklopcem 1 ostavljen na sobnoj
temperaturi da se potpuno ohladi. Na pripremljen Congo Red agar pomocu eze je
tehnikom pikiranja inokulisan svaki Salmonella izolat u duplikatu. Plo¢e su postavljene
u inkubator bez okretanja Petri $olje i inkubirane 5 dana na dve temperature 20°C i
37°C.

Interpretacija rezultata izvedena je na osnovu morfotipova kolonija ranije opisanih za S.
Typhimurium (Rémling, 2005; Malcova i saradnici, 2008):

-  RDAR (red, dry and rough); kolonije crvene do ljubi¢aste boje, suve, naborane
povrsine i neravnih ivica (R-forma), karakteristi¢an za sojeve koji produkuju obe
klju¢ne komponente matriks biofilma: curli fimbrije i celulozu,

- PDAR (pink, dry and rough) kolonije roze boje, suve, naborane povrSine,
neravnih ivica, R-forma, karakteristi¢an za sojeve koji produkuju samo celulozu,
ali ne i curli fibrije),

- BDAR (braon,dry and rough) kolonije braon boje, suve, naborane povrsine i
neravnih ivica, karakteristican za sojeve koji produkuju curli fimbrije ali ne i

celulozu),
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- SAW (smoth and white) kolonije bele boje, glatke (S forme) karakteristicne za
sojeve koji ne produkuju ni curli fibrije ni celulozu) i
- SBAM (smoth, brown and mucoid) kolonije braon boje, glatke povrSine,
mukoidne; karakteristi¢an za sojeve koji ne produkuju ni fimbrije ni celulozu a
sadrze kapsularne polisaharide)
U Congo Red agar test kao pozitivna kontrola koris¢ene su referentne kulture S.
Typhimurium ATCC 14028 (RDAR morfotip) i S. Enteritidis ATCC 13076 (BDAR

morfotip). Congo Red agar test je ponovljen tri puta za svaki izolat.

4.3.2. Pelikula test — princip testa i na¢in izvodenja

Princip testa: Biofim koji neke vrste bakterija formiraju na granici dva
agregatna stanja (uobicajeno tecnost- vazduh) u literaturi je poznat pod nazivom
“pelikula.” Ispitivanje sposobnosti da prave pelikulu na granici dva agregatna stanja,
jedan je od nacina ispitivanja produkcije biofilma kod Salmonella vrsta. U ovom
ispitivanju, pelikula test je izveden prema proceduri opisanoj od strane Vestby i sar.
(2009a). Za izvodenje pelikula testa koris¢ene su dve te¢ne podloge (TSB i LB), a test
je izveden za 6 dana na dve temperature inkubacije (20°C i 37°C).

Izvodenje pelikula testa: U plasti¢ne epruvete sa 3,9 ml TSB i LB bujona,
inokulisano je 100 pl 18h inkubirane kulture svakog izolata Salmonella u TSB.
Epruvete su inkubirane 6 dana na temperaturama od 20°C i 37°C. Posle inkubacije
sadrzaj epruveta je uklonjen pipetiranjem, i svaka epruveta isprana tri puta sa 5 mL
sterilnog fizioloskog rastvora. Epruvete su nakon ispiranja osusene postavljanjem u
invertnu poziciju tokom 3-5h na sobnoj temperature. Pelikula (biofilm) formirana na
rubovima granice dva agregatna stanja (te¢nost-vazduh) je fiksirana dodatkom 5 mL
96% etanola, tokom 20 minuta na sobnoj temperaturi. Posle fiksiranja, alkohol je
odstranjen odlivanjem, epruvete osuSene u invertnoj poziciji na sobnoj temperaturi.
Obojavanje pelikule (biofilma) izvedeno je sa 0,3% rastvorom boje Kiristal-violet
(Fluka, Sigma-Aldrich-Belgium, kat.br. 61135) za 10 min na sobnoj temepraturi.
Ispiranje boje izvedeno je sterilnim fizioloskim rastvorom sve dok je bilo vidljivog
otpustanja boje. Epruvete su potom postavljene u invertnu poziciju da se osuSe na

sobnoj temperaturi.
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U pelikula testu kao pozitivne kontrole koris¢ene su referentne kulture S. Typhimurium
ATCC 14028 i S. Enteritidis ATCC 13076, dok su negativne kontrole bile epruvete sa
koriS¢enim te¢nim podlogama TSB i LB bujon. Pelikula test je ponovljen tri puta za
svaki izolat.
Sposobnost stvaranja pelikule (produkcije biofilma na granici dva agregatna
stanja te¢nost/vazduh) procenjena je na osnovu sledecih kriterijuma:
- Jaki biofilm produceri — sojevi koji formiraju ¢vrstu, stabilnu pelikulu deblju
od 1 mm (+++),
- Umereni biofilm produceri — sojevi koji formiraju stabilnu, pelikulu srednje
debljine do Imm (++),
- Slabi biofilm produceri — veoma tanka pelikula, (tanja od 1 mm) (+),

- Sojevi koji ne produkuju biofilm — sojevi koji ne produkuju vidljivu pelikulu.

4.3.3. Test na mikrotitracionim plo¢ama upotrebom boje kristal-violet

Test na mikrotitar plocama je indirektna kvantitativna metoda za ispitivanje
sposobnosti produkcije biofilma kod razlicitih vrsta bakterija, u kojoj se o kolicini
bakterija koje rastu na povrSini udubljenja mikrotitracione plo¢e (formiraju biofilm
vezivanjem za povrsinu plastike), posredno zakljucuje na osnovu koli¢ine boje (kristal
violet) koje bakterije vezuju za sebe. Test se ocitava spektrofotometrijski merenjem

optic¢ke prozrdacnosti.

4.3.3.1. Priprema suspenzija izolata Salmonella spp. za izvodenje testa na
mikrotitracionim plo¢ama

Izolati Salmonella spp. su do pocetka ispitivanja ¢uvani umnozeni u tecnoj
hranljivoj podlozi - tripton soja bujonu (TSB, CM0129, Oxoid, England) sa dodatkom
15% krioprotektora - glicerola na temperaturi od - 20°C. Pre izvodenja testa na
mikrotitracionim plo¢ama, svi izolovani sojevi su umnozeni na krvnom agaru, tehnikom
retkog zasejavanja da bi se dobile pojedinacne kolonije. Plo¢e su inkubirane na
temperaturi od 37°C tokom 24h + 3h. Za umnoZavanje izolata kori$¢en je krvni agar
(kao neselektivna podloga) u cilju isklju¢ivanja potencijalne kontaminacije suspenzija
Salmonella. Jedna karakteristicna kolonija kulture Salmonella (do 1 mm u preéniku)

koja je rasla na krvnom agaru, inokulisana je u 5 mL puferovane peptonske vode
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(Buffered peptone water, CM1049, Oxoid, Basingstoke, United Kindom) i inkubirana
24h + 3h na temperaturi od 37°C. Tako pripremljena suspenzija u puferovanoj
peptonskoj vodi je homogenizovana na vorteksu i 100 uL suspenzije je inokulisano u
3,9 mL sveze pripremljene dve vrste podloga: tripton soja bujon (TSB, CM0129, Oxoid,
England) i Luria Bertani bujon bez soli (LB, Becton, Dickinson and Company, France)
pri ¢emu je dobijeno razredenje od 1:40. Gustina pripremljenih suspenzija odredivana je
standardnom tehnikom brojanja kolonija iz serije desetostrukih razredenja, inokulacijom
XLD agara. Brojanjem izraslih kolonija na XLD agaru, utvrdeno je da su pripremljene
suspenzije (koje su ujedno inokulum za izvodenje testa na mikrotitracionim plo¢ama)
gustine: 1-5 x 108 CFU/mL.
Luria Bertani bujon, bez dodatka soli ima slede¢i sastav:
1. 10g/L Bacto Tryptone (Becton, Dickinson and Company)
2. 5g/L Bacto Yeast Extract (Becton, Dickinson and Company)
3. 1000 mL destilovane vode
Pripremljena podloga je sterilisana autoklaviranjem na 121°C za 15 minuta.
4.3.3.2. 1zvodenje testa na mikrotitracionim plo¢ama sa kristal violet bojom
Test na mikrotitracionim plo¢ama je izveden za svaki izolat Salmonella u dve
podloge (Tripton soja bujon i Luria bertani bujon), na dve temperature inkubacije (od
20°C i 37°C).

Priprema Seme za izvodenje testa

U testu su koriS¢ene polistirenske mikrotitracione ploce sa 96 udubljenja NUNC
(Roskilde, Denmark, Cat.No. 167008), sa ravnim dnom za postavljanje kulture celija.
Ploce su sterilne i imaju poklopac. Pre izvodenja testa prepremljena je Sema kojom je
precizirana pozicija svakog izolata na mikrotitar plo¢i, kao i pozicija negativne i
pozitivne kontrole. Negativne kontrole su bile udubljenja mikrotitracione ploc¢e u koja
su inokulisane samo hranljive podloge (TSB i LB) koriS¢ene za pripremu suspenzije
izolata Salmonella i ispitivanje produkcije biofilma (negativne kontrole - NK).
Pozitivne kontrole su udubljenja u koja su inokulisane suspenzije referentnih kultura: S.
Enteritidis ATCC 13076 i S. Typhimurium ATCC 14028 (PK), a koje su pripremljene
na isti na¢in kao i suspenzije izolata Salmonella. Na jednoj plo¢i je svaki izolat

inokulisan u po 4 udubljenja (Tabela 4.2.), zbog izracunavanja standardne devijacije
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izmerenih ekstinkcija. Tako je na jednoj ploc¢i ukupno ispitano 22 izolata u jednoj vrsti
podloge (TSB ili LB bujon).

Tabela 4.2. Primer Seme za izvodenje testa na mikrotitar plocama:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 PK
B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 PK
C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 PK
D 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 PK

E 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 NK

F 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 NK

Inokulacija suspenzija Salmonella u mikrotitracione ploce

Prema pripremljenoj Semi za izvodenje testa na mikrotitracionim ploama, u
svako udubljenje polistirenske mikrotitracione ploc¢e je inokulisano po 200 pL te¢ne
podloge (TSB ili LB). Pripremljene suspenzije izolata Salmonella su prethodno
homogenizovane na vorteksu 1 inokulisane u odgovaraju¢a udubljenja mikrotitar ploce,
u koli¢ini od 20 pL (prema Semi za izvodenje testa). Inokulacija mikrotitracionih plo¢a
izvedena je u laminarnoj komori, da bi se sprecila mikrobioloska kontaminacija. Nakon
inokulacije, ploce su zatvorene poklopcem i inkubirane tokom 48h + 3h, bez pomeranja.
Na kraju su na svakoj plo¢i inokulisana udubljenja koja su predstavljala: negativnu
kontrolu (4 udubljenja koja su inokulisana sa po 200 pL podloge (TSB ili LB) i
pozitivnu kontrolu (suspenzije referentnih kultura: S. Enteritidis ATCC 13076 i S.
Typhimurium ATCC 14028).

Odstranjivanje sadrzaja iz mikrotitracionih ploca posle isteka perioda
inkubacije
Posle isteka perioda inkubiranja, sadrzaj iz svakog udubljenja mikrotitracione ploce

odstranjena je pipetiranjem, a plo¢e isprane tri puta sa po 250 puL sterilnog fizioloskog

rastvora u svako udubljenje.
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SuSenje ploce
Nakon ispiranja ploce su postavljene u invertnu poziciju i istapkane na papirnu vatu da
bi se odstranio ostatak tecnosti iz bazenci¢a. Zatim su ploCe ostavljene u invertnoj
poziciji radi susenja, na sobnoj temperaturi.

Fiksiranje

Salmonella spp. koje su se ireverzibilno vezale u udubljenjima mikrotitracione
plo¢e (biofilm) fiksirane su dodatkom 250 pl 96% etanola u svako udubljenje
mikrotitracione plo¢e, za 20 minuta na sobnoj temperaturi. Posle isteka tog vremena,
sadrzaj je ispraznjen pipetiranjem, a ploCe ponovo osuSene u invertnoj poziciji na
sobnoj temperaturi.

Obojavanije kristal violet bojom
Posle susenja, u svako udubljenje mikrotitracione ploce je inokulisano 250 pL 0,3%
rastvora Kristal-violeta (Fluka, Sigma-Aldrich-Belgium, kat.br. 61135) u fizioloskom
rastvoru uz dodatak 1% alkohola (radi lakseg rastvranja boje). Bojenje je izvedeno
tokom 20 minuta na sobnoj temperaturi.

Ispiranje boje kristal violet
Nakon 20 minuta, boja je odstranjena iz udubljenja mikrotitar ploce ispiranjem pod
slabim mlazom tekuce vode, sve dok je bilo vidljivog otpustanja boje. Mikrotitar ploce
su opet osuSene u invertnoj poziciji na sobnoj temperaturi.

Rastvaranje vezane boje i o¢itavanje rezultata
Kristal violet boja koja je ostala vezana za bakterije, rastvorena je dodavanjem 250 uL
96% etanola u svako udubljenje mikrotitar plo¢e (Slika 4.1.). Plo¢e su ostavljene na
sobnoj temperaturi 5 minuta. Intenzitet boje je izmeren merenjem opticke prozra¢nosti
spektrofotometrijski na ¢ita¢u: Labsystems Multiscan® MCC/340 i upotrebom filtera

talasne duzine od 595 nm.
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Slika 4.1. Mikrotitracione ploce u fazi rastvaranja vezanog kristal violeta 96% etanolom
(spremne za ocitavanje na spektrofotometru)

Interpretacija rezultata dobijenih u testu na mikrotitracionim plo¢ama
Za svaki ispitani izolat Salmonella, pozitivnu i negativnu kontrolu, izracunata je srednja
vrednost izmerene opticke gustine (O.D.). Grani¢na vrednost (cut-off) za O.D. (O.D.c)
je definisana kao tri standardne devijacije iznad srednje vrednosti O.D. negativne
kontrole.
Na osnovu dobijenih vrednosti opticke prozra¢nosti, izolati Salmonella su procenjeni
kao:
Jaki biofilm produceri OD > (4 x OD)
Umereni biofilm produceri (2 x OD;) <OD < (4 x ODy)
Slabi biofilm produceri OD, < OD< (2 x OD)
Sojevi koji ne produkuju biofim OD < OD,

4.3.4. Skening elektronska mikroskopija

Elektronska mikroskopija je kvalitativna metoda koja je u Sirokoj upotrebi u
ispitivanju  bakterijskih  biofilmova. Medutim, matriks zrelih biofilmova (ili
ekstracelularna polimeri¢na supstanca) je visoko hidrirana struktura koja sadrzi i do
95% vode. Da bi se preparat pripremio za posmatranje skening elektronskim
mikroskopom, on se mora osusiti, jer je voda inkopatibilna sa vakumom neophodnim za
elektronski snop. Dehidratacija preparata oSte¢uje strukturu matriksa koji se ovom

tehnikom znacajno deformiSe i zapaza kao tanka prevlaka preko ¢elija bakterija. Uprkos
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ovom nedostatku, zbog izvanrednih sposobnosti rezolucije, skening elektronska
mikroskopija je i dalje jedna od naj¢esce koriS¢enih tehnika za kvalitativno istrazivanje
biofilmova koje formiraju bakterije.

Za pripremu biofilmova kori$¢eni su kuponi od nerdajuceg Celika, dimenzija
1cm x 1cm x 0,1 cm. Kuponi su pre upotrebe prokuvani u rastvoru deterdzenta tokom
10 minuta i isprani pet puta destilovanom vodom. Do pocetka ispitivanja, kuponi su
¢uvani u 95% etanolu, a neposredno pre upotrebe sterilisani opaljivanjem na plamenu.
Kuponi su zatim postavljeni odvojeno u udubljenja sterilne polistirenske plo¢e Nunc
(Roskilde, Denmark) sa 12 udubljenja.

Za pripremu biofilmova odabrana su dva izolata: S. Montevideo i S. Enterititis i
referentna kultura S. Typhimurium ATCC 14028. lIzolati su odabrani na osnovu
rezultata dobijenih u testu na Congo Red agaru (formirali su kolonije RDAR morfotipa)
I rezultata testa na mikrotitracionim plo¢ama upotrebom boje kristal-violet (na osnovu
izmerenih vrednosti opticke prozra¢nosti procenjeni su kao jaki biofilm produceri). Za
pripremu biofilma na kuponima nerdajuceg cCelika, od odabranih izolata, kao i
referentne kulture S. Typhimurium ATCC 14028, pripremljene su suspenzije u dve
podloge LB i TSB, na isti nacin kao za test na mikrotitracionim plo¢ama sa kristal violet
bojom, inkubacijom na temperaturama od 20°C i 37°C. Suspenzija svakog soja je
inokulisana u koli¢ini od 100 pL na povrSinu kupona od nerdajuceg celika. Adherencija
bakterija na kupone omogucéena je za 3h na temperaturama od 20°C i 37 °C, posle ¢ega
je svaki kupon ispran sa 3 mL sterilnog fizioloskog rastvora, da se otklone nevezane
¢elije bakterija. Kuponi su zatim preliveni sa 2 ml sterilnog tripton soja bujona ili Luria
Bertani bujona i inkubirani 48 h + 3h na temperaturi od 20°C i 37°C. Nakon isteka
perioda inkubacije, kuponi su izvadeni iz bazencica i isprani sterilnim fizioloskim
rastvorom da bi se uklonile nevezane celije bakterija i podloga. Kuponi su zatim
fiksirani potapanjem u 4% rastvor formaldehida preko noéi na temperaturi od 5°C. Posle
fiksacije, kuponi su isprani dva puta sterilnom destilovanom vodom i dehidrirani
potapanjem u vodene rastvore etanola rastu¢ih koncentracija od 30%, 50%, 60%, 70% i
90%, po pet minuta u svakom. Na kraju su kuponi tri puta potopljeni po deset minuta u
koncentrovani etanol (96%) i ostavljeni na vazduhu da se osuSe. OsuSeni preparati
napareni su zlatom na uredaju Sputter Coater SCD 005, BALTEC SCAN (WD=50mm,
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za 90s, struja 30mA) i posmatrani skening elektronskim mikroskopom JMS SEM 6460
LV, (napon ubrzanja 25 KV, na WD od 20 do 8 mm).

Slika 4.2. Kuponi nerdajuceg ¢elika pripremljeni za SEM (prvi i drugi red).
Kuponi od nerdajuéeg celika pre naparavanja zlatom (treci red).

4.4. Ispitivanje izolata na geneticki diverzitet primenom — Pulsed - field gel
electrophoresis (PFGE)

U cilju ispitivanja moguc¢nosti klonalne perzistencije, izolati koji su ponavljano
izolovani tokom dvogodi$njeg perioda, a koji su poreklom iz istih meSaona, ispitani su
na geneticki diverzitet primenom pulsed-field gel electrophoresis (PFGE).

Razvoj molekularnih tehnika istrazivanja pruzio je dokaze da pojedini serotipovi
Salmonella mogu perzistirati mesecima, pa i godinama u industrijskim pogonima i biti
odgovorni za ponavljanu kontaminaciju finalnih proizvoda. U ovom delu eksperimenta
ispitani su izolati sledeca tri serovarijeteta S. Tennessee (n=7/18), S. Montevideo
(n=8/15), S. Infantis (n=4/12) na geneticki diverzitet.

Genotipizacija je izvedena PFGE na izolatima: S. Tennessee (n=7/18), S.
Montevideo (n=8/15), S. Infantis (n=4/12). Kulture bakterija su umnozene do rane
logaritamske faze u Luria-Bertani (LB) bujonu. Po jedan mililitar je odvojen i
centrifugiran 1 minut na 13000 rpm. Celije bakterija su oprane dva puta EET puferom
(EET sadrzi u 100 ml: 3,7 g EDTA, 0,38 g EGTA, 0,12 g Tris; pH se podesava sa
NaOH na 7,8). Nakon centrifugiranja, Celijski pelet je resuspendovan u 50 pL EET

pufera i pomeSan sa 50 ul rastopljene 1% agaroze. SmeSa je stavljena u kalup i
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ostavljena na +4°C da se agar stegne. Rastvor 0,5% SDS i 200 mg proteinaze K u EET
puferu je inkubiran na 50°C tokom 30 min da bi se aktivirala proteinaza K. Pojedinacni
blok¢ié¢i su inkubirani sa po 500 puL ovog rastvora preko noéi na 50°C. Pod dejstvom
SDS (deterdzent) koji razlaze lipide celijske membrane i proteinaze K koja razlaze
proteine, doslo je do lize bakterijskih ¢elija in situ u agaroznom gelu i oslobodena DNK
je ostala u blokéi¢u. Makrorestrikcija genomske DNK je vrSena sa 20U Spel ili Xbal
restrikcionih enzima. Restrikcioni fragmenti DNK su razdvojeni elektroforezom u
pulsnom polju pomoéu 2015 Pulsafor sistema (LKB Instruments, Broma, Sweden)
opremljenim heksagonalnom elektrodom, tokom 18 h u TBE puferu na 9°C, u polju
napona 300V. Gelovi su obojeni etidijum-bromidom i fotografisani pod UV
osvetljenjem, a zatim analizirani vizuelnim poredenjem dobijenih profila. Statisticka
obrada podataka vrSena je koriS¢enjem Wardove metode korelacije koeficijenata
izmedu razli¢itih PFGE profila pomoc¢u SPSS softvera verzija 21.0 (Ward linkage of
correlation coefficients between PFGE patterns of different genotypes by using SPSS
cluster analysis software) (IBM Corp. Released 2012. IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 21.0. Armonk, NY: IBM Corp.). Kao molekularni marker koris¢ena

je Salmonella Braenderup H9812.

4.5. Ispitivanje osetljivosti Salmonella spp. na antibiotike u uslovima in vitro
Osetljivost 100 izolata Salmonella na antibiotike ispitana je disk difuzionom
metodom prema preporukama CLSI standarda za Enterobacteriaceae (Clinical and
Laboratory Standards Institute recommendation (document M100-S22, CLSI, 2012).
Inokulum je pripremljen po metodi direktnog resuspendovanja kolonija koje se ispituju.
Soj bakterija koji se ispituje je sa ksiloza lizin dezoksiholatni agara XLD (CM0469,
Oxoid, Basingstoke, united Kindom) podloge, pomoc¢u eze i tehnikom retkog
zasejavanja presejan na Hranljivi agar (Oxoid) i inkubiran 18h + 3h na temperaturi od
37°C. Nakon inkubacije, uzete su 3-4 kolonije priblizno iste veli¢ine i resuspendovane u
sterilnom 0,9% NaCl, dok se nije dobilo zamucenje inokuluma koje je odgovaralo
optickoj gustini 0.5 McFarlanda (DEN-1, Biosan, Latvia). Sterilni bris je natopljen
ovom suspenzijom, oceden o zidove epruvete i gustim potezima u tri razliCita pravca
zasejan po povrsini Mueller-Hinton agara (Oxoid) rotirajuci Petri Solju sa agarom pod

uglom od 60°. Nakon inokulacije bakterijske suspenzije Petri Solje su ostavljene da se
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osuse 10-15 minuta na sobnoj temperaturi. Posle perioda susenja, sterilnom pincetom
postavljeni su diskovi antibiotika na podlogu. Petri Solje su prevrnute (sa podlogom na
gore) i inkubirane 18 h na 37°C. Ispitana je osetljivost na sledece antibiotike:
Amoxycillin/clavulanic acid (AMC, 20/10 ug), Ampicilin (AMP,10 nug); Cefpodoxime
(CPD,10 pg); Ceftazidime (CAZ, 30 pg); Cefotaxime (CTX, 30 pg); Ciprofloxacin
(CIP, 5 png); Chloramphenicole (CHL, 30 pg); Gentamycin (GM, 10 ug); Nalidixic acid
(NA, 30 pg); Streptomycin (S, 10 pg); Sulphonamide (SSS, 300 ug); Tetracycline
(TET, 30 ng); Trimethoprim (TMP, 5 pg); Trimethoprim +Sulfamethoxazole (SXT,
1.25/23.75 pg) (Bio-Rad, France). Kontrola kvaliteta disk difuzione metode je izvedena
primenom referentnih sojeva Salmonella Enteritidis ATCC 13076 i Salmonella
Typhimurium ATCC 14028. Nakon inkubacije (18h) merene su zone inhibicije rasta
bakterija oko svakog diska i na osnovu kriterijjuma CLSI standarda i proizvodaca
(Tabela 4.3.), izolati su prema zonama inhibicije svrstavani u tri kategorije: rezistentne
(R), intermedijerne (1) i osetljive (S). Izbor antibiotika se bazirao na preporukama CLSI
2012. godine.
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Tabela 4.3. Zone inhibicije rasta bakterija oko antimikrobnog diska prema kriterijuma
CLSI standarda

Zona inhibicije (mm)

an c
Antimikrobni lek Oznaka  Koncentracija £ 2 > =
diska leka u disku 3 £= =
= 2 3 A
IS n O (e}

4
Amoxicillin + AMC  20/10 <13 1417 =18

Clavulanic Acid HE -

Ampicilin AM 10ug <13 14-16 >17
Cefpodoxime CPD 10 pg <13 14-17 >18
Ceftazidime CAZ 30 pg <14 15-17  >18
Cefotaxime CTX 30 ug <14 15-22 >23
Ciprofloxacin CIP Sug <15 16-20 >21
Chloramphenicol C 30 pg <12 13-17 >18
Gentamicin GM 10 pg <13 13-14 >15
Nalidixic acid NA 30 pg <13 14-18 >19
Streptomicin S 10 pg <11 12-14 >15
Sulphonamides SSS 300 pg <12 13-16 >17
Tetracycline TE 30 pg <11 12-14  >15
Trimethoprim TMP Sug <10 11-15 >16
Trimethoprim + SXT 1252375 <10 11415 >16

Sulfamethoxazole

4.6. StatistiCka obrada podataka

Analiza prikupljenih podataka sprovedena je adekvatnim statistickim metodama.
Rezultati su predstavljeni tabelarno 1 graficki. Deskriptivna statistika rezultata
predstavljena je procentima za kategorijalne varijable, dok su metricke varijable
predstavljene srednjom vrednoscéu i standardnom devijacijom.

U zavisnosti od prirode podataka upotrebljene su parametarske i neparametarske
metode. Od parametarskih tehnika sprovedena je Pirsonova korelacija, T test uparenih
uzoraka, dok su od neparametarskih sprovedeni Sprirmanova korelacija, Chi square test
I Chi square test nezavisnosti. Sva testiranja sprovedena su na nivou statisticke
znacajnosti 0.05.

Veza izmedu metrickih promenljivih izrazena je pomocu Pirsonovog

koeficijenta korelacije, dok je Spirmanov koeficijent korelacije upotrebljen za
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ispitivanje veze izmedu kategorijalih promenljivih. Oba koeficijenta primaju vrednosti
od -1 do 1. Pozitivan predznak pokazuje da li je korelacija pozitivna ili negativna.
Odnosno, da li obe promenljive zajedno rastu/opadaju ili je rast obrnuto proporcionalan.
Gruba Klasifikacija ja¢ine korelacije na osnovu apsolutne vrednosti koeficijenta
korelacije je:

- 0d 0 do 0,1 ukazuje da ne postoji korelaciona veza,

- 0d 0,1 do 0,29 ukazuje na postojanje pozitivne korelacione veze male jacine,

- 0d 0,3 do 0,59 ukazuje na postojanje pozitivne korelacione veze srednje jacine,

- 0d 0,6 do 1 ukazuje na jaku pozitivnu vezu izmedu dve slucajne varijable.

Pored jacine veze izmedu dve slucajne varijable, neophodno je utvrditi i
statisticku znacajnost te veze. Da bi veza izmedu dve slucajne varijable bila statisticki
znacajna ona mora biti na nivou znacajnosti manjoj od 0.05.

T test uparenih uzoraka upotrebljen je za jednu grupu podataka koji su
prikupljani pod razli¢itim uslovima. Rezultat testa govori da li postoji statisticki
znacCajna razlika u srednjim vrednostima rezultata dobijenih pod razli¢itim uslovima.
Veli¢ina uticaja u ovom testu izracunata je preko eta vrednosti. Ukoliko je eta vrednost
veca od 0.1, jacina uticaja je velika.

Chi square test upotrebljen je da se ispita da li postoji statisticki zna¢ajna razlika
u frekvenciji kategorija jedne promenljive dok je Chi square testom nezavisnosti
istrazena veza izmedu dve kategorijalne promenljive.

Radi dobijanja relevantnih rezultata neparametarskim statistickim metodama

odabrano je da minimalni obim uzorka serovarijeteta bude n=7.
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5. REZULTATI
5.1. Izolacija i identifikacija izolata Salmonella

Svi izolati Salmonella, korisé¢eni u ovom ispitivanju, formirali su na selektivnim
podlogama za izolaciju kolonije karakteristicne za Salmonella spp. Na XLD agaru:
okrugle kolonije ruzicaste boje sa crnim centrom (Slika 5.1. A) i kolonije crveno-

ruzicaste boje sa svetlijom periferijom, na Salmonella diferencijalnom agaru (Slika 5.1.

B).

Slika 5.1. Karakteristican izgled kolonija referentnog soja S. Typhimurium ATCC
14028 na XLD agaru (A) i Salmonela diferencijalnom agaru posle 24h
inkubacije na 37°C (B).

Ispitivanjem biohemijskih osobina izolata, potvrdene su osobine specifi¢ne za
rod Salmonella. Svi izolati su razlozili saharozu i glukozu do kiseline, odnosno kiseline
i gasa (glukoza), nisu fermentisali laktozu, produkovali su H,S, nisu hidrolizovali ureu,
ni produkovali indol, dali su negativne reakcije Voges Proskauer i 3-galaktozidaze i bili
su pozitivni u reakciji dekarboksilacije lizina. Oc¢itavanje biohemijskih testova izvedeno
je na osnovu preporuka standarda SRPS EN 1SO 6579:2008.

Potvrda i seroloska tipizacija izolata Salmonella je izvedena u Nacionalnoj
referentnoj laboratoriji za Salmonella, Shigela, Vibrio Cholerae i Yersinia
enterocolitica, Instituta za javno zdravlje Srbije ,,Dr Milan Jovanovi¢ Batut“ u
Beogradu. Rezultati seroloske tipizacije izolata Salmonella koji su koris¢eni u
istrazivanju, prikazani su u Tabeli 5.1.

Poreklo (vrsta hrane za zivotinje) serovarijeteta Salmonella koris¢enih u

ispitivanju prikazani su u Tabeli 5.2.
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Tabela 5.1. Rezultati seroloske tipizacije ispitivanih sojeva Salmonella izolovanih iz hrane za zivotinje

Red. Serovarijetet Salmonella Antigenska grada Red. Serovarijetet Salmonella Antigenska grada
br. broj

1. Salmonella Tennessee (6,7: z29:-) 27.  Salmonella Enteritidis (9,22:gm:-)

2. Salmonella Senftenberg (1,3,19:g,5,t: -) 28. Salmonella Tennessee (6,7: z29:-)

3. Salmonella Thompson (6,7:k:15) 29. Salmonella Tennessee (6,7: z29:-)

4. Salmonella Agona (412:f9s:-) 30. Salmonella Stanleyville (4,5,12: 24,223 -)

5. Salmonella Tennessee (6,7: 229:-) 31. Salmonella Agona (412 :f4gs:-)

6. Salmonella Jerusalem (6,7: 210 : Llw) 32.  Salmonella Tennessee (6,7: z29:-)

7. Salmonella Agona (4,12:fgs:-) 33. Salmonella enterica sub. enterica* (1,319:i:-)

8. Salmonella Enteritidis (9,12:g,m:-) 34. Salmonella Tennessee (6,7: z29:-)

9. Salmonella Tennessee (6,7: 229:-) 35. Salmonella Tennessee (6,7: z29:-)

10.  Salmonella Tennessee (6,7: z29:-) 36. Salmonella enterica sub. enterica*  (1,3,19:i:-)

11.  Salmonella Montevideo (6,7 :g,m,s: -) 37. Salmonella Mbandaka (6,7 : 210 : €,n,215)
12.  Salmonella Senftenberg (1,3,19:g5,t: -) 38. Salmonella Agona (412:f9;s:-)
13.  Salmonella Senftenberg (1,319:gs,t: -) 39. Salmonella enterica sub. enterica* (1,3,19:i:-)

14. Salmonella Mbandaka (6,7 : 210 : €,n,215) 40. Salmonella Mbandaka (6,7 : 210 : €,n,215)
15.  Salmonella Senftenberg (1,3,19:g5s,t: -) 41. Salmonella Stanleyville (4,5,12: 24,223: -)
16.  Salmonella Agona (4,12 :f9,5s:-) 42. Salmonella Amsterdam (3,15:gm,s:-)
17.  Salmonella Senftenberg (1,3,19:gs,t: -) 43. Salmonella Montevideo (6,7 :g,m,s: -)

18.  Salmonella Tennessee (6,7: z29:-) 44,  Salmonella Enteritidis (9,22:gm:-)
19.  Salmonella Tennessee (6,7: z29:-) 45.  Salmonella enterica sub. enterica* (1,319:i:-)

20.  Salmonella Agona (412:f9;s:-) 46.  Salmonella Agona (412:f9s:-)
21.  Salmonella Stanleyville (4,5,12: 24,223: -) 47. Salmonella Colindale (6,7:r:1,7)

22.  Salmonella Stanleyville (4,5,12: 24,223 -) 48. Salmonella Montevideo (6,7 :g,m,s: -)

23.  Salmonella Tennessee (6,7:229:-) 49. Salmonella Montevideo (6,7 :g,m,s: -)

24.  Salmonella Tennessee (6,7:229:-) 50. Salmonella Montevideo (6,7 :g,m,s: -)

25.  Salmonella Stanleyville (4,5,12: 24,223: -) 51. Salmonella Montevideo (6,7 :9,m,s: -)

26.  Salmonella Tennessee (6,7:229:-) 52. Salmonella Senftenberg (1,3,19:g,5s,t: -)
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Red. Serovarijetet Salmonella Antigenska grada Redni  Serovarijetet Salmonella Antigenska grada
broj broj
53. Salmonella Infantis (6,7:r:15) 77. Salmonella Infantis (6,7:r:15)
54.  Salmonella Agona (4,12:fgs:-) 78. Salmonella Enteritidis (9,22:g,m:-)
55. Salmonella Montevideo (6,7 :g,m,s: -) 79. Salmonella Infantis (6,7:r:15)
56.  Salmonella Montevideo (6,7 : g,m,s: -) 80. Salmonella Jerusalem (6,7 : 210: lw)
57.  Salmonella Montevideo (6,7 :g,m,s: -) 81. Salmonella Enteritidis (9,12:g,m:-)
58.  Salmonella Montevideo (6,7 : g,m,s: -) 82. Salmonella Tennessee (6,7: 229:-)
59.  Salmonella Montevideo (6,7 :g,m,s: -) 83. Salmonella Agona (4,12:1f,9,:-)
60.  Salmonella Montevideo (6,7 : g,m,s: -) 84. Salmonella Typhimurium (4512:i:1,2)
61.  Salmonella Infantis 6,7:r:15) 85. Salmonella Enteritidis (9,12:gm:-)
62.  Salmonella Infantis 6,7:r:15) 86. Salmonella Senftenberg (1,3,19:g,5st: -)
63. Salmonella Mbandaka (6,7 : z10: €,n,215) 87. Salmonella Infantis (6,7:r:15)
64.  Salmonella Mbandaka (6,7 :210:€,n,215) 88. Salmonella Infantis (6,7:r:15)
65.  Salmonella Montevideo (6,7 :g,m,s: -) 89. Salmonella Infantis (6,7:r:15)
66.  Salmonella Infantis 6,7:r:15) 90. Salmonella Dahra 17:b:15)
67. Salmonella Infantis (6,7:r:15) 1. Salmonella Infantis (6,7:r:15)
68.  Salmonella Stanleyville (4,5,12: 24,223 -) 92. Salmonella Infantis (6,7:r:15)
69.  Salmonella Typhimurium (4512:1:1,2) 93. Salmonella Montevideo (6,7 :g,m,s: -)
70.  Salmonella Enteritidis (9,12:g,m:-) 94, Salmonella Mbandaka (6,7 : 210 : €,n,215)
71.  Salmonella Enteritidis (9,12:gm:-) 95. Salmonella Enteritidis (9,12:g,m:-)
72.  Salmonella Typhimurium (4512:i:-) 96. Salmonella Livingstone (6,7 :d:1Lw)
monofazni
73.  Salmonella Enteritidis (9,12:g,m:-) 97. Salmonella Tennessee (6,7: 2p9:-)
74.  Salmonella Typhimurium (4512:i:1,2) 98. Salmonella Tennessee (6,7: 229:-)
75.  Salmonella Enteritidis (9,22:gm:-) 99. Salmonella Montevideo (6,7 :g,m,s: -)
76.  Salmonella Enteritidis (9,12:g,m:-) 100.  Salmonella Tennessee (6,7: 229:-)

* U Nacionalnoj referentnoj laboratoriji ,,Dr Milan Jovanovi¢ Batut®, ¢etiri izolata nisu indetifikovana do serovarijeteta. Utvrdena je
pripadnost grupi Salmonella i podgrupi enterica. Kod ovih izolata utvrdeni su somatski (O) antigeni: 1, 3 i 19 i flagelarni antigen (i) faze 1.
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Tabeli 5.2. Poreklo serovarijeteta Salmonella kori$¢enih u ispitivanju

Vrsta hrane Serovarijetet

. Tennessee (8)

. Agona (3)

. Montevideo (10)
. Enteritidis (11)

. Stanleyville (4)

. Infantis (3)

. Typhimurium (3)
. Mbandaka (4)

. Senftenberg (3)

. Amsterdam (1)

. Colindale (1)

. enterica subspecies enterica (2)

Gotove smese za zivinu (n=53)

. Tennessee (5)

. Agona (3)

. Montevideo (4)

. Enteritidis (1)

. Infantis (7)

. Typhimurium (1)
. Mbandaka (3)

. Senftenberg (2)

. Jerusalem (2)

. Daha (1)

. Livingstone (1)

. enterica subspecies enterica (2)

Gotove smese za svinje (n=32)

. Tennessee (4)

. Agona (2)

. Montevideo (1)
. Senftenberg (1)

Gotove smese za goveda (n=8)

. Tennessee (1)

Sojina saéma (n=2) . Stanleyville (1)

Sojina pogaca (n=2) . Infantis (2)

Kukuruz (n=1) . Stanleyville (1)

Kukuruzni gluten (n=1) . Senftenberg (1)

DO OOuuninonnmouunumoumonmnmonmnononmononmonmonononomomnommoummoomonunonomom

Pile¢e mesno kostano brasno (n=1) . Thompson (1)

Indetifikovano je 16 razli¢itih serovarijeteta Salmonella: S. Tennessee (n=18), S.
Montevideo (n=15), S. Enteritidis (n=12), S. Infantis (n=12), S. Agona (n=9), S.
Senftenberg (n=7), S. Stanleyville (n=6), S. Mbandaka (n=6), S. Typhimurium (n=3), S.
Jerusalem (n=2), S. Typhimurium monofazni (n=1), S. Thompson (n=1), S. Amsterdam
(n=1), S. Colindale (n=1), S. Dahra (n=1), S. Livingstone (n=1). Kod ¢etiri izolata nije
bilo moguce utvrditi serovarijetet. Kod njih su identifikovani somatski antigeni: 1, 3, 19

I flagelarni antigeni faze 1.
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Salmonella Enteritidis

1

Salmonella Livingstone

Salmonella Infantis

1
Salmonella Dihra N
Salmonella Agona

Saimonella Colindale
Salmenella Senftenberg

Salmonella Amsterdam
Salmonella Mbandaka

Saimonella Thompson
Salmonelia Stanleyville

Salmonelia Jerusalem
Salmonella enterica subspecies enterica

Saimonella Typhimurium

Grafikon 5.1. Rezultati seroloske tipizacije sojeva Salmonella izolovanih iz hrane za
Zivotinje

Prema dobijenim rezultatima seroloSke tipizacije izolata, iz hrane za Zivotinje na

naSem epizootioloSkom podrucju, tokom 2 godine ispitivanja (period 2012-2014.

godina), najfrekventnije su ustanovljavani serovarijeteti: Tennessee (18%) i Montevideo

(15%). Dva serovarijeteta od posebnog znacaja za javno zdravlje: S. Enteritidis i S.

Infantis, ¢inili su po 12% izolovanih sojeva.
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5.2. Congo red agar test

glavne komponente matriksa biofilma salmonela: curli fimbrija i celuloze.

Salmonella spp. formirali su kolonije slede¢ih morfotipova:

Congo red agar test je primenjen u cilju otkrivanja produkcije jedne ili obe

Kultivacijom na Congo red agaru, tokom 5 dana na temperaturi od 20°C, izolati

RDAR (red, dry and rough) - 73 izolata,
BDAR (brown, dry and rough) - 16 izolata,
PDAR (pink, dry and rough) - 9 izolata,
SAW (smooth and white) - 1 izolat,

SBAM (smooth, brown and mucoid) - 1 izolat.

Morfotipovi kolonija na Congo red agaru u odnosu na serovarijetet Salmonella,

prikazani su na Grafikonu 5.2.
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Salmoneila entevica subspecies Salmonelia Ententidis

enterica (12.3%)
Salmonella Colindake
Salmoneila Thompson (6,25%)

Salmonella Senftenberg (25%)

Saimonella Tennessee (19.2%)

Salmonella Mbandaka (37,5%)

Salmonella Stanleyville (6,25%)

Salmonelia Ententidis (12,5%)
Salmonella Agona (12,3%)

Salmonella Infantss (33,3%)

SBAM |
1%

SA\\';T
1% |

Salmonella Stanleyville (11,1%)
~ 4

Salmonella Ententadss (11,1%6)
Salmonella Termessee (44,4%6)

Salmonelia enterica subspecies
enterica (2,7%)

Salmonella Livingsione (1,4%)

Salmoneila Dabim (1,4%)

Saimonella Montevideo (20,5%)

Salmorella Amsterdam (1.4%)

Salmonella Jerusalem (2.7%)

Salmonella Senftenberg (4,1%)

Salmonella Typhimurium
monofazni (1,4%)

Salmonella Tybpmurium (4,1%) Salmonella Enteritidis (11,0%)

Salmoneila Infantis (12,3%) /[ \__ Salmoneila Stankyville (3,5%)

Grafikon 5.2. Prikaz morfotipova kolonija na Congo red agaru u odnosu na serovarijetete Salmonella spp. koriséenih u ispitivanju

(5 dana inkubacije na temperaturi od 20°C)
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Kolonije RDAR morfotipa na Congo red agaru, inkubacijom na temperaturi od
20°C formirali su svi izolati S. Montevideo (15), S. Agona (9), S. Typhimurium (3), S.
Typhimurium monofazni serotip (1), S. Jerusalem (2), S. Amsterdam (1), S. Dahra (1) i
S. Livingstone (1) i veéina izolata serovarijeteta: Tennessee (14/18), Infantis (9/12),
Enteritidis (8/12), Stanleyville (4/6) i Senftenberg (3/7), izolata S. enterica subspecies
enterica (2/4) i referentna kultura S. Typhimurium ATCC 14028.

Kolonije BDAR morfotipa na Congo red agaru, formirali su svi izolati
serovarijeteta: Mbandaka (6) i Thompson (1), 4/7 izolata Senftenberg, 2/12 izolata
Enteritidis, 1/6 izolata Stanleyville, 2/4 izolata S. enterica subspecies enterica i
referentna kultura S. Enteritidis ATCC 13076.

Kolonije PDAR morfotipa na Congo red agaru, formirali su 4/18 izolata
Tennessee, 3/12 izolata S. Infantis, 1/12 izolata S. Enteritidis i 1/6 izolata S. Stanleyville.
SAW morfotip kolonije formirao je samo jedan izolat S. Enteritidis (n=12). Jedan izolat
S. Colindale (n=1) formirao je kolonije SBAM morfotipa.

Morfotipovi kolonija koje su izolati Salmonella formirali na Congo red agaru

nakon inkubacije od 5 dana na temperaturi od 20°C, prikazani su na Slici 5.2. i
Grafikonu 5.3.

-e

S. Montewdeo S. Enteritidis

V

S. Tennessee

RDAR . . S. Typhimurium
morfotip S. Stanleyville S. Infantis S. Typhlmurlum monofazni
S Senftenberg S. Jerusalem S. Amsterdam S. Dahra
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S. enterica S. Typhimurium
subspecies enterica ATCC 14028

S. Livingstone

PDAR
morfotip
S. Tennsee S. Stanleyville
BDAR S. Stanleyville S. Enteritidis S. Mbandaka S. Senftenberg
morfotip
S enterica S. Enteritidis ATCC
S. Thompson subspecies enterica 13076
SAW
morfotip
S. Enteritidis
SBAM
morfotip

S.Colindale
Slika 5.2. Morfotipovi kolonija izolata Salmonella spp. i referntnih kultura koris¢enih u
ispitivanju na Congo red agaru (5 dana inkubacije na temperaturi od 20°C)
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S. Tennessee

S. Agona

S. Montevideo
S. Enteritidis

S. Infantis

S. Senftenberg
S. Mbandaka

S. Stanleyville
S. Typhimurium monofazni
S. Typhimurium
S. Jerusalem
S.Thompson

S. Amsterdam
S.Colindale

S. Dahra

S. Livingston

S. enteric subspecies enterica

®RDAR mPDAR mBDAR

W SAW

SBAM

77,8%

66,7%

42,9%

57,1%

75,0%

66,70%

50,00%
50,00%

100,0%

100,0%

100,00%

100,0%

100,0%

100,00%

100,00%

100,00%

100,00%
100,00%

100,00%

Grafikon 5.3. Morfotipovi kolonija (RDAR, PDAR, BDAR, SAW i SBAM) u odnosu na ispitivane serovarijetete Salmonella

enterica. na Congo red aragu (inkubacija 5 dana na temperaturi od 20°C)
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Kultivacijom na Congo red agaru tokom 5 dana na temperaturi od 37°C, svi

izolati Salmonella i koriséene referentne kulture su formirali kolonije SAW morfotipa,
(Slika 5.3.).

Slika 5.3. SAW morfotip kolonije Salmonella spp. na Congo red agaru
(inkubacija 5 dana na 37°C).

U ovom istrazivanju je 98% izolata Salmonella spp. iz hrane za Zzivotinje
ekspresioniralo jednu ili obe komponente kljucne za formiranje matriksa biofilma
salmonela, kultivacijom na Congo red agaru tokom 5 dana na temperaturi od 20°C.
Inkubacijom na 37°C svi izolati su formirali kolonije SAW morfotipa, svojstvene

sojevima koji ne produkuju ni curli fimbrije ni celulozu.
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5.3. Pelikula test

Fenomen formiranja biofima na granici dva agregatna stanja (te¢nost-vazduh) u
literaturi je poznat pod nazivom pelikula. Svi izolati su ispitani na sposobnost
formiranja pelikule kultivacijom u Luria Bertani i Tripton soja bujonu tokom 6 dana na
temperaturama od 20°C i 37°C.

Procena rezultata sposobnosti produkcije pelikule za svaki izolat izvrSena je

prema kriterijumu prikazanom na Slici 5.4.

Slika 5.4.Tipovi pelikula koje su formirali izolati Salmonella spp. koris¢eni u
ispitivanju: +++ - Cvrsta, stabilna pelikula deblja od Imm (jak biofilm
producer); ++ - stabilna pelikula debljine do 1mm (umeren biofilm
producer); + - veoma tanka pelikula, tanja od 1mm (slab biofilm producer); -
- bez vidljive pelikule (nije biofilm producer).

Rezultati pelikula testa prikazani su u Tabelama 5.3. 1 5.4.
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Tabela 5.3. Rezultati pelikula testa (inkubacija 6 dana na temperaturama od 20°C i 37°C u Luria Bertani bujonu),

Pelikula LB 20°C Pelikula LB 37°C
Serovarijetet
(%) (%) + (%) - (%) +++ (%) ++ (%) + (%) - (%)
S. Tennessee (n=18) 9(50,0) 9(50,0) - - - 6(33,3) 8(44,4) 4(22,2)
S. Agona (n=9) 4(44,4) 5(55,6) - - - - 3(33,3) 6(66,7)
S. Montevideo (n=15) 12(80,0) 2(13,3) 1(6,7) - - - 9(60,0) 6(40)
S. Enteritidis (n=12) 6(50,0) 3(25,0) 3(25,0) - 12(100) - - -
S. Infantis (n=12) 3(25,0) 6(50,0) 2(16,67) 1(8,33) - 1(8,3) 8(66,7) 3(25,0)
S. Senftenberg (n=7) 1(14,3) 5(71,4) 1(14,3) - - 1(14,3) 2(28,6) 4(57,1)
S. Typhimurium (n=3) 1(33,3) - 1(33,3) 1(33,3) - - 3(100,0) -
fn;{)g;‘;mu(ggg 1(100,0) : : : : : 1(100,0) :
S. Mbandaka (n=6) 3(50,0) 3(50,0) - - - 2(33,3) 4(66,7) -
S. Stanleyville (n=6) 4(66,7) - 1(16,7) 1(16,7) - - 3(50,0) 3(50,0)
S. Jerusalem (n=2) 1(50,0) - 1(50,0) - - 1(50,0) 1(50,0) -
S. Thompson (n=1) - - 1(100,0) - - - - 1(100,0)
S. Amsterdam (n=1) - 1(100,0) - - - - 1(100,0) -
S. Colindale (n=1) - 1(100,0) - - - - - 1(100,0)
S. Dahra (n=1) - - 1(100,0) - - - 1(100,0) -
S. Livingstone (n=1) - 1(100,0) - - - - 1(100,0) -
Snfe?fig‘éf‘] jz;”pe"ies 1250)  1(250)  1(250)  1(250) : : 2(500)  2(50,0)
S. Typhimurium +++ - - - +++ - - -
ATCC 14028
S. Enteritidis - - 4+ - - - + -
ATCC 13076
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Tabela 5.4. Rezultati pelikula testa ( inkubacija 6 dana na temperaturama od 20°C i 37°C u Tripton soja bujonu).

Serovarijetet Pelikula TSB 20°C Pelikula TSB 37°C
(%) (%) + (%) - (%) +++ (%) ++ (%) + (%) - (%)

S. Tennessee (n=18) 1(5,6) 2(11,2) 13(72,2) 2(11,2) - 3(16,7) 15(83,3) -

S. Agona (n=9) - 2(22,2) 5(55,6) 2(22,2) - 1(11,1) 4(44,4) 4(44,4)
S. Montevideo (n=15) - 3(20,0) 2(13,3) 10(66,7) - - 4(26,7) 11(73,3)
S. Enteritidis (n=12) - 1(8,3) 7(58,3) 4(66,7) - 5(41,7) 6(50,0) 1(8,3)
S. Infantis (n=12) - 2(16,7) 5(41,7) 5(41,7) - 6(50) 3(25,0) 3(25,0)
S. Senftenberg (n=7) - 1(14,3) 4(57,1) 2(28,6) - 1(14,3) 4(57,1) 2(28,6)
S. Typhimurium (n=3) - 2(66,7) - 1(33,3) 1(33,3) - 2(66,7) -
rsnrgg;‘r']:“(‘;rz'g)m 1(100,0) 1(100,0)

S. Mbandaka (n=6) - 1(16,7) 5(83,3) - - - 6(100,0) -

S. Stanleyville (n=6) - - 5(83,3) 1(16,7) 1(16,7) - 4(66,7) 1(16,7)
S. Jerusalem (n=2) - 1(50,0) 1(50,0) - - 1(50,0) . 1(50,0)
S. Thompson (n=1) - - - 1(100,0) - - - 1(100,0)
S. Amsterdam (n=1) - - - 1(100,0) - - - 1(100,0)
S. Colindale (n=1) - - 1(100,0) - - - - 1(100,0)
S. Dahra (n=1) - - 1(100,0) - - - 1(100,0) -

S. Livingstone (n=1) - - 1(100,0) - - - 1(100,0) -
Snfe?fig‘éf‘] jz)bSpeCies 1250)  1250)  1250)  1(250) . . 3(750)  1(250)
e I
5 cneriuds I W
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Posle 6 dana inkubacije na temperaturi od 20°C u Luria Bertani bujonu, ¢vrstu,
stabilnu pelikulu deblju od 1mm (+++) formiralo je 46% izolata Salmonella spp;
stabilnu pelikulu debljine do Imm (++) formiralo je 37%, tanku pelikulu debljine ispod
1mm (+) 13% izolata, dok 4% izolata nije formiralo vidljivu pelikulu. Inkubacijom na
temperaturi od 37°C, 12% izolata je formiralo ¢vrstu, stabilnu pelikulu (+++), 11%
stabilnu pelikulu (++), 47% izolata veoma tanku pelikulu a 30% izolata nije formiralo
pelikulu (-) (Rezultati su prikazani u Tabeli 5.3).

Posle 6 dana inkubacije na temperaturi od 20°C u Tripton soja bujonu, 3%
izolata Salmonella spp. je formiralo ¢vrstu, stabilnu pelikulu (+++), 16% izolata
formiralo je stabilnu pelikulu (++), 51% izolata formiralo je tanku pelikulu (+) i 30%
izolata je bilo bez vidljive pelikule. Promenom temperature inkubiranja na 37°C u
Tripton soja bujonu, 3% izolata je formiralo ¢vrstu, stabilnu pelikulu (+++), 17% izolata
formiralo je stabilnu pelikulu (++), 53% izolata formiralo je tanku pelikulu (+) i 27%
izolata je bilo bez vidljive pelikule (Rezultati su prikazani u Tabeli 5.4.).

Za statisticku obradu dobijenih rezultata nisu razmatrani podaci dobijeni za
serovarijetete: Stanleyville (n=6), Typhimurium (n=3), Typhimurium monofazni serotip
(n=1), Jerusalem (n=2), Amsterdam (n=1), Colindale (n=1), Dahra (n=1), Livingstone
(n=1), Mbandaka (n=6), Thompson(n=1) i enterica subspecies enterica (1,3,19 : i : -)
(n=1), zato Sto je njihov broj bio manji od 7.

Kultivacija u LB bujonu i inkubacija na 20°C statisti¢ki je znacajno (p<0,01)
uticala na formiraje ¢vrstih stabilnih (+++) 1 (++) pelikula, u poredenju sa viSom
temperaturom inkubacije od 37°C (Grafikoni 5.8.15.9).

Kultivacija u TSB bujonu na temperaturi od 20°C 1 37°C nije statisti¢ki znacajno
(p<0,01) uticala na formiranje ¢vrstih(+++) i stabilnih (++) pelikula. Vecina izolata je
pod ovim uslovima formirala slabu, tanku pelikule (+) ili nije bilo vidljive pelikule
(Grafikoni 5.8 i 5.10).

Temperatura inkubacije od 20°C 1 37°C nije statisticki znacajno uticala na
sposobnost formiranja pelikule u LB podlozi (p>0,01), dok je statisticki znacajan uticaj
imala na sposobnost formiranja pelikule u TSB podlozi (p<0,01) (Grafikoni 5.9. i
5.10.).

Na temperaturi inkubacije od 20°C nije ustanovljena statistiCki znacajna

korelacija (p>0,01) izmedu formiranih tipova pelikula (+++; ++; +) i vrste podloge, kao
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1 jacine pelikule

1 serotipa

(Grafikoni 5.4; 5.6. i 5.11). Inkubacijom na 37°C

ustanovljena je statisticki znacajna korelacija (p<0,01) izmedu formiranih pelikula i

vrste podloge, kao 1 statisticki znacajna veza izmedu jaCine pelikule 1 serotipa

(Grafikoni 5.5; 5.7 i1 5.12).
LB 20°C
H+++ H++ H+ H-
80%
56%
[ 0,
50%0% 44%
S. Tennessee S.Agona  S. Montevideo S. Enteritidis S. Infantis ~ S. Senftenberg

Grafikon 5.4. Rezultati pelikula testa (Luria Bertani bujon, inkubacija na temperaturi
od 20°C tokom 6 dana). Legenda: zelena boja: ¢vrsta debela pelikula (+++);
crvena boja: tanka pelikula (++); plava boja: vrlo tanka pelikula (+);
ljubicasta boja: odsustvo pelikule (-).

LB 37°C

H+++ H++ B+ H-

100,0%

66,7%
44,4%
33,3% 33,3
,2%
S. Tennessee S. Agona

S. Montevideo S. Enteritidis

S. Infantis  S. Senftenberg

Grafikon 5.5. Rezultati pelikula testa (Luria Bertani bujon, inkubacija na temperaturi
od 37°C tokom 6 dana). Legenda: zelena boja: ¢vrsta debela pelikula (+++);
crvena boja: tanka pelikula (++); plava boja: vrlo tanka pelikula (+);
ljubicasta boja: odsustvo pelikule (-).
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72,2%

S. Tennessee

TSB 20°C

H+++ H++ B+ -

66,7%

S. Agona S. Montevideo S. Enteritidis S. Senftenberg

Grafikon 5.6. Rezultati pelikula testa (Tripton soja bujon, inkubacija na temperaturi od
20°C tokom 6 dana). Legenda: zelena boja: ¢vrsta debela pelikula (+++);
crvena boja: tanka pelikula (++); plava boja: vrlo tanka pelikula (+);
ljubicasta boja: odsustvo pelikule (-).

83,3%

16,7

44 A8A%

11,1

S. Tennessee

TSB 37°C

H+++ H++ H+ H-

73,3%

57,1%

26,7

S. Agona

S. Montevideo S. Enteritidis S. Infantis  S. Senftenberg

Grafikon 5.7. Rezultati pelikula testa (Tripton soja bujon, inkubacija na temperaturi od
37°C tokom 6 dana). Legenda: zelena boja: Cvrsta debela pelikula (+++);
crvena boja: tanka pelikula (++); plava boja: vrlo tanka pelikula (+);
ljubicasta boja: odsustvo pelikule (-).
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LB 20°C TSB 20°C
48% \ 49%
41% 245
10% 15%
. 1% 1% .
LB 37°C TSB 37°C

49%
41%

32% 29%

B = B
+ - ++ -

+++ ++

Grafikon 5.8. Rezultata pelikula testa za serovarijetete S. Tennessee, S. Montevideo, S.
Enteritidis, S. Infantis, S. Agona i S. Senftenberg.

mLB20°C mLB37°C

48%

+++ ++ +

Grafikon 5.9. Sposobnost formiranja pelikula u Luria Bertani bujonu tokom 6 dana.

Crvena boja: inkubacija na temperaturi od 20°C; plava boja: inkubacija na
temperaturi od 37°C.
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B TSB 20°C mTSB37°C

49% 49%

1%

+++ ++ + -

Grafikon 5.10. Sposobnost formiranja pelikula u Tripton soja bujonu tokom 6 dana..
Plava boja: inkubacija izolata na temperaturi od 20°C; zelena boja:
inkubacija izolata na temperaturi od 37°.

W LB 20°C mTSB20°C

48% 49%
41%
34%

15%
10%

1% 1%

+++ ++ + -

Grafikon 5.11. Uticaj podloge na formiranje pelikula serovarijeteta S. Tennessee, S.
Montevideo, S. Enteritidis, S. Infantis, S. Agona i S. Senftenberg. Crvena
boja: inkubacija na temperaturi od 20°C u Luria Bertani bujonu; plava boja:
inkubacija na temperaturi od 20°C u Tripton soja bujonu.
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ELB37°C mTSB37°C

49%

16%

+++ ++ + -

Grafikon 5.12. Uticaj podloge na formiranje pelikula serovarijeteta S. Tennessee, S.
Montevideo, S. Enteritidis, S Infantis, S.Agona i Senftenberg. Plava boja:
inkubacija na temperaturi od 37°C u Luria Bertani bujonu; zelena boja:
inkubacija na temperaturi od 37°C u Tripton soja bujonu.

5.4. Test na mikrotitracionim plo¢ama upotrebom kristal-violet boje

Rezultati dobijeni primenom testa na mikrotitracionim plocama upotrebom

kristal-violet boje prikazani su u Tabelama 5.5.; 5.6.; 5.7. i 5.8.
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Tabela 5.5. Rezultati testa na mikrotitracionim plo¢ama upotrebom kristal-violet boje (inkubacija 48h u
Luria Bertani bujonu, na temperaturi od 20°C )

Formiranje biofilma

Salmonella serovarijetet Jak Umeren Slab
Br. (%) OD+STD Br. (%) OD+STD Br. (%) OD+STD
S.Tennessee(n=18) 8 (44,4) 0,688+0,067 10 (55,6) 0,452+0,081 - -
S.Agona (n=9) 5 (55.6) 0,941+0,274 4 (44,4) 0,468+0,094 - -
S.Montevideo (n=15) 12 (80,0) 1,202+0,510 2 (13,3) 0,480+0,106 1(6,7) 0,238+0,096
S.Enteritidis (n=12) 8 (66,7) 1,158+0,503 1(8,3) 0,335+0,088 3(25,0) 0,282+0,014
S.Senftenberg (n=7) - - 6 (85,7) 0,406+0,086 1(14,3) 0,201£0,022
S.Infantis (n=12) 3(25,0) 0,775+0,063 7 (58,3) 0,471£0,111 2 (16,7) 0,258+0,058
S.Typhimurium (n=3) - - 2(66,7) 0,458+0,045 1(33,3) 0,279+0,018
S.Typhimurium monfazni (n=1) - - 1 (100,0) 0,406+0,125 - -
S.Mbandaka (n=6) 5 (83,3) 0,980+0,454 1(16,7) 0,619+0,138 - -
S.Stanleyville (n=6) 4 (66,6) 0,774+0,115 1(16,7) 0,579+0,133 1(16,7) 0,180+0,043
S.Jerusalem (n=2) 1 (50,0) 1,252+0,212 1 (50,0) 0,321+0,045 - -
S.Thompson (n=1) - - - - 1 (100,0) 0,273+0,039
S.Amsterdam (n=1) - - 1 (100,0) 0,342+0,043 - =
S.Colindale (n=1) 1 (100,0) 0,840+0,169 - - - -
S.Dahra (n=1) 1(100,0)  0,699+0,146 - - - -
S.Livingstone (n=1) 1(100,0) 1,814+0,135 - - - -
S. enteric subspecies enterica (n=4) 1 (25,0) 1,465+0,225 1(25,0) 0,334+0,029 2 (50,0) 0,265+0,013
S.Typhimurium ATCC 14028 - - - 0,439+0,059 - -
S.Enteritidis ATCC 13076 - - - - - 0,283+0,057
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Tabela 5.6. Rezultati testa na mikrotitracionim plo¢ama upotrebom kristal-violet boje (inkubacija 48h u Luria Bertani bujonu na

temperaturi od 37°C )

Formiranje biofilma

Salmonella serovarijetet Jak Umeren Slab Nisu biofilm produceri
Br. (%) OD4+STD Br. (%) OD+STD Br. (%) OD+STD Br. (%) OD+STD
S.Tennessee(n=18) - - 7 (38,9) 0,470+0,108 10 (55,6) 0,279+0,044 1(5,5) 0,151+0,017
S.Agona (n=9) - - - - 6 (66,7) 0,266+0,039 3(33,3) 0,157+0,011
S.Montevideo (n=15) - - - - 8 (53,3) 0,207+0,022 7 (46,7) 0,162+0,008
S.Enteritidis (n=12) 12 (100,0)  1,338+0,724 - - - - - -
S.Senftenberg (n=7) - - 2 (28,6) 0,385+0,031 3 (42,8) 0,213£0,026 2 (28,6) 0,149+0,024
S.Infantis (n=12) - - - - 8 (66,7) 0,194+0,028 4(33,3) 0,140+0,006
S.Typhimurium (n=3) - - - 2 (66,7) 0,191+0,005 1(33,3,0) 0,162+0,011
S.Typhimurium monfazni (n=1) - - - - 1 (100,0) 0,186+0,043 - -
S.Mbandaka (n=6) - 2 (33,3) 0,402+0,018 4 (66,7) 0,240+0,067 - -
S.Stanleyville (n=6) - - - - 5(83,3) 0,271+0,034 1(16,7) 0,158+0,004
S.Jerusalem (n=2) - - 1 (50,0) 0,515+0,092 1 (50,0) 0,331+0,058 - -
S.Thompson (n=1) - - - - 1 (100,0) 0,264+0,043 - -
S.Amsterdam (n=1) - - - 1 (100,0) 0,155+0,009
S.Colindale (n=1) - - - - 1 (100,0) 0,243+0,012 - -
S.Dahra (n=1) - - 1 (100,0) 0,356+0,054 - -
S.Livingstone (n=1) - - - - 1 (100,0) 0,212+0,060 - -
f’r'lfz;eric subspecies enterica . 1(250)  0.390+0,084 3(750)  0,206+0,028 : :
S.Typhimurium ATCC 14028 - - - 0,455+0,097 - - - -

S.Enteritidis ATCC 13076 -

1,171+0,289
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Tabela 5.7. Rezultati testa na mikrotitracionim plo¢ama upotrebom kristal-violet boje (inkubacija 48h u Tripton soja bujonu na temperaturi

od 20°C)
Formiranje biofilma
Salmonella serovarijetet Umeren Slab Nisu biofilm produceri
Br. (%) OD+STD Br. (%) OD+STD Br. (%) OD=£STD

S.Tennessee(n=18) - - 14 (77,8) 0,230+0,016 4(22,2) 0,193£0,019
S.Agona (n=9) - - 5 (55,6) 0,235+0,017 4 (44,4) 0,174+0,022
S.Montevideo (n=15) - - 1(6,73) 0,240+0,030 14 (93,3) 0,156+0,013
S.Enteritidis (n=12) - - 6 (50,0) 0,234+0,020 6 (50,0) 0,186+0,018
S.Senftenberg (n=7) 1(14,3) 0,424+0,104  6(85,7) 0,281+0,017 - -

S.Infantis (n=12) 1(8,3) 0,436+0,099 1(8,3) 0,210+0,053 10 (83,4) 0,173£0,016
S.Typhimurium (n=3) - - - - 3 (66,7) 0,163£0,017
S.Typhimurium monfazni (n=1) 1(100,0) 0,745+0,149 - - - -

S.Mbandaka (n=6) - - 1(16,7) 0,260+0,035 5 (83,3) 0,169+0,022
S.Stanleyville (n=6) - - 4 (66,7) 0,225+0,011 2 (33,3) 0,174+0,032
S.Jerusalem (n=2) - - 1 (50,0) 0,231+0,023 1 (50,0) 0,183+0,021
S.Thompson (n=1) - - - - 1 (100,0) 0,195+0,026
S.Amsterdam (n=1) - - 1 (100,0) 0,223+0,037 - -

S.Colindale (n=1) - - - - 1(100,0) 0,163+0,012
S.Dahra (n=1) - - - - 1 (100,0) 0,198+0,011
S.Livingstone (n=1) - - - - 1 (100,0) 0,202+0,008
S. enteric subspecies enterica (n=4) - - 2 (50,0) 0,292+0,090 2 (50,0) 0,174+0,035
S.Typhimurium ATCC 14028 - - - 0,242+0,056 - -

S.Enteritidis ATCC 13076 - - - - - 0,151+0,022
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Tabela 5.8. Rezultati testa na mikrotitracionim plo¢ama upotrebom kristal-violet boje (inkubacija 48h u Tripton soja bujonu na

temperaturi od 37°C )

Formiranje biofilma

Salmonella serovarijetet Jak Umeren Slab Nisu biofilm produceri
Br. (%) OD+STD Br. (%) OD+STD Br. (%) OD+STD Br. (%) OD+STD

S.Tennessee(n=18) - - 3 (16,7) 0,475+0,046 15 (83,3) 0,340+0,057 > >
S.Agona (n=9) - - 1(11,1)  0,543+0,154 6(66,7)  0,271+0,033 2(22,2)  0,192+0,016
S.Montevideo (n=15) = = - - 3 (20,0) 0,271+0,037 12 (80,0) 0,197+0,016
S.Enteritidis (n=12) 2(16,7)  1,139+0,330 1(8,3) 0,795+0,102 9(750)  0,327+0,074 - -
S.Senftenberg (n=7) = = - - 5 (71,4) 0,253£0,017 2 (28,6) 0,170+£0,012
S.Infantis (n=12) - - - - 7 (58,3) 0,242+0,037 5(41,7) 0,175+0,020
S.Typhimurium (n=3) = - - - - - 3(100,0) 0,194+0,016
S.Typhimurium monfazni (n=1) - - - - - - 1 (100,0) 0,206+0,038
S.Mbandaka (n=6) = = - - 6 (100,0) 0,287+0,039 - -
S.Stanleyville (n=6) - - - - 5(83,3) 0,262+0,030 1(16,7) 0,205+0,064
S.Jerusalem (n=2) = = - - 2 (100,0) 0,363£0,076 - -
S.Thompson (n=1) - - - - 1 (100,0) 0,254+0,057 - -
S.Amsterdam (n=1) - = - - - - 1 (100,0) 0,165+0,016
S.Colindale (n=1) - - - - 1(100,0)  0,310+0,038 - -
S.Dahra (n=1) - . - - - - 1(100,0)  0,219+0,021
S.Livingstone (n=1) - - - - - - 1 (100,0) 0,212+0,020
?n fz;erlc subspecies enterica i ) i i 4(100,0)  0,251£0,026 _ _
S.Typhimurium ATCC 14028 - - - 0,459+0,100 - - - -
S.Enteritidis ATCC 13076 - 0,928+0,175 - - - - - -
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Testom na mikrotitracionim plo¢ama potvrdena je sposobnost razli¢itih
serovarijeteta Salmonella izolovanih iz hrane za zivotinje, da na povrsini polistirena
formiraju biofilm. Sposobnost formiranja biofilma varira izmedu i1 unutar serovarijeteta,
a na formiranje biofilma uti¢e temperatura inkubacije i sastav hranljive podloge.

Prema izmerenim vrednostima opticke prozracnosti i primenjenih kalkulacija,
najpovoljniji uticaj na formiranje biofilma imala je kultivacija izolata Salmonella u LB
bujonu na temperaturi od 20°C. Pod ovim uslovima, svi izolati su formirali biofilm, pri
¢emu je 50 izolata procenjeno jakim, 38 izolata umerenim i 12 izolata slabim biofilm
producerima. Kultivacija u hranljivo bogatoj podlozi (TSB) na temperaturi od 37°C
nepovoljno je uticala na produkciju biofilma.

Zbog malog broja izolata (manje od 7) serovarijeteta: Stanleyville (n=6),
Mbandaka (n=6), Typhimurium (n=3), Typhimurium monofazni (n=1), Livingston
(n=1), Jerusalem (n=1), Colindale (n=1), Amsterdam (n=1), Thompson (n=1), Dahra
(n=1) i S. enterica subspecies enterica (n=4), (manji od 7), za statisticku obradu
dobijenih rezultata nisu razmatrani podaci za ove serovarijetete, iako su pojedini bili
jaki biofilm produceri: S. Livingston (ODsgs =1,814 (£0,135) ), S. Jerusalem (ODsgs=
1,252 (+0,212)) i jedan izolat S. enterica subspecies enterica (ODsgs = 1,465 (+0,225).

Najpovoljniji uticaj na formiranje biofilma imala je kultivacija izolata u LB
podlozi na temperaturi od 20°C. Pod ovim uslovima 80% izolata (12/15) S. Montevideo
(12/15), 66,7% izolata S. Enteritidis (8/12), 55,6% izolata S. Agona (5/9), 44,4%
izolata S. Tennessee (8/18) i 25% izolata S. Infantis (3/12) procenjeni su jakim biofilm
producerima. Vrednosti dobijenih ekstinkcija (ODsgs) kretale su se u rasponu od 0,688
do 1,202. Pod istim uslovima kultivacije, 85,7% izolata S. Senftenberg (6/7), 55,6%
izolata S. Tennessee (10/18) i 58,3% izolata S. Infantis (7/12), procenjeni su kao umerni
biofilm produceri. Izmerene vredosti opticke gustine (ODsgs) kretala se u rasponu od
0,335 do 0,480. Svega 7 izolata su bili slabi biofilm produceri (rezultati prikazani na
Grafikonu 5.13.). Porast temperature inkubacije na 37°C u istoj podlozi, imao je
nepovoljan uticaj na formiranje biofilma, sa izuzetkom dvanaest izolata serovarijeteta S.
Enteritidis koji su i pod ovim uslovima procenjeni jakim biofilm producerima (ODsgs=
1,338 (£0,724). Pod ovim uslovima 38,9% izolata S. Tennessee (7/18) i 28,6 % izolata
S. Senftenberg (2/7) su procenjeni kao umereni biofilm produceri, dok je 55,6% izolata
S. Tennessee (10/18), 66,7% S. Agona (6/9), 53,3% S. Montevideo (8/15), 66,7% S.
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Infantis (8/12) i 42,9% S. Senftenberg (3/7) procenjeno slabim biofim producerima, a
17 izolata nije formiralo merljiv biofilm. Na osnovu dobijenih rezultata testa na
mikrotitracionim plo¢ama, utvrdeno je da temperatura inkubacije od 20°C ima
statisticki znacajan uticaj na produkciju biofilma (p<0,01) u odnosu na viSu temperaturu
inkubacije od 37°C (rezultati prikazani na Grafikonu 5.13.). Kultivacijom izolata u LB
podlozi na temperaturi od 20°C, uocava se statisticki znacajno (p<0,01) vise jakih i
umerenih biofilm producera u odnosu na inkubaciju na 37°C. Rezultati su prikazani na
Grfikonu 5.17.

Nepovoljan uticaj na formiranje biofilma imala je kultivacija izolata u TSB
podlozi na obe temperature (20°C i 37°C). Pod ovim uslovima najveéi broj izolata nije
formirao merljiv biofilm, dok je 33 izolata na 20°C i 45 izolata na 37°C procenjeno
slabim biofilm producerima Vrednosti izmerenih ekstinkcija (ODsgs) kretale su se u
rasponu od 0,210 do 0,340 (Grafikon 5.14.). Kultivacija izolata u hranljivo bogatoj
podlozi (TSB) na obe temperature inkubacije, statisticki je znacajno uticala na
smanjenje produkcije biofilma (p<0,01). (Grafikon 5.18).

Utvrdeno je statisticki zna¢ajno (p<0,01) smanjenje srednje vrednosti izmerenih
ekstinkcija kultivacijom izolata u TSB podlozi u odnosu na LB (Grafikoni 5.15, 5.16,
5.19.15.20).

Kultivacijom izolata u LB 1 TSB 1 inkubacijom na temperaturama od 20°C 1
37°C uocena je statisticki znaCajna veza izmedu kategorija biofim producera (jak,
umeren, slab) i vrste serovarijeteta (p<0,01). Prikazi dati na Grafikonima 5.21., 5.22,
5.23.15.24.

Referentni soj S. Enteritidis ATCC 13076 procenjen je jakim biofilm
producerom inkubacijom na 37°C u obe podloge, dok je referentni soj S. Typhimurium
ATCC 14028 procenjen umerenim biofilm producerom inkubacijom na temperaturi od
20°C u obe podloge. (Tabele 5.5., 5.6., 5.7.15.8.).
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Grafikon 5.13. Utvrdene srednje vrednosti (ODsgs) i standardne devijacije u testu na mikrotitracionim plo¢ama, inkubacija u Luria
bertani bujonu na temperaturama od 20°C 1 37°C, tokom 48h).
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Grafikon 5.14. Utvrdene srednje vrednosti (ODsgs) i standardne devijacije u testu na mikrotitracionim plocama, inkubacija u Tripton
soja bujonu na temperaturama od 20°C i 37°C, tokom 48h).
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Grafikon 5.15. Utvrdene srednje vrednosti (ODsgs) i standardne devijacije u testu na mikrotitracionim plo¢ama, inkubacija u Luria
bertani i Tripton soja bujonu na temperaturi od 20°C, tokom 48h).
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Grafikon 5.16. Utvrdene srednje vrednosti (ODsgs) i standardne devijacije u testu na mikrotitracionim plo¢ama, inkubacija u

Luria bertani i Tripton soja bujonu na temperaturi od 37°C, tokom 48h).
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Grafikon 5.17. Uticaj temperature na sposobnost produkcije biofilma (inkubacija u

Luria Bertani bujonu na temperaturi od 20°C(crvena boja) i 37°C (plava
boja), tokom 48h.
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Grafikon 5.18. Uticaj temperature na sposobnost produkcije biofilma (inkubacija u

Tripton soja bujonu na temperaturi od 20°C (plava boja) 1 37°C (zelena
boja), tokom 48h).
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Grafikon 5.19. Uticaj podloge na produkciju biofilma (inkubacija u Luria Bertani
bujonu (crvena boja) i Tripton soja bujonu (plava boja) na temperaturi od
20°C, tokom 48h).
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Grafikon 5.20. Uticaj podloge na sposobnost produkcije biofilma (inkubacija u Luria
Bertani bujonu (plava boja) i Tripton soja bujonu (zelena boja) na
temperaturi od 37°C, tokom 48h.
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Grafikon 5.21. Sposobnost formiranja biofilma u odnosu na serovarijetete (inkubacija u
Luria Bertani bujonu na temperaturi od 20°C, tokom 48h).
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Grafikon 5.22. Sposobnost formiranja biofilma u odnosu na serovarijetete (inkubacija u
Luria Bertani bujonu na temperaturi od 37°C, tokom 48h).
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Grafikon 5.23. Sposobnost formiranja biofilma u odnosu na serovarijetete (inkubacija u
Tripton soja bujonu na temperaturi od 20°C, tokom 48h).
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Grafikon 5.24. Sposobnost formiranja biofilma u odnosu na serovarijetete (inkubacija u
Tripton soja bujonu na temperaturi od 37°C, tokom 48h).
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Uporedni prikaz rezultata testova koriS¢enih u proceni formiranja biofilma

Rezultati testova korisc¢enih u ispitivanju formiranja biofilma: Congo red, test na

mikrotitracionim plo¢ama sa kristal violet bojom i pelikula test prikazani su u Tabelama
5.9.;5.10.,;5.11i5.12.

Tabela 5.9. Uporedni
sposobnosti formiranja biofilma: Congo red, kristal violet i pelikula test, (Luria Bertani

bujon, inkubacija na temperaturi od 20°C).

prikaz rezultata testova koriS¢enih u ispitivanju

Congo

Kristal violet test LB (20°C)

Pelikula LB (20°C)

Izolat red (n) Jak Umeren  Slab Nije 4 ++ +
producer

S. Tennessee (14)RDAR 6 8 - - 7 7 )
(n=18) (4) PDAR 2 2 - - 2 2
S. Agona
(n=9) (9) RDAR 4 - - 4 5 -
S. Montevideo
(n=15) (15)RDAR 12 2 1 - 12 2 1

(8) RDAR 6 1 1 - 4 3 1
S. Enteritidis (1) PDAR 1 - - 1 -
(n=12) (2) BDAR 1 - 1 - 1 - 1

(1) SAW - - 1 - - - 1
S. Infantis (9) RDAR 3 4 2 - 3 4 2 -
(n=12) (3) PDAR - 3 - - - 2 ] 1
S. Senftenberg  (3) RDAR - 2 1 - 1 1 1
(n=7) (4) BDAR - 4 - - - 4 -
S.Typhimurium
ATCC 14028 RDAR * A
S. Enteritidis
ATCC17036  °PAR * ¥

Tabela 5.10. Uporedni prikaz rezultata testova koris¢enih u ispitivanju sposobnosti
formiranja biofilma: Congo red, kristal violet i pelikula test, (Luria Bertani

bujon, inkubacija na temperaturi od 37°C).

Kristal violet test LB (37°C)

Pelikula LB (37°C)

Izolat rCec(Jjn(gno) Jak  Umeren  Slab Nije +++ ++ +
producer

?r.]leg;ltevideo (15) SAW ) ) 8 7 ; - 9 6
?r.]:Elnzt;aritidis (12) SAW 12 ) . - 12 - - -
e e e e
?n =S;a)nftenberg (7) SAW ) 2 3 2 . 1 2 4
e saw :

o sw +
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Tabela 5.11. Uporedni prikaz rezultata testova kori$¢enih u ispitivanju sposobnosti
formiranja biofilma: Congo red, kristal violet i pelikula test, (Tripton soja

bujon, inkubacija na temperaturi od 20°C).

Congo Kristal violet test TSB (20°C) Pelikula TSB(20°C)
Izolat Jak  Umeren  Slab Nije + ++ + -
red (n) producer
S. Tennessee (14)RDAR = 1 11 2 = = 11 3
(n=18) (4) PDAR 1 1 2 - - - 2
S. Agona
(n=9) (9) RDAR - 5 4 - - 2 5 2
S. Montevideo
(n=15) (15)RDAR - - 1 14 - 3 2 10
(8) RDAR - - 3 5 - 1 4 3
S. Enteritidis (1) PDAR - - 1 - - - 1 -
(n=12) (2) BDAR - - 1 1 - 1 1 -
(1) SAW - - 1 - - - 1 -
S. Infantis (9) RDAR - 1 - 8 - 1 4 4
(n=12) (3) PDAR - - 1 2 - 1 1 1
S. Senftenberg  (3) RDAR - 1 2 - - 1 1 1
(n=7) (4) BDAR - - 4 - - - 3 1
S.Typhimurium
ATCC 14028 RDAR * *
S. Enteritidis
ATCC 17036  °PAR ] *

Tabela 5.12. Uporedni prikaz rezultata testova koris¢enih u ispitivanju sposobnosti
formiranja biofilma: Congo red, kristal violet i pelikula test, (Tripton soja

bujon, inkubacija na temperaturi od 37°C).

Kristal violet test TSB (37°C)

Pelikula TSB (37°C)

Izolat S;?jn(%(; Jak  Umeren  Slab Nije +++ ++ + -
producer

?ﬁ:ng)nessee (18) SAW - 3 15 - - 3 15 -
(Sﬁ g%ona (9) SAW - 1 6 2 - 1 4 4
?ﬁllﬂlosr;tevideo (15) SAW } _ 3 12 R - 4 11
?ﬁinzt()aritidis a2saw 219 : - 6t
(Sﬁie;r;ftenberg (7) SAW ) _ 5 2 . 1 4 2
e saw : ’
omede o

Uporednim prikazom rezultata testova koriS¢enih u ispitivanju sposobnosti

formiranja biofilma (test na mikrotitracionim plo¢ama sa kristal violet bojom 1 pelikula

testa) dobijena je statisticki znacajna korelacija (p<0,01) izmedu definisanih tipova
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pelikule (+++;++;+) i srednjih vrednosti ekstinkcija medu svim ispitivanim izolatima u
obe testirane podloge (LB i TSB) i na obe temperature (20°C i 37°C). Kod izolata koji
su formirali ¢vrstu, stabilnu pelikulu deblju od Imm (+++), u Kristal violet testu
izmerene su Vise vrednosti ekstinkcija u odnosu na izolate koji su formiranli stabilnu
pelikulu debljine od 1mm (++), vrlo tanku pelikulu ili bili bez vidljive pelikule (-).

Poredenjem rezultata Congo red agar testa, testa na mikrotitracionim plo¢ama i
pelikula testa, inkubacijom u LB podlozi na 20°C, ustanovljena je pozitivna korelacija.

Za formiranje biofilma Salmonella vrsta optimalnom se pokazala temperatura
inkubacije od 20°C, na kojoj je RDAR morfotip kolonija ustanovljen kod 79,5% (58/73)
izolata Salmonella, PDAR kod 11% (8/73), BDAR kod 8% (6/73) i SAW kod 1,4%
(1/73). Za jake biofilm producere procenjeno je 49% (36/73) izolata, od kojih je 89%
(32/36) ispoljilo RDAR morfotip kolonija. Stabilnu pelikulu je formiralo 48% (35/73)
izolata, a 88,6% tih izolata (31/35) je formiralo kolonije RDAR morfotipa.

Od osam izolata Samonella enterica (S. Tennessee (4/18), S. Infantis (3/12), S.
Enteritidis (1/12)) koji su formirali PDAR morfotip kolonija na Congo red agaru, tri
(37,5%) su formirala ¢vrstu pelikulu i procenjena jakim biofilm producerima u testu na
mikrotitracionim plo¢ama, dok su Cetiri formirala tanku pelikulu.

Od sest izolata Samonella (S. Enteritidis (2/12) i S. Senftenberg (4/7)) koji su
formirali BDAR morfotip kolonija na Congo red agaru, Cetiri (66,7%) je formiralo
stabilnu pelikulu (++) i procenjeno umerenim biofilm producerima.

Uporednom analizom rezultata Congo red testa, kristal violet testa i pelikula
testa dobijenih na temperaturi od 20°C, ustanovljena je pozitivna korelacija izmedu
morfotipa kolonija na Congo red agaru i sposobnosti produkcije biofilma u kristal violet
testu i pelikula testu. RDAR morfotip je povezan sa jakom produkcijom biofilma i
formiranjem cvrste, debele pelikule, dok se PDAR i BDAR morfotipovi dovode u vezu
sa umerenom produkcijom biofilma i formiranjem tanke pelikule. SAW morfotip je u
korelaciji sa slabom produkcijom biofilma i odsustvom pelikule.

Uporednom analizom rezultata primenjenih testova na temperaturi inkubacije od
37°C u obe podloge, ustanovljena je samo statisticki znacajna korelacija izmedu kristal
violet testa 1 pelikula testa ali ne i izmedu morfotipa kolonija na Congo red agaru.
Inkubacijom na temperaturi od 37°C svi izolati su formirali kolonije SAW morfotipa.

Samo je na dvanaest izolata S. Enteritidis, LB podloga i temperatura inkubacije od 37°C
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povoljno uticala na sposobnost formiranja biofilma. Svi izolati su procenjeni jakim

biofilm producerom i svi su formirali stabilne, ¢vrste pelikule.

5.5. Skening elektronska mikroskopija (SEM)

Primenom skening elektronske mikroskopije (SEM) potvrdena je sposobnost
formiranja biofilma na povrsini nerdajuceg Celika, odabranih izolata S. Enteritidis, S.
Montevideo i referentne kulture S. Typhimurium ATCC 14028 inkubacijom u Luria
Bertani i Tripton soja bujonu, na temperaturama od 20°C i 37°C, tokom 48h.

Na mikrografijama manjeg uveli¢anja, uocljiva je kolonizacija povrsine kupona
¢elijama bakterija, dok je na ve¢im uveli¢anjima uocljiva trodimenzionalna struktura
zrelog biofilma. Rezultati skening elektronske mikroskopije prikazani su na Slikama
5.5;5.6;5.7.15.8 (uveli¢anja 5.000 1 10.000).
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S. Enteritidis S. Montevideo

S. Typhimurium ATCC
14028

Slika 5.5. SEM mikrografije: lzolati S. Montevideo, S. Enteritidis i referentna kultura S.
Typhimurium ATCC 14028 na povrsini nerdajuceg ¢elika (inkubacija u Luria
Bertani bujonu na temperaturi od 20°C, tokom 48h). Uvelicanje 5.000
(A.C.E.)i10.000 (B.D.F).
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S. Enteritidis S. Montevideo

S. Typhimurium ATCC
14028

Slika 5.6. SEM mikrografije: lzolati S. Montevideo, S. Enteritidis i referentna kultura S.
Typhimurium ATCC 14028 na povrsini nerdajuceg ¢elika (inkubacija u Luria
Bertani bujonu na temperaturi od 37°C, tokom 48h). Uvelicanje 5.000
(A.C.E.)i10.000 (B.D.F).
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Slika 5.7. SEM mikrografije: 1zolati S. Montevideo, S. Enteritidis i referentna kultura S.
Typhimurium ATCC 14028 na povrsini nerdajuceg celika (inkubacija u
Tripton soja bujon na temperaturi od 20°C, tokom 48h). Uveli¢anje 5.000
(A.C.E.)i10.000 (B.D.F.).
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Slika 5.8. SEM mikrografije: lzolati S. Montevideo, S. Enteritidis i referentna kultura S.
Typhimurium ATCC 14028 na povrsini nerdajuceg celika (inkubacija u
Tripton soja bujonu na temperaturi od 37°C, tokom 48h). Uveli¢anje 5.000
(A.C.E.)i10.000 (B.D.F).
Na osnovu pregleda skening elektronskom mikroskopijom, uocen je povoljan
uticaj kultivacije u podlozi sa niskim sadrzajem hranljivih materija (LB) i nizoj
temperaturi (20°C) na sposobnost formiranja biofilma. Pod ovim uslovima, odabrani

izolat su velikoj meri kolonizirali povrSinu nerdaju¢eg cCelika i1 formirali biofilm.
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Kultivacija u podlozi sa visokim sadrzajem hranljivih materija (TSB) na obe
temperature (20°C i 37°C) je nepovoljno uticala na sposobnost formiranja biofilma. Pod
ovim uslovima odabrani izolati su formirali samo manje celijske aglomerate na povrsini
nerdajuceg Celika. I skening elektronskom mikroskopijom i testom na mikrotitracionim
plo¢ama je dokazano da viSa temperatura inkubacije nema nepovoljan uticaj na
formiranje biofilma kod izolata serovarijeteta Enteritidis (Slika 5.6 C i D).
Na SEM mikrografijama (Slika 5.5. A i B) prikazani su biofilmovi serovarijeteta
S. Montevideo i S. Enteritidis i referentnog soja S. Typhimurium ATCC 14028,
formirani kultivacijom u LB podlozi na 20°C za 48h inkubacije. Odabrani izolat
serovarijeteta S. Montevideo je potpuno kolonizirao povrSinu nerdajuceg celika i
formirao trodimenzionalne aglomerate celija svojstvene biofilmu i prekrivene
sasuSenom masom koja odgovara matriksu biofilma. Slian nalaz, ali sa neSto redim 1
manjim celijskim agregatima, zapazen je kod izolata S. Enteritidis i referentnog soja S.
Typhimurium ATCC 14028 (Slika 5.5. C, D, E i F). Izolat S. Enteritidis je inkubacijom
na temperaturi od 37°C kolonizirao povrSinu nerdajuceg celika 1 formirao krupne
¢elijske agregate svojstvene biofilmu, koji se mestimic¢no izdizu sa povrSine kupona
(Slika 5.6). Kako je matriks biofilma visoko hidrirana, mekana struktura, dehidratacija
preparata u pripremi za SEM dovodi do njegovog oSteCenja, pa on u vidu sasusSene
prevlake prekriva celije S. Enteritids (Slika 5.6.). lzolat S. Montevideo je samo
mestimi¢no kolonizirao povrsinu nerdajuceg Celika inkubacijom na 37°C .
Na Slikama 5.7. i 5.8. prikazani su biofilmovi izolata S. Montevideo, S.
Enteritidis i referentnog soja S. Typhimurium ATCC 14028, posle 48 h inkubacije u TSB
bujonu na temperaturama od 20°C i 37°C. Uo¢ljiva su podrucja koja nisu pokrivena

bakterijama, dok se istovremeno zapaZzaju i formirani manji ¢elijski agregati.
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Slika 5.9. SEM mikrografije- formirana pelikula izolata S. Montevideo na povrSini
nerdajuceg Celika. (Luria Bertani bujon, inkubacija na temperaturi od 20°C
nakon 48h). Uveli¢anje 1.500 (A), 5.000 (B) i 10.000 (C).
Na SEM mikrografijama (Slika 5.9.) uocava se formiranje biofilma na granici

dva agregatna stanja (pelikula).

5.6. Elektroforeza u pulsiraju¢em polju (PFGE)

Retrospektivnom analizom porekla uzoraka hrane (po proizvodnim objektima) i
izolovanih serovarijeteta, u tri objekta je uo¢ena ponavljana izolacija S. Tenessee (7/18)
u objektu A, S. Montevideo (8/15) u objektu B i S. Infantis (4/12) u objektu C, u odnosu
na ukupan broj izolovanih Salmonella (Tabela 5.13). Polaze¢i od pretpostavke da
ponavljana izolacija 1 veca ucestalost ovih u odnosu na druge ustanovljavane

serovarijetete Salmonella, moze biti posledica njihove perzistencije u fabriCkom
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okruzenju za proizvodnju hrane, ispitan je njihov geneticki diverzitet primenom

ekeltoforeze u pulsiraju¢em polju.

Table 5.13. Vrsta 1 broj uzoraka hrane za Zivotinje iz proizvodnih objekata A, B i C 1
izolovani serovarijeteti Salmonella

Tip i broj hrane Fabrika hrane A Fabrika hrane B Fabrika hrane C
Boj izolata i Boj izolata i Boj izolata i
(n) serovarijeteta (n) serovarijeteta (n) serovarijeteta
Gotova smesa 16 | S. Tenneessee (3) - |- 23 | S. Jerusalem (1)
za goveda S. Agona (1)
Gotova smesa 19 | S. Tenneessee (1) 17 | S. Montevideo (1) 18 | S. Infantis (1)
za svinje S. Senftenberg (1) S. Dahra (1)
S. Enteritidis (1) S.Typhimurium(1)
S. Agona (1)
S. Typhimurium (1)
Gotova smesa 24 | S. Tenneessee (2) 94 | S. Montevideo (7) 25 | S. Infantis (2)
za Zivinu S. Senftenberg (1) S. Senftenberg (1) S. Senftenberg (1)
S. enterica subsp. S. Agona (1)
enterica (1,3,19:i:-) S. Infantis (1)
1)
S. Mbandaka (1)
- sojina sa¢ma 5 | S. Tenneessee (1) - |- 6 | S. Infantis (1)
-suncokretova 3 |- - |- 5 |-
sa¢ma 1 |- - |- - |-
-sojin griz
Ukupno: 68 | Salmonellaspp.=15 | 11 | Salmonella spp.=11 | 86 | Salmonella spp.= 8
S. Tenneessee =7 3 | S. Montevideo =8 S. Infantis =4

Na osnovu Spel (Slika 5.10. i 5.11.) i Xbal makrorestrikcionog profila (Slika
5.12. i 5.13) ustanovljeno je da su izolati S. Montevideo identi¢ni, kao i izolati S.
Infantis, dok su izolati S. Tennessee geneti¢ki najraznovrsniji, iako razlike medu njima
ne prelaze 10% (Slika 5.10. 1 5.11.).

Upotrebom Xbal restrikcionog enzima na izolate S. Tennessee izolovane iz
fabrike hrane A, ustanovljena je makrorestrikciona Sema koja sugeriSe klonalnu
perzistenciju, ali sa blagim genetskim razlikama. Najdominantniji pulsotip kod S.
Tennessee je Al dok je u A2 grupi pronaden dodatni veci fragment. U grupi A3, jedan
veliki fragment nije identifikovan, dok je jedan veci fragment uocen kao i u grupi A2.
Makrorestrikciona Sema uspostavljena upotrebom Spel restrikcionog enzima sugerise da
je Al pulsotip najzastupljeniji kod S. Tennessee. Kod dva dodatna izolata iz A2 grupe,
jedan dodatni fragment je takode primecen. U A3 grupi, jedan veliki fragment,
drugacije molekularne tezine je primecen kod izolata broj 17 (Slika 5.9). StatistiCkim
analizama je dokazano da varijacije manje od 10% sugeriSu prisustvo klonske prirode S.

Tennessee.
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1. ADNK marker

2. Salmonella Montevideo 1
3. Salmonello Montevideo 2
4. Salmonella Montevideo 3
5. Salmonella Montevideo 4
6. Salmonella Montevideo5
7. Salmonella Montevideo 6
8. Salmonella Montevideo7
9. Salmonella Montevideo 8
10. Salmonella Infantis 1

11. Salmonella Infantis 2

12, Salmonella Infantis 3

13. Salmonella Infantis 4
14. Salmonella Tennessee 1
15. Salmonella Tennessee 2
16. Salmonella Tennessee 3
17. Salmonella Tennessee 4
18. Salmonella Tennessee 5
19, Salmonella Tennessee 6
20. Salmonella Tennessee 7
21. Salmonella Branderup
22. A DNK marker

Slika 5.10. Genotipizacija izolata Salmonella analizom Spel makrorestrikcionog profila

genomske DNK, PFGE metodom.
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Dendrogram using Ward Linkage
Rescaled Distance Cluster Combine
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Slika 5.11. Dendrogram izveden na osnovu Ward linkage koeficijenta korelacije medu
dobijenim Spel PFGE makrorestrikcionim profilima.
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1, A DNK marker

2. Salmonella Montevideo 1
3. Salmonella Montevideo 2
4, Salmonella Montevideo 3
5. Salmonella Montevideo 4
6. Salmonella Montevideo 5
7. Salmonella Montevideo 6
8. Salmonella Montevideo 7
9. Salmonella Montevideo 8
10. Salmonella Infantis 1

11. Salmonella Infantis 2

12, Salmonella infantis 3

13. Salmonella Infantis 4

14, Salmonella Tennessee 1
15. Salmonella Tennessee 2
16, Salmonella Tennessee 3
17. Salmonella Tennessee 4
18. Salmonella Tennessee 5
19, Salmonella Tennessee 6
20. Salmonella Tennessee 7
21. Salmonella Branderup
22. A DNK marker

Slika 5.12. Genotipizacija izolata Salmonella analizom Xbal makrorestrikcionog profila

genomske DNK PFGE metodom.
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Dendrogram using Ward Linkage
Rescaled Distance Cluster Combine
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Slika 5.13. Dendrogram izveden na osnovu Ward linkage koeficijenta korelacije medu
dobijenim PFGE Xbal makrorestrikcionim profilima.
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5.7. Ispitivanje osetljivosti Salmonella spp. na antibiotike

Rezultati ispitivanja osetljivosti izolata Salmonella na antibiotike primenom disk

difuzionog testa, prikazani su u Tabeli 5.14.

Tabela 5.14. Rezultati ispitivanja osetljivosti izolata Salmonella spp. na antibiotike
primenom disk-difuzione metode.

Salmonella serovarijetet

Tip rezistencije

enterica (1,3,19 ;i : -) (n=4)

Osetljiv Intermedijalan Rezistentan
Br. (%) Br. (%) Br. (%)

S. Tennessee (n=18) 18(100,0) - -

S. Agona (n=9) 9 (100,0) - -

S. Montevideo (n=15) 15 (100,0) - -

S. Enteritidis (n=12) 12 (100,0) - -

S. Stanleyville (n=6) 6 (100,0) - -

S. Infantis (n=12) 11 (91,7) - 1(8,3) NAL"TET™

S. Typhimurium (n=3) 3(100,0) - -

S. Typhimurium monofazni (h=1) 1 (100,0) - -

S. Mbandaka (n=6) 6(100,0) - -

S. Senftenberg (n=7) 7 (100,0) - -

S. Jerusalem (n=2) 2 (100,0) - -

S. Thompson (n=1) 1 (100,0) - -

S. Amsterdam (n=1) 1(100,0) - =

S. Colindale (n=1) 1 (100,0) - -

S. Dahra (n=1) 1 (100,0) - -

S. Livingstone (n=1) 1 (100,0) - -

S. enteric subspecies 4(100,0) - -

* Nalidixic acid 30 ug (NAL);
** Tetracycline 30 pg (TET)

Od ukupno 100 izolata koji su obuhvaceni ispitivanjem, kod 99% izolata ustanovljena je

osetljivost na svih 14 antibiotika. Samo kod jednog izolata S. Infantis (n=12) utvrdena je

rezistencija na dva antibiotika (nalidiksinsku kiselinu (30 pg) i tetraciklin (30 pg)).
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6. DISKUSIJA
6.1. Ucestalost nalaza Salmonella serovarijeteta u hrani i komponentama hrane za
Zivotinje

Prema rezultatima seroloske tipizacije izolata Salmonella, iz hrane za Zivotinje
na naSem epizootioloskom podrucju, tokom 2 godine ispitivanja (period 2012-2014.
godina), najfrekventnije su ustanovljavani serovarijeteti: Tennessee (18%) i Montevideo
(15%). Serovarijetet Tennessee se ne razmatra kao serovarijetet od posebnog znac¢aja u
epidemiologiji salmoneloze. U periodu od 1995. do 2009, S. Tennessee je
identifikovana kao etioloski agens u 0.1% svih prijavljenih sluc¢ajeva salmoneloza
(CDC, 2011). U Republici Srbiji, u periodu od 1999-2010, nema izvestaja ni o jednom
slu¢aju infekcije ljudi izazvane ovim serovarijetetom (WHO, 2015). Medutim, ovaj
serovarijetet Salmonella se ¢esto ustanovljava u hrani za zivotinje. U velikoj Britaniji, S.
Tennessee je jedan od pet najcesée ustanovljavanih serovarijeteta Salmonella u hrani za
goveda, svinje i zivinu (Papadopoulou i saradnici, 2009). Veoma ucestalo ovaj
serovarijetet je ustanovljen u hrani i komponentama hrane za zivotinje u Danskoj
(Christensen i saradnici, 1997). Pretpostavka je da S. Tennessee odlikuje dobra
sposobnost prezivljavanja u prirodnom okruzenju, a posebno na biljnoj materiji koja je
glavna komponenta hrane za zivotinje. Eksperimentalno je potvrdena sposobnost izolata
S. Tennessee da se vezuju na povrsinu celog i1 rezanog lis¢a kupusa i zelene salate i to u
znacajno vec¢em broju u odnosu na serovarijetete Braenderup, Negev i Newport (Patel 1
Sharma, 2010). Takode, istrazivanja su potvrdila visoku otpornost ovog serovarijeteta
na isuSivanje 1 njegovu sposobnost da dugo vremena prezivljava u skladiStenoj hrani
(Aviles i saradnici, 2013). Eksperimentalno je potvrdeno da je broj vijabilnih ¢elija
(CFU) S. Tennessee u hrani sa niskim sadrzajem vode, znacajno visi u poredenju sa
drugim serovarijetetima Salmonella posle 24 sata (Aviles i saradnici, 2013). Takode, u
mleku u prahu, broj S. Tenneessee se veoma malo redukuje tokom 30 dana ¢uvanja, $to
potvrduje njegovu visoku otpornost na isusivanje (Aviles i saradnici, 2013). Jedna od
pocetnih pretpostavki ovog istrazivanja je bila da se frekventno ustanovljavanje ovog
Serovarijeteta u hrani za Zivotinje moze dovesti u vezu sa njegovom sposobnos¢u da
formira biofilm, $to doprinosi njegovoj rasprostranjenosti U prirodi (na biljnoj materiji)

ili u objektima za proizvodnju hrane za zivotinje.
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Drugi najcesce ustanovljavan serovarijetet Salmonella u hrani za Zzivotinje u
ovom istrazivanju je Montevideo (n=15). Infekcije ljudi i Zivotinja koje su izazvane
ovim serovarijetetom, zabeleZene su Sirom sveta (Kim i saradnici, 2004). Infekcije kod
ljudi uobicajeno rezultiraju pojavom dijareje, abdominalnih gréeva, mucninom i
povra¢anjem (Lawlor i Reinert, 2013). S. Montevideo je identifikovana kao uzro¢nik
0,1% svih slucajeva salmoneloza ljudi u Nemackoj, pri ¢emu je tokom 2008 i 2009
godine, prijavljeno 65/38 slucajeva infekcija ljudi izazvanih ovim serovarijetetom
(Stocker i saradnici, 2011). Prema izvestaju Svetske zdravstvene organizacije, S.
Montevideo je u Republici Srbiji identifikovana kao uzorénik salmoneloze ljudi 2004.
godine (WHO, 2015). U Sjedinjenim Americkim Drzavama S. Montevideo je medu
deset najucestalije ustanovljavanih serovarijeteta Salmonella u hrani (Allard i saradnici,
2012).

Dva serovarijeteta od posebnog znacaja za javno zdravlje: S. Enteritidis i S.
Infantis Cinili su znac¢ajan procenat izolovanih sojeva (po 12% svaki), §to ukazuje da je
hrana za Zivotinje njihov znacajan rezervoar. Medutim, znacaj koji salmonele koje se
ustanovljavaju u hrani za zivotinje mogu imati u pojavi salmoneloza zivotinja i ljudi,
veoma je teSko proceniti. Mali broj epidemioloskih istrazivanja je obuhvatio retrogradne
analize izvora infekcije za ljude do hrane za zivotinje, i potvrdio direktnu vezu izmedu
Salmonella u hrani za zivotinje i pojave infekcije kod ljudi (Crump i saradnici, 2002;
Jones, 2011). Salmonella spp. u hrani za zivotinje predstavljaju rizik za kolonizaciju i/ili
infekciju Zivotinja, a posledicno 1 ljudi koji konzumiraju proizvode Zivotinjskog
porekla. Precizni podaci o znacaju hrane za Zivotinje kao izvora epidemioloski vaznih
sojeva Salmonella, nedostaju, jer se izolati uobicajeno ne tipiziraju do serovarijeteta.

Serovarijeteti: Agona (n=9), Senftenberg (n=7), Stanleyville (n=6) i Mbandaka
(n=6), Cinili su znacajan procenat izolata u ovom ispitivanju. Prema literaturnim
podacima, oni se Cesto ustanovljavaju u hrani za Zivotinje, a takode se uobicajeno
izoluju sa povrsina u objektima za njihovu preradu, pa ih pojedni autori razmatraju kao
,feed adapted (Nesse i saradnici, 2003; Vestby i saradnici, 2009b). Ovaj termin ne
ukazuje na neki specifiéni mehanizam adaptacije, ve¢ se koristi u znacenju da se
uobicajeno ustanovljavaju u hrani za zivotinje. Serovarijetet Mbandaka je poslednjih
godina jedan od najucestalije ustanovljavanih serovarijeteta salmonela kod ljudi, a Cesto

se izoluje i kod Zivotinja, pre svega zivine (Vidanovi¢ i saradnici, 2008).
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6.2. Congo red agar test

Kultivacijom na Congo red agaru tokom 5 dana na temperaturi od 20°C, 98%
izolata Salmonella spp. iz hrane za Zivotinje je ekspresioniralo jednu ili obe komponente
kljuéne za formiranje matriksa biofilma. Visa temperatura inkubacije (37°C) nepovoljno
je uticala na ovu pojavu, tako da su svi izolati formirali kolonije SAW morfotipa
odnosno, nisu produkovali ni curli fimbrije ni celulozu. Inhibitorni efekat temperature
vise od 30°C objasnjava se cCinjenicom da se maksimalna ekspresija glavnog
transkripcionog regulatora csgD (curli subunit genes) koji pokreée transkripciju gena
odgovornih za produkciju curli fimbrija i celuloze, odigrava na temperaturama nizim od
30°C (Romling 1 saradnici, 2000; Zogaj 1 saradnici, 2001; Solano i saradnici, 2002;
Gerstel i Romling 2003).

Laviniki i saradnici (2015) su sproveli istrazivanje na 54 izolata Salmonella
serovarijeteta: Agona, Anatum, Cerro, Infantis, Mbandaka, Montevideo, Morehead,
Newport, Orion, Salmonella enterica (0:3,10), Salmonella enterica (0O:16:c:-),
Schwarzengrud, Senftenberg, Tennessee, Typhimurium i Worthington izolovanih iz
sastojaka hrane za Zivotinje 1 sa opreme iz objekata za njihovu preradu. Svi izolati
formirali su kolonije RDAR morfotipa na temperaturi od 28°C, a na 37°C kolonije
SAW morfotipa.

Vestby i saradnici (2009b) su ispitali 148 izolata Salmonella serovarijeteta:
Agona, Montevideo, Senftenberg i Typhimurium koji su poreklom iz ribljeg brasna i
fabrika za proizvodnju hrane. Na Congo red agaru, za 8 dana inkubacije na 20°C, 74%
izolata S. Typhimurium formiralo je kolonije RDAR morfotipa, medutim ¢ak 55%
izolata S. Agone i 19% izolata S. Senftenberg formiralo je kolonije BDAR morfotipa.
RDAR morfotip kolonija ustanovljen je kod 90% sojeva S. Typhimurium i S. Enteritidis
poreklom iz klinickog materijala ljudi i Zivotinja i hrane inkubacijom na temperaturi od
28°C (Romling i saradnici, 2003).

Solano i saradnici (2002) su ispitali 204 izolata S. Enteritidis razli¢itog porekla.
Posle 96h inkubacije na temperaturi od 28°C, ustanovljen je najveci procenat RDAR

kolonija (66%), zatim SAW (27,5) i BDAR (1,5%).
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6.3. Pelikula test

Formiranje pelikule kod Salmonella prvi su opisali Romling i Rhode (1999).
Karakteristi¢na osobina Salmonella je da se tokom rasta u te¢nim podlogama vezuju za
bocne zidove epruvete na granici dva agregatna stanja, formirajuéi pelikule (Romling i
Rhode, 1999). Granica izmedu dva agregatna stanja (te¢na hranljiva podloga-vazduh) za
salmonele predstavlja povoljnu sredinu koja im omogucava pristup i kiseoniku i
hranljivim materijama (Solano i saradnici, 2002).

U ovom istrazivanju 46% izolata Salmonella spp. iz hrane za zivotinje je
formiralo c¢vrstu, stabilnu pelikulu deblju od 1mm (+++), kultivacijom u hranljivo
siromasnoj podlozi (LB) tokom 6 dana na temperaturi od 20°C. Visa temperatura
inkubacije (37°C) je nepovoljno uticala na sposobnost formiranja pelikule kod svih
ispitanih serovarijeteta Salmonella u obe hranljive podloge. lzuzetak predstavljaju
izolati serovarijeteta Enteritidis (n=12), koji su i na ovoj tempreraturi u LB bujonu,
formirali ¢vrste, stabilne pelikule (+++).

Stimulativni efekat deficita hranljivih materija i temperature nize od 30°C na
sposobnost formiranja pelikule poznat je u literaturi i opisan od strane viSe autora
(Latasa 1 saradnici, 2005; Jonas 1 saradnici, 2007). Pojava se moze objasniti ¢injenicom
da se maksimalna ekspresija csgD promotera koji je odgovoran za produkciju curli
fimbrija, celuloze i BapA proteina, odigrava u uslovima niske koncentracije hranljivih
materija 1 na temperaturama nizim od 30°C. Znacajnu ulogu u agregaciji bakterija i
formiranju pelikule, pored matriksa (curli fimbrije i celuloza), ima BapA protein, koji je
slabo povezan sa povrSinom celije, a luci se sekretornim putem preko BapBCD tipa I
proteina koji kodira bapABCD operon (Latasa i saradnici, 2005; Jonas i saradnici, 2007;
Vestby i saradnici, 2009b). Prekomerena produkcija BapA proteina dovodi do jacanja
pelikule, a nedostatak BapA moze se nadomestiti hiperprodukcijom curli fimbrija, ali ne
i celuloze (Latasa i saradnici, 2005). Sposobnost izolata S. Enteritidis da formiraju
pelikulu na vi$oj temperaturi moze se objasniti aktivacijom gena odgovornih za sintezu
komponenti matriksa na temperaturi iznad 30°C.

Solano i saradnici (2002) su sproveli istrazivanje na 204 izolata S. Enteritidis
razli¢itog porekla kultivacijom u dve hranljivo razli¢ite podloge (LB i ATM) i na dve
temperature (28°C i 37°C). Pelikulu je formiralo 71% izolata u Luria-Bertani bujonu za

96h na temperaturi od 28°C. Kultivacijom u ATM (hranljivo siromasnija podloga), 97%
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izolata je formiralo pelikulu ve¢ nakon 4h inkubacije na temperaturi od 37°C.
Postojanje makroskopski vidljive razlike u sposobnosti formiranja pelikule u LB i ATM
na 28°C autori objaSnjavaju pretpostavkom da je svaki biofilm fenotip karakteristican za
skup uslova i jedinstven za dato okruZenje.

O'Leary i saradnici (2013) su sproveli istrazivanje na ukupno 172 izolata S.
Typhimurium (142 izolata poreklom iz hrane zivotinjskog porekla i 30 izolata iz
klinickih materijala od svinja) na sposobnost formiranja pelikule. Kultivacijom u Luria
Bertani bujonu na temperaturi od 22°C za 96h, 14% (20/142) izolata iz hrane je
formiralo ¢vrstu, stabilnu pelikulu, dok je ovu sposobnost ispoljilo svega 3,3% (1/30)
klinickih izolata.

Vestby i saradnici (2009a) su ustanovili statisticki znacajnu (p<0,01) korelaciju
izmedu sposobnosti formiranja pelikule i serovarijeteta S. Agona i S. Montevideo.
Pretpostavlja se da je formiranje pelikule nac¢in da se spreci isparavanje vode i stvaranje
mikrookoline sa visokom a,, (Water activity-aktvnost vode) vrednoscu.

U pojedinim istraZzivanjima je ustanovljena pozitivna korelacija izmedu rezultata
pelikula i Congo red agar testa (Vestby i saradnici, 2009b; White i saradnici, 2006).
Medutim, poredenje ova dva testa moZze biti problemati¢no, jer kultivacija na ¢vrstoj i u
te¢noj podlozi rezultira drugacijom regulacijom gena (Wang 1 saradnici, 2004).

Formiranje biofilma ne zavisi samo od vrste bakterija, ve¢ unutar iste vrste
postoje znacajne razlike medu sojevima i serovarijetetima, kao i medu izolatima istog
serovarijeteta. Sposobnost formiranja pelikule u ovom istraZivanju, mozZe se dovesti u
vezu sa serovarijetetom, jer je kod svih izolata Salmonelle Enteritidis ustanovljeno da

formiraju ¢vrstu, stabilnu pelikulu na viSoj temperaturi inkubacije, za razliku od ostalih.
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6.4. Test na mikrotitracionim plo¢ama upotrebom boje kristal-violet

Test na mikrotitracionim plo¢ama je u Sirokoj upotebi za ispitivanje sposobnosti
formiranja biofilma kod veceg broja izolata iste ili razliCitih vrsta bakterija. Formiranje
biofilma je pod uticajem razliCitih faktora, ukljucujuéi raspolozivost hranjivih materija,
pH, temperaturu, period inkubacije, gustinu suspenzije bakterije i karakteristike
kontaktne povrsine (Stepanovi¢ i saradnici, 2003; Giaouris i saradnici, 2005). PovrSine
od plsticnih materijala su pogodne za upotrebu zbog hidrofobne nepolarne prirode
(Donlan, 2002). Test na mikrotiracionim plo¢ama izveden je kultivacijom u LB i TSB,
na temperaturama od 20°C 1 37°C.

Na osnovu dobijenih rezultata, utvrden je stimulativni efekat deficita hranljivih
materija (kultivacija u LB) i niZe temperature inkubacije (20°C) na sposobnost
produkcije biofilma izolata Salmonella. Ovo se moze objasniti Cinjenicom da se
maksimalna ekspresija glavnog transkripcionog regulatora CsgD odigrava pod aerobnim
uslovima, pri deficitu hranljivih materija i temperaturama nizim od 30°C (Romling,
2005; Jonas i saradnici, 2007).

Sliéne rezultate objavili su autori: Solano i saradnici, 2002; Stepanovi¢ i
saradnici, 2003; Stepanovi¢ i saradnici, 2004; Agarwal i saradnici, 2011; Diez-Garcia i
saradnici, 2012; Karaca i saradnici, 2013; Castelijn i saradnici, 2013; Cabarkapa i
saradnici, 2015).

Stepanovi¢ i saradnici (2003) su ispitali uticaj tri razli¢ite temperature inkubacije
(22°C, 30°C i 37°C) na formiranje biofilma 30 izolata S. enterica (S. Enteritidis n=29 i
S. Typhimurium n=1) u TSB bujonu. Izolati su formirali biofilmna sve tri temperature,
ali je najveca produkcija biofilma ustanovljena posle 48h inkubacije na temperaturi od
22°C.

Karaca i saradnici (2013) su ispitali uticaj razli¢itih temperatura inkubacije (5°C,
20°C 1 37°C), pH vrednosti LB bujona (4,5, 5,5, 6,5 1 7,4) 1 koncentracija NaCl (0,5,
1,5, 55 i 10,5%) na sposobnost formiranja biofilma 4 izolata S. enterica (S.
Typhimurium, S. Infantis i S. Roughform) testom na mikrotitar plocama. Maksimalna
produkcija biofilma ustanovljena je na temperaturi od 20°C posle 48hinkubacije.

Cabarkapa i saradnici (2015) su ispitali 14 izolata S. Enteritidis poreklom iz
fecesa 1 organa zivine 1 hrane za Zivotinje, na sposobnost formiranja biofilma

inkubacijom u TSB bujonu na temperaturama od 25°C i 37°C. I u ovom istraZivanju su
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svi izolati formirali statisticki znacajno vecu koli¢inu biofilma (p<0,05) na 25°C u
poredenju sa vrednostima dobijenim inkubacijom izolata na 37°C.

Razlike u sposobnosti formiranja biofilma u odnosu na raspolozivost hranljivih
materija, potvrdene su u istrazivanju Stepanovica i saradnika (2004). Oni su koristili
Cetiri razli¢ite hranljive podloge: mozdano sr¢ani bujon (BHI); tripton soja bujon (TSB),
mesni bujon (MB) i razredeni 1/20TSB bujon u kojima su ispitali 122 izolata
Salmonella spp. na sposobnost produkcije biofilma testom na mikrotitracionim
plo¢ama. NajviSe izolata (72,9%) je formiralo biofilm u 1/20 razredenom TSB bujonu.
Agarwal i saradnici (2011) su ispitali uticaj raspolozivosti hranljivih materija
(upotrebom LB i TSB) na produkciju biofilmaza 24h, 48h i 72h inkubacije devet
razli¢itih serovarijeteta Salmonella (Abortus equi, Paratyphi, Budapest, Typhimurium,
Grumpensis, Typhi 901, Berta, Java i Bonariensis). Produkcija biofilma bila je jaca u
LB u odnosu na TSB, posle 48h inkubacije. Jakih i umerenih proizvodaca biofilma bilo
je znatno vise kultivacijom u LB podlozi u odnosu na TSB bujon.

Test na mikrotitracionim plo¢ama je pogodan kao skrining metoda u ispitivanju
veceg broja serovarijeteta Salmonella i izolata istog serovarijeteta. U ovom istrazivanju
uocene su razlike u produkciji biofilma izmedu serovarijeteta kao 1 izmedu i1zolata istog
serovarijeteta, pri istim uslovima kultivacije.

Sliéne rezultate naSim nalazimo u prethodno pomenutom istrazivanju Agarwal i
saradnici (2011) koji su analizom sposobnosti produkcije biofilma kod 151 izolata S.
entrica razli¢itog porekla a koji su ¢inili 69 serovarijeteta, ustanovili da produkcija
biofilma nije u korelaciji sa serovarijetetom, ve¢ sojem. Od ukupno 31 izolata S.
Typhimurium, 22 (71%) izolata kategorisano umerenim, zatim 19% jakim i 10% slabim
biofilm producerima. Kao i izmedu 14 sojeva S. Galinarum, 71% su bili jaki, dok su
29% izolata bili umereni.

Takode, Castelijn i saradnici (2013) nisu ustanovili korelaciju u sposobnosti
formiranja biofilma izmedu serovarijeteta S. Typhimurium, S. Derby, S. Brandenburg i
S. Infantis, kao i izmedu sojeva istog serovarijeteta. Najveca razlika u izmerenim
ekstinkcijama opticke prozracnosti uocena je kod 78% izolata S. Typhimurium i 67% S.
Infantis koji su pokazali slabu biofilm produktivnost ili nisu formirali biofilm, dok je S.

Derby kod 82% izolata formirao slab biofilm. Visoka produkcija biofilma je zabelezena
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kod S. Brandenburg (80%), u odnosu na ostale serovarijetete S. Typhimurium 22%, S.
Infantis 33% i S. Derby 8% koji su takode pokazali visoku biofilm produkciju.

Diez-Garcia 1 saradnici (2012) su ustanovili korealciju izmedu serovarijeteta
Salmonella enterica i sposobnosti formiranja biofilma. Od ukupno 69 testiranih izolata
koji pripadaju serovarijetetima Typhimurium, Newport, Paratyphi B, Poona, Derby,
Infantis, Enteritidis, Virchow, Agona i Typhi, utvrdeno je da svi jaki biofilm produceeri
pripadaju serovarijetetima S. Agona i S. Typhi, dok su izolati serotipova S. Paratyphi B i
S. Virchow kategorisani kao slabi proizvodaci biofilma. Sojevi S. Newport su
procenjeni umerenim biofilm producerima. Ostali serovarijeteti pokazali su vece
varijacije u sposobnosti da formiraju biofilm

Solano 1 saradnici (2002) su ustanovili pozitivnu korelaciju izmedu sposobnosti
formiranja pelikule i sposobnosti formiranja biofilma na mikrotitracionim plo¢ama
Karaca i saradnici (2013) nisu ustanovili pozitivnu korelaciju izmedu sposobnosti
formiranja pelikule i koli¢ine biofilma izmerenog u test na mikrotitracionim plo¢ama sa
kristal violet bojom.

Solano i saradnici, (2002) su ispitivanjem sposobnosti formiranja pelikule 204
izolata S. Enteritidis utvrdili da 71% izolata formira ¢vrstu, debelu pelikulu u LB bujonu
RDAR morfotip kolonija formiralo je 93% tih sojeva tri izolata je BDAR morfotip.
Izolati (27,5%) koji nisu formirali pelikulu, Kongo crvenom agaru su formirali kolonije
SAW morfotipa. Korelacija izmedu morfotipa i sposobnosti formiranja biofilma na
mikrotitracionim plo¢ama potvrdena je u istraZivanju Malcova 1 saradnici (2008).

Uporednom analizom rezultata primenjenih testova za utvrdivanje sposobnosti
produkcije biofilma (Congo red test, kristal violet test i pelikula test) na temperaturi
inkubacije od 20°C, ustanovljena je korelacija izmedu morfotipa kolonija na Congo red
agaru i sposobnosti produkcije biofilma u kristal violet testu i pelikula testu. RDAR
morfotip se dovodi u vezu sa jakom produkcijom biofilma i formiranjem ¢vrste, debele
pelikule (+++), dok se PDAR i BDAR morfotipovi dovode u vezu sa umerenom
produkcijom biofilma i tankom pelikulom (++). SAW morfotip se u oba testa dovodi u
vezu sa slabom biofilm produkcijom.

Uporednom analizom pomenutih testova na temperaturi inkubiranja od 37°C u
LB 1 TSB, ustanovljena je statistiCki znacajna korelacija izmedu kristal violet testa i

pelikula testa, ali ne i izmedu morfotipa kolonija na Congo red agaru. Inkubacijom na
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temperaturi od 37°C svi ispitani izolati su formirali kolonije SAW morfotipa. Dvanaest
izolata S. Enteritidis (100%) su kultivacijom u LB na temperaturi od 37°C procenjeni
jakim biofilm producerima i svi su formirali stabilne, Cvrste (+++) pelikule. Ovakav
nalaz izolata S. Enteritidis pod ovim uslovima kultivacije, moZe se objasniti ¢injenicom
da je oko 30% genoma Salmonella spp. razli¢ito regulisano u agaru i bujonu
(Steenackers i saradnici, 2012). Pojava SAW morfotipa pri ovoj temperaturi inkubacije
je najverovatnije posledica nefunkcionalnosti csgD transkripcionog regulatora, dok se
izvestan stepen adhezije dobijen primenom testova u tecnim podlogama moze pripisati
aktivaciji razlicitih setova gena koji omogucavaju sintezu fimbrija tip 1 ¢ija sinteza je
uslovljena temperaturom od 37°C (Steenackers i saradnici, 2012).

Na osnovu statisticke obrade dobijenih rezultata, sposobnost formiranja biofilma
moze se dovesti u vezu sa morfotipom kolonija formiranih na agaru (Congo red), ali ne i

za serovarijetet kao i morfotip kolonija unutar istog serovarijeteta.

6.5. Skening elektronska mikroskopija (SEM)

Rezultati ovog istrazivanja bi¢e uporedeni sa rezultatima drugih autora: Castelijn
i saradnici, 2012; Wang i saradnici, 2013b.

Castelijn i saradnici (2012) su kultivacijom 51 izolata S. Typhimurium u TSB
bujonu 1 1/20TSB na temperaturama od 25°C 1 37°C, pokazali da produkcija biofilma
zavisi od uslova Zivotne sredine 1 da je povezana sa poreklom sojeva. Klini¢ki izolati su
formirali biofilmove u obe podloge na 25°C i 37°C. Medutim, izolati poreklom iz
industrijskih pogona formirali su biofilm samo kultivacijom u 1/20 razredenom TSB na
25°C, sto ukazuje da uslovi okoline uti¢u na ekstracelularni matriks 1 morfologiju
biofilma.

Wang i saradnici (2013b), su u periodu od sedam dana, pratili razvoj bofilma na
povrsini od nerdajuceg Celika, meSane bakterijske kulture koju su ¢inili Sest razli¢itih
sojeva S. enterica subspecies Typhimurium, Agona, Heidelberg, Derby, Indiana i
Infantis kultivisnih u TSB bujonu na temperaturi od 20°C primenom CLSM i SEM.
Prvog dana inkubiranja zapaZene su samo pojedinacne ¢elije neravnomerno rasporedene
po povrsini Celika 1 manji Celijski agregati (mikrokolonije). Tre¢eg dana zapaZeni su
vecinom celijsk agregati, dok je petog dana primecen biofilma koji pokriva vise od 80%

povrsine ¢elika. Sedmog dana je ustanovljen zero biofilm.
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Rezultati dobijeni u testu na mikrotitracionim plo¢ama kojim su odabrani izolati
S. Montevideo i S. Enteritidis procenjeni jakim biofilm producerima, potvrdeni Su
skening elektronskom mikroskopijom

Cinjenica je da salmonele imaju sposobnost adherencije za razli¢ite materijale
(plastiku, celik, teflon, staklo i dr.) koje se uobicajeno koriste u objektima prehrambene
industrije i objektima za proizvodnju hrane za zivotinje, ali se stepen adherencije
razlikuje u zavisnosti od vrste materijala pri istim eksperimentalnim uslovima (Vestby i
saradnici, 2009b; Patel i Sharma, 2010; Lianou i Koutsoumanis, 2012).

Skening elektronskom mikroskopijom ustanovljene su zrele biofilm strukture
odabranih izolata Salmonella koji su procenjeni jakim biofilm producerima u testu na
mikrotitracionim plo¢ama.

Formiranje pelikule u uslovima nike koncentracije hranljivih materija i pri
temperaturi inkubacije od 20°C objasnjava se prekomerenom produkcijom BapA
proteina. Deficitarnost ili disfunkciju BapA prroteina u te¢noj podlozi moze nadomestiti
hiperprodukcija curli fimbrija ali ne i celuloze, §to dovodi do formiranja ¢vrste pelikule
u uslovima niske koncentracije hraniva (Latasa i saradnici, 2005).

Metoda pripreme preparata za vizuelizaciju biofilma dovode do znacajne izmene
biofilm arhitekture od svog prirodnog oblika jer oStecuje matriks biofilma. Mnogo vise
informacija o biofilmu moze se dobiti primenom tehnika za in situ vizualizaciju, kao
Sto je konfokalna laserska skening mikroskopija (CLSM). Primenom CSLM dobija se
trodimenzionalna slika biofilm strukture i omogucava uvid u celularni i polimerni sastav
biofilma (Kamjunke i saradnici, 2012). Vizualizacija bakterijske povrSine (flagele,
fimbirije, kapsula kao 1 interakcija celija-Celija) na formiranje biofima omogucena je
kombinacijom konfokalne laserske skening mikroskopije (CLSM) i skening elektronske
mikroskopije (SEM).
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6.6. Elektroforeza u pulsnom polju (PFGE)

Elektroforeza u pulsnom polju predstavlja zlatni standard za molekularnu
tipizaciju Salmonella i drugih vrsta bakterija kako bi se utvrdio stepen genetske
povezanosti izmedu izolata iste vrste ili serotipa (Ross i Heuzenroeder, 2005; Myers,
2009). Zahvaljuju¢i visokom stepenu razdvajanja fragmenata, rezultati PFGE
omogucavaju da se izvrsi identifikacija izvora infekcije i/ili kontaminacije kao 1 da se na
osnovu dobijenog profila epidemioloski povezu izolati kod pojave oboljenja. Samim tim
PFGE metoda predstavlja podrS8ku za sprovodenje epizootioloskih i epidemioloskih
mera kontrole i/ili eradikacije oboljenja koja su opasna po zdravlje ljudi 1 Zivotinja
(Vidanovi¢ i saradnici, 2008; Bailey i saradnici, 2010).

Restrikcioni enzimi koji prepoznaju mala mesta u hromozomu Koriste se za
generisanje velikih fragmenta DNK (Molbak i saradnici, 2006). Ovi fragmenti se
odvajaju konstantno menjajuéi pravac u elektricnom polju tokom elektroforeze. Enzimi
se koriste za uzimanje otisaka, a izabrani su na osnovu duzine sekvence prepoznavanja
enzima i sadrzaja GC (Romling i saradnici, 1994). Za Salmonella otisak Xbal (5'...
TCTAGA ... 3) je enzim izbora, a kad izolati zahtevaju dalju karakterizaciju Spel i/ili
BlInl nukleaza enzim se takode smatra dobrim izborom (Levin, 2010; Zou i saradnici,
2010). Kako se PFGE zasniva na razdvajanju fragmenta DNK, nakon digestije
restriktivnim enzimom dobija se 10-20 fragmenata razli¢ite duzine. Ovi fragmenti su
suviSe veliki da bi se mogli razdvojiti klasicnom elektroforezom u agarozi pa se
primenjuje tehnika pulsirajuceg elektricnog polja. Tako, nakon digestije i elektroforeze
PFGE ako je profil dve ili viSe bakterija identi¢an, one pripadaju istom klonu i obrnuto,
ako se nakon digestije i elektroforeze PFGE profil dve ili vise bakterija razlikuje, one ne
pripadaju istom klonu. Prema objavljenim podacima izolati se ne mogu razlikovati
izmedu sebe ako restrikciona Sema daje isti broj fragmenata iste molekularne teZine,
dok se izolati koji su tesno povezani i ukoliko se desio jedan geneticki dogadaj koji je
uslovio pojavu tri benda razlike, mogu da se razlikuju (Tenover i saradnici, 1995).

Hrana za Zivotinje je kombinacija sastojaka Zivotinjskog 1 biljnog porekla, a
izvori kontaminacije Salmonella vrstama mnogobrojni. Mesto za proizvodnju hrane je
jedan od mogucih, ali retko istrazivanih izvora kontaminacije finalnih proizvoda, iako je
poznato da hranom prenosivi patogeni, kao §to su Salmonella spp. mogu dospeti u

finalne proizvode kontaktom sa kontaminiranom opremom tokom proizvodnog procesa.
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Tokom dvogodisnjeg perioda (2012-2014), iz uzoraka hrane za Zzivotinje
poreklom iz proizvodnih objekata izolovano je 16 razli¢itih serovarijeteta Salmonella.
Sli¢no rezultatima drugih istrazivanja, ucestalo su izolovani pojedini serovarijeteti koji
se razmatraju kao ,,feed adapted, S. Agona, S. Montevideo i S. Senftenberg (Vestby i
saradnici, 2009a; Nesse i saradnici, 2003). Retrospektivnom analizom porekla hrane
(Tabela 5.13.), u proizvodnim objektima A, B i C, u odnosu na ukupan broj izolovanih
Salmonella, ustanovljena je znacajna uclestalost serovarijeteta S. Tennessee, S.
Montevideo i S. Infantis. Ovi serovarijeteti izolovani su ponavljano tokom dvogodi$njeg
perioda ispitivanja. Polaze¢i od pretpostavke da ponavljana izolacija i veca ucestalost
ovih, u odnosu na druge ustanovljavane serovarijetete Salmonella, moze biti posledica
njihove perzistencije na mestima proizvodnje hrane, ispitali smo njihov geneticki
diverzitet i multicelijske obrasce ponaSanja.

Na osnovu Spel (Slika 5.10. i 5.11.) i Xbal makrorestrikcionog profila (Slika
5.12. i 5.13) ustanovljeno je da su izolati S. Montevideo identi¢ni, kao i izolati S.
Infantis, dok su izolati S. Tennessee geneticki najraznovrsniji, iako razlike medu njima
ne prelaze 10% (Slika 5.10. i 5.11.). Varijacije manje od 10% ukazuju na pripadnost
istom klonu.

Nesse i saradnici (2003) su kod cetiri najucestalija serotipa Salmonella:
Senftenberg, Agona, Montevideo i Kentucky, izolovanih iz fabrika za proizvodnju
hrane za ribe, ustanovili samo dva razli¢ita PFGE profila. Mala je verovatno¢a da
odredenim sastojkom hrane ili preko ptica, malih glodara, ili insekata, isti klon nekog
serovarijeteta Salmonella ponavljano dospeva u hranu, u odnosu na verovatnocu da taj
klon ve¢ postoji (egzistira) u fabrikama za proizvodnju hrane u biofilm zajednicama.

Iako objekti za proizvodnju hrane za Zivotinje podrazumevaju odrZavanje suvog
okruzenja, kondenzacija uslovljena promenama temperature moze obezbediti dovoljno
vlage na pojedinim mestima, koja omoguc¢avaju razvoj biofilmova razli¢itih bakterija,
ukljucujuéi i salmonele (Meoretrg i saradnici, 2009). Formiranje biofilma Salmonella
vrsta na abiotickim povrSinama deo je njihovog zivotnog ciklusa (Jonas i saradnici,
2007; Steenackers i saradnici, 2012). Razvoj molekularnih tehnika istrazivanja (PFGE-
pulsed-field gel electrophoresis i plasmid profile typing) pruzio je dokaze da klonovi
razli¢itih serovarijeteta Salmonella (takozvani ,hous strain“) mogu perzistirati

mesecima, pa ¢ak i godinama u fabrikama za proizvodnju hrane (Nesse i saradnici,
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2003; Vestby i saradnici, 2009a; Vestby i saradnici, 2009b; Meretre i saradnici, 2009;
Habimana i saradnici, 2010). Takode je dokazan i pozitivni efekat za rast Salmonella u
multispecies biofilmovima koji se sastoji od vrsta Staphylococcus i Pseudomonas, koje
se najces¢e pojavljuju u fabrikama za proizvodnju hrane kao perzistiraju¢e bakterije
(Habimana i saradnici, 2010). Najveci broj izolata S. Montevideo, S. Tenneessee i S.
Infantis u ovom ispitivanju ispoljilo je sposobnost produkcije komonenti matriksa
biofilma. Sposobnost sinteze curli fibrija i celuloze je od klju¢nog znacaja za formiranje
biofilma (Vestby i saradnici, 2009b; Steenackers i saradnici, 2012).

U viSe slucajeva epidemija ljudi izazvanih salmonelama istrazivanja su
identifikovala hranu za Zivotinje kao izvor istih serovarijeteta, iako je veoma tesko kod
epidemija salmoneloza pratiti izvor do hrane za zivotinje zbog ograni¢ene indetifikacije
zivotinja i ograniCene evidencije na farmi (Crump i saradnici, 2002). Svedska ima
sveoubuhvatni nadzor ,,od farme do trpeze® u kontroli Salmonella koji prepoznaje
vaznost svakog koraka u lancu ishrane, ukljucujuci i hranu za Zivotinje i objekte za
njihovu proizvodnju. Takav sveobuhvatni sistem dao je izvrsne rezultate u padu
ucestalosti humanih salmoneloza (Crump i saradnici, 2002; Swedish Zoonosis Center,
2001). U nasoj zemlji, nadzor nad fabrikama za proizvodnju hrane i bakterijskom
kontaminacojom hrane za zivotinje nije dovoljno razvijen i nije adekvatno integrisan sa
nadzorom mikrobioloske kontaminacije proizvoda zivotinjskog porekla namenjenih
ishrani ljudi, kao ni pojavama alimentarnih infekcija kod ljudi. Takode, serotipizacija
Salmonella izolovanih iz hrane za zivotinje i klinickih materijala poreklom od zivotinja,
ograniCava se na 5 serovarijeteta S. enterica subsp. enterica: Enteritidis, Typhimurium,
Virchow, Infantis i Hadar, pa pravi podaci nedostaju. Strategije redukcije Salmonella
moraju biti usmerene na sve serovarijetete Salmonella, a ne samo na nekoliko odabranih
(Forshell i Wierup, 2006).

Identifikacija istog klona serovarijeteta S. Montevideo i S. Infantis, kao i mali
geneticki diverzitet serovarijeteta S. Tenneessee, koji su tokom dve godine ponavljano
ustanovljavani u uzorcima hrane za zivotinje iz tri proizvodna objekta, posredno
ukazuju na opravdanu mogucénost njihove perzistencije u fabrikama za proizvodnju
hrane. Ekspresija RDAR morfotipa kolonija, , potvrduje dodatno ovu pretpostavku.
Uobicajene mere dezinfekcije nisu efikasne u eliminaciji bakterija organizovanih u

biofilm, ukljucuju¢i i Salmonella spp. (Meretre i saradnici, 2009; Steenackers i
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saradnici, 2012). Stoga se programi za kontrolu Salmonella u hrani za Zivotinje, moraju
bazirati ne samo na njihovom otkrivanju u gotovim proizvodima, ve¢ i u proizvodnom
lancu. Neophodna je implemntacija HACCP koncepta (Hazard Analysis and Critical
Control Points) i efikasnog programa sanitacije koji treba da obezbede siguran proces

proizvodnje (Forshell i Wierup, 2006).

6.7. Osetljivosti Salmonella spp. na antibiotike

Od ukupno 100 izolata koji su obuhvaceni ispitivanjem, kod 99% izolata
ustanovljena je osetljivost na svih 14 koris¢enih antibiotika. Samo kod jednog izolata S.
Infantis utvrdena je rezistencija na dva antibiotika (nalidiksinsku kiselinu (30 pg) i
tetraciklin (30 pg).

Salmonella vrste su tokom 20.veka decenijama bile kategorisane kao ,,antibiotik
predvidive bakterije®. Drukcije receno, to su bile bakterije koje su uvek bile osetjive na
sve ispitujuce antibiotike, odnosno, kod njih nije bilo zabeleZene rezistencije. Tako je
bilo sve do pocetka 70-tih godina proslog veka kada su poceli pristizati prvi naucni
izvestaji o pojavi rezistencije na tetraciklin ili ampicilin kod Salmonella vrsta izolovanih
od farmskih zivotinja. Ovakvi rezultati su bili donekle 1 ocekivani zbog toga Sto su
tetraciklin 1 ampicilin bili najviSe upotrebljavani antibiotici kod Zivotinja na teritoriji
danasnje EU. Medutim, da bi se ova problematika mogla prodiskutovati na validan
nacin potrebno je da se naglasi da izuzetno veliki zna¢aj u proceni i intrerpretaciji
rezultata osetljivosti na antibiotike kod Salmonella ima i vrsta uzoraka iz kojih su
Salmonell-e izolovane. Naime, iz uzoraka poreklom od zivotinja iz intenzivnog uzgoja
tokom prethodne 3 decenije u svetu su bili izolovani sojevi Salmonella vrsta rezistentni
na 3 ili viSe (u nekim slu¢ajevima preko 10) antibiotika, ukljuc¢ujuéi i fluorohinolone i
cefalosporine 11l generacije (Parven i saradnici, 2007; Chao i saradnici, 2007; Prapas i
saradnici, 2008; EFSA, 2012; Wang i saradnici, 2013c). Najvazniji razlog za to je
upotreba antibiotika kod zivotnja, u terapijske svrhe ali ako se posmatra istorijski,
znacajna je 1 upotreba antibiotika kao promotera rasta koja je u EU bila aktuelna do
pocetka 21. veka, kao i profilakti¢ka upotreba antibiotika koja je dugo bila dozvoljena.
Sli¢no tome, zbog Siroke upotrebe antibiotika kod ljudi, nisu retki slucajevi izolacije
Salmonella iz uzoraka poreklom od ¢oveka sa multiplom rezistencijom na antibiotike.

Glavni uzrok pojave rezistencije kod ovih sojeva Salmonella jeste primena antibiotika i
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selektivni pritisak kao posledica toga.Sa druge strane, Salmonella vrste prisutne u
uzorcima hrane za zivotinje, u procesu proizvodnje i skladiStenja ne dolaze u kontakt sa
antibioticima. U skladu sa tim nema selektivnog pritiska. Stoga se u uzorcima hrane za
Zivotinje i ne o¢ekuje pojava rezistencije kod sojeva Salmonella, odnosno rezultati ovog
dela ispitivanja dobijeni u ovoj disertaciji nisu iznenadujuci. Zbog toga nije ispravno
komparirati rezultate o rezistenciji na antibiotike kod istih serovarijeteta Salmonella
vrsta izolovanih iz razli€itih vrsta uzoraka.

Rastuca rezistencija bakterija na antibiotike postaje fokus rasprave na globalnom
nivou i sve veca pretnja o¢uvanju javnog zdravlja. Visoka prevalencija rezistencije na
antibiotike kod salmonela najéesée je ustanovljena u zemljama u razvoju, a nastaje zbog
prekomerne primene antibiotika (Velhner i saradnici, 2010).Svedska ima najuspesniji
program kontrole salmoneloze i monitoringa rezistencije bakterija na antibiotike, jer
program kontrole obuhvata razli¢ite nivoe u proizvodnji, ukljucuju¢i i hranu za
zivotinje. Medutim, u naSoj zemlji nema monitoringa koji ukljuCuje ispitivanje
rezistencije salmonela izolovanih iz hrane za Zzivotinje, ni u unutra§njem prometu, ni
kod uvoza. Na taj nacin, nepoznata je uloga hrane za Zivotinje kao vektora u prenoSenju
sojeva sa rezistencijom ili multiplom rezistencijom na antibiotike (Milanov i saradnici,
2012).

Moze se reéi da su ispitivanja osetljivosti bakterija izolovanih iz uzoraka hrane
za Zivotinje na antibotike, gotovo u potpunosti zapostavljena. Nadzor nad
mikrobioloSkom bezbedno$¢u hrane za Zivotinje, podrazumeva izolaciju i identifikaciju
bakterija iz roda Salmonella, ali ne i ispitivanje njihove osetljivosti na antibiotike.
Intenzivan unutra$nji promet, a posebno uvoz hrane i komponenata hrane za Zivotinje,
predstavlja potencijalni put za prenos sojeva sa rezistencijom na antibiotike i njihov
ulazak u lanac ishrane. Monitoring rezistencije na antibiotike sprovodi se kod izolata
Salmonella poreklom iz klini¢kih materijala od Zivotinja. U prethodnim istrazivanjima
koja su obuhvatlila razli¢ita epizootioloSka podru¢ja u Srbiji, ustanovljena je
rezistencijana enrofloksacin kod sojeva salmonela izolovanih od ljudi i zivine, Sto se
smatra izrazito nepovoljnom epidemioloskom pojavom (Velhner i saradnici, 2014).
Najveca paznja nau¢ne i strucne javnosti u svetu usmerena je na otkrivanje sojeva
Salmonella rezistentnih na fluorohinolone jer su ovi antibiotici vazni u medicinskoj

praksi za leCenje ljudi (Vidanovi¢ i saradnici, 2008; Velhner i saradnici, 2015). Kod
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98% izolata Salmonella utvrdena je osetljivost na sve antibiotike koris¢ene u ovom
ispitivanju. Zbog toga ne mozemo proceniti hranu za zivotinje znac¢ajnim vektorom za
prenosenje sojeva rezistentnih na antibiotike, ali to ne iskljuCuje potrebu za
monitoringom rezistencije kod izolata Salmonella iz hrane za Zivotinje, posebno kada je

u pitanju hrana animalnog porekla i sirovine iz uvoza.
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7. ZAKLJUCCI

1. Iz hrane za Zivotinje sa podrucja juznobackog i sremskog okruga Vojvodine,
najéeSc¢e su izolovani serovarijeteti Salmonella Tennessee (18%) i Montevideo
(15%).

2. Serovarijeteti od posebnog znafaja u epizootiologiji 1 epidemiologiji
salmoneloza, Enteritidis i Infantis izolovani su u zna¢ajnom procentu (po 12%),
zbog Cega hrana za Zivotinje predstavlja njihov zna¢ajan izvor.

3. Kultivacijom na Congo red agaru tokom 5 dana inkubacije na temperaturi od
20°C 98% izolata Salmonella iz hrane za zivotinje produkovalo je jednu ili obe
komponente kljuéne za formiranje matriksa biofilma (curli fimbrije i celuloza).

4. Temperatura inkubacije od 20°C i deficit hranljivin materija u podlozi za
kultivisanje povoljno deluju na formiranje biofilma i u ovim uslovima na
mikrotitracionim plo¢ama su svi ispitivani izolati Salmonella formirali biofilm.

5. Temperatura inkubacije od 37°C, imala je nepovoljan uticaj na formiranje
biofilma bez obzira na vrstu hranljive podloge. Ukupno 35 izolata Salmonella se
u ovim uslovima na mikrotitracionim plo¢ama pokazala slabim proizvodac¢ima
biofima, a 17 izolata uopste nije formiralo merljiv biofilm.

6. Uprkos tome S§to je temperatura inkubacije od 37°C imala nepovoljan uticaj na
formiranje biofilmova, svi izolati serovarijeteta Enteritidis su bili izuzetak i u
ovim uslovima su produkovali dobre biofilmove na mikrotitracionim plo¢ama.

7. Sve izolate Salmonella (bez obzira na serovarijetet) odlikovala je izrazena
sposobnost formiranja biofilma na granici dva agregatna stanja (te¢nost-vazduh).

8. lzolati Salmonella poreklom iz hrane za Zivotinje, ispoljili su karakteristi¢énu
osobinu da biofilm ne formiraju na hidrofobnoj povrsini (polistirenu) koja je
potopljena u tenost. Pod takvim uslovima biofilm su formirali samo u grani¢noj
zoni izmedu te¢nosti 1 vazduha. Ova osobina se ne zapaza u odnosu na hidrofilni
supstrat (nerdajuci Celik), na kojem su ispitivani izolati Salmonella formirali
biofilm

9. Primenom metode PFGE potvrdeno je da svi izolati serovarijeteta Montevideo,
Tennessee i Infantis, pripadaju istim klonovima. Ovi klonovi su ponavljano

izolovani tokom viSe meseci ispitivanja, iz uzoraka hrane za Zivotinje poreklom
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10.

iz istog proizvodnog objekta. To ukazuje na moguce perzistiranje ovih klonova u
objektima za proizvodnju hrane za zivotinje i da ovi klonovi Salmonella u
finalne proizvode dospevaju procesnom kontaminacijom, a ne preko
kontaminiranih sirovina.

Na osnovu rezultata ispitivanja osetljivosti izolata Salmonella spp. na
antibiotike, hrana za zivotinje nije bila znacajan izvor sojeva Salmonella sa
rezistencijom i multiplom rezistencijom na antibiotike jer su svi ispitani izolati

bili osetljivi na sve ili na ve¢inu primenjenih antibiotika.
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W3jaBa o ayTopcTBy

MoTnacaku-a_ BojaHa TpyHuh

opoj ynuca 16/21

Wsjasrbyjem
A3 | ADKTIPIKE QUCERTALM|E NOR HACNDEOM

MCNATHMBAKE MONYHRHOCTH @OPMUPALA EUOBUIIMA Y YCIIOBUMA IN VITRO KOL
PASNVNYNTHNX CEPOBAPWJETETA SALMONELLA BPCTA W30NOBAHWX W3 Y3OPAKA
XPAHE 3A XUBOTHUHRE"

= Pe3ynTar CONCTBEeHOr VCTRaMKKBaYKOr panga,

« N3 NpefnoXeHa AVCERTAUKA ¥ USNUHW HW ¥ ASMOBKMA HUje Duna npeanoxeHa
3a Acdvjare GUNO Koje OUNIIOME NPEMa CTYAWICKWM NPOIPEMUME  ADYIMX
BUCOKOWKDACKHX YCTEHDBE,

* 03 CY PEAYNTATA KOREKTHO HABEASHK W

* O3 HUCaM PUWIN0/Na SyTORCKa NPaE3a ¥ KOPUCTUO MHTENEKTYaNHY CBOjUHY ADyrux
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Bepauvje QOKTOPCKOr paga
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Cryaujcks nporpam. [IOKTORCKS aKaSemMeke CTYLuE

Hacnos panz: MCNUTUBAHE MOMYRHOCTH GOPMUPARA EUOCUNMA Y YCITOBUMA
IN VITRO KOO PA3NWYWTUX CEPCBAPUJETETA SALMONELLA BPCTA U3ONOBAHWX
W3 Y3OPAKA XPAHE SA XWBOTHHE"
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w3jasmyjem A3 & WIaMNaHa Bepslja mMor JOKTOPCKAr pata MCTQBETHE ENeKTPOHCKS)
Bep3wja  kajy cam npegaona 3@ ofjaRrbMBame  Ha  nopTany  AwmMrandor
penosuToprjyma Yuneepaurera y Beorpaay.
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BuBnuoTeke, ¥ ENSKTPOHCKaM Katanery vy nybnurkaumjama YHveepsvtera y Georpagy.
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M3jaBa 0 kopuwhery
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XPAHE 3A XKUBOTHHE®
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3. AyTOPCTBO — HesoMEpUWjanHo — 523 npepage

4, AYTOPCTEO — HEKOMEPUW|SNHO — QEMNTA NG METUM YCI0SUMa
5 Aytoperaso — €ea npepage

,’ 'b".—:,Awopc:rao — BENdTH No4 UCTHM YCroBUNE

(Monumo [a 3a0spyiMTe CamMo jeaKy 0 LIECT NOHYRSHWX MNMIEHWM, KpaTak anue
nuueHUM aar je Ha nonefvHu nucTta).

Mornue goxkropanaa

¥ Beorpaay, 10.05.2017, ~

- F -
O0idka ﬁ*‘lﬁs(l‘ ;

(" _.‘I g

172



