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Uvod

1. uvoD

Hrana i voda su znacajni rezervoari mikroorganizama koji dovode do obolevanja i
smrti u svetu. Poslednjih decenija ucestalost infekcija nakon uzimanja mikrobioloski
neispravne hrane je porasla (Varnam i Evans, 1991), iako se u prehrambenoj industriji
intezivno radilo na poboljSanju higijene u proizvodnji i obradi namirnica. Razlozi za ovaj
porast mogu se povezati sa poslednjim trendovima u globalnoj proizvodnji hrane u
industrijalizovanim zemljama, iako je mikrobioloSka kontrola hrane obavezna i od
vitalnog znacaja (Zlender, 2003). Upotreba velikog broja antimikrobnih preparata, kako
bi se pospesio rast i povecao prinos kultura u poljoprivredi, doveli su do favorizovanja
bakterijskih vrsta otpornih na njih, a sa tim i do njihovog ukljucivanja u lanac ishrane.
Isto tako, urodena sposobnost mikroorganizama da se mutiranjem prilagode na razlicite
faktore iz okoline ima znac¢ajnu ulogu u sistemu proizvodnje i bezbednosti hrane. S druge
strane, masovna proizvodnja polu pripremnjene i pripremnjene hrane sa duZim rokom
trajanja i njihovo Cuvanje na neadekvatnoj temperaturi omogucila je razvoj sporogenih,
termofilnih vrsta. Nauka i stru¢na literatura opisuju vise od 200 poznatih bolesti koje se
prenose hranom, a posebno su vazne toksikoinfekcije izazvane unoSenjem
mikroorganizama hranom, koji se u digestivnhom traktu razmnoZavaju i stvaraju jedan ili
viSe toksina (Smole Mozina i Grom Hocevar, 2004).

Znacajan rizik u prehrambenoj industriji predstavljaju bakterije iz roda Bacillus,
zbog sveprisutnosti i sposobnost da formiraju spore, koje su veoma otporne na toplotu,
suSenje, zracenja 1 druge negativne uticaje iz okruzenja. Ovaj rod spada medu jedne od
najznacajnijih uzro¢nika trovanja hranom u mnogim zemljama. Bacillus cereus (B.
cereus), od svih vrsta ovog roda najceSée izaziva alimentarne intoksikacije i
toksikoinfekcije kod ljudi. Intoksikacija je unoSenje prethodno stvorenog toksina, a
toksikoinfekcije podrazumeva ulazak mikroorganizma u organizam, razmnoZavanje i
produkciju toksina. Ova oboljenja su povezana sa konzumiranjem razli¢itih prehrambenih
proizvoda, u kojima dominiraju skrob i proteini, kao S§to su: pirina¢, meso i mesne
preradevine, dezerti i konzervisana hrana. B. cereus se razmnoZava u temperaturnom
intervalu od 10-45 °C, a optimalna temperatura iznosi oko 35 °C. Spore B. cereusa su

termorezistentne i mogu preziveti temperature iznad 100 °C. Veoma cesto je prisutan kao
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kontaminant namirnica animalnog i biljnog porekla, jer zbog otpornih spora moze
praziveti razliite fizicke i hemijske uslove njihove obrade i pripreme. Pri optimalnim
fizicko-hemijskim uslovima B. cereus produkuje dve vrste toksina: emeti¢ni toksin i
enterotoksine.

Emeti¢ni toksin, cereulin, dovodi do pojave emeti¢nog sindroma koji se kod ljudi
manifestuje obilnim povra¢anjem. Nakon svega 1-6 sata nakon konzumiranja
kontaminirane hrane javljaju se simptomi, a infekcija traje 24 sata i kra¢e. Ove simptome
je veoma teSko razlikovati od simptoma koje prouzrokuje Clostridium perfringens.
Termorezistentn spore bakterije B. cereus prezivljavaju termi¢ku obradu pirinca i ukoliko
se pirina¢ Cuva duzi vremenski period na sobnoj temperaturi, do¢i ¢e do rasta i
razmnozavanja vegetativnih oblika, kao i do produkcije toksina. Emeti¢ni sindrom je
¢esto povezan i sa konzumiranjem kontaminiranog sira, mleka u prahu, supe 1 pudinga.
Spore su hidrofobne i vezuju se za povrSinu namirnica (Jay i sar., 2005; Granum, 2007).

Enterotoksini dovode do dijareje i abdominalnih bolova. Enterotoksini uzro¢nici
dijareje su termolabilni i sintetiSu se u hrani i u tankom crevu. Inkubacioni period traje
izmedu 8-16 sati i pojava simptoma povezana je sa konzumiranjem mesa i mesnih
preradevina, povrca, za¢ina 1 dodataka jelima, koji se pre konzumiranja duzi vremenski
period drZze na sobnoj temperaturi. Kako enterotoksini nisu stabilani na poviSenoj
temperaturi, izlaganje i obrada namirnica na visokoj temperaturi uniStava ove toksine, a
samim tim onemogucava i razvoj oboljenja (Ehling - Schulz i sar, 2004b; Leuschner
2003; Horvood i sar. 2004; Granum i Baird - Parker, 2000).

Medutim, bez obzira na razli¢ie simptome i duzinu njihovog trajanja, poznati su
sluc¢ajevi sa smrtnim ishodom nakon konzumiranja hrane kontaminirane i emeti¢nim i
enterotoksinom (Mabhler i sar., 1997; Dierick i sar., 2005).

Da bi doslo do pojave alimentarne toksikoinfekcije u organizam je potrebno uneti
10° ¢éelija B. cereusa po gramu namirnice. Optimalna temperatura za rast i razvoj
bakterije B. cereus je oko 35 °C, pa je namirnice nakon termi¢kog tretmana potrebno
odmah konzumirati, ili ih nakon kratkog hladenja na sobnoj temperaturi, skladistiti u
frizideru. Da bi se sprecio rast i razmnozavanje bakterije B. cereus, namirnice je potrebno
skladistiti na temperaturama T<5 °C ili T>60 °C. Pored alimentarnih infekcija bakterija

B. cereus izaziva i Citav niz drugih oboljenja: septi¢ni meningitis, endokarditis, celulitis,
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gangrenu i brojne respiratorne, hiruske i oftalmoloSke infekcije (Ginsburg i sar., 2003),
koji se ¢ak mogu zameniti sa gasnom gangrenom izazvanim drugim Gram-pozitivnim
bacilima (Rosenbaum i sar., 2013). Zbog toga su nastale nove dijagnosticke metode za
izolaciju, detekciju i identifikaciju sojeva Bacillus cereus i njegovih toksina.

Termolabilni enterotoksini bakterije B. cereus se uniSte u toku pripreme hrane na

povisenoj temperaturi, ali nije poznat metod za detoksikaciju emeti¢nog toksina u hrani.

2. PREGLED LITERATURE

2.1 Bacillus cereus grupa

Rod Bacillus je heterogena grupa Gram-pozitivnih, sporogenih bakterija, Cija
DNK sadrzi lance G+C (Guanin+Citozin), u procentu od 37% i pripada phylum-u
Firmicutes (Holt i sar., 1994). Prvi put rod Bacillus je opisan 1872. godine od strane
Ferdinanda Kohna.

Rani pokuSaji klasifikacija bakterija iz roda Bacillus su zasnovani na osnovu dve
karakteristike: aeroban rast i formiranje endospora. Rezultat ove Kklasifikacije je bio da se
povezu bakterije, koje imaju drugaciju fiziologiju 1 zive u veoma razliitim Zivotnim
sredinama (Todar, 2005).

Filogenetski klasifikaciona Sema identifikuje dva osnovna tipa endosporogenih
bakterija. To su red Clostridiales i red Bacillales sa porodicom Bacillaceae.

Bakterije roda Bacillus, koje mogu izazvati trovanje hranom, pripadaju
mezofilnim vrstama i dele se u tri grupe. U prvu grupu spadaju oportunisticki patogeni,
za koje je karakteristicnan elipsoidan ili cilindri¢an oblik spora. Mogu se na¢i i u
aerobnoj 1 anaerobnoj sredini. Na osnovu veli¢ine ¢elija 1 specifi¢nih lipida u citoplazmi
ova grupa se deli na 1A i 1B odeljak. Bakterije u grupi 1A vece su od 0,9 mikrometara i
sadrze lipidne globule u citoplazmi i tu spadaju: B. cereus, B. megaterium, B.
thuringiensis, B. mycoides i B. anthracis. U grupu 1B spadaju: B. subtilis, B.
licheniformis, B. pumilus i B. coagulans, koje su manje od 0,9 mikrometara (Todar,
2005).


https://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Clostridia&action=edit&redlink=1
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Na osnovu geneticke raznolikosti rod Bacillus obuhvata 60 vrsta i vecina od njih je
nepatogena. Na osnovu 16S rRNK filogenije ili fenotipskih karakteristika, rod Bacillus
sadrzi pet do Sest grupa (Priest, 1993) (Slika 1). Prva grupa Bacillus cereus sensu lato
obuhvata vrste: Bacillus anthracis, Bacillus cereus sensu stricto, Bacillus thuringiensis,
Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides, B. weihenstephanensis (Granum 2002;
Jensen i sar., 2003; Ehling-Schulzi i sar., 2005a). Ovih Sest bakterija i pored velike
raznovrsnosti faktora virulencije imaju visoku genetsku srodnost i zbog toga pojedini
autori predlazu da se ova cela grupa predstavi kao jedna vrsta. Identifikovana je grupa od
tri termofilna soja (Lund i sar., 2000; Fagerlund i sar., 2007; Auger i sar., 2008), koji se
predlazu kao nova vrsta: Bacillus cytotoxicus (ili B. cytotoxis) (Lapidus i sar., 2008).
Bacillus cereus sensu stricto (B. cereus) na osnovu flagelarnih antigena ima 42
poznata serotipa. Serotipovi 1, 3 1 8 se povezuju sa emeti¢nim toksinom, a serotipovi 1, 2,
6, 8, 10 i 19 sa termoosetljivim enterotokinom. Potvrdeno je da je serotip 1 najcesce
prisutan kod trovanja hranom u svetu. Iako jos§ uvek nije potvrdena genetska veza izmedu
prisusustva toksina i flagelarnih antigena Granum i Baird Parker (2000) isticu tu

mogucnost.

2.2 Vrsta Bacillus cereus

2.2.1 Opisvrste

B. cereus je prvi put izolovan 1887. iz vazduha Stale Frankland i Frankland
(Roberts i sar., 1996; Forsythe, 2000; Griffiths i Schraft, 2002). Pod mikroskopom celije
su S$tapicaste, prave, u precniku obi¢no 0.5-2.5 pm i u duzini 1.2-10 pm, cesto
rasporedene u parovima ili lancima (Holt i sar., 1994). Celije se boje Gram-pozitivno, s
tim Sto se starije kulture teZze boje ljubicasto (Varnam i Evans, 1991). Pokretne su i to
zahvaljujuéi peritrihijalnoj flageli (Varnam i Evans, 1991). U nepovoljnim uslovima B.
cereus stvara endospore koje mogu biti centralno ili pericentralno postavljene. B. cereus
je mezofilna, fakultativno anaerobna bakterija (Grifits i Schraft, 2002) i moze da raste sa
redoks- potencijalom ispod -200 mV (Varnam i Evans, 1991). B. cereus kao obavezne

faktore rasta koristi tri L-aminokiseline: treonin, leucin, valin (Agata i sar., 1999), dok
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geneti¢ku udaljenost od 0.02 Preuzeto od: @kstad i Kostg, 2011.
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vitamini nisu obavezni (Grifits i Schraft, 2002). Temperaturni opseg rasta je od 4-55 °C
(optimum 30-40 °C) (Roberts i sar., 1996). Psihrotrofni sojevi su ¢esti i mogu da rastu na
temperaturi od 4-5 °C. Prema Granum-u i Baird Parker-u (2000) minimalna koli¢ina vode
(av) za rast je 0,93, a pH opseg je od 5.0-8.8, sa optimumom pH 6.0 do 7.0, dok drugi
autori kao optimum pH navode vrednosti 4.3 do 9.3 i vodenom aktivnosc¢u av od 0.92
(\Véisanen i sar., 1999; Baron i sar., 1994).

2.2.2 Spore kod vrste B. cereus

Sve vrste roda Bacillus mogu formirati spore otporne na toplotu - stabilne
endospore (Henrikues i Moran, 2007). Spore nemaju merljivu metabolicku aktivnost i
mogu da preZive u odsustvu hranljivih materija mnogo godina. Kod vrsta B. cereus spore
su elipsoidnog oblika i mogu biti smeStene centralno ili subterminalno. Sporulacija
zapocinje sa nejednakom podelom citoplazme, Sto dovodi do stvaranja vece 1 manje ¢erke
¢elije, svake sa kompletnim genomom. Nakon serije morfoloskih promena majka celija
lizira 1 oslobada spore u spoljasnju sredinu. Stvara se samo jedna spora po ¢eliji (Holt 1
sar., 1994). Za proces formiranja spora potrebno je oko 6 h (Henrikues i Moran, 2007).
Endospora je u stanju mirovanja tvrda i nereproduktivna struktura. Primarna funkcija
endospore je da obezbedi opstanak bakterije u toku nepovoljnih Zivotnih uslova u
spoljasnjoj sredini. Spore su vrlo otporne na toplotu, suSenje, toksi¢ne hemikalije, UV
zracenje, gama zraCenje 1 druge Stetne faktore zivotne sredine. Pronalazak spora na
¢ilibarima starim 25-40 miliona godina ili na slanim inkluzijma starim 250 miliona
godina, svrstava vrste roda Bacillus medu najotpornije bakterije (Sagripanti i sar., 2006;
Henrikues i Moran, 2007).

Spore B. cereus imaju najhidrofobniju povrSinu u odnosu na bilo koju drugu vrstu
iz roda Bacillus. Mogu preziveti na povrSinama kao sto su Celik i plastika i tesko ih je
ukloniti tokom c¢is¢enja (Granum 2002, 2007). Studije su otkrile da se spore mogu
odrzavati na Caco-2 c¢elijama u kulturi, $to ukazuje da one mogu preziveti u
intestinalniom epitelu (Granum, 2007). Spore nekih B. cereus sojeva su otpornije na

toplotu u odnosu na mezofilne sojeve roda Bacillus kao Sto su B. subtilis i B.
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licheniformis (Carlin i sar., 2006). One su u stanju da preZive i procedure pripreme hrane
na najvis$im temperaturama (Shinagawa i sar., 1996). Carlin i sar. (2006) potvrduju u
svom radu toleranciju spora na toplotu kod 17 sojeva B. cereus koji produkuju emeti¢ni
toksin 1 da je otpornost na visoku temperaturu jace izrazena nego kod 83 soja koji ga ne
produkuju. Ova statisti¢ki znacajna razlika u toleranciji na toplotu ukazuje na prisustvo
tezih simtoma bolesti koje izazivaju emeti¢ni sojevi, nakon konzumiranja termicki

obradenih sojeva i njihovo uniStavanje je veoma tesko.

Slika 2. Sporuli$u¢a kultura emeti¢nog B. cereus soja (F4810/72), transmisiona elektronska
mikroskopija. Kultivacija od deset dana na Tripton soja agaru. Bar, 80 nm. Preuzeto od:
Andersson i sar., 2007.

Posto su spore metabolicki neaktivne, one moraju da se vrate u aktivni oblik kroz
proces klijanja. Klijanje se sastoji od niza degenerativnih dogadaja, tokom kojih prvo
dolazi do uklanjanja barijera i klijanja endospore. Dolazi do rehidratacije jezgra,
olaksavajuci ulazak molekula iz spoljasnje sredine (Cronin 1 Wilkinson, 2007; Henrikues
I Moran, 2007). Medu glavne indikatore klijanja spora spadaja pojava aminokiselina
inozina (Yousten, 1975; Hornstra i sar., 2007), glicina i drugih neutralnih L-
aminokiselina, kao i ribozida purina u citoplazmi (Warren i Gould, 1968; Griffiths i
Schraft 2002; Hornstra i sar., 2006). L-alanin je najefikasnija aminokiselina koja

stimuliSe Kklijanje, tako Sto dovodi do hidratacije spora, gubitka jona kalcijuma i
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dipikolinske kiseline (Yousten, 1975; Griffiths i Schraft 2002; Hornstra i sar., 2007).
Proces germinacije odvija se na temperaturi od 8-30 °C (Slika 2).

2.2.3 Genom vrste B. cereus

Genetski materijal bakterije B. cereus je organizovan u velikom cirkularnom
hromozomu i plazmidima. Kod pojedinih izolata postoje razlike u veli¢ini genoma, pa
srednja ukupna duzina genoma bakterije B. cereus iznosi 5,7258 Mb (mega baza), a
srednji G+C sadrzaj je 35,2% (NCBI, 2008) (Slika 3). Ovi podaci dobijeni su
sekvenciranjem genoma, a prvi genom iz grupe B. cereus koji je sekvenciran bio je soj B.
anthracis Ames. Realizacija ovog projekta zapocela je 2000. godine, a nakon
bioteroristi¢kog napada preko pisama kontaminiranih sporama B. anthracis tokom 2001.
godine, intenzivirano je sekvenciranje brojnih sojeva B. cereus grupe. Prvi sekvencirani
soj B. cereus bio je ATCC 14579. Njegov genom je imao 5,41 Mb, GC sadrZaj je bio
35,3%, a broj gena 5473. Tipi¢no za sojeve grupe B. cereus je da nose veliki broj operona
za rRNK, kojih u hromozomu B. anthracis Ames ima jedanaest, a u hromozomu B.
cereus ATCC 14579 trinaest (Dkstad i Kolstg, 2011).

B. cereus moze sadrzati razli¢it broj plazmida, ¢ija veli¢ina varira od 5-500 kb
(kilo baza). Samo neki od njih povezani su sa patogenezom, pa njihova detekcija
omogucava razvrstavanje sojeva na patogene i nepatogene. Tako je potvrdeno, da sojevi
B. anthracis imaju karakteristicne plazmide pXO1 i pXO2, ¢ije prisustvo uslovljava
virulenciju ove vrste. Plazmid pXO1 se moze naci i kod sojeva vrste B. cereus, ali je
avirulentan jer ne sadrzi deo koji kodira toksin i regulatorne proteine. Medutim, za
potpunu virulenciju neophodan je i pXO2 plazmid koji kodira gene neophodne za
biosintezu kapsule (Rasko i sar., 2005). Komparativna analiza genoma sojeva grupe B.
cereus potvrdila je, da bez obzira na razlike koje mogu postojati izmedu njihovih
hromozoma, glavne razlike u patogenosti su uslovljene genima koji se nalaze na
plazmidima. Nepatogeni sojevi B. cereus razlikuju se od patogenih sojeva B. anthracis
samo po tome Sto im nedostaje “ostrvo patogenosti” koje sadrzi razli¢ite gene neophodne

za sintezu toksina (Primrose i Twyman 2006).



Uvod

U genomu B. cereus moze biti integrisano vise profaga, a linearni elementi sli¢ni
fagu mogu postojati kao vanhromozomski (dkstad i Kolstg, 2011). Nije pokazano da oni
sadrze neki gen koji bi kodirao toksin, ali mogu biti vaZan izvor razmene gena izmedu

bakterija.
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Slika 3. Genom B. cereus. Prema: Ivanova i sar., 2003.

2.2.4 Kultivacija i identifikacija vrste B. cereus

Primarno zasejavanje uzorka sa sumnjom na prisustvo B. cereus bez obzira na
njegovo poreklo, zapocinje zasejavanjem na hranljivu podlogu obogac¢enu ov¢ijom krvi
(5%). Porast kolonija i prisustvo beta hemolize izdvaja B. cereus od B. anthracis, ali ne i
od nekih drugih vrsta roda Bacillus (Tabela 1). Zbog toga je neophodno raditi dalju
identifikaciju. Do danas su napravljene dve selektivne podloge, ¢ija je selektivnost u
direktnoj vezi sa sposobnosto$¢u B. cereus da hidrolizuje lecitin i nemoguénoséu da
fermentiSe manitol: Polymyxin-egg yolk-mannitol-bromothymol blue (PEMBA) i
mannitol-egg yolk-polymyxin agar (MYP). Selektivnost podlozi daju manitol, Zumance

jajeta i polimiksin.
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Polimixin B ima ulogu da spre¢ava rast Gram-negativnih bakterija. Kao indikator
fermentacije manitola dodaje se fenol crveno, koji daje boju kolonijama soja B. cereus
(kolonije su ruzicaste), za razliku od drugih pripadnika roda Bacillus kod kojih dolazi do
fermetacije manitola u kiselinu, izazivaju¢i promenu pH sredine, pa su kolonije tih vrsta
Zute boje. Prisustvo Zumanceta omogucuje proizvodnju zone oko kolonija sa
lecitinaznom aktivno$¢u, kao Sto je slucaj za vecinu sojeva B. cereus. Aktivnost
lecitinaze i negativna reakcija za fermentaciju manitola su najtipi¢nije karakteristike
sojeva B. cereus i osnova za njihovu identifikaciju (Granum i Baird - Parker, 2000).

Ove podloge preporucene su za identifikaciju 1 brojanje kolonija bakterije B.
cereus prilikom ispitivanja uzoraka hrane, od strane Association of Official Analytical
Chemists (AOAC, 1995), Nordic Committee and Food Analysis (NMKL, 1997), Food
and Drug Administration (FDA, 1998) i Dairy Federation (IDF, 1998) (Jaaskeldinen,
2008).

Tabela 1. Kriterijumi za razlikovanje medu ¢lanovima B. cereus grupe

(Prema: Jaéskeldinen, 2008)

Vrsta Pokretljivost ~ Osetljivost ~ Fermentacija Hemoliza Parasporalne

na penicilin manitola kristalne

inkluzije
B. cereus +/- - - + -
B. anthrcis - + - - -
B. thuringiensis +/- - - + +
B. mycoides - - - + -
B.pseudomycoides - n.d - n.d -
B. weihenstephanensis +/- - - + -

n.d. = nije utvrdeno

B. weihenstephanensis se razlikuje od B. cereus na osnovu temperature rasta, jer
moZe da raste ne nizoj od 7°C i ne iznad 43°C. B. pseudomycoides se ne razlikuje od B.
mycoides po fizioloSkim ili morfoloSkim karakteristikama, ali se razlikuje prema sastavu

masnih kiselina i sekvenci gena 16S rRNA.
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Najveéu sli¢nost sa B. cereus ima B. thuringienisis. Cak ni metodom sekvenciranja
nije utvrdena razlika medu njima. Do skora se prisustvo cry gena vezivalo za vrstu B.
thuringienisis, ali novija istrazivanja potvrdila su njegovo prisustvo i kod vrsta B. cereus,
s tim Sto kod njih ne dolazi do stvaranja intracelularnih protein kristala u toku sporulacije
(Kolste 1 sar., 2002), Sto omogucava razlikovanje ove dve genetski srodne vrste.

Pored izolacije na podlogama, za kompletniju identifikaciju koriste se i druge
biohemijske osobine B. cereus, kao Sto su fermentacija glukoze, pozitivna reakcija
Voges-Proskauer, redukcija nitrata. Postoje komercijalno napravljeni biohemijski testovi
kao Sto su API (bioMeérieux, Marcy I'Etoile, France) i BBL Crystal (Becton, Dickinson
and Company, USA). Testovi su jednostavni za izvodenje, ocitavaju se vizuelno ili
automatski na osnovu kodova proizvodaca i za njih mozemo re¢i da su specifi¢niji i
koristiti samo kao skrining.

U poslednjim decenijama sa napretkom molekularne biologije i sekvenciranja
genoma svih organizama, pa i B. cereus, detekcija i identifikacija ove vrste je jo$
specifi¢nija, senzitivnija i brza. Medutim, usled visokog stepena slicnosti genoma medu
sojevima Bacillus cereus grupe, PCR metodom se potvrduje pripadanost grupi, na
osnovu specificnih prajmera za nju. Znacaj PCR metode je u detekciji gena za produkciju
emeti¢niog i entero toksina, kao potencijalnih izazivaca toksikoinfekcije kod ljudi. Njena
velika prednost je u brzini dobijanja rezultata (u roku od nekoliko sati), za razliku od
klasi¢nih metoda kultivacije 1 identifikacije za koje je potrebno najmanje tri dana. Sa
uvodenjem metode sekvenciranja, metodologija se jo$ viSe usavrSava tako da su do danas
desSifrovani genomi mnogih vrsta B. cereus grupe u celosti i utvrdena je razlika medu

njima.
2.2.5 B. cereus u okruzenju i u hrani
Vrste koje pripadaju rodu Bacillus su aerobni i fakultativno anaerobni, Gram-

pozitivni, sporogeni Stapici. Raspostranjeni su u Sirokom spektru stanista: zemlji, vodi,

vazduhu, hrani, kao i u fekalijama ljudi i Zivotinja (Beattie i Villiams, 2000).
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U svim navedenim staniStima mogu se naci i sojevi B. cereus, medutim smatra se
da je najverovatnije njihovo primarno staniste u crevima artropodnih beski¢menjaka
(insekata) (Jensen i sar., 2003; Swiecicka i Mahillon, 2006.), ali u velikom procentu moze
se izolovati 1 iz interstinuma (stomaka) malih divljih sisara, ukljuuju¢i glodare 1
insektivore (Swiecicka i Mahillon, 2006).

Nakon izbacivanja u spoljasnju sredinu vegetativne celije ili spore bakterije B.
cereus ulaze u lanac ishrane, kruze¢i od zemljiSta do biljaka, zivotinja i ¢oveka, dovodeci
do velikog problema u poljoprivrednoj i prehrambenoj industriji, kao i u veterinarskoj i

humanoj medicini (Guinebreticre i sar., 2006) (Slika 4).

Zivota
SISARI

B. cereus
spore u

zemljistu

saprofitn
HRANA nacin
Zivota

u rizosferi

& B. cereus _,/
dires G472 Ekonomski
dijarealno Z AR

trovanje hranom = g':}:‘k ! \gUbltak
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Slika 4. KruZenje bakterije B. cereus u prirodi. Prema: Ceuppens i sar., 2013.
Otpornost spora na visoku temperature omogucéuje vrsti B. cereus da prezivi i

nakon termi¢ke obrade hrane i na taj na¢in dovede do toksikoinfekcije kod ljudi i

zivotinja usled produkcije dijarejnog 1 emetinog toksina. Medutim, prisustvo
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termostabilnog emeti¢nog toksina — cereulida u kuvanoj hrani i njegovo unoSenje u
organizam dovodi i do alimentarnih intoksikacija.

B. cereus je izolovan iz prakticno svih nesterilnih uzoraka hrane (Kolste i sar.,
2002, Granum, 2007), a ispitivano je 1 nekoliko razliCitih staniSta na prisustvo tj.
produkciju toksina. Tom prilikom konstantovano je da samo nekoliko sojeva B. cereus

produkuju ovaj toksin (J&askel&inen, 2008).

2.3  Trovanje bakterijom B. cereus iz hrane

U okviru evropskog zakonodavstva B. cereus je klasifikovan u grupu organizama
drugog stepena opasnosti, na osnovu svojih sposobnost da izazove infekcija kod ljudi
(Evropska komisija, 1993). Prema izveStaju European Food Safety Authority (EFSA) od
svih epidemija nastalih unosom neispravne hrane, B. cereus je bio odgovoran za 1,88% u
2010. godini (EFSA, 2012). Zbog malog broja slucajeva B. cereus je potcenjivan u
odosu na druge patogene koji se unose hranom. Kao razlog za to Ceuppens i dr. (2013)
navode Cetiri razloga. Prvo, nedovoljan broj prijavljivanja, usled blagih i prolaznih
simptoma bolest. Drugo, B. cereus nije klasifikovan u zoonoze, bolesti koje prenose
zivotinje, 1 zbog toga dobija manje paznje u izveStavanju. Trece, atipicne 1 emeticne
vrste, koje su Cesto bez ili sa malo lecitinazne 1 hemoliticke aktivnosti, nisu detektovane
sa standardnim brojanjem kolonija B. cereus na MYP hranljivoj podlozi, preporuc¢ene od
strane 1S07932:2004. I na kraju kao Cetvrto istice se, da su ¢esto u kombinaciji vise vrsta
B. cereus koje u€estvuju kao uzrocnici bolesti 1 zbod toga sugeriSu da bi njihove kolonije
trebalo selektovati za dalje istrazivanje i uporediti sa izolatima iz stolice pacijenata ili
sadrzajem nakon povracanja.

Prvi put kao izaziva¢ trovanja B. cereus je dokazan 1950. godine kao uzro¢nik
bolesti nastale nakon unosa hrane, jer je potvrdeno da je sos od vanile bio zagaden, §to je
rezultiralo dijarejom (Jay i sar., 2005). 1971. godine utvrdeno je da je kod osoba koje su
konzumirale kuvani pirina¢ u kineskim restoranima, doslo do gastrointestinalnih tegoba i
da je uzro¢nik B. cereus koji lu¢i termostabilni emeti¢ni toksin (Mortimer i McCann,
1974). Nakon toga, istaknuto je da B. cereus moze biti znaCajan uzro¢nik trovanja

hranom Sirom sveta, usled lucenja dijarealnog i emeti¢nog toksina. U toku 2005. godine u
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Finskoj je utvrdeno da su od ukupno 55 epidemija trovanja hranom ili vodom za pice, sve
bile izazvane bakterijom B. cereus (Niskanen i sar., 2006). Niskanen i sar. (2007) su
utvrdili i da u pet epidemija (10%) u kojim je obolelo 64 osobe uzro¢nik bio B. cereus, ali
u devetnaest epidemija (38%) uzrok obolevanja nije pronaden. Prisustvo B. cereus u
konvencionalnoj hrani i keteringu u mnogim evropskim zemljama (Guinebreticre i sar.,
2002, 2006; Wijnands i sar., 2006) izazvao je veliki problem. Pored toga, B. cereus moze
biti uzro¢nik epidemija nakon konzumiranja podgrejane hrane zbog prelaza spora u
vegetativnu formu. Cesto se stepen bolesti izazvane B. cereus podcenjuje zbog obi¢no
kratkog vremena trajanja simptoma (Cesto < 24h) i kod dijarealnog i emeti¢nog sindroma
(Granum 2007). Zbog toga je pun obim trovanja bakterijom B. cereus iz hrane joS$
nepoznat. Epidemije koje se pripisuju B. cereus iz hrane u Severnoj Americi, Evropi i
Japanu krecu se u rasponu od 1% do 22% slucaja (Grifits 1 Schraft 2002). Holandija 1
Norveska su prijavile da imaju najviSe problema zbog prisustva B. cereus u odnosu na
druge bakterije koje se mogu naci u hrani (Griffiths i Schraft 2002). U Japanu su za oko
10 puta ceSc¢e prijavljeni slucajevi obolevanja usled prisustva emeticnog toksina, nego od
dijarealne bolesti, dok je u Evropi obrnut slucaj. Smatra se da je uzrok ove razlike
verovatno zbog vrste hrane i njene tradicionalne pripreme u ovim oblastima (Granum,
2007).

2.3.1 Intoksikacija dijarejalnim toksinom bakterije B. cereus

UnoSenjem bakterija B. cereus ili njihovih spora javlja se bol u stomaku i dijareja.
Period inkubacije je 8-16 h i simptomi traju 12-24 h (Sim, 1998; Beattie i Vilijams, 2000;
Granum 2007). Uzrok nastanka sindroma dijareje tj. pojave vise od tri tecne ili vodenaste
stolice u toku 24 Casa prouzrokovano je lu¢enjem jednog do tri dijarejalna enterotoksina:
haemolizina (Hbl), nehemoliti¢nog enterotoksina (Nhe), citotoksina K (citK - 1 i citK - 2)
(Fagerlund i sar. 2004), a po drugima verovatno i enterotoksina T i enterotoksin FM
(Guinebreticre i sar. 2002; Taylor i sar., 2005; Moravek i sar., 2006). Svi enterotoksini
kodirani su genima koji se nalaze na hromozomu, a njihovu sintezu regulie

ekstracelularni faktor virulencije PIcR (Gohar i sar., 2008; Kolstg i sar., 2009). Kod
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veéine sojeva B. cereus i B. thuringiensis PICR je aktivan i bitan za ekspresiju vise
faktora virulencije, ali nije neophodan za ispoljavanja virulencije kod B. anthracis.

Vecina enterotoksina se formira tokom kasne eksponencijalne ili pocetkom
stacionarne faze, na optimalnoj temperaturi od 32-37 °C i pH 7.5. Medutim, neki od
sojeva B. cereus stvaraju enterotoksine ¢ak i na temperaturama nizim od 15 °C
(McKillip, 2000). Prilikom zagrevanja hrane 5 minuta na 56 °C enterotoksini gube
aktivnost. Takode, oni su osetljivi na neke od proteaza, narocito na enzim tripsin i pepsin
(Granum i Nissen, 1993). Formiranje enterotoksina pored vrednosti temperature i pH,
zavisi 1 od tipa medijuma, koli¢ine kiseonika i1 prisustva odredenih ugljenih hidrata. Tako,
na primer kod sojeva koji su inkubirani na istoj temperaturi, ali sa razli¢itom koli¢inom
kiseonika, doslo je do razlike u produkciji hemoliticnog enterotoksin, a McKillip (2000)
istice razliku u formiranju enterotoksina usled razli¢ite koli¢ine skroba 1 glukoze u
podlozi.

Trovanja dijarejalnim enterotoksinima bakterija B. cereus moze da izazove hrana
koja sadrzi od 200 do 10° bakterija po gramu (Palman, 2006). Lund i Granum (1997)
napominju da namirnice koje sadrZe vie od 10° bakterije B. cereus/g, ne mogu bezbedno
da se jedu. Ceuppens i sar. (2013) navode da je tesko identifikovati tatnu infektivnu dozu
kod dijarejalnog trovanja hranom, zbog izuzetno velike varijabilnosti sojeva B. cereus,
fiziologije domacina i vrste hrane, §to sve utice na pojavu i tezinu oboljenja.

U gastrointestinalnom traktu proteoliti¢ki enzimi i povisena vrednost pH vari ove
enterotoksine ako su prisutni u hrani. Medutim, spore B. cereus preZive varenje i mogu
klijati u tankom crevu (Jensen i sar., 2003; Swiecicka i sar., 2006; Granum, 2007), tako
da novostvorene vegetativne celije u odredenom trenutku mogu da produkuju
enterotoksine.

Hemoliticki enterotoksin (Hbl) se sastoji od tri komponente: B, L1 i L2. HBL
deluje na razaranje eritrocita, leukocita i makrofaga, tkiva kozZe i uti¢e na propustljivost
vaskularnog sistema. Enterotoksin Hbl je zbog ovih Kkarakteristika, glavni faktor
virulentnosti kod dijarejalnog sindroma. Zakljuceno je da su za toksi¢na dejstva HBL
neophodne sve tri komponente. Dok komponenta B sluZi za vezivanje na povrsinu ciljne
¢elije, dve komponente L izazivaju lizu target celije. Medutim, mogu¢ je 1 drugaciji

mehanizam delovanja Hbl, tako $to se Hbl komponente vezuju za ciljne ¢elije nezavisno i
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tek nakon toga dolazi do uspostavljanja kompleksa koji ¢e dovesti do lize ¢elije (Granum
i Lund, 1997; McKillip, 2000; Lindback i sar., 2004). Sve tri komponente kodirane su
hblC, hbID i hblA genima smeStenim na hromozomu. Hbl lokus je je manje prisutan u B.
cereus grupi u odnosu na nhe lokus i detektovan je u oko 60% vrsta koriste¢i PCR
skrining proceduru (Prass i sar., 1999).

Prisustvo nehemoliti¢nih enterotoksina (Nhe), je utvrdeno i okarekterisano prateci
veliko trovanje hranom u Norveskoj 1995. godine (Lund i Granum, 1996). Kompleks je
kodiran sa tri gena nheA, nheB i nheC genima smeStenim na hromozomu (Fagerlund i
sar., 2008).

Enterotoksin - citotoksin K (CytK) je protein koji se sastoji od jednog
polipeptidnog lanca, veli¢ine 34 kDa (Fagerlund i sar., 2004) i dovodi do nekroti¢nih,
hemoliti¢nih i citotoksi¢nih promena ¢elija crevnog epitela, a sa tim izaziva dijarejalni
sindrom. Prvi put je izolovan iz B. cereus sojeva koji su izazvali ozbiljna trovanja hranom
kod viSe ljudi, od kojih je troje starijih umrlo. Ovi sojevi nisu imali ni jedan drugi gen za
kodiranje drugih enterotoksina osim za Cyt K (Lund i sar., 2000).

Za detekciju lucenja enterotoxina koriste se komercialni imunoloski testovi koji
su dostupni na trzistu. BCET - RPLA: Bacillus cereus enterotoksin - reverzna pasivna
lateks aglutinacija (Okoid, Basingstok, Velika Britanija), koja detektuje L2 komponentu
hemolizina (Granum, 2002). Tecra (BDE - VIA, Batlei, Velika Britanija) je omogucio
detekciju dve proteinske komponente nehemolitiénog enterotoksina bakterije B .cereus
(Lund i Granum, 1996). Test BCET - RPLA detektuje prisustvo toksina pri koncentraciji
od 2 ng/ml, a test BDE - VIA registruje Nhe toksin u koncentraciji od 1ng/ml i ne otkriva
toksin Hbl (Beecher i Wong, 1994; Godi¢ Torkar i Smole Mozina, 2001). Nasuprot njima
Duapth Cereus Enterotoxins (Merck, Namacka) test je imunohromatografski test koji ima
mogucnost detekcije dva enterotoksina nehemoliticnog (Nhe), ali i hemoliticnog (Hbl)
enterotoksina iz uzoraka hrane.

Testovi su veoma specificni 1 osetljivi i mogu se koristiti u rutinskoj dijagnostici
crevnih infekcija sa simptomima dejareje.

Pracenje prisustva citopatogenog efekta na kulturi tkiva usled prisustva
enterotoksina, zauzima posebno mesto u dijagnostici, jer ovom metodom se detektuje

produkcija toksina, a ne samo njegovo prisustvo. Najcesce testiranje se radi na Vero
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(tumorska celijska linija bubrega majmuna) i CHO (tumorska celijska linija jajnika
kineskog hrcka) ¢elijskim linijama (Jéaskeldinen, 2008).

Prisustvo gena za enterotoksine koji dovodi do dijareje mogu se detektovati
koriS¢enjem metode za umnozavanje gena PCR (Guinebreticre i sar., 2002, 2006;
Abriouel i sar., 2007; Fagerlund i sar. 2007; Senesi i Ghelardi, 2010; Nooratiny i Sahilah,
enterotoksina (Hbl, Nhe, citK - 1 i citK — 2, enterotoksin T, enterotoksin FM), Cije
prisustvo moZze da se poveze sa simptomima dijareje, ako se testira uzorak stolice
pacijenata. Kako se enterotoksini uniStavaju u procesu termicke obrade hrane ili usled
prolaska kroz kiselu sredinu Zeluca, do stveranja enerotoksina dolazi tek nakon klijanja
spora u tankom crevu domacina. Wijnands i dr. (2007) su pokazali da dolazi do
indukovane germinacije spora B. cereus na diferenciranim Caco - 2 ¢elijama. Medutim,
samo detekovanje gena ne znaci 1 obavezno prisustvo simptoma intoksikacije, ve¢ samo

ukazuje na potencijalnu moguénost obolevanja.

2.3.2 Intoksikacija emeti¢nim toksinom bakterije B. cereus

Emeti¢ni (cereulidni) toksin je mali neribozomalno sintetisan prstenasti
dodekadepsipeptid, velic¢ine 1.2 kDa (Agata i sar. 1994) (Slika 5). Sinteza cereulida je
kodirana sa 24 kb grupom gena (ces), koji se nalaze na 208 kb plazmidu-pCER270
(Ehling-Schulz i sar., 2006; Rasko i sar., 2007). Klaster sadrzi sedam gena, ukljucujuéi
tipicne gene za neribozomalnu peptid sintetazu (NRPS), kao i fosfopantetenilnu
transferazu i gene koji kodiraju aktivnost i inkorporaciju monomera u peptidne lance.

Emeti¢ni toksin se sastoji od 2 aminokiseline i 2 hidroksi kiseline, koje se
ponavljaju tri puta: D-O-leu-D-Ala-L-O-Val-L-Val. Strukturno podse¢a na valinomicin
proizveden u sojevima Streptomyces griseus (Agata i sar., 1994; 1995). | cereulid i
valinomicin su kalijum jonofore (Mikkola i sar., 1999; Teplova i sar., 2006; Andersson i
sar., 2007). Cereulid je otporan na toplotu, ekstremne pH vrednost (od pH2 — pH9) i
proteoliticke aktivnosti pepsina 1 tripsina (Kramer 1 Gilbert, 1989). UneSen hranaom
toksin ostaje netaknut i tek u inerstinumu zadobija infektivnu formu (aktivnan toksi¢an
oblik).
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Slika 5. Struktura emeti¢nog toksina. Preuzeto od: Jaaskeléinen, 2008.

Smatra se da je emeti¢ni toksin zajedno sa citotoksinom K (Lund i sar., 2000),
jedan od naopasnijih toksina proizvedenih od strane sojeva B. cereus. Iznenadna smrt
zdravih mladih ljudi pripisuje se intoksikaciji sa emeti¢nim toksinom sojeva B. cereus,
Sto potvrduju slucajevi trovanja hranom sedmogodiSnje devojCice iz Belgije 1
sedamnaestogodisnjeg decak iz Svajcarske (Mahler i sar., 1997; Dierick i sar., 2005). U
oba slucaja deca su jela testeninu koja je spremljena par dana ranije. Interesantno je da
decak nije imao karakteristicne simtome za trovanje emeti¢nim toksinom kao S§to je
povracanje, a devojcCica jeste. Medutim, u oba slucaja doslo je do oStecenja funkcije jetre,
sa dodatnim komplikacijama koji su doveli do smrti dece. Autopsija je utvrdila visoku
koncentaciju emeticnog toksina bakterije B. cereus, kako u uzorcima jetre, tako i u
uzorcima hrane.

Najvise cereulida se formira na pocetku stacionarne faze rasta B. cereus. Koli¢ina
cereulida proizvedena od strane bakterija zavisi od temperature inkubacije, medijuma za
rast, pH vrednosti, prisustva kiseonika i specifi¢nih aminokiselina. Prisustvo glukoze
verovatno podsti¢e njegovu proizvodnju, a negativan efekat na proizvodnju imaju visak
snabdevanje leucinom, izoleucinom i glutaminskom kiselinom u medijumu (Ehling -
Schulz i sar., 2004b). Najvecu produkciju emeticnog toksina imaju sojevi B. cereus u

namirnicama kao $to su: pirinaC i testenina, neSto manje hleb i poslastice (Shinagawa,
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1990; Leuschner, 2003; Granum i Baird - Parker, 2000). Potvrdeno je vece prisustvo
cereulida u mleku u prahu 1 mle¢nim proizvodima za odoj¢ad, nego u pirincu (Holmes i
sar, 1981; Ehling - Schulz, 2004b; Shaheen i sar., 2006). Mle¢ni proizvodi imaju
odgovarajuc¢u strukturu (zrna i hranljivih materija), koja snazno podsti¢e formiranje
cereulida (Shaheen i sar., 2006). Duc i sar. (2005) navode primer tri bebe koje su jele
hranu za bebe i obolele. Rast B. cereus i formiranje emeti¢nog toksina se zaustavlja kada
se u jela doda sirée, majonez i sos od paradajza, verovatno zbog nize pH vrednosti (Agata
i sar., 2002)

Toksin prisutan u hrani moze da izazove simptome ve¢ nakon pola sata do pet sati
od konzumiranja hrane. Bolest se karakteriSe mu¢ninom i povra¢anjem, u trajanju od 6-
24 h. Emeticni toksin deluje na 5-HT3 (serotonin) receptore aferentnih nervnih vlakana,
inhibiraju¢i ih. Presecanjem ovog nerva kod insektivore, azijske ku¢ne rovcice (Suncus
murinus) dolazi do izostanka imunog odgovora na unos cereulide (Agata i sar., 1995).
Zna se da cereulidi inhibiraju proizvodnju citokina, a sa tim ispoljava se njihov potencijal
imunosupresora (Paananen i sar., 2002; Ehling - Schulz i sar., 2004b).

Povracanje kao simptom intoksikacije emeti¢nim sojevima B. cereus potvrdeno je
nakon indukovanog povracanja kod rezus majmuna (Macaca mulatta) i azijske kucne
rov¢ice. Pokazano je da miSevi nisu osetljivi na oralno davanje sintetickih cereulida, ali
kada se cereulid ubrizga intraperitonealno dolazi do vakuolizacije i mitohondrijalnog
otoka u jetri (Yokoyam i sar., 1999), slicno tome deSava se i kod ljudi (Mahler i sar.,
1997). U hepatocitama dolazi do oticanja mitohondrija, gubitka krista u mitohondrijama i
dozno zavisnog povecanja malih masnih kapljica u citoplazmi. Sa povecanjem doze
cereulida oStec¢enje hepatocita je vece, tj. degeneracija hepatocita kod misa je ve¢a. Do
regeneracije hepatocita dolazi Cetiri nedelje nakon izlaganja dozi cereulida od 10 pg po
misu, a povecanjem doze na 25 g cereulida po miSu, dolazi do uginu¢a miseva nekoliko

sati nakon primene toksina.

2.3.3 Sojevi B. cereus koji produkuju emeti¢ni toksin

Proucavajuci fenotipske osobine vrsta roda Bacillus, Shinagawa (1993), Agata i

sar. (1996) i Nishikava i sar. (1996) su zakljucili da je proizvodnja emeticnog toksina
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direktno povezana sa odredenom osobinom, svojstvenom za tu vrstu, a §to potvrduju
hemotaksonomske analize i genska tipizacija za odredene osobine (Pirttijérvi i sar., 1999;
Ehling - Schulz i sar., 2005b). Sve ove analize su jasno pokazale da postoji Siroka
raznovrsnost sojeva koji produkuju cereulide (Apetroaie i sar., 2005; Vassileva i sar.,
2007). Nemogu¢nost da fermentiSu salicin i hidrolizuju skrob su osobine karakteristicne
za skoro sve emetogene sojeve B. cereus (Shinagawa, 1993; Agata i sar., 1996), ali ima i
izuzetaka.

Vecina emeti¢nih sojeva pripada serotipu H1, medutim, neki sojevi pripadaju
serotipovima H3 i H12 (Taylor i Gilbert, 1975; Hughes i sar., 1988; Agata i sar., 1996;
Vassileva 1 sar., 2007). Vecina sojeva B. cereus koji produkuju emeti¢ni toksin
proucavanih do 2000. godine poseduje identi¢ni profil dobijen ribotipizacijom (Pirttijarvi
1 sar., 1999; 2000), medutim, Apetroaie i sar. (2005) 1 Shaheen 1 sar. (2006) prikazali su

da postoje sojevi sa novim profilima.

2.3.4 Metode za detekciju i kvantifikaciju emeti¢nog toksina kod vrste B. cereus

Kako po evropskom zakonodavstvu (Registracija, Evaluacija, Autorizacija i
restrikcija hemikalija, REACH), koji je stupio na snagu 1. juna 2007. godine, nije
dozvoljeno in vivo ispitivanje hrane na zivotinjama, testiranje prisustva toksina u hrani u
in vitro uslovima, zauzelo je znac¢ajno mesto, posebno sa porastom broja alimentarnih
intoksikacije.

Za razliku od enterotoksina za koje su proizvedeni brzi testovi za detekciju
pojedinih toksina, za emeti¢ni toksin za sada nije pronaden odgovarajuci test, jer se radi o
malom peptidu u odnosu na proteine enerotoksina.

Pracenje vakuolarizacije mitohondrija u ¢elijama Hep-2 (humanog karcinoma
larinksa) usled dejstva emeticnog toksina, pomocu svetlosnog mikroskopa jedan je od
najstarijih testova (Hughes i sar., 1988). Medutim, ovaj metod je teSko koristiti za
rutinsku upotrebu, jer je potrebno duze vremena za prekultivaciju i pripremu uzorka.
Finlay i sar. (1999) su modifikovali ovaj test koriste¢i 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolijum bromida (MTT), koji detektuje mitohondrijalnu dehidrogenazu, i time
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Anderson i sar. (1998) su napravili test na osnovu pokretljivosti spermatozoida
svinja koje se koriste za priplod. Plazma membrana spermatozoida svinja ima nizak
sadrzaj sterola, pa je stoga veoma propustljiva za hidrofobne molekula, kao Sto su
cereulidi. Kao posledica dejstva toksina, dolazi do oSte¢enja mitohondrija spermatozoida,
¢ime je onemogucéeno njihovo pokretanje. Inhibicija motiliteta moZe se posmatrati
pomocu svetlosnog mikroskopa ili koriS¢enjem komercijalno dostupnog spermo
analizatora (Rajkovic i sar., 2006b).

Zbog lakog rastvaranja u organskim rastvara¢ima, emeti¢ni toksin se moze
identifikovati i kvantifikovati pomoc¢u te¢ne hromatografije (HPLC) u kombinaciji sa
masenom spektrometrijom (MS) (Haggblom i sar.,, 2002). Kako preciséeni emeti¢ni
toksin nije komercijalno dostupan za upotrebu, kao standard tj. pozitivna kontrola u
HPLC koristi se valinomicin, jer dovode do sli¢nih promena u toku testiranja.

Metod PCR je jedan od najspecificnijih metoda za detekciju 1 identifikaciju gena
za detekciju cereulida sojeva B. cereus (Ehling - Schulz i sar., 2004; Horwood i sar.,
2004; Fricker i sar., 2007). Kako se rezultati testa mogu dobiti u roku od nekoliko sati,
PCR metoda je zauzela vodece mesto u dijagnostici gena za sintezu emeticnog toksina.
Medutim, prisustvo samog gena ne pokazuje da li bakterija zaista proizvodi cereulide u
koncentraciji dovoljnoj da uzrokuju bolest. Zbog toga, samo prisustvo gena za produkciju
toksina cereulida tj. njegova ucestalost, moze da ukaze samo na procenu rizika, ako je
toksin iz hrane, ili odreden stepen verovatnoce formiranja toksina u hrani ili crevima

(Apetroaie i sar., 2005; Shaheen i sar., 2006).

2.3.5 Produkcija emeticnog toksina u razli¢itim uslovima

Devedesetih godina proslog veka razvili su se mnogi mediji za pracenje
produkcije emeti¢nog toksina bakterije B. cereus. 1991. godine Szabo i dr. su utvrdili da
je komercijalno obrano mleko pogodno za rast bakterija B. cereus i da toplota ne deluje
na produkciju toksina, ako se meri testom na Hep-2 ¢elijama. B. cereus toksin cereulid je
do sada jedini poznati termostabilan toksin pronaden u hrani i zbog toga Szabo i sar.
(1991) i Agata i sar. (1999, 2002), smatraju da je neophodno koriS¢enje testova za

merenje toksi¢nosti emeti¢nog toksina sojeva B. cereusa.
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Identifikaciju na molekularnom nivou uradili su Agata i sar. (1994) i Mikkola i
sar. (1999). Wang i sar. (1995) opisali su homocereulid sa molekulskom masom od 1166
Da iz morskih sojeva B. cereus i potvrdili su njegovu citotoksi¢nost. Medutim, nikada
nije pokazano da homocereulid deluje kao emeti¢ni toksin, niti je povezan sa trovanjem
hranom.

Agata i sar. (1999) su ustanovili da kada se isti soj B. cereus zaseje u
komercijalno obrano mleko, mozdano sr¢ani infuzioni bujon (BHI) i tripton soja bujon
(TSB), titar cereulida je ve¢i u komercijalnom obranom mleku nego u medijima BHI 1
TSB. Ovi autori su razvili hemijski definisan medijum za proizvodnju cereulida. Tri
amino kiseline: L - valin , L - leucin i L - treonin su od sustinskog znacaja za rast B.
cereus, kao i za proizvodnju cereulida. Kada su 2002. godine Agata i sar. ispitivali
proizvodnju emeti¢nog toksina u namirnicama Siroke potrosnje, utvrdili su da je koli¢ina
razli¢ita bez obzira na istu pocetnu koli¢inu zasejanog soja. Posle inkubacije od 24 h,
dobili su da je najvisi sadrZaj cereulida (320 ng/g) u kuvanom pirin¢u. Szabo i sar. (1991)
smatraju da beli pirina¢ u odnosu na smedi pirina¢ ima visi titar toksina.

Na produktivnost cereulida kod sojeva B. cereus u velikoj meri uti¢e temperatura
ambijenta u kom se soj nalazi, ali i sam soj ima optimalnu temperaturu na kojoj raste.
Tako, Szabo i sar. (1991) smatraju da je optimalna temperatura za produkciju
emetogenog toksina na 20-30 °C, dok Haggblom i sar. (2002) napominju da veéina
emetogenih sojeva B. cereus raste na temperature preko 40 °C, a neke i do 52 °C (Carlin i
sar., 2006; Ehling - Schulz i sar., 2006). Finlay i sar. (2000) su pokazali da niske
temperature (10 °C) potiskuju rast B. cereus, a time je i proizvodnja emeti¢nog toksina
smanjena. Sli¢no tome, Higgblom i sar. (2002) su pokazali da je produkcija toksina u
TSB ispod 12 °C smanjena, dok Rajkovic i sar. (2006a), nisu zabelezili produkciju
emeti¢nog toksina ispod 12 °C u BHI bujonu. Testirajuci dva soja B. veihenstephanensis,
Thorsen i sar. (2006) utvrdili su da mogu da se razmnoZavaju ispod temperature od 8 °C,
ali proizvede cereulid samo na 25 °C. H&ggblom i sar. (2002) su objavili da je
proizvodnja emeticnog toksina kod sojeva B. cereus NC7401 i F4810/72 razlicita ako se
inkubiraju u termostatu bez i sa meSanjem. Dobili su malu proizvodnju toksina prilikom
inkubacije bez mesanja (< 0.02 pug ml?), u poredenju sa kulturama koje su inkubirane na

rotacionoj mesalici na 150 rpm (>1 pug ml?) tokom 24 h. Agata i sar. (2002) i Finlai i sar.
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(2002) primetili su vecu proizvodnju emeticnog toksina u mleku koje se meSa, nego
prilikom mirne inkubaciji mleka. Medutim, Shaheen i sar. (2006) su testirali instant
mleko za decu kao podlogu za rast B. cereus soj F4810/72 i pronasli su malu koli¢inu
cereulida, bez obzira da li se meSa ili ne. Mnogo viSe koncentracije cereulida (50x) se
dobije kada se inkubiraju inficirane instant Zitarice sa mu¢kanjem u odnosu na one koje
se inkubiraju na umerenom muckanju (60 rpm), 24 h na 21-23 °C.

Na produkciju cereulida uti¢e i koncentracija O2 (Rajkovic i sar 2006a), tako Sto
kada je koncentracija O> manja od 1,6 vol% nema produkcije cereulide, ali kada je

koncentracija 4,5 vol%, dolazi do akumulacije cereulida (oko 1000 ng mg™).

2.4  Osetljivost sojeva B. cereus na antibiotike

Rezistencija bakterija na antibiotike je veliki problem danasnjice. Dostupnost i
nekontrolisana upotreba raznolikih, efikasnih antimikrobnih preparata, medu njima
antibiotika, sredstava za sanitaciju i dezinfekciju, predstavljaju realnost i integralni deo
naSeg kompleksnog mikrobioloskog ekosistema. Isto tako, sposobnost mikroorganizama
da mutiraju 1 adaptiraju se na razliCite stresore iz okoline direktno utiCu na kvalitet 1
bezbednost hrane, a sa tim i na prenos kroz lanac ishrane. Siroka upotreba antibiotika u
humanoj i veterinarskoj medicini, poljoprivredi i vodoprivredi dovela je do
“darvinovske” selekcije i prezivljavanja rezistentnih uz eliminaciju osetljivih vrsta u svim
ekosistemima optere¢enim antibioticima.

Bakterije mogu biti urodeno rezistentne na neke antibiotike zbog nasledenih
strukturnih 1 funkcionalnih karakteristika, kao Sto su odsustvo ciljnog molekula na koji
deluje antibiotik, nemogucnost antibiotika da prode spoljasnju membranu i sli¢no.
Rezistencija na antibiotike moZe biti 1 steCena preko mutacija u hromozomalnim genima,
preko horizontalnog prenosa gena ili pak kao privremena adaptacija na sredine
opterecene prisustvom antibiotika (Courvalin, 2005). Kao S§to je nacin delovanja
pojedinih antibiotika razli¢it, tako su i mehanizmi rezistencije veoma raznoliki. Mogu se
podeliti u tri glavne grupe: oni koji smanjuju intracelijsku koncentraciju antibiotika
utiCu¢i na njihov ulazak kroz pore ili izbacivanje iz Celije, oni koji modifikuju ciljni

molekul i oni koji inaktiviraju antibiotik hidrolizom ili modifikacijama.
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Procena rizika prenosa rezistentnih klonova bakterija ili samih gena rezistencije
kroz lanac hrane se usloznjava ¢injenicom da postoji veliki i raznoliki “pool” gena
rezistencije. Geni rezistencije su Siroko rasprostranjeni u prirodi i prisutni su kod velikog
broja nesrodnih mikroorganizama i u razli¢itim staniStima (Sundin, 2002; Riesenfeld i
sar., 2004). Pored pracenja perzistentnosti rezistentnih vrsta u ekosistemima, naucna
javnost naglasava znacaj populacije komensala, posebno nepatogenih sojeva. Najnovije
studije sprovedene na genomu izolata poreklom od ljudi, Zivotinja i okoline pokazale su
postojanje rezervoara novih i/ili nepoznatih gena rezistencije na antibiotike tzv. “intrinsic
resistome” sojeve, nastalih kao posledica adaptacije, u cilju zastite od vlastitih toksi¢nih
metabolita i opstanka u konkurentnoj sredini (D"Costa i sar., 2011). Poznato je da je
uloga antibiotika u ovim prirodnim zajednicama meducelijska komunikacija (“cell to cell
signaling™), sa ciljem uspostavljanja homeostaze bakterijskih zajednica (Codero i sar.,
2012).

Fenomen Sirenja sojeva, koji poseduju gene za rezistenciju, izmedu ljudi i
zivotinja je novijeg datuma i uslovljava mehanizam lateralnog transfera gena
antimikrobne reszistencije, tako da pojava rezistencije medu klini¢kim izolatima
predstavlja “vrh ledenog brega”. Kao glavne nosaCe gena antimikrobne rezistencije
navode se komensali, §to je potvrdeno u okviru projekta: “Rezervoari antimikrobne
rezistencije” (Reservoirs of Antibiotic Resistance — ROAR), Udruzenja za razumnu
upotrebu antibiotika (Alliance for Prudent Use of Antibotics — APUA) sprovedenog 90-
tih godina proSlog veka. Savez istice da komensali mogu posluziti kao barometar
rezistencije kod klinickih izolata, jer po njthovom misljenju rezistencija se prenosi od
komensala ka patogenima.

Prisustvo rezistentnih sojeva i/ili gena rezistencije u hrani, nastaje u toku
poljoprivredne proizvodnje kada se rezistentni sojevi iz okoline (zemljiste, voda, fekalije)
prenose u biljku, koja se koristi kao namirnica kako ljudi, tako i Zivotinja. Poznata je
unakrsna rezistencija na antibiotike i hemijske biocide koji se primenjuju kao
dezificijensi u industriji hrane (Buffet-Battaillon i sar., 2011; Whitehead i sar., 2011).
Kako se antimikrobna reztistencija smatra bioloSkim hazardom, nametnula se kao
neophodna, nau¢no zasnovana procena rizika prisustva antimikrobne rezistencije i njenog

Sirenja kroz lanac ishrane. Detaljna uputstva predstavljena su u Vodi¢u za analizu rizika

24



Uvod

antimikrobne rezistencije kroz lanac ishrane od strane Komisije Codex Alimentarius
(CAC, 2011), sa ciljem da se iskontroliSe potrosnja antimikrobnih preparata kod ljudi i
zZivotinja u uzgoju namenjenih za proizvodnju hrane, da se prati pojava antimikrobne
rezistencije kod bakterija izolovanih iz Zivotinja namenjenih za proizvodnju hrane, da se
prouci povezanost potros$nje antimikrobnih preparata i razvoja antimikrobne rezistencije i
identifikuje nacin i mehanizam prenosa antimikrobne rezistencije.

Iz svega navedenog, namece se potreba pracenja prisustva antimikrobne
rezistencije bakterije B. cereus, za koju se zna da se nalazi svuda u prirodi, spada u grupu
oportunistickih bakterija i ¢esto se dovodi u vezu sa dve forme trovanja ljudi hranom,
usled lucenja entero i emeti¢nog toksina. Patogeni sojevi B. cereus iz okruzenja mogu
direktno ili indirektno da se prenose putem hrane i da dovedu do oboljevanja ljudi. U
ciklusu prenosa, sojevi mogu biti izlozeni razliCitim uticajima Zivotne sredine, kao 1
delovanju antibiotika od mikroorganizama koji poticu iz tla (Agerso 1 sar., 2002; You 1
sar., 2013).

Imaju¢i u vidu cirkulaciju sojeva B. cereus u prirodi, od zemljista preko biljaka i
razli¢itih Zivotinja (insekti, zglavkara, drugi beski¢menjaka 1 sisara) do ljudi, otpornost na
antibiotike, pod odredenim uslovima, moze se dovesti u vezu sa prenosom gena
rezistencije (Schlegelova i sar., 2003; Hu i sar., 2009; Oladipo i Adejumobi, 2012).
Poznato je da se geni za rezistenciju prenose izmedu sojeva roda Bacillus, ali i izmedu
razli¢itih vrsta (Agerse 1 sar., 2002; Whong i Kwaga, 2007; You i sar.,, 2013).
Uporedujuci sojeve izolovane iz prirode i od pacijenata, koji nisu bili izloZeni uticaju
Poznato je da su sojevi B. cereus razvili urodene mehanizme rezistencije na f3-laktamske
antibiotike (Cormican i sar., 1998; Schilegelova i sar., 2003; Tewari i sar., 2012), pa ¢ak i
na antibiotike trece generacije cefalosporina (Schlegelova i sar., 2003; Ozcelik i Citak,
2009).

S druge strane, rezistencija se stice usled nekontrolisane upotrebe antibiotika u
poljoprivredi, veterinarskoj i humanoj medicini i tada govorimo o horizontalnom prenosu
gena rezistencije: izluCivanjem fekalija u spoljnu sredinu izbacuje se rezistentni soj, koji
zatim u obliku spora i vegetativnih Celija dospeva u crevni sistem drugih Zivotinja ili u

rizosferu biljaka, a zatim direktnim kontaktom ili preko hrane ponovo do ¢oveka.
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Zbog svega izolzenog, od velikog znaCaja je pracenje 1 uporedivanje prisustva
rezistencije na antibiotike kod B. cereus izolata iz razli¢itih sredina (okolina, hrana,

stolica pacijenata).

2.5  Molekularne metode za tipizaciju sojeva B. cereus

Vise molekularnogenetskih metoda omogucdile su filogenetsko razvrstavanje
sojeva unutar B. cereus grupe: multilokus enzimska elektoforeza (Multilocus enzyme
electrophoresis, MLEE) (Helgason i sar., 1998, 2000a, c), polimorfizam duzine
amplifikovanih fragmenata (AFLP, Amplified fragment length polymorphism) (Keim i
sar., 1997a; Jackson i sar., 1999; Ticknor i sar., 2001; Hill i sar., 2004; Mignot i sar.,
2004) i metoda tipizacije na osnovu sekvenciranja vise lokusa (MLST, Multilocus
sequence typing) (Helgason i sar., 2004; Barker i sar., 2005; Tourasse i sar., 2006), koja
se ujedno smatra za zlatni standard za ovakve studije. Tako su Taurasse and Kolstg
(2008) upotrebili ovu metodu da razvrstaju 1400 izolata iz B. cereus grupe poreklom od
coveka, zivotinja, zemljiSta, hrane 1 mleka. MLST je pokazala, da se vrste unutar B.
cereus grupe mogu svrstati u tri grupe (klastera): klaster | sadrzi vrste B. anthracis, B.
cereus i B. thuringiensis i to najviSe poreklom iz klini¢kih izolata, klaster Il sadrZi B.
cereus i B. thuringiensis vrste poreklom iz razli¢itih uzoraka, ukljucuju¢i uzorke hrane
koji su izazivali trovanje, a klaster Ill je obuhvatio vrste B. weichenstephanensis i B.
mycoides (Slika 6).

Osim pomenutih metoda, za tipizaciju sojeva B. cereus moze se primeniti i RAPD
(random amplified polymorphic DNA). Kod ove metode koriste se pojedinacni prajmeri
sa arbitrarno izabranom sekvencom, tako da nije neophodno prethodno poznavanje
redosleda nukleotida genoma koji se analizira. Prajmeri su kratki, obi¢no sadrze 8-12
nukleotida, pa se vezuju za vise komplementarnih sekvenci u genomu. Profil traka koji se
dobije nakon PCR umnozavanja omogucava uporedivanje genoma razlicitih izolata. Za
razliku od MLST analize, kod koje se amplifikuju i analiziraju odredeni geni koji se
sporo menjaju tokom vremena, RAPD obuhvata “fingerprinting” kompletnog genoma.
Ako nastane mutacija u molekulu DNK unutar redosleda nukleotida koji je

komplementaran sa prajmerom, on se nece vezati za to mesto i profil traka nakon PCR
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Slika 6. Molekularna filogenija B. cereus grupe analizirana MLST metodom.
Crvena boja: izolati poreklom od Coveka; ljubicasta boja: izolati poreklom od zivotinja; tamno
braon: izolati poreklom iz zemljiSta; narandZasta boja: izolati poreklom iz hrane; plava boja:
izolati poreklom iz mleka; siva boja: ostali. Preuzeto od: @kstad i Kostg, 2011.
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Uvod

umnozavanja ¢e se razlikovati. Zbog toga se ovom metodom detektuju promene nastale u
kratkom vremenskom periodu, pa je pogodna za primenu kod uporedivanja izolata iz
jedne epidemije, sa jednog podruéja ili izolata iz razli¢itih izvora. Kod RAPD analize
bitan je odabir prajmera koji se primenjuje, jer nisu svi prajmeri podjednako informativni.
U zavisnosti od kori$¢enog prajmera, RAPD se moze primeniti pri analizi genodiverziteta
(Bazzicalupo i sar., 1996), ali i u genskom mapiranju, taksonomskim i filogenetskim
studijama mnogih organizama (Danylchenko i Sorochinsky, 2005). Kod sojeva B. cereus
ona je primenjivana za pracenje genetickog diverziteta enterotoksigenih sojeva (Prasad,
2014), kao i za istrazivanje genetiCke heterogenosti Bacillus izolata iz razlicitih zemljista
(Beri¢ 1 sar., 2009). Podaci dobijeni ovom analizom pomazu da se razume geneticka
razlika izmedu B. cereus izolata unutar ispitivane grupe ili izmedu izolata B. cereus

razli¢itog porekla.
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3. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

HIPOTEZA

Sojevi B. cereus izolovani iz stolice pacijenata, hrane i okoline razlikuju
se prema zastupljenosti faktora virulencije, osetljivosti prema antibioticima i

zastupljenosti genotipova

CILJEVI ISTRAZIVANJA

1.

N g o~ w

Izolovati sojeve B. cereus iz uzoraka stolice pacijenata, hrane i okoline na
selektivnoj podlozi.

Identifikovati sojeve B. cereus pomocu komercijalnih testova za identifikaciju
Gram - pozitivnih vrsta i PCR metodom.

Ispitati osetljivost izolata B. cereus na antibiotike.

Dokazati prisustva gena za emeti¢ni toksin

Dokazati prisustvo gena za dijarejalne toksine.

Tipizirati izolate B. cereus primenom molekularne metode (RAPD)

Utvrditi da li postoji korelacija izmedu RAPD profila i porekla bakterije.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1 PLAN ISTRAZIVANJA

Istrazivanje je sprovedeno u Cetiri faze:
e izolovanje i identifikovanje bakterije B. cereus iz uzoraka poreklom iz stolice
pacijenata, hrane i okoline
e ispitivanje osetljivosti bakterije B. cereus izolata na antibiotike
e detekcija gena za dijarejalni 1 emeticni toksin kod izolata bakterije B. cereus

e tipizacija izolata B. cereus primenom RAPD metode

42 MATERIJAL

4.2.1 Uzorci zaispitivanje

U toku 2013. godine prikupljeno je 62 uzorka tecne stolice, hospitalizovanih i
ambulantnih pacijenata, na Odeljenju za mikrobiologiju, Instituta za javno zdravlje u
Nisu.

U istom periodu, 40 uzoraka hrane (Cajevi, dijetetski proizvodi, za¢ini, mleko u
prahu i1 Sunka) 1 146 briseva okoline (36 iz bolni¢kog okruzenja, 110 iz zemljista) je
prikupljeno u Odseku za sanitarnu mikrobiologiju, Instituta za higijenu, Vojnomedicinske
akademije (VMA) u Beogradu i na Odeljenju genetike, Odseka za mikrobiologiju,
Instituta za zemljiSte u Beogradu

Uzorci su klasifikovani u tri grupe: izolati iz stolice pacijenata, izolati iz hrane i

izolati iz okoline.

4.2.2 Referentni soj

Kao pozitivna kontrola koriS¢en je referentni soj B. cereus ATCC 11778,

proizvodaca Microbiologics, USA.
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4.3 METODE

4.3.1 Kultivacija i identifikacija sojeva B. cereus

Svi prikupljeni uzorci stolice pacijenata dobijeni su iz Instituta za javno zdravlje,
Ni$, u vidu bakterijske kulture zasejane na kosom agaru (Hranjivi agar, HiMedia, Indija).
Sojevi su se osvezavali presejavanjem u mozdano sréani infuzioni bujon (Brain Heart
Infusion, BHI bujon, HiMedia, Indija) i nakon inkubacije od 18-24 ¢asa u termostatu na
37 °C, zasejavali na krvni agar (Baza za krvni agar, HiMedia, Indija) i Mannitol-Egg
Yolk-Polymyxin agar (MYP agar, HiMedia, Indija). Ponovljen je proces inkubacije: 18-
24 Casa u termostatu na 37 °C. Porast kolonija na ovim podlogama, tj. prisustvo B-
hemolize na krvnom agaru i hrapave, ruzicaste kolonije (nefermentacija manitola), sa
karakteristicnom talasastom zonom rasta, koja upucuje na lecitinaznu aktivnost, na MYP
agaru, uz izradu Gram preparata, selektovane su za biohemijsku i molekularnu
identifikaciju B. cereus.

Uzorci hrane prikupljeni su nakon rutinske procedure obrade uzoraka namirnica u
Institutu za higijenu, VMA. Uzorci su tretirani prema standardu SRPS EN 1SO
7932:2009 (Mikrobiologija hrane i hrane za Zivotinje — Horizontalna metoda za
odredivanje broja suspektnog B. cereus).

Uzorci iz okoline, uzimani su sterilnim brisom prema Vodi¢u za mikrobioloske
kriterijume za hranu (Republika Srbija, Ministarstvo poljoprivrede, trgovine, Sumarstva i
vodoprivrede, jun 2011.), a njihova dalja obrada vrSena je na osnovu 1SO-18593:2004
(Mikrobiologija namirnica - Horizontalni metod za tehnike uzorkovanja sa povrsine
koris¢enjem kontakt kutije 1 brisa).

Uzorci iz zemljista, koji su zajedno sa brisevima iz okoline ¢inili grupu uzoraka iz
okoline, dobijeni su u vidu bakterijske kulture zasejane na kosom agaru iz Instituta za
zemljiSte u Beogradu.

Dalja procedura je bila identi¢na kao sa uzorcima stolice pacijenata.
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4.3.2 Biohemijska identifikacija B. cereus

Za biohemijsku identifikaciju bakterija, koris¢en je BBL Crystal Identifikacioni
Sistem/ BD BBL CRYSTAL (Becton, Dickinson and Company, USA), standardizovani
identifikacioni sistem za Gram-pozitivne bakterije, koji koristi 29 minijaturna
biohemijska testa i bazu podataka (Interactive database VV5.03A_US).

Reakcije raznih supstrata i kratko objasSnjenje principa koji se koriste u sistemu

opisani su u tabeli 2.

4.3.3 lIspitivanje osetljivosti sojeva B. cereus na antibiotike disk-difuzionom

metodom

Za ispitivanje osetljivosti B. cereus na antibiotike koris¢eni su sledeé¢i antibiogram
diskovi: ampicilin (10 pg), penicilin G (10 U), tetraciklin (30 pg), trimetoprim-
sulfametoksazol (1.25/23.75 ug), eritromicin (15 pg), ciprofloksacin (5 pg), vankomicin
(30 pg) i imipenem (10 U) (Bionalyse, Ankara, Turska).

Za prisustvo produkcije B-laktamaza penicilinaza koris¢en je cefinaza test (Cef-F,
bioMérieux, Marcy I'Etoile, France), dok su cefalosporinaze testirane diskovima
ampicilin-klavulonska kiselina (20 pg /19 ug), ceftazidim (30 pug), cefotaksim (30 pg).

Osetljivost B. cereus sojeva testirana je disk-difuzionom metodom, preporu¢enom
od strane Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006). Za ovu vrstu
ispitivanja koris¢ena je podloga Mueller Hinton agar (MH agar, HiMedia, Indija). Ova
podloga sadrzi optimalnu koncentraciju jona kalcijuma i magnezijuma, nizak nivo timina
i timidina i pH 7,2 do 7,4. Podloga se nabavlja u dehidriranom stanju i priprema se prema
uputstvu proizvodaca. Posle autoklaviranja (autoklav, Getinge, Nemacka) podloga se
razlivala u plasti¢ne Petrijeve ploce precnika 90 mm, tako da se dobije debljina agara 4
mm (25 ml). Petrijeve ploce sa razlivenim MH agarom ¢uvane su u frizideru do Cetrnaest
dana ukoliko nisu odmah bile upotrebljene. Priprema suspenzije ispitivanih bakterija
vr$ena je inokulacijom tri do Cetiri kolonije noéne kulture sa MYP agara, u 5 ml 0,8%
sterilnog fiziolodkog rastvora. Zeljena gustina suspenzije postignuta je meSanjem na
vorteksu (Tehtnica, Slovenija) i uporedivanjem sa 0,5 McFarland
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Tabela 2. Karakteristike i principi testa BBL Crystal za identifikaciju Gram-pozitivnih bakterija

Lokacija
na Karakteristika testa
panelu

Kod Princip

4A  Negativna fluorescentna kontrola

FCT Kontrola sa ciljem standardizacije

rezultata

2A 4MU-b-D-glukozid
FGC

1A L-valin-AMC
FVA

4B L-fenilalanin-AMC
FPH

Enzimska hidroliza amidne ili glikozidne veze dovodi
do oslobadanja fluorescentnog derivata kumarina.

2B 4MU-o-D-glukozid
FGS

1B L-piroglutaminska kiselina-AMC
FPY

4C L-triptofan-AMC
FTR

2C L-arginin-AMC
FAR

1C  4MU-N-acetil-b-D-glukozaminid
FGA

4D 4MU-fosfat

FHO

2D  4MU-b-D-glukuronid

FGN

1D L-izoleucin

FIS

4E Trehaloza

TRE

2E  laktoza

LAC Koris¢enje ugljenih hidrata izaziva nizu pH vrednost i
1E  Metil-a i b-glukozid promenu u indikatoru (fenol-crveno).
MAB

4F Saharoza

sucC

2F Manitol

MNT

1F Maltotrioza

MTT

4G Arabinoza

ARA

2G  Glicerol

GLR

1G Fruktoza

FRU

4H  p-nitrofenil-b-D-glukozid Enzimska hidroliza bezbojnog glikozida sa
BGL supstituisanim

2H p-nitrofenil-b-D-celobioza
PCE

arilom oslobada Zuti p-nitrofenol.

1H Prolin i leucin-p-nitroanilid

PLN Enzimska hidroliza bezbojnog amidnog supstrata
oslobada Zuti p-nitroanilin.

41 p-nitrofenil-fosfat
PHO

Enzimska hidroliza bezbojnog glikozida sa

21 p-nitrofenil-o-D-maltoza
PAM

supstituisanim
arilom oslobada Zuti p-nitrofenol.

11 o-nitrofenil-b-D-galaktozid (ONPG) i
PGO

4) Urea URE Hidroliza uree i amonijak koji se tako dobijaju,
m menjaju boju pH indikatora (Bromtimol plavo)
2] Eskulin ESC Kao posledica hidrolize eskulina nastaje crni talog u
prisustvu jona sa trovalentnim gvozdem
Arginin ARG Koris¢enje arginina izaziva povecanje pH vrednosti i

promenu boje indikatora (Bromkrezol purpur)
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standardom koji priblizno odgovara broju od 1 x 108 bakterija/ml. Nakon pripreme, suspenzija
ispitivanih sojeva B. cereus nanoSena je sa sterilnim brisom preko cele ploCe u tri pravca, tako da
je kultura zasejana na celu povrSinu agara. MH agar je ostavljan na sobnoj temperaturi
maksimalno 15 minuta, da bi se suspenzija upila pre postavljnja diskova.

Aplikacija diskova vrSena je pomoc¢u pincete i to tako da je razmak izmedu centara
svakog diska iznosio 3 cm, a udaljenost diskova od ivice petrijeve ploce 1 cm. Ploce sa diskovima
antibiotika su unutar 15 min. stavljane u termostat (Sutjeska) na inkubaciju, na temperaturi od 37
°C u trajanju od 18-24 h. Nakon inkubiranja mereni su precnici zona inhibicije rasta za svaki
antibiotik i na osnovu njih je vrSeno svrstavanje sojeva B. cereus u kategorije S (osetljiv), |
(intermedijalan) i R (rezistentan). Veli¢ine zone inhibicije i grani¢ne vrednosti za kategorije S,
I i R nisu standardizovane za B. cereus vrste tako da su kori$¢eni podaci za Staphylococcus spp., a
na osnovu preporuka Clinical Laboratorv Standards Institute, USA, (CLSI) iz 2013. godine.
(Tabela 3).

Produkcija pB-laktamaza-penicilinaza odredivana je cefinaza testom (Cef-F,
bioMérieux, Marcy I'Etoile, France), dok su cefalosporinaze testirane duplim disk-
difuzionim testom (ampicilin-klavulonska kiselina (20 pg /19 pg), ceftazidim (30 pg),
cefotaksim (30 pg)).

Tabela 3. Korisceni kriterijumi za oéitavanje zona (u mm) i interpretaciju rezulatata na osnovu

preporuka CLSI (2013)

Antibiotik 3 N ; )
(disk) Osetljiv (S) Intermedijalno osetljiv (I) Rezistentan (R)

Ampicilin (10 pg) >18 - <18
Penicilin G (10 U) >29 - <28
Tetraciklin (30 pg) >19 15-18 <14
Trimetoprim-
sulfametoksazol >16 11-15 <10
(1.25/23.75 ug)
Erithromicin (15 pg) >23 14-22 <13
Ciprofloksacin (5 pg) >21 16-20 <15
Vankomicin (30 pg) >17 - <14
Imipenem (10 U) bilo koja zona
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4.3.4  Molekularne metode identifikacije i karakterizacije sojeva B. cereus

4.3.4.1 lzolacija DNK

Izolacija nukleinskih kiselina je prvi stepen u vecini molekularao-bioloSkih
ispitivanja i svim tehnikama rekombinantne DNK. Ekstrakcija nukleinskih Kkiselina iz
bioloSkog materijala zahteva lizu ¢elija, inaktivaciju nukleaza prisutnih u ¢eliji (enzima
koji prekidaju DNK i RNK lance) i odvajanje ciljne DNK od ostalog ¢elijskog materijala.
Za potrebe ovog istrazivanja, koriS¢ena je izolacija DNK kuvanjem. DNA uzorak je
pripreman tako $to se pojedina¢na kolonija no¢ne kulture B. cereus izolata inkubirala u
BHI bujonu (3 ml) na 37 °C, 18-24 h. Odmeravano je 1400 pl kulture. Pelet koji se
dobije nakon centifugiranja od 1 min na 12000 obrtaja/min (Centrifuga Eppendorf,
Nemacka), resuspendovan je u 1ml fizioloSkog rastvora, a nakon ponovnog
centrifugiranja (1 min/12000 obrtaja/min), pelet je resuspendovan u 250 ul sterilne
destilovane vode. Dobro je izmeSan na vorteksu (Tehtnica, Slovenija) i tako pripremljen
uzorak stavljen je na kuvanje 10 minuta. Uzorak je potom centifugiran (2 min/12000
obrtaja/min) i1 dobijeni supernatant (izolovana DNK) je koris¢en odmah za PCR ili

smrzavan na -20 °C, pa potom koriS¢éen.

4.3.4.2 Lancana reakcija polimeraze (PCR)

Test je koriS¢en za identifikaciju B. cereus groupe i za dokazivanje prisustva gena
za dijarealne i emeti¢ni toksin, upotrebom specifi¢nih prajmera (Invitrogen, SAD) i
uslova opisanih u literaturi (Tabela 4).

Reakciona smeSa za PCR je pripremana u volumenu od 25 ul, sa DreamTaqGreen
Master Mix (ThermoScientific, Litvanija), u finalnoj koncentraciji prajmera od 200 nM 1|
dodavano je 2,5 pl izolovane DNK. Za PCR koris¢en je thermocycler Eppeddorf
MasterCycler (Eppendorf, Nemacka).

PCR produkt je razdvajan na 1,5% agaroznom gelu (ICN Biomedicals, SAD),
upotrebom sistema za elektroforezu (Pharmacia LKB, Svedska), a posmatran je pomoéu

UV transiluminatora (Pharmacia LKB, Svedska) i potom fotografisan.
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Tabela 4. Prajmeri i uslovi umnozavanja kod PCR reakcije

Uslovi PCR reakcije Veli¢ina
Prajmer  Redosled nuklotida (5'—3") —— —— - Gen fragmen-  Referenca
denatu-  vezivanje  polimeri- broj ta
racija®  prajmera zacija® ciklusa
BalF TGCAACTGTATTAGCACAAGCT 94 °C 55 °C 72°C Sanjoy i
BalR TACCACGAAGTTTGTTCACTACT 45 sec 45 sec 45 sec 30 bal 533 bp sar.
2009
HbIAL GCTAATGTAGTTTCACCTGTAGCAAC 94 °C 58 °C 72°C Sanjoy i
HbIA2 AATCATGCCACTGCGTGGACATATAA 30 sec 45 sec 60 sec 30 hbla 834 bp sar.
2009
EntA ATGAAAAAAGTAATTTGCAGG 94 °C 52°C 72°C Sanjoy i
EntB TTAGTATGCTTTTGTGTAACC 45 sec 45 sec 60 sec 30 entFM 1300 bp sar.
2009
CerF-5 CAAGTCAAGATAAGAGGCTTC 94 °C 52°C 72°C 188 bp Kim i sar.
CerR-5  AAAGCTCTTGCCAAATAACC 60 sec 60 sec 60 sec 35 cer 2010

aPocetna denaturacija se odvijala na 95 °C i trajala je 5 minuta
b Zavrsna polimerizacija je trajala 5 minuta

4.3.4.3 Gel elektroforeza

Gel elektroforeza je metod za razdvajanje molekula na osnovu njihove veli¢ine i
naelektrisanja. Molekuli se razdvajaju pod dejstvom elektricnog polja u puferu.
Negativno naelektrisani molekuli se kreéu ka pozitivnoj elektrodi - katodi, dok se
pozitivno naelektrisani molekuli kre¢u ka negativnoj elektrodi - anodi. Gel elektroforeza
se koristi za karakterizaciju najznacajnije osobine - molekulske mase polinukleotida i
polipeptida. Takode, ona sluzi i za proveru Cistoe uzoraka, heterogenosti i stepena
degradacije molekula.

Agarozni gelovi prave se tako $to se agaroza (ICN Biomedicals, SAD), rastvara u
puferu 1 zagreva do tacke topljenja, zatim se sipa u kalup koji odreduje dimenzije gela.
Dok je agaroza te¢na, u nju se postavlja ,,cesSalj" kojim se u gelu prave ,,bunarci¢i" tj.
mesta u gelu koja ée se popuniti uzorkom. Cesljevi se polako izvuku iz gela, tako da se
ne ostete bunarcic¢i. Formirani gel se prebaci u kadicu za elektroforezu koja je napunjena
puferom. Jac¢ina pufera u kadi i u gelu mora biti ista. Osnovni princip elektroforetskog
razdvajanja zasnovan je na Cinjenici da Cestice razli€itog naelektrisanja i razlicite mase,
pod uticajem elektriénog polja za isto vreme prelaze razliCite putanje na agaroznom

nosacu. Po standardnoj proceduri, produkti PCR reakcija se razdvajaju na 1-1,5%
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agaroznom gelu (1-1,5% agaroza u TBE), pri konstantnom naponu struje od 80 V
(napajaé struje, Pharmacia, LKB, Svedska). Produkti u gelu se boje etidijum bromidom
(0,5 pug/ml TBE). Etidijum bromid (EtBr) se ugraduje u lance nukleinskih kiselina i
omogucava njihovu vizuelizaciju pod UV svetlom. DNK apsorbuje UV zracenje 254-320
nm koje se trasmituje kroz boju, a energija se reemituje na 590 nm u crveno-
narandzastom regionu spektra. Etidijum bromid se priprema kao koncentrovan rastvor 10
mg/ml u vodi, ¢uva se zasSti¢en od svetla na 4 °C. Boja se dodaje direktno u gel nakon
njegove pripreme. Produkti se posmatraju na transiluminatoru nad UV svetlom.
Nukleinske kiseline u ¢ije je lance inkorporiran EtBr raspoznaju se kao trake na gelu. U
cilju ¢uvanja rezultata PCR analize, gelovi se fotografisu.

DNK standardi (markeri) za procenu molekulskih masa fragmenata DNK, koji se
elektroforetski razdvajaju sadrZze meSavinu poznatih veli¢ina. Izbor markera zavisi od
oCekivane veliCine ispitivanih fragmenata i koncentracije gela. U eksperimentima su
korid¢eni markeri od 50 bp (HyperLadder™50 bp, Bioline, Velika Britanija) i 100 bp
“DNA ladder” (Gene Ruler™DNA Ladder Mix 100 bp, Fermentas, Litvanija).

4.3.44 RAPD

Za genotipsku karakterizaciju sojeva B. cereus koriS¢ena je RAPD metoda. Ova
metoda obuhvata PCR umnozavanje genomske DNK pomocu jednog prajmera koji ima
arbitarno izabranu sekvencu, §to omogucava neograni¢en broj sekvenci koje mogu biti
izabrane kao prajmer. U toku PCR dolazi do amplifikacije delova molekula DNA i
formiranja RAPD profila uzorka, koji se obi¢no sastoji od 1-20 traka. Koris¢eni su RAPD
prajmeri AG15 (Mliki i dr., 2001) i SPHI (Dolley i sar., 1993), a uslovi za amlifikaciju za
RAPD dati su u tabeli 5.
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Tabela 5. Prajmeri i uslovi umnoZavanja kod PCR reakcije za RAPD metodu

Uslovi PCR reakcije
Redosled nuklotida

Prajmer (5'—39) denatu-  vezivanje polimeri- broj Referenca
racija? prajmera zacijaP ciklusa
SPH1 GTGGTGGTGGTG 94°C 32°C 72°C Dolley i sar.
GTG 5 min 60 sec 120 sec 40 1993
AG15 CCCACACGCA 94 °C 32°C 72°C MiIiki i sar.
5 min 60 sec 120 sec 40 2001.

aPocetna denaturacija se odvijala na 95 °C i trajala je 5 minuta
b Zavrsna polimerizacija je trajala 5 minuta

4.4 Statisticka analiza

Za izraCunavanje statisticki znacajne razlike izmrdu ispitivanih grupa koriSéen je

Fisher i Hi-square test. P-vrednost manja od 0,01 je smatrana za statisti¢ki znacajnu. Sve

statisticke analize radene su pomoc¢u SPSS statistiCkog softvera za Windows verziju 11.5
(SPSS Inc., USA).
Klaster analiza RAPD profila radena je pomoc¢u STATISTICA 8 programa.
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5. REZULTATI

Uzorci bakterija (n=62) kultivisani iz stolica hospitalizovanih i ambulantnih
pacijenata, imali su karakteristican porast na MYP agaru i davali  hemolizu na krvnom
agaru (Slika 7 a,b). Biohemijskim testom (BBL Crystal) i PCR metodom (prisustvo bal
gena) (Slika 8) 30 sojeva je identifikovano kao B. cereus. Od 40 uzoraka hrane (Cajevi,
dijetetski proizvodi, zaCini, mleko u prahu i Sunka) i od 146 briseva okoline (36 iz
bolnickog okruzenja, 110 iz zemljiSta), istim testovima identifikovano je po 30 sojeva B.
cereus.

Uzorci su klasifikovani u tri grupe po 30 sojeva: izolati iz stolice pacijenata,

izolati iz hrane i izolati iz okoline.

Slika 7. a) Ruzi¢aste kolonije B. cereus (ne fermentuje manitol) na MYP agaru,
sa karakteristicnom talasastom zonom rasta, koja upucuje na lecitinaznu

aktivnost
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b) B-hemoliza bakterije B. cereus na krvnom agaru. Oko kolonija bakterije

B. cereus vidi se karakteristi¢éna hemoliza eritrocita u vidu prosvetljenja.

Hl1 HZ H5 H6 H7 HE HI HI1l H1Z HI14 H15 HI16 H17 H18 H1S M H20 H21 H25 H26 H23 H30 H31 H3Z H33 H34 H35 H36 H37 H3Z HA0 ATCC

e

Slika 8. Detekcija bal gena PCR metodom. Linija M: marker DNK 100 bp;
Linija ATTC: Referentni soj B. cereus ATTC 11778
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5.1 OSETLJIVOST NA ANTIBIOTIKE IZOLATA B. cereus

Dobijeni rezultati osetljivosti sojeva B. cereus na antibiotike iz sve tri grupe
testirani disk-difuzionom metodom, prikazani su tabelarno i graficki.

U tabelama 6, 7, 8 su prikazane zone inhibicije rasta ispitivanih sojeva B. cereus
izrazena u milimetrima za sve tri ispitivane grupe.

Svi testirani sojevi iz stolice pacijenata, hrane i okoline bili su osetljivi na
imipenem i vankomicin. Isto tako, izolati B. cereus iz stolice pacijenata i iz hrane bili su
osetljivi na eritromicin i ciprofloksacin, dok su svi uzorci iz okoline bili osetljivi na
eritromicin, a jedan izolat je bio rezistentan na ciprofloksacin (3,33%) (Tabela 9).

Utvrdena je statisticki znacajna razlika u osetljivosti na tetraciklin i trimetoprim-
sulfametoksazol uporedujuci sojeve B. cereus iz stolice pacijenata sa uzorcima iz hrane i
okoline. Od 30 sojeva iz hrane i okoline, 28 sojeva (93,34%) hrane i 25 sojeva (83,33%)
iz okoline bili su osetljivi na tetraciklin, dok je 10/30 (33,33%) soja sojeva iz stolice
pacijenata bilo osetljivo na ovaj antibiotik (p<0.001, Fisher Exact Probability Test).
Nasuprot ovim rezultatima, visoka osetljivost na trimetoprim-sulfametoksazol je utvrdena
kod svih sojeva iz stolice pacijenata (100%), dok su sojevi iz hrane u 63,33% (19/30) i iz
okoline u 70% (21/30), imali niZu osetljivost na ovaj antibiotik (p<0.01, Fisher Exact
Probability Test) (Slika 10).

Testirajuci sojeve B. cereus na ampicilin i penicilin disk-difuzionom metodom,
dobijena je osetljivost od 70% (21/30) kod uzoraka iz stolice pacijenata, dok su sojevi iz
hrane i iz okoline pokazali rezistentnost na ove antibiotike: 100% (30/30) i 96,67%
(29/30) (Tabela 9). Medutim, nakon uradenog nitrocefinskog testa (Slika 9), kod izolata
iz sve tri grupe utvrdena je produkcija penicilinaza, Sto uslovljava davanje izveStaja o
rezistenciji na ampicilin i penicilin kod svih testiranih sojeva B. cereus.

Testiraju¢i produkciju -laktamaza-cefalosporinaza metodom duplog diska (double
disk), utvrdeno je da svi testirani sojevi B. cereus produkuju ovaj enzim (Slika 9), a sa

tim pokazuje rezistenciju na cefalosporine.
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Tabela 6. Osetljivost B. cereus sojeva iz stolice pacijenata na antibiotike disk-difuzionom metodom

ANTIBIOTICI
Red. S0j Ampicillin Penicillin Imipenem Vankomycin | Ciprofloxacin | Erythromycin | Tetracycline sul-gﬂamn:gt]r?g;;r;ole
broj | B.cereus zona zona zona zona zona zona zona zona
inhibicije | Kat. | inhibicije | Kat. | inhibicije | Kat. | inhibicije | Kat. | inhibicije | Kat. | inhibicije | Kat. | inhibicije | Kat. inhibicije Kat.
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1. Pl 0 R 0 R 24 S 17 S 28 S 27 S 23 S 20 S
2. P4 32 S 40 S 42 S 23 S 30 S 22 S 12 R 16 S
3. P5 42 S 40 S 50 S 24 S 36 S 24 S 0 R 20 S
4, P7 34 S 40 S 50 S 24 S 34 S 28 S 12 R 22 S
5. P9 34 S 46 S 54 S 28 S 36 S 26 S 12 R 24 S
6. P10 34 S 44 S 46 S 24 S 32 S 24 S 13 R 22 S
7. P13 40 S 44 S 50 S 26 S 30 S 22 S 12 R 24 S
8. P14 0 R 0 R 32 S 20 S 26 S 26 S 22 S 20 S
9. P18 0 R 0 R 24 S 22 S 32 S 28 S 24 S 24 S
10. P21 32 S 40 S 44 S 24 S 32 S 30 S 12 R 22 S
11| P22 26 R 36 S 42 S 23 S 30 S 22 S 10 R 16 S
12, P27 0 R 0 R 32 S 24 S 30 S 30 S 26 S 16 S
13. P28 0 R 0 R 32 S 22 S 30 S 24 S 24 S 20 S
14 P29 34 S 40 S 44 S 22 S 30 S 30 S 10 R 17 S
15. P37 34 S 40 S 50 S 24 S 34 S 22 S 10 R 20 S
16.| P40 0 R 0 R 32 S 20 S 30 S 20 S 25 S 26 S
17. P42 34 S 40 S 44 S 21 S 30 S 22 S 20 S 16 S
18.| P43 30 S 40 S 50 S 15 S 32 S 22 S 12 R 20 S
19. P44 30 S 30 S 44 S 24 S 32 S 22 S 21 S 17 S
20.| P45 26 R 30 S 44 S 22 S 30 S 22 S 10 R 25 S
21. P46 32 S 40 S 40 S 20 S 30 S 22 S 10 R 17 S
22.| P47 32 S 36 S 40 S 22 S 30 S 26 S 7 R 22 S
23. P48 0 R 0 R 22 S 21 S 30 S 30 S 21 S 20 S
24| P51 34 S 40 S 46 S 24 S 34 S 26 S 0 R 24 S
25.| P52 40 S 40 S 40 S 24 S 30 S 22 S 15 R 20 S
26. P53 34 S 42 S 44 S 23 S 32 S 24 S 11 R 21 S
27| P54 32 S 40 S 46 S 22 S 32 S 30 S 10 R 20 S
28. P56 0 R 0 R 32 S 20 S 36 S 24 S 16 R 16 S
29.| P57 0 R 0 R 26 S 22 S 30 S 30 S 37 S 20 S
30. P58 28 R 28 R 50 S 22 S 30 S 32 S 11 R 17 S

Legenda: Kod oznake sojeva, skracenice: ,,P”, oznacava uzorak stolice pacijenat

Skracenica ,,Kat.” se odnosi na interpretativnu kategoriju (S, I i R): S - senzitivan (osetljiv); |- intermedijarno osetljiv; R — rezistentan
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Tabela 7. Osetljivost B. cereus sojeva iz hrane na antibiotike disk-difuzionom metodom

ANTIBIOTICI
Red_. Soj Ampicillin Penicillin Imipenem Vankomycin | Ciprofloxacin | Erythromycin | Tetracycline sul-;r)::amn:gt]r?g;g:ole
broj | B.cereus [ zona zona zona zona zona zona zona zona
inhibicije | Kat. | inhibicije | Kat. | inhibicije | Kat. | inhibicije | Kat. | inhibicije | Kat. | inhibicije | Kat. | inhibicije | Kat. | inhibicije Kat.
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1. H1l 13 R 14 R 34 S 20 S 25 S 30 S 21 S 0 R
2. H2 11 R 0 R 30 S 17 S 32 S 32 S 19 S 21 S
3. H5 0 R 0 R 23 S 19 S 28 S 27 S 19 S 0 R
4. H6 0 R 0 R 30 S 22 S 28 S 30 S 22 S 0 R
5. H7 0 R 0 R 30 S 23 S 32 S 30 S 26 S 20 S
6. H8 14 R 10 R 42 S 22 S 33 S 20 S 30 S 20 S
7. H9 12 R 0 R 40 S 20 S 30 S 27 S 23 S 15 S
8. H1l 0 R 0 R 28 S 22 S 30 S 30 S 12 R 0 R
9. H12 0 R 0 R 36 S 20 S 22 S 26 S 25 S 15 S
10. H14 0 R 0 R 36 S 20 S 28 S 30 S 19 S 0 R
11. H15 0 R 0 R 40 S 20 S 30 S 28 S 22 S 18 S
12, H16 15 R 20 R 40 S 20 S 26 S 28 S 22 S 18 S
13. H17 0 R 0 R 38 S 20 S 30 S 27 S 10 R 12 S
14, H18 0 R 0 R 34 S 20 S 26 S 27 S 28 S 15 S
15. H19 0 R 0 R 30 S 18 S 26 S 28 S 19 S 0 R
16. H20 14 R 14 R 42 S 17 S 30 S 26 S 27 S 12 S
17. H21 15 R 15 R 38 S 22 S 28 S 30 S 30 S 18 S
18. H25 0 R 0 R 34 S 22 S 22 S 20 S 24 S 10 R
19. H26 0 R 0 R 33 S 22 S 32 S 31 S 26 S 15 S
20. H29 0 R 0 R 34 S 20 S 28 S 30 S 22 S 15 S
21. H30 0 R 0 R 32 S 20 S 28 S 28 S 19 S 15 S
22. H31 0 R 0 R 33 S 20 S 28 S 30 S 20 S 18 S
23. H32 14 R 14 R 34 S 22 S 40 S 22 S 32 S 18 S
24, H33 10 R 11 R 28 S 20 S 30 S 20 S 22 S 10 R
25, H34 0 R 0 R 35 S 20 S 30 S 28 S 20 S 12 S
26. H35 0 R 12 R 35 S 20 S 30 S 28 S 26 S 12 S
217. H36 0 R 0 R 30 S 20 S 26 S 25 S 19 S 0 R
28. H37 15 R 20 R 40 S 20 S 26 S 18 S 22 S 16 S
29. H39 0 R 0 R 36 S 20 S 28 S 30 S 19 S 10 R
30. H40 0 R 0 R 32 S 20 S 29 S 25 S 19 S 0 R

Legenda: Kod oznake sojeva, skracenice: ,,H”, oznacava uzorak hrane

Skracenica ,,Kat.” se odnosi na interpretativnu kategoriju (S, I i R): S - senzitivan (osetljiv); |- intermedijarno osetljiv; R — rezistentan
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Tabela 8. Osetljivost B. cereus sojeva iz okoline na antibiotike disk-difuzionom metodom

ANTIBIOTICI
Red_. Soj Ampicillin Penicillin Imipenem Vankomycin | Ciprofloxacin | Erythromycin | Tetracycline Sul-gﬂamnigt‘ﬁg;;?ole
broj | B.cereus zona zona zona zona zona zona zona zona
inhibicije | Kat. | inhibicije | Kat. | inhibicije | Kat. | inhibicije | Kat. | inhibicije | Kat. | inhibicije | Kat. | inhibicije | Kat. | inhibicije Kat.
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1. 01 12 R 12 R 36 S 20 S 27 S 25 S 0 R 0 R
2. 03 14 R 12 R 36 S 22 S 30 S 22 S 30 S 0 R
3. 04 0 R 0 R 25 S 20 S 25 S 26 S 19 S 16 S
4, 05 16 R 14 R 36 S 22 S 14 R 26 S 24 S 18 S
5. 06 0 R 0 R 36 S 22 S 28 S 28 S 20 S 10 R
6. 07 0 R 0 R 34 S 20 S 30 S 28 S 25 S 16 S
7. 011 12 R 12 R 34 S 22 S 35 S 20 S 30 S 18 S
8. 012 15 R 12 R 37 S 21 S 28 S 24 S 22 S 16 S
9. 014 0 R 0 R 30 S 19 S 25 S 19 S 22 S 0 R
10, 028 0 R 0 R 26 S 18 S 28 S 28 S 12 R 16 S
11| 029 0 R 0 R 24 S 19 S 28 S 26 S 21 S 0 R
12/ 030 0 R 0 R 35 S 20 S 30 S 22 S 22 S 16 S
13/ 031 0 R 0 R 26 S 20 S 27 S 26 S 11 R 0 R
14, 032 0 R 0 R 28 S 18 S 28 S 24 S 22 S 0 R
15. 033 0 R 0 R 24 S 21 S 28 S 26 S 22 S 19 S
16. 034 0 R 0 R 34 S 19 S 27 S 26 S 27 S 0 R
17. 035 20 S 37 S 40 S 20 S 26 S 18 S 0 R 16 S
18. 036 0 R 0 R 34 S 19 S 28 S 26 S 22 S 16 S
19. Z1 10 R 12 R 30 S 21 S 30 S 26 S 23 S 25 S
20. Z5 0 R 0 R 26 S 20 S 32 S 27 S 19 S 27 S
21. Z11 0 R 0 R 28 S 21 S 31 S 28 S 27 S 30 S
22. Z17 8 R 10 R 24 S 20 S 30 S 26 S 12 R 17 S
23. Z19 18 R 20 R 40 S 20 S 30 S 23 S 24 S 0 R
24, 222 0 R 0 R 26 S 20 S 28 S 26 S 23 S 20 S
25. 224 0 R 0 R 28 S 20 S 30 S 30 S 27 S 22 S
26. 226 10 R 10 R 39 S 22 S 35 S 26 S 24 S 26 S
27. Z29 10 R 10 R 38 S 21 S 32 S 28 S 24 S 18 S
28. Z30 10 R 10 R 32 S 20 S 30 S 28 S 28 S 16 S
29. Z31 10 R 12 R 34 S 18 S 28 S 30 S 28 S 16 S
30. 234 10 R 10 R 34 S 20 S 28 S 26 S 30 S 16 S
Legenda: Kod oznake sojeva, skracenice: ,,0 i Z”, ozna¢avaju uzorak iz okoline i zemljista
Skracenica ,,Kat.” se odnosi na interpretativnu kategoriju (S, | i R): S - senzitivan (osetljiv); |- intermedijarno osetljiv; R — rezistentan
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Tabela 9. Osetljivost B. cereus sojeva na odabrane antibiotike primenom disk-difuzione
metode

Stolica pacijenata Hrana Okolina
Antibiotski disk n=30 n=30 n=30

S R S R S R
Ampicilin (10 pg) 21 (70%) 9 (30%) 0 30 (100%) 1(3.33%) 29 (96.67%)
Penicilin (10 U) 21 (70%) 9 (30%) 0 30 (100%) 1(3.33%) 29 (96.67%)
Imipenem (10 U) 30 (100%) 0 30 (100%) 0 30 (100%) 0
Vankomicin (30 pg) 30 (100%) 0 30 (100%) 0 30 (100%) 0
Ciprofloksacin (5 ug) 30 (100%) 0 30 (100%) 0 29 (96.67%) 1 (3.33%)
Eritromcin (15 pg) 30 (100%) 0 30 (100%) 0 30 (100%) 0

Tetraciklin (30 pg) 10 (33.33%) 20 (66.67%) 28(93.33%) 2 (6.67%) 25(83.33)  5(16.67%)
Trimetoprim
sulfametoksazol 30 (100%) 0 19 (63.33%) 11 (36.67%) 21 (70%) 9 (30%)

(1,25/23,75 pg)

n: broj izolata; S: osetljivo; R: rezistentno

Utvrdivanje produkcije penicilinaza Utvrdivanje produkcije cefalosporinaze
nitrocefinskim testom duplim disk test

Slika 9. Aktivnost B-laktamaza: penicilinaze i cefalosporinaze
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Slika 10. Rezistencija sojeva B. cereus razli¢itog porekla na odabrane antibiotike
Amp: Ampicilin; P: Penicilin; Imp: Imipenem; Va: Vankomicin; Cip: Ciprofloxacin: Ery:
Eritromcin;

T: Tetraciklin; S/T: trimetoprim-sulfametoksazol,

"p<0.001; “p<0.01 Statisti¢ki znatajna razlika u rezistenciji na tetracikline i trimetoprim-
sulfametoksazol je potvrdena, uporedujuéi izolate B. cereus iz stolice pacijenata, hrane i
okoline

52 DETEKCIJA GENA ZA ENTEROTOKSINE I EMETICNI TOKSIN

Prisustvo gena za enterotoksin (hbla i entFM geni) i emeti¢ni toksin (cer gen)
potvrdeno je PCR metodom. Dobijeni rezultati za sve tri ispitivane grupe prikazani su u
Tabelama 10, 11, 12.

Upotrebom specifi¢nog para prajmera HblA1/HblA2 detektovano je prisustvo hbla
gena i dobijeni su amplifikacioni produkti od 834 bp i to kod 29/30 izolata iz stolice
pacijenata, 23/30 izolata iz hrane i kod 24/30 izolata iz okoline (Slika 11).

ENTA/ENTB parom prajmera detektovano je prisustvo entFM gena, a

amplifikacioni produkt od 1,3 kb je bio prisutan kod svih izolata iz stolice pacijenata i
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hrane (30/30), dok kod dva (28/30) izolata iz okoline nije detektovano prisustvo ovog
gena (Slika 12).

Prisustvo cer gena za emeti¢ni toksin, potvrdeno je CerF5/CerR5 parom prajmera.
Dobijeni amplifikacioni produkt od 188 bp dobijen je kod svih izolata iz stolice
pacijenata (30/30), kod 28/30 izolata iz hrane i kod 25/30 izolata iz okoline (Slika 13).

Tabela 10. Prisustvo gena za enterotoksin i emeti¢ni toksin kod
izolata iz stolice pacijenata (P)

Redni Soj Enterotoksin geni Eng;trl]cm
broj | B. cereus hbla entFM cer
1. P1 + + +
2. P4 - ¥ N
3. P5 + + +
4, P7 + + +
5. P9 + + +
6. P10 + + +
7. P13 + + +
8. P14 + + +
9. P18 + + +
10. P21 + + +
11. P22 + + +
12. p27 + + +
13. P28 + + +
14. P29 + + +
15. P37 + + +
16. P40 + + +
17. P42 + + +
18. P43 + + +
19. P44 + + +
20. P45 + + +
21. P46 + + +
22. P47 + + +
23. P48 + + +
24. P51 + + +
25. P52 + + +
26. P53 + + +
27. P54 + + +
28. P56 + + +
29. P57 + + +
30. P58 + + +
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Tabela 11. Prisustvo gena za enterotoksin i emeti¢ni toksin kod
izolata iz hrane (H)

Redni Soj Enterotoksin geni Eng;trl]cm
broj | B. cereus hbla entFM cer
1. H1 + + +
2. H2 + + +
3. H5 + + +
4. H6 + + +
5. H7 + + +
6. H8 + + +
7. H9 - + +
8. H11 + + +
9. H12 + + +
10. H14 + + +
11. H15 - + +
12. H16 + + +
13. H17 + + +
14. H18 + + +
15. H19 + + +
16. H20 - + +
17. H21 - + +
18. H25 + + +
19. H26 + + +
20. H29 + + +
21. H30 + + +
22. H31 + + +
23. H32 - + +
24. H33 + + +
25. H34 + + +
26. H35 - + +
27. H36 + + +
28. H37 - + -
29. H39 + + —
30. H40 + + +
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Tabela 12. Prisustvo gena za enterotoksin i emeti¢ni toksin kod
izolata iz okoline (O=okolina; Z=zemljiste)

Redni Soj Enterotoksin geni En;;trl]cm
broj | B. cereus hbla entFM cer
1. 01 - - -
2 03 + + +
3 04 + + +
4. 05 - + -
5. 06 + + -
6 o7 + + +
7 011 + + +
8. 012 + + +
9. 014 - + -
10. 028 + + +
11. 029 + + -
12. 030 + + +
13. 031 + + +
14. 032 + + +
15. 033 + + +
16. 034 + - +
17. 035 + + +
18. 036 - + +
19. Z1 + + +
20. Z5 - + +
21. Z11 + + +
22. z17 + + +
23. 719 - + +
24. 722 + + +
25. 724 + + +
26. 726 + + +
27. 729 + + +
28. Z30 + + +
29. Z31 + + +
30. Z34 + + +
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P1 P4 P5 P7 P9 P10P13P14 P18 P21 P22 P27 P28 P29P37 M P40 PA2Z P43 P44 PA5 P46 PA7 P43 P51 P52 P53 P54 P56 P57 P58 ATTC

<« 834bp

& <« 834bp

03 04 05 06 O7 011 012 014 028 029 O30 031 032 033 034 035 036 Z1 25 Z11 217 219 Z22 Z24 726 Z29 I30 1I31 ZI34 ATCC

<+ 834bp

c) izolati iz okoline

Slika 11. Detekcija hbla gena PCR metodom. Linija M: marker DNK 100 bp;
Linija ATTC: Referentni soj B. cereus ATTC 11778
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P1 P4 P5 P7 P9 P10 P13 P14 P18 P21 P22 P27 P28 P29 P37 P40 P42 P43 PA4 P45 P46 PAT P48 P51 P52 P53 P54 P56 P57 P58 ATTCM

AR B S S GG S P SRR S S < 1300bp

a) izolati iz stolice pacijenata

H1 H2 H5 Hé H7 H8 H9 H11H12 H14 H15 H16 H17 H18 H19 M H20 H21 H25 H26 H29 H30 H31 H32 H33 H34 H35 H36 H37 H39 H40 ATTC

. o EE < 1300bp

b) izolati iz hrane

M 01 03 ©O4 O5 06 O7 011 012 014 028 029 O30 031 032 033 034 035 036 Z1 ZI5 211 Z17 719 222 724 1I26 I29 Z30 Z31 1234 ATCC

e T <+ 1300bp

c) izolati iz okoline

Slika 12. Detekcija entFM gena PCR metodom. Linija M: marker DNK 100 bp;
Linija ATTC: Referentni soj B. cereus ATTC 11778
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M P1 P4 P5 P7 P9 P10 P13 P14 P18 P21 P22 P27 P28 P29 P37 P40 P42 P43 P44 P45 PA6 P47 P48 PS1 P52 P53 P54 P56 P57 P58 ATTC

<+ 188bp

a) izolati iz stolice pacijenata

M H1 H2Z H5 H6 H7 HE HI H11 H1Z H14 H15 H16 H17 H18 H19 H20 H21 H25 H26 H29 H30 H31 H3Z H33 H34 H35 H36 H37 H39 H40 ATTC

<+ 188bp
b) izolati iz hrane

M 0L 03 04 05 06 07 011 012 014 028 029 030 031 032 033 034 035 036 I1 5 11 717 719 722 I24 726 129 130 131 I34 ATCC

188bp

c) izolati iz okoline

Slika 13. Detekcija cer gena PCR metodom. Linija M: marker DNK 50 bp;
Linija ATTC: Referentni soj B. cereus ATTC 11778
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5.3 GENETICKA KARAKTERIZACIJA (TIPIZACIJA) IZOLATA
B. cereus RAPD ANALIZOM

Za karakterizaciju izolata B. cereus primenom RAPD analize, koris¢eni su prajmeri
SPH1 1 AGI15. Dobijeni rezultati omogudili su tipiziranje svih ispitivanih uzoraka, 1
njihovo uporedivanje kako unutar grupa (izolata stolice pacijenata, hrane, okoline) tako i
izmedu grupa. Na osnovu RAPD profila dobijenih amplifikacijom pomocéu SPH1 i AG15
prajmera, izradeni su zbirni dendrogrami.

Na osnovu zbirne RAPD analize (Slika 14, 15) unutar grupe izolata iz stolice
pacijenata, formirana su dva klastera (grupe) (Slika 16). Razlika izmedu dva klastera
iznosila je 68%. Oba klastera su podeljena na dva subklastera (podgrupe), sa
medusobnom razlikom od 25% izmedu subklastera u klasteru I i sa razlikom od 61%
izmedu subklastera unutar klastera II. Klaster I obuhvatao je 20 izolata, sa po 10 izolata u
svkom subklasteru, a klaster Il, 10 izolata, od kojih je osam grupisano u prvom
subklasteru, a dva u drugom. Unutar svakog subklastera formirane su po dve grane sa
razli¢itim brojem izolata. Na nivou medusobne sli¢nosti na vrednosti od 80% odabrano je
sedam izolata stolice pacijenata (P1, P18, P14, P56, P58, P43, P21) koji su kori$¢eni u
RAPD analizi za uporedivanje izolata izmedu grupa (izolata stolice pacijenata, hrane,

okoline).

M P1 P4 P5 P7 P9 P10 P13P14P18P21 P27 P28 P29 P37P40 P42 P43 P45 P46 P47P48 P51P52 P53 P54 P56 P57 P58 P22 P44 ATCC

LiiEiztEEceiiiEifectiiiocEoc

Slika 14. RAPD profil izolata B. cereus iz stolice pacijenata na osnovu SPH1 prajmera.
Linija M: marker DNK 50 bp; Linija ATTC: Referentni soj B. cereus ATTC 11778
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M Pl P4 P5 P7 P9 P10 P13P14P18 P21 P27P28P29 P37 P40 P42 P43 P45 P46P47 P48 P51 P52 P53 P54P56 P57 PSSATCC P22 P44
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Slika 15. RAPD profil izolata B. cereus iz stolice pacijenata na osnovu AG15 prajmera
Linija M: marker DNK 50 bp; Linija ATTC: Referentni soj B. cereus ATTC 11778
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Slika 16. Dendogram na osnovu RAPD profila izolata B. cereus iz stolice pacijenata,
dobijenih pomo¢u SPHI1 i AG1S5 prajmera

U okviru grupe izolata iz hrane RAPD analizom (Slika 17, 18) dobijen je
dendrogram (Slika 19) u okviru kog se izdvajaju dva klastera, sa medusobnom razlikom
od 55%. Klaster | obuhvatao je dva subklastera, od kojih je subklaster 1 imao Sest izolata,
a subklaster 2 tri izolata, dok je klaster Il obuhvatao dva subklastera, od kojih je
subklaster 1 sadrzavao 2 izolata, a drugi 18 izolata. Medusobna razlika od 38% utvrdena
je izmedu subklastera u klasteru I i razlika od 52% izmedu subklastera unutar klastera II.
Unutar svakog subklastera formirane su po dve grane. Na nivou medusobne sli¢nosti na

vrednosti od 80% odabrano je 13 izolata iz hrane (H25,H17, H8, H12, H5, H14, H15,
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H30, H31, H19, H21, H33, H39) koji su koris¢eni u RAPD analizi za uporedivanje
izolata izmedu grupa (izolata stolice pacijenata, hrane, okoline).

M H1 H2 H5 H6 H7 H8 H9 H11HI12H14 H15H16 H17H18H19 H20H21H25H26H30H31 H32H33H34 H35H36H37 H38 H39 H40 ATCC

923 §
Sy
,t*

R d

Slika 17. RAPD profil izolata B. cereus iz hrane na osnovu SPH1 prajmera
Linija M: marker DNK 50 bp; Linija ATTC: Referentni soj B. cereus ATTC 11778
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Slika 18. RAPD profil izolata B. cereus iz hrane na osnovu AG15 prajmera
Linija M: marker DNK 50 bp; Linija ATTC: Referentni soj B. cereus ATTC 11778
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Slika 19. Dendogram na osnovu RAPD profila izolata B. cereus iz hrane,
dobijenih pomo¢u SPH1 i AG15 prajmera
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Izolati uzoraka iz okoline RAPD analizom (Slika 20, 21) formirali su dva klastera
(Slika 22), sa razlikom od 54%. Klasteri su se podelili u dva subklastera, sa medusobnom
razlikom od 32% izmedu subklaster unutar kalastera I i razlikom od 43% izmedu
subklastera unutar klastera Il. Subklaster 1 unutar kalstera |1 obuhvatao je samo izolat
035, a subklaster 2 soj 031 i 012, dok se unutar Klastera Il izdvojilo tri subklastera:
subklaster 1 1 2 sa po Cetiri izolata i1 subklaster 3 sa 19 izolata. Na nivou medusobne
sli¢nosti na vrednosti od 80% odabrano je 13 izolata iz okoline (O1, 06, O3, Z11, Z19,
014, 726, 032, 030, 730, O12, O31, 0O35) koji su koris¢eni u RAPD analizi za

uporedivanje izolata izmedu grupa (izolata stolice pacijenata, hrane, okoline).

M O1 O3 04 O5 06 O7 011012014028029030 031032033034035036 Z1 Z5 Z11 Z17 Z19 Z22 Z24 Z26 Z29 Z30 Z31 Z34 ATCC
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Slika 20. RAPD profil izolata B. cereus iz okoline na osnovu SPH1 prajmera
Linija M: marker DNK 50 bp; Linija ATTC: Referentni soj B. cereus ATTC 11778
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Slika 21. RAPD profil zolata B. cereus iz okoline na osnovu AG15 prajmera

Linija M: marker DNK 50 bp; Linija ATTC: Referentni soj B. cereus ATTC 11778
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Slika 22. Dendogram na osnovu RAPD profila izolata B. cereus iz okoling,
dobijenih pomo¢u SPH1 i AG1S5 prajmera

Da bi se uporedili izolati izmedu grupa (stolice pacijenata, hrana, okolina) uradena
je RAPD analiza (Slika 23, 24) sa odabranim izolatima iz sve tri grupe. Karakterizacija
izolata predstavljena je zbirnim dendogramom (Slika 25), konstruisanim na osnovu
profila dobijenih amplifikacijom frgmenata pomoc¢u dva prajmera (SPHI 1 AGI15). Na
osnovu zbirne analize izolati su formirali dva klastera, sa medusobnom razlikom od 61%.
Klaster | sadrzao je dva subklastera, sa razlikom od 50%, a klaster Il sadrzao je tri
subklastera sa medusobnom razlikom od 45%. Unutar klastera I ukupno se nalazilo 11
izolata 1 to: sedam izolata u subklasteru 1 1 Cetiri izolata u subklasteru 2. Unutar klastera
Il nalazilo se 25 izolata koji su grupisani u subklaster 1 sa dva izolata, subklaster 2 sa

Cetiri izolata i1 subklaster 3 sa 19 izolata, medu kojima je bio i ATCC soj.
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Slika 23. RAPD profil odabranih izolata B. cereus iz sve tri grupe na osnovu AG15 prajmera
Linija M: marker DNK 50 bp; Linija ATTC: Referentni soj B. cereus ATTC 11778
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Slika 24. RAPD profil odabranih izolata B. cereus iz sve tri grupe na osnovu SPH1 prajmera
Linija M: marker DNK 50 bp; Linija ATTC: Referentni soj B. cereus ATTC 11778
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Slika 25. Dendogram na osnovu zbhirnog RAPD profila od odabranih izolata B. cereus
iz sve tri grupe, dobijenih sa SPH1 i AG15 prajmerom
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6. DISKUSIJA

Na osnovu svojih sposobnost da izazove infekcija kod ljudi B. cereus je
klasifikovan u grupu organizama drugog stepena opasnosti (Evropska komisija, 1993). B.
cereus, od svih vrsta roda Bacillus najce$¢e izaziva alimentarne intoksikacije i
toksikoinfekcije kod ljudi. Poslednjih decenija ucestalost trovanja hranom je poraslo
(Varnam i Evans, 1991), bez obzira na strogu mikrobioloSku kontrolu u toku proizvodnje
i obrade namirnica (Zlender, 2003).

Primena antimikrobnih preparata, posebno antibiotika u poljoprivredi, humanoj i
veterinarskoj medicini, doveli su do razvoja sojeva B. cereus otpornih na antibiotike.
Imajuéi u vidu cirkulaciju B. cereus u prirodi, od zemlje do biljaka i razli¢itih zivotinja
(insekti, zglavkara, drugi beski¢menjaka i sisara) pa do ljudi, otpornost na antibiotike,
pod odredenim uslovima, dovodi se u vezu sa prenosom gena za rezistenciju
(Schlegelova i sar., 2003; Hu i sar., 2009; Oladipo i Adejumobi, 2012). Poznato je da se
geni za rezistenciju prenose izmedu sojeva roda Bacillus i izmedu razliitih vrsta (Agerse
i sar., 2002; Whong i Kwaga, 2007; You i sar., 2013).

lako se prisustvo patogenih sojeva B. cereus dovodi naj¢eS¢e u vezu sa
toksikoinfekcijama vezanim za gastrointerstinalni sistem, novija istraZivanja ovu
bakteriju dovode u vezu sa infekcijama u neonatologiji, hiruskim i traumatoloskim
ranama, intravenskim davanjem lekova, plasiranjem katetera, kao i invazivnim
bakterijemijama centalnog nervnog sistema (meningitis i apsces mMozga),
endoftalmitisom, pneumonijom i gasnom gangrenom (Bottone, 2010), tako da se B.
cereus sve cesce izoluje iz klinickih uzoraka koji nisu vezani za gastroenteralni sistem
(krv, rana, sputum) i to u imunokompromitovanih pacijenata. Nasuprot tome, kod
pacijenata sa stomac¢nim problemima B. cereus je prisutan u stolici i imunokompetetnih i
kompromitovanih pacijenata (Richards i sar., 1988; Ozkocaman i dr, 2006).
Registrovanje smrtnih sluc¢ajeva (Ginsburg i sar., 2003; Bottone, 2010; Brown i sar.,
2012) izazvanih sojevima B. cereus, usled zakasnele dijagnostike ili neadekvatanog
odgovora na antibiotsku terapiju, ukazalo je na veliku vaznost uvodenja metoda za brzu

dijagnostiku bakterija B. cereus i odredi osetljivost na antibiotike, tj. utvrdi
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rasprostranjenost rezistentnih sojeva B. cereus izolovanih iz razli¢itih uzoraka (stolice
pacijenata, okoline, hrane).

Poznato je da sojevi B. cereus poseduju urodene mehanizme rezistencije. Tako
proizvodnja beta-laktamaza moze da dovede do rezistencije na treu generaciju
cefalosporina i penicilina (Cormican i sar., 1998; Schlegelova i sar., 2003; Ozcelik i
Citak, 2009; Tewari 1 sar., 2012). U okviru nasih ispitivanja utvrdena je rezistencija kod
svih testiranih B. cereus izolata na cefalosporine tre¢e generacije, penicilin i ampicilin,
koriste¢i metode za otkrivanje produkcije cefalosporinaze i1 penicilinaze: metoda
dvostrukog diska i nitrocefinski test.

U mnogim studijama potvrdeno je postojanje beta-laktamaza i time otpornost na
penicilin, ampicilin i cefalosporine u razli¢itim vrstama uzoraka (Weber i dr., 1988,
Aslim, 2002; Schlegelova i sar., 2003, Turnbull i sar., 2004; Abdel - Shakour i Roushdy,
2010; Chon i sar., 2012). Tako, na osnovu svog rada Ozcelik and Citak (2009) nakon $to
su utvrdili postojanje rezistencije na beta-laktamske antibiotike, zakljuéili su da je ona
posledica $irenja gena za rezistenciju medu sojevima B. cereus izolovanih iz sladoleda.
Medutim, ne postoji objasnjenje da li je rezistentnost sojeva B. cereus iz sladoleda
rezultat prenosa rezistentnih gena izmedu mikroorganizama u digestivnom traktu,
procesom konjugacije ili transdukcije, ili su sojevi ve¢ imali rezistentan gen koji kruzi u
okruzenju.

Godi¢Torkar i Seme (2009) napominju da pored prisustva penicilinaze i
cefalosporinaze, sojevi B. cereus izolovani iz uzoraka od pacijenata i iz hrane imaju
mogucénost produkcije metalo-beta-laktamaza, a time i moguénost za rezistenciju na
karbapeneme. U nasem istrazivanju utvrdili smo da su svi B. cereus sojevi iz sve tri grupe
bili osetljivi na imipenem. Osetljivost na ovaj antibiotik uocava se i u istrazivanju drugih
autora. Samo Luna 1 sar. (2007) isti€u prisustvo 14% rezistentnih izolata iz okruzenja u
SAD na karbapenem (meropenem).

Pored stopostotne osetljivosti na imipenem, svi sojevi u naSem radu bili su
osetljivi na vankomicin i eritromicin. Osetljivost na ciprofloksacin potvrdena je u svim
izolatima iz stolice pacijenata i iz hrane, a samo jedan uzorak iz okruzenja bio je

rezistentan na ovaj antibiotik.
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Sli¢no ovim rezultatima, Banerjee i sar. (2011) dobili su stoprocentnu osetljivost
na ciprofloksacin i imipenem kod uzoraka B. cereus od pacijenata. Drugi autori su
(Ozcelik i Citak, 2009; Oladipo i Adejumbi 2010; Srinu, 2012) testirajuéi osetljivost na
ciprofloksacin u uzorcima iz hrane, dobili iste rezultate. Osetljivost na vancomicin i
ciprofloksacin potvrduju Jensen i sar. (2001) kod B. cereus izolata iz poljoprivrednog
zemljiSte iz Danske.

Razli¢iti rezultati se mogu videti prilikom pracenja rezistencije na eritromicin.
Tako, Ozcelik i Citak (2009) utvrdili su rezistenciju na eritromicin samo kod 1/34 izolata
iz sladoleda, ali Oladipo i Adejumobi (2010) su utvrdili rezistenciju na ovaj antibiotik u
svim izolatima B. cereus dobijenim iz uzoraka hrane proizvedene na ulici. Za razliku od
nasih rezultata, Al-Khatib i sar. (2007) i Godi¢Torkar i Seme (2009) u svojim
istrazivanjima rezistentnost na eritromicin ustanovili su u oko 40% uzoraka iz stolice
pacijenata. Uporedujuéi rezistenciju na eritromicin izmedu izolata iz stolice ljudi, mesa i
gotovih mesnih proizvoda, Tewari i sar. (2012) utvrdili su da su 73,91% izolata iz stolice
ljudi bili osetljivi, dok su 48,3% i 54,5% izolata iz mesa i mesnih proizvoda bili
rezistentni na ovaj antibiotik. Nasuprot tome, Aslim (2002) i Luna i sar. (2007) ukazali su
na visok nivo osetljivosti na eritromicin u uzorcima B. cereus izolovanim iz okruzZenja.
Velika raznolikost u osetljivosti na eritromicin ukazuje na potrebu stalne provere
prisustva rezistentnih sojeva na ovaj antibiotik iz razli¢itih sredina.

Ispitujuci osetljivost na tetraciklin i trimetoprim-sulfametoksazol u nasem radu
uzvrdili smo statisticki znacajnu razliku, uporedujuci izolate iz stolice pacijenata u
odnosu na uzorke iz hrane i okoline. Samo 33,3% izolata iz stolice pacijenata su pokazali
osetljivost na tetraciklin, dok su 100% bili osetljivi na trimetoprim-sulfametoksazol.
Nasuprot ovim rezultatima, visoka stopa osetljivosti na tetraciklin dobijena je u uzorcima
iz okruzenja (83.33%) i iz hrane (93.34%), dok je osetljivost na trimetoprim-
sulfametoksazol kod uzoraka hrane iznosila 63.33% i 70% kod izolata iz okruZenja.
Sli¢no nagim rezultatima Ozcelik i Citak (2009) potvrdili su rezistentnost na tetraciklin u
6/34 izolata B. cereus iz sladoleda, ali Wong i sar. (1988) su pokazali visoku osetljivost
na trimetoprim-sulfametoksazol (78%) i malu osetljivost na tetraciklin (19%) kod
uzoraka iz mle¢nih proizvoda. Otpornost na tetraciklin kod svih ispitanih sojeva B. cereus

iz uzoraka hrane sa ulica, potvrdili su Oladipo i Adejumobi (2010). Aslim (2002) istice
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visoku osetljivost na tetraciklin (93%) kod uzoraka iz zemljista, dok Luna i sar. (2007)
pokazuju 100% osetljivost na ovaj antibiotik u uzorcima iz Zivotne sredine. Medutim, isti
autori ukazuju i na visoku osetljivost prema trimetoprim-sulfametoksazol (74%) u
ispitivanim uzorcima.

lako smo mi utvrdili jasnu razliku u osetljivosti na tetraciklin i trimetoprim-
sulphamethoksazol u uzorcima stolice pacijenata, Weber i sar. (1988), pri sumnji na
bakterijemiju testirali su uzorake krvi pacijenata i dobili drugacije rezultate u osetljivosti
na ove antibiotike. U naSoj studiji, osetljivost na trimetoprim-sulfametoksazol je
pronadena u 100% uzoraka 1 33,3% na tetraciklin, ali Weber 1 sar. pokazali su 100%
rezistentnost na trimetoprim-sulfametoksazol i 59% osetljivost na tetraciklin.

Postavlja se pitanje: Odakle prisustvo visoke rezistencije na tetracikline u
uzorcima iz stolice pacijenta?

Poznato je da rezistencija na tetraciklin nastaje kroz tri mehanizma: produkcija
proteina koji se vezuju za ribozom i Stite ga, aktivno izbacivanje antibiotika iz ¢elije
pomocu pumpe ili degradacija antibiotika (Chopra and Roberts, 2001). Medutim, bez
obzira na njen nastanak, Sirenje rezistencije je brzo. Tome svakako doprinosi
nekontrolisana upotreba antibiotika u poljoprivredi i prehrambenoj industriji, dovodeci do
favorizovanja otpornih sojeva bakterija u zemljistu, a kroz lanac ishrane njihov prenos do
drugih domacina. Medutim, i nekontrolisana upotreba antibiotika kod pacijenata moze da
bude uzrok povecanja rezistencije na antibiotike, prenoSenjem gena rezistencije medu
bolesnicima. U oba slucaja radi se o prisustvu horizontalnog transfera gena za
rezistenciju na antibiotike iz crevnih bakterija iz dubriva, u bakterijsku populaciju u

zemlji 1 iz nje do biljaka, zivotinja i ljudske populacije, kruzeci u prirodi.

Kao $to smo napomenili, B. cereus, od svih vrsta roda Bacillus najcesc¢e izaziva
alimentarne intoksikacije i toksikoinfekcije kod ljudi. Ova oboljenja su povezana sa
konzumiranjem razli¢itih prehrambenih proizvoda, animalnog i biljnog porekla. Kako su
spore B. cereus termorezistentne, priprema i obrada namirnica ne dovodi do njihovog
uni$tavanja, tako da pri optimalnim fizi¢ko-hemijskim uslovima spore B. cereus klijaju i

prelaze u vegetativni oblik sa moguénoscu produkcije dve vrste toksina: enterotoksini i
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emeti¢ni toksin. Oba tipa mogu da imaju ozbiljan efekat na ljudsko zdravlje (Ehling-
Schulz i sar., 2006).

Emeti¢ni toksin, cereulin je termostabilan i dovodi do pojave emeticnog sindroma
koji se kod ljudi manifestuje obilnim povracanjem. Nakon svega 1-6 sati po
konzumiranju kontaminirane hrane javljaju se simptomi, a infekcija traje 24 sata i krace.
Enterotoksini dovode do dijareje i abdominalnih bolova, a inkubacioni period traje
izmedu 8-16 sati. Kako enterotoksini nisu stabilani na poviSenoj temperature, izlaganje i
obrada namirnica na visokoj temperaturi unistava toksine, a samim tim onemogucava i
razvoj oboljenja (Ehling - Schulz i sar., 2004b; Leuschner 2003; Horwood i sar., 2004;
Granum i Baird - Parker, 2000). Pored visoke temperature, kisela sredina Zeluca
omogucava prezivljavanje samo spora, koje dolaskom u tanko crevo klijaju, poprimajuci
vegetativni oblik, sa moguénos§¢éu produkcije toksina. Medutim, najnovija istrazivanja
Ceuppens i dr. (2012a, d) pokazuju da i vegatitivne ¢elije mogu da prezive prolazak kroz
zeludac 1 dospeju do tankog creva domacina, produkuju enterotoksine i uzrokuju
dijarealnu bolest. Kako god, zbog prijavljenih sluc¢ajeva sa smrtnim ishodom (Ehling -
Sulc i sar., 2005b) nakon konzumiranja hrane kontaminirane sa emetiénim i
enterotoksinima, javila se potreba za pra¢enjem (monitoringom) prisustva gena za
produkciju toksina, kao pokazatelja moguce toksikoinfekcije kod ljudi.

Pored alimentarnih infekcija B. cereusa izaziva i ¢itav niz drugih oboljenja:
septiéni meningitis, endokarditis, celulitis, gangrenu i brojne respiratorne, hiruske i
oftalmoloske infekcije (Ginsburg sar., 2003). Zbog toga, u okviru sanitarne i klini¢ke
mikrobiologije razvile su se dijagnosticke metode za izolaciju, detekciju i identifikaciju
B. cereus i njegovih gena koji kodiraju toksine.

Najspecifi¢nija i najbrza metoda je PCR (Polymerase Chain Reaction), koja
omogucava da napravimo razliku izmedu potencijalno patogenih i nepatogenih vrsta B.
cereus.

Prisustvo gena za enterotoksine (hbla i entFM), dokazano je PCR analizom
upotrebom specifi¢nog para prajmera za hbla gen, kod 29/30 izolata stolice pacijenata,
23/30 izolata iz hrane i kod 24/30 izolata iz okoline, a entFM gen kod svih 30 izolata iz
stolice pacijenata i iz hrane, a kod 28/30 izolata iz okoline. Prisustvo ova dva specifi¢na

gena za kodiranje enterotoksina potvrdili su i mnogi drugi autori i istakli njihov znacaj.

63



Diskusija

Tako su Noortatiny i Sahilah (2013) potvrdili prisustvo oba gena u svim testiranim
uzorcima hrane, dok su Vyletelova i Banyko (2010) prisustvo entFM gena utvrdili kod
svih testiranih uzoraka mleka, a hbla gen kod 29/41 istih uzorka. Reis i sar. (2013) takode
potvrduju znacajano prisustvo hbla gena kod uzoraka mleka i mle¢nih prozvoda.
Prisustvo ovih gena kod svih testiranih uzoraka brze hrane potvrdili su i Noortatiny i
Sahilah (2013), isticu¢i da se PCR metodom mogu detektovati kolicine DNK od 0,1 ng/pl
i to direktno iz uzoraka hrane. Prisustvo hbla i entFM gena u uzorcima brze hrane
potvrduju i autori iz Koreje: Chon i sar. (2012) Lee i sar. (2012), a Kim i sar., (2011) u
klini¢kim i uzorcima iz hrane.

I drugi autori su bili zainteresovani da utvrde prisustvo gena za enterotoksine i u
uzorcima stolice pacijenata i iz okruzenja. Tako su Kim i sar. (2011) potvrdili visoki
procenat ovih gena u uzorcima od pacijenata i hrane, a Banerjee i sar. (2011) prisustvo
hbla gena kod 25/30 uzorka stolice pacijenata sa simptomima dijareje. Interesantno je da
su Al-Khatib i sar. (2007) izolovali B. cereus iz 31/325 uzorka stolice pacijenata sa
dijarejom, a samo kod 3/165 kontrolna uzorka (pacijenti bez dijareje). Od njih 31, 18 je
imalo hbla gen tj. 48% je posedovalo sve testirane enterotoksin gene, dok su samo dva
izolata iz kontrolne grupe imala gene iz HBL kompleksa. Sva ova istrazivanja pokazala
su direktnu vezu izmedu prisustva hbla i drugih gena iz HBL kompleksa, sa
oboljevanjem pacijenata sa simptomima dijareje. Nasuprot tome, prisustvo entFM gena
ne dovodi se u direktnu vezu sa produkcijom enterotoksina (Das i sar., 2009).

U okviru naSeg istrazivanja, u grupi okolina od 30 izolata, 12 je bilo iz zemljista i
18 iz bolnickog okruzenja. Nakon testiranja prisustva gena za enterotoksine dobili smo da
je hbla gen detektovan kod 24/30 uzorka, od toga 10/12 kod uzoraka iz zemljista i 14/18
uzoraka iz bolnicke sredine. Visok procenat (68%) detekcije hbla gena kod sojeva B.
cereus iz zemljista potvrdili su i Priif i sar. (1999), ali podatke o prisustvu gena za
produkciju enterotoksina kod sojeva iz bolnickog okruzenja nismo pronasli. Kako se B.
cereus dovodi u sve ceS¢u vezu sa negastrointestinalnim infekcijama, kontrolisanje
prisustva gena za produkciju toksina treba da zauzme znacajno mesto kod kontrole
intrahospitalnih infekcija.

Pored gena za produkciju enterotoksina, neophodno je pracenje prisustva gena

(cer gen) za produkciju emeti¢nog toksina, svojstvenog za B. cereus vrstu. Kako se zna
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da je to termostabilan toksin, otporan na visoke temperature i razlicite hemijske tretmane,
njegovo dokazivanje u sirovoj ili obradenoj hrani je od velikog znacaja. Nasi rezultati su
pokazali da je gen za ovaj toksin prisutan kod svih sojeva B. cereus izolovanih iz stolice
pacijenata, a kod 28/30 i 25/30 izolata iz uzoraka hrane i okoline. Prisustvo cer gena u
svom radu testirali su Kim i sar. (2010, 2013) dokazujuéi prisustvo ovog gena kod 36/81
klinickih izolata, kod jednog od 65 izolata iz semena i kod tri od 11 izolata iz hrane.
Njihov rad nas je naveo da u naSem radu koristimo cer gen umesto ces gena za detekciju
prisustva gena za emeti¢ni toksin, jer su na osnovu razli¢itth PCR metoda, dokazali
visoku senzitivnost i specifi¢nost cer gena, u odnosu na ces gen koji je pokazao visoku
specifi¢nost, ali nisku senzitivnost. Stoprocentno prisustvo cer gena kod izolata iz stolice
pacijenata moze se dovesti u direktnu vezu sa obolevanjem pacijenata Cije smo uzorke
testirali, a njegovo visoko prisustvo kod uzora iz hrane i okoline kao znak za visoki
stepen opasnosti od oboljenja kod ljudi.

Od velike vaznosti je ista¢i da se kod velikog broja izolata B. cereus kako iz
uzoraka pacijenata, tako i hrane i okoline detektovalo prisustvo sva tri testirana gena:
hbla, entFM i cer gena (29/30, 22/30, 21/30). Isto tako, napominjemo da kod izolata koji
nisu imali detektovan hbla gen iz sve tri ispitivane grupe (jedan iz stolice, Sest iz hrane,
tri iz okoline) imali smo detektovan entFM i cer gen. Tako da su dobijeni rezultati sa
jedne strane u skladu sa autorima u ¢ijim rezultatima je potvrdeno prisustvo entFM gena,
a radi se o emetogenim sojevima (Chon i sar., 2012). S druge strane visoki procenat
istovremenog prisusustva hbla i cer gena kod istog soja dokazanih u naSoj studiji,
razlikuje se od pomenutih autora koji su samo kod jednog emetogenog soja utvrdili
prisustvo hbla gena, a u skladu sa njima su i rezultati Rahmati i Labbe (2008) i Kim i sar.
(2010D).

Za razliku od enterotoksina za koji postoje komercijalni testovi za detekciju i
produkciju ovih toksina, za emeti¢ni toksin ne postoji ovakva vrsta testova i zbog toga
rezultati dobijeni PCR metodom su od krucijalnog znacaja. Isto tako, bez obzira na
komercijalne testove za prisustvo 1 produkciju enterotoksina (BCET-RPLA), i
medusobnog poklapanja u rezultatima mnogih autora (Hansen i Hendriksen, 2001;
Ghelardi sar., 2002; Guinebretere i sar., 2002; Das i sar., 2009; Vyletelova i Banyko,
2010; Reis i sar., 2013), prednost se daje PCR zbog brzine dobijanja rezultata (par sati) i

65



Diskusija

osetljivosti testa, gde se minimalna koli¢ina DNK moze detektovati, za razliku od testova
aglutinacije za koji je potrebna odredena koli¢ina toksina i najmanje dva dana da se
dobije rezultat. Preporuka Vyletelova i Banyko (2010) je da se koriste obe metode kako
bi se utvrdilo prisustvo gena za enterotoksine i njegova aktivnost.

Visoka prevalenca gena za toksine u uzorcima iz hrane i okoline, ukazuje na
potencijalni rizik za ljudsko zdravlje.

Poznato je da B. cereus produkuje B-hemolizu na 5% ovéijem defibrinisanom
agaru i da je to osobina po kojoj se on razlikuje od B. anthracis. Smatra se da je prisustvo
HBL kompleksa gena odgovorno za ovu osobinu. Medutim, mnogi autori (Mantynen i
Lindstrom, 1998; Al-Khatib i sar., 2007; Banerjee i sar., 2011) su pokazali da se
prisustvo hblA gena ne podudara sa produkcijom hemolize. | nasi rezultati su pokazali da
iako smo imali produkciju B-hemolize kod svih ispitanih sojeva B. cereus, prisustvo hbla
gena nije dokazano kod 14 sojeva. Nasuprot tome, Hsieh i sar. (1999) i Das i sar. (2009)
potvrduju prisustvo hbla gena kod svih sojeva koji su produkovali B-hemolizu na krvnom
agaru. Medutim, bez obzira na razlike u rezultatima, testiranje prisustva hbla gena (i
drugih gena iz HBL kompleksa) i utvrdivanje prisustva B-hemolize su vazni dijagnosticki

parametri i potrebno ih je pratiti kod sojeva B. cereus.

Jedan od zadataka postavljenih u ovom radu bio je i odredivanje genskog profila
izolovanih sojeva B. cereus i njihovo medusobno uporedivanje. Karakterizacija izolata
pomoc¢u RAPD analize omoguc¢ila je formiranje klastera u kojima se nalaze blisko srodni
izolati. Potvrdeno je da se ova metoda koristi za gensko mapiranje u taksonomskim i
filogenetskim studijama kod mnogih organizama (Danylchenko i Sorochinsky, 2005).
Isto tako, ovaj metod se uspesno primenjuje za diferenciranje, karakterisanje Bacillus
vrsta (B. cereus, B. thuringiensis i B. mycoides) (Jiyeon i sar., 2011; Oh i sar., 2012). U
svom radu Jiyeon i sar. su primenom RAPD analize, amplifikacijom sa odredenim
prajmerom, uspeli da razlikuju B. cereus od B. subtilis, jer se kod svih sojeva B. cereus
grupe medu dobijenim trakama RAPD profila nalazila i traka od 0,91 kb. Na osnovu
preliminarnih rezultata, autori su smatrali da ¢e na slican nacin mo¢i da razlikuju
pojedine vrste unutar B. cereus grupe. U zavisnosti od prajmera koji su primenili za

RAPD analizu, Oh i sar. su pomoc¢u jednog prajmera dobili grupisanje B. mycoides
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izolata u odvojenu grupu u odnosu na B. cereus i B. thuringiensis. Neki izolati B. cereus
su isto bili grupisano odvojeno, a neki zajedno sa B. thuringiensis. Ni drugi autori nisu
uspeli da primenom RAPD analize dobiju grupisanje sojeva B. cereus grupe po vrstama,
¢ak ni kada su tu analizu kombinovali sa podacima o produkciji enterotoksina (Martinez-
Blanc i sar., 2011). Svoj pristup predlazu za ispitivanje kontrole kvaliteta u industriji
hrane. Takode, RAPD analiza moze se koristiti za detekciju promena DNK nakon
delovanja mnogih genotoksi¢nih agenasa (Atienzar i sar., 2002). Kao poseban znacaj ove
metode istiCe se njena upotreba za karakterizaciju i monitoring sojeva B. cereus, kako u
okruzenju, tako i u klinickim epidemioloskim istrazivanjima kod obolelih usled trovanja
hranom.

Za karakterizaciju izolata B. cereus koris¢ena je RAPD analiza, upotrebom dva
prajmera: SPH1 i AGI15. Dobijeni rezultati omogucili su tipiziranje svih ispitivanih
uzoraka, kako unutar grupa (izolata stolice pacijenata, hrane, okoline) tako i izmedu
grupa. Na osnovu profila dobijenih amplifikacijom pomocu oba prajmera izradeni su
zbirni dendrogrami.

Prema zbirnom RAPD dendogramu dobijenom nakon testiranja izolata iz stolice
pacijenata formirana su dva klastera sa razlikom od 68%, iz izolata hrane dva kalstera sa
razlikom od 55% 1 iz izolata iz okoline takode dva klastera sa medusobnom razlikom od
61%. Osim klastera Il kod dendograma iz okoline koji je imao tri subklastera, svi ostali
klasteri su se delili na dva subklastera sa po dve grane.

Analiziraju¢i dobijene dendograme RAPD analizom sa oba prajmera unutar svake
grupe B. cereus izolata utvrdena je velika heterogenost izolata. Na nivou sli¢nosti od 80%
izdvojilo se sedam izolata iz grupe stolice pacijenata i po 13 izolata iz grupe hrane i
okoline. Ovaj rezultat ukazao nam je na vecu sli¢nost medu izolatima unutar grupe sojeva
od pacijenata u odnosu na izolate iz hrane i okoline, $to nas navodi na predpostavku da je
poreklo infekcije kod pacijenta bilo isto tj. da su mozda konzumirali istu hranu na istom
mestu. Medutim, kako nam ti podaci nisu dostupni, oStaje nam da u buduéem radu
prilikom primanja uzorka stolice od pacijenata, belezimo eventualni izvor zaraze.

Isticemo, da su se ovi izolati koristili za uporedivanje izolata iz razliitih grupa
RAPD analizom i tom prilikom formiran je zbirni dendrogram odabranih sojeva iz sve tri

grupe. Na dobijenom dendrogramu uocavaju se dva klastera sa razlikom od 61% i tri
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subklastera kod klastera Il i dva subklastera kod klastera I. Klaster |imao je 11 izolata, a
klaster II 25 izolata medu kojima je bio i ATTC soj. Ono Sto se moglo uociti je da na
nivou klastera nije doslo do grupisanja uzoraka u odnosu na poreklo tj. i u klasteru I i u
klasteru 11 bili su uzorci iz sve tri grupe: stolice pacijenata, hrane, okoline. Medutim, na
nivou subklastera klastera I, na razlici od 50%, doslo je do grupisanja uzoraka, tako da su
u okviru subklastera 1 bili izolati iz stolice pacijenata i okoline, a u subklasteru 2 sojevi
B. cereus iz sve tri grupe. Isto tako, u okviru klastera 11 na nivou razlike od 45%, u okviru
subklastera 1 nasla su se samo dva izolata iz stolice pacijenata, u subklasteru 2 tri izolata
iz hrane i jedan iz okoline, a subklaster 3 sadrzavao je 20 izolata, od kojih su dva bila iz
stolice pacijenata, a ostali iz hrane i okoline. Prisustvo izolata iz sve tri ispitivane grupe u
oba klastera i na nivou pojedinih subklastera ukazuje na Siroku rasprostranjenost genski
slicnih vrsta B. cereus.

Potvrdu velike genske heterogenosti medu sojevima B. cereus upotrebom RAPD
analize utvrdili su Prasad i sar. (2014) uporedujuéi prisustvo ove bakterije kod riba iz
tropskih mora. Na dobijenom dendrogaramu utvrdena je razlika medu sojevima od
85.71% i 56.25% na osnovu dva prajmera.

Sli¢no tome, uporedujuci klini¢ke izolate B. cereus i iz hrane Kim i sar., (2011)
utvrdili su vecu raznovrsnost RAPD profila kod izolata iz stolice nego kod uzoraka iz
hrane. Tako da su se u okviru dendrograma uzorci hrane nalazili u okviru dve grupe, a
klini¢ki uzorci stolice pacijenata u sedam grupa. Na nivou sli¢nosti od 70% RAPD
analizom dobijeno je 17 odvojenih RAPD profila, $to ukazuje na veliku heterogenost
medu izolatima.

Interesantno je napomeniti da su Ghelardi i sar. (2002) koristili RAPD analizu za
karakterizaciju B. cereus izolovanih iz obolelih i uzoraka hrane, koja se sluzila na dve
svecanosti. Nakon njihovog konzumiranja 173 osobe su imale simptome intoksikacije. Sa
nekoliko pojedina¢nih prajmera, izmedu sojeva B. cereus su detektovane samo
zanemarljive razlike u RAPD profilu. To je ukazivalo na klonalnost izmedu izolata iz
pacijenata i iz hrane i na taj nacin je potvrden izvor kontaminacije kod ova dva trovanja
hranom. Autori preporuc¢uju primenu PCR amplifikacije gena koji kodiraju toksine u
kombinaciji sa RAPD ili multipleks RAPD tipizacijom za potvrdu izvora infekcije i

pracenje kako klinickih, tako i izolata B. cereus iz okoline.
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Medutim, RAPD analiza je metod koji daje visoki stepen razlikovanja izmedu
vrsta, posebno kada je potreban brzi skrining velikog broja vrsta B. cereus (Nilsson i sar.,
1998).

Nasi rezultati dobijeni RAPD analizom sa jednim prajmerom pokazali su veliku
heterogenost medu izolatima, pa se uz tog razloga radila zbirna RAPD sa oba prajmera
prema njihovoj sli¢nosti od 80%. Ovaj rezultat je ukazao na veliku gensku razliku medu
sojevima B. cereus unutar ispitivane grupe, a sa druge strane prisustvo izolata i iz stolice
pacijenata, hrane i okoline nakon zbirne RAPD analize u istim klasterima na slicnost
medu sojevima ispitivanih grupa. Drugim rec¢ima, prisustvo izolata iz sve tri grupe u
istom klasteru ukazuje nam na mogucénost postojanja sli¢nih sojeva i u okolini, zemljistu,

hrani i stolici pacijenata, Sto je u skladu sa kruzenjem sojeva u prirodi kroz lanac ishrane.
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ZAKLJUCCI

Primenom klasi¢nih, biohemijskih i molekularnih metoda iz uzoraka stolice pacijenata

(62), hrane (40) i okoline (146), izolovano je i identifikovano po 30 sojeva B. cereus.

Ispitivanjem osetljivosti sojeva B. cereus na antibiotike disk-difuzionom metodom
utvrdena je velika osetljivost na vecinu testiranih antibiotika kod sojeva B. cereus
izolovanih iz sve tri grupe. Znacajno manja osetljivost detektovana je na tetraciklin
kod sojeva izolovanih iz stolice pacijenata i na trimetoprim-sulfametoksazol kod

sojeva iz hrane i okoline.

Kod svih testiranih izolata B. cereus utvrdena je rezistencija izolata na
cefalosporine tre¢e generacije, penicilin i ampicilin, pomoc¢u metoda za otkrivanje
produkcije cefalosporinaze i penicilinaze: metoda dvostrukog diska i nitrocefinski
test.

PCR analizom, utvrdeno je prisustvo gena za emeti¢ni toksin kod svih sojeva B.
cereus izolovanih iz stolice pacijenata, kod 28/30 i 25/30 izolata iz uzoraka hrane
i okoline.

Prisustvo gena za enterotoksine (hbla i entFM) u naSem istraZivanju, nakon PCR
analize, dokazano je upotrebom specificnog para prajmera za hbla gen kod 29/30
izolata stolice pacijenata, 23/30 izolata iz hrane i 24/30 izolata iz okoline, a
entFM gen kod svih 30 izolata iz stolice pacijenata i iz hrane, a kod 28/30 izolata

iz okoline.

Prisustvo sva tri testirana gena za toksine (hbla, entFM i cer) detektovano je kod

velikog broja izolata B. cereus u sve tri ispitivane grupe (29/30, 22/30, 21/30).
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7. Ucestalost gena za toksine u uzorcima iz hrane i okoline, implicira na

potencijalno visok rizik za ljudsko zdravlje.

8. Karakterizacija izolata pomo¢u RAPD analize, ukazala je na veliku heterogenost

tj. veliku gensku razliku medu izolatima unutar ispitivane grupe.

9. Nakon zbirne RAPD analize odabranih sojeva iz sve tri grupe, sa oba prajmera,
utvrdeno je prisustvo izolata i iz stolice pacijenata, hrane i okoline u istim
klasterima, Sto ukazuje na mogucnost postojanja slicnih sojeva i u okolini,
zemljiStu, hrani i stolici pacijenata, u skladu sa njihovim kruzenjem u prirodi kroz

lanace ishrane.

Na osnovu definisanih ciljeva i dobijenih rezultata istraZivanja, jasno je da je

postavljena hipoteza potvrdena.
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