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Sadrzaj: Zoonoze su zarazne bolesti koje se mogu prenositi sa nekih zZivotinja na ljude i obrnuto. Pojava i Sirenje
zoonotskih bakterija rezistentnih na antibiotike predstavija ozbiljan problem u javnom zdravstvu. U slucajevima infekcija
uzrokovanih visoko patogenim serovarima Salmonella vrsta, rezistentnost na antibiotike ogranicava mogucnosti lecenja,
narocito u slucajevima kada postoji rezistentnost na izrazito vazne antibiotike, kao Sto su hinoloni druge generacije.
Rezistentnost na antibiotike posredovana je mobilnim delovima genoma kao sto su plazmidi, transpozoni ili genomska ostrvca.
Tokom dvogodisnjeg perioda monitoringa higijene klanja goveda u odredenim klanicama u Srbiji, prikupljeno je ukupno 49
primoizolata Salmonella vrsta poreklom sa trupova zaklanih junadi. Primoizolati su podvrgnuti ispitivanju rezistencije na
sledece antimikrobne supstance: hloramfenikol ciprofloksacin, ampicilin, sulfametoksazol, nalidiksicnu kiselinu, gentamicin i
tetraciklin. Vecina ispitanih uzoraka bila je rezistentna na tetraciklin, hloramfenikol i sulfametoksazol, dok je samo nekoliko
izolata bilo rezistentno na hinolone i gentamicin koji su od kriticnog znacaja u terapiji obolelih u humanoj populaciji.
Dobijeni rezultati su slicni rezultatima ispitivanja rezistencije koji su dobijeni u drugim zemljama Evropske unije. Monitoring
Salmonella vrsta u humanoj populaciji obavezan je u Evropskoj uniji shodno odredbama Odluke Evropske komisije 2000/96/
EC. Monitoring Salmonella vrsta, takode, je obavezan i u namirnicama i hrani za Zivotinje, kako je propisano Direktivom

Evropske komisije 2003/99/EC.
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Uvod

U poslednjih nekoliko decenija, pojava i Sire-
nje zoonotskih bakterija rezistentnih na antibiotike
predstavlja ozbiljan problem u javnom zdravstvu.
U sluc¢ajevima infekcija uzrokovanih visoko patoge-
nim serovarima Salmonella vrsta, rezistentnost na
antibiotike ograni¢ava mogucénosti lecenja, naroci-
to u slucajevima kada postoji rezistentnost na izra-
zito vazne antibiotike (EFSA 2007a, 2007b, 2008a,
2008b,; Collignon i dr, 2009). Bakterije posedu-
ju visoko efikasne mobilne delove genoma koji
imaju sposobnost razmene i akumulacije razlicitih
gena za antimikrobnu rezistenciju (Guerra i dr.,
2004). Geni za rezistentnost mogu se kretati izme-
du hromozomalne i ekstrahromozomalne DNK
jedne bakterije, ali i izmedu viSe bakterija iste ili
razli¢itih vrsta putem horizontalnog transfera. Naj-
vazniji vektori za transfer gena za rezistentnost su

mobilini geneticki elementi kao Sto su plazmidi,
transpozoni i genomska ostrvca. Prisustvo nekog
gena za rezistentnost u bakteriji ne znaci i da se on
eksprimira, ve¢ reflektuje mogucnost ekspresije u
uslovima selektivnog pritiska iz okolne sredine.
Nekoliko godina unazad, u evropskim zemlja-
ma, postoji trend opadanja rezistentnosti serovara
Typhimurium, Infantis i Enteritidis, uglavnom usled
redukcije pentarezistentnih sojeva S. Typhimurium
(Hopkins i dr, 2010; Meakins i dr, 2008). Rezi-
stencija se odrzava kod sojeva S. Typhimurium DT
193/120, kod kojih je rezistentnost determinisana
hromozomalnim genima blaT, strA-strB, sul2 i tetB
(Hauser i dr., 2009; Hopkins i dr, 2010; Lucarelli
i dr., 2010). Vec¢ina serovara i dalje ispoljava mul-
tirezistentnost, pri ¢emu najces¢i fenotip ima rezi-
stentnost ka ampicilinu, hloramfenikolu, gentamici-
nu, streptomicinu, sulfametoksazolu, tetraciklinu i tri-
metoprimu (Echeita i dr., 1999; Guerra i dr., 2000).

*Napomena: Rezultati ispitivanja prikazani u ovom radu deo su projekta iz oblasti tehnoloskog razvoja
»,Unapredenje mikrobioloske bezbednosti sirovog govedeg mesa — ocena izloZenosti potrosaca za E. coli O157:
H7 i Salmonella spp. i razvoj strategija kontrole*, evidencioni broj 20209.
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Nasuprot evropskim primoizolatima, americki
1 brazilski sojevi retko ispoljavaju multirezistentnost
i Cesto su pan-osetljivi (Agasan i dr., 2002; Tavechio
i dr., 2009), iako vecina sojeva poseduje plazmid
virulentnosti molekularne tezine 90 kDa.

Glavna osobina evropskih sojeva, u odnosu na
gore pomenute, je prisustvo jedinstvenog hromozo-
malnog ostrva rezistentnosti koje sadrzi blaTEM,
strA-strB, sul2 i tet(B) gene u epidemijskoj ASSuT-
-rezistentnoj klonalnoj liniji, kao i prisustvo gena
za rezistentnost povezanog sa serovar-specificnim
plazmidom utvrdenim kod serovara S. Typhimurium
U302 izolovanog u Spaniji.

Masovne epidemije multirezistentnim vrstama
Salmonella zabelezene su tokom 2006. godine u
Luksemburgu (Mossong i dr., 2007) i 2009. godine
u Velikoj Britaniji (Harker i dr, 2011). Infekcija u
Luksemburgu zavrsila se hospitalizacijom 133 oso-
be, od kojih je jedna preminula od posledica hemo-
ragi¢ne dijareje. U Velikoj Britaniji, gde su epide-
mijom bila zahvacena uglavnom deca, sre¢om nije
zabelezen nijedan smrtni ishod. Sem toga, Rabsch
je 2009. godine prijavio neobi¢no veliki broj di-
fuznih salmoneloznih epidemija u Nemackoj, kod
kojih je stopa hospitalizacije bila visa nego kod
klasi¢nih epidemija salmonele. U oba navedena slu-
Caja izazivaC infekcije bila je multirezistentna S.
Typhimurium DT 193.

Imajuci u vidu znacaj uticaja patogenih efekata
salmonela na humanu populaciju, kao i manjak po-
dataka o fenotipskim osobinama sojeva salmonela
izolovanih iz hrane animalnog porekla u Srbiji, cilj
naseg rada bio je da se utvrdi antibiotska rezistencija
primoizolata, izolovanih tokom dvogodis$njeg pro-
grama monitoringa higijene u izabranim objektima
za klanje goveda.

Materijal i metode

Materijal za ispitivanje bili su primoizolati Sal-
monella spp. prikupljeni tokom 2008. i 2009. godine

sa trupova goveda zaklanih i obradenih u objektima
registrovanim za izvoz mesa i proizvoda od mesa u
EU.

Uzeto je ukupno 522 uzorka sa trupova goveda,
na liniji klanja, nakon trimovanja i finalnog pranja,
pre hladenja. Uzorkovanje je izvrSeno abrazivnim
sunderima prema odredbama uredbe EU 2073/2005.
Prisustvo Salmonella vrsta utvrdivano je u skladu sa
ISO metodom 6579:2002. Sunderi su nalivani sa po
225 ml BPW (Buffered Pepton Water — puferovana
peptonska voda) 1 inkubirani tokom 24 h pri 37°C.
Nakon inkubacije, po 0,1 ml je presejan u RVS
(Rappaport Vassiliadis) bujon i inkubiran tokom 24
h pri 41,5°C, i po 1 ml BPW-a je presejan u MKTTn
(Muller-Kauffmann Tetrathionate-Novobiocin Broth
— Muler Kaufman tetrationat bujon) i inkubiran to-
kom 24 h pri 37°C. Po isteku inkubacije, bujonske
kulture presejane su na BG (Brilliant Green) i
XLD (Xylose Lysine Deoxycholate Agar—Ksiloza
Lizin detoksitholat) 1 inkubirane tokom 24 h pri
37°C. Dobijeni izolati su preciséeni i biohemijski i
seroloski ispitani na pripadnost Salmonella vrstama.
Ukupno je izolovano 49 izolata Salmonella spp.

Ispitivanja antibiotske rezistencije izvrSeno je
disk-difuzionom metodom prema EUCAST proto-
kolu, koris¢enjem Mueller—Hinton agar (Difco) plo-
¢a. Koris¢eno je sedam tipova antibiotskih diskova
(BBL), koji su sadrzavali 30 pg hloramfenikola,
30 pg ciprofloksacina, 10 ug ampicilina, 25 pg sul-
fonamida, 30 pg nalidiksi¢ne kiseline, 10 pg genta-
micina, i 10 pg tetraciklina.

Rezultati i diskusija

U tabeli 1 prikazani su rezultati ispitivanja
rezistencije na antimikrobne supstance primoizolata
salmonela prema uobicajenom EU panelu antibioti-
ka i sulfonamida.

Od ukupno ispitanih 49 izolata Salmonella
spp., 27 je bilo osetljivo na tetraciklin (55,1%),
dok je 22 izolata bilo rezistentno (44,9%). Visok

Tabela 1. Rezultati ispitivanja rezistencije na antimikrobne supstance
Table 1. Results of the investigation of the resistance to antimicrobial substances

Antimikrobna supstanca/ Osetljivi izolati, br. (%)/ Rezistentni izolati, br. (%)/
Antimicrobial substance Sensitive isolates, No. (%) Resistance isolate, No. (%)
Tetraciklin/7etracycline 27 (55,1) 22 (44,9)
Hloramfenikol/Chloramphenicol 40 (81,6) 9 (18,4)
Ampicilin/Ampicillin 36 (73,5) 13 (26,5)
Sulfometoksazol/Sulphometoxasole 30 (61,2) 19 (38,8)
Gentamicin/Gentamycin 48 (98,0) 1(2,0)
Ciprofloksacin/Ciprofloxacin 45 (91,8) 4(8,2)
Nalidiksi¢na kiselina/Nalidixic acid 47 (95,9) 24,1
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stepen rezistencije salmonele su iskazale i prema
sulfonamidima, i to 19 od 49 izolata (38,8%), dok je
30 izolata (61,2%) bilo osetljivo. Nesto nizi stepen
rezistencije, odnosno 13 izolata (26,5%) ispoljilo je
rezistentnost prema ampicilinu, a 36 izolata (73,5%)
bilo je osetljivo. Takode, nizi stepen rezistencije, u
odnosu na tetraciklin, ove bakterije ispoljile su pre-
ma hloramfenikolu. Od 49 ukupno ispitanih izolata,
9 (18,4%) je bilo rezistentno na hloramfenikol, dok
je 40 (81,6%) bilo osetljivo.

Visok stepen osetljivosti ispoljen je prema gen-
tamicinu, ciprofloksacinu i nalidiksi¢noj kiselini. Od
49 izolata salmonela, 48 (98,0%) je bilo osetljivo na
gentamicin, odnosno 1 (2,0%) je bio rezistentan. Na
ciprofloksacin bilo je osetljivo 45 izolata (91,8%),
dok je 4 izolata bilo rezistentno (8,2%). U slucaju
nalidiksi¢ne kiseline, 47 izolata (95,9%) je bilo
osetljivo, dok su 2 izolata (4,1%) bila rezistentna.

Visok stepen rezistencije na tetracikline, sulfo-
namide, ampicilin i hloramfenikol, mogao bi se obja-
sniti masovnom i nekontrolisanom upotrebom ovih
lekova u terapiji razlicitih oboljenja goveda. U po-
slednjih nekoliko godina, ovi lekovi su lako dostupni
na trziStu, a i konkurentni su po pitanju troskova
leCenja.

Tetraciklini ulaze u mikroorganizme pasivnom
difuzijom, a delimi¢no i aktivnim transportom. Ose-
tljivi mikroorganizmi akumuliraju tetracikline u
citoplazmi do te mere da je njihova koncentracija
mnogostruko veca u unutrasnjosti celije nego u
meducelijskom prostoru. Unutar bakterijske celije
tetraciklini se vezuju za receptore na 30S podjedinici
bakterijskog ribozoma. Kao posledica ovog efekta,
spreceno je dodavanje novih amino-kiselina na po-
Cetni peptidni lanac, §to na kraju dovodi do inhibi-
cije sinteze proteina. Kod mikroorganizama rezi-
stentnih na tetracikline, ne postoji proces aktivnog
transporta tetraciklina kroz celijsku membranu, pa
je onemogucena koncentracija leka u unutrasnjosti
¢elije. Takode, moguca je blokada difuzije tetracikli-
na preko celijske membrane.

Rezistencija prema tetraciklinima obi¢no se
prenosi pomocu plazmida i to transdukcijom ili kon-
jugacijom. Geni za rezistenciju prema teraciklinima
blisko su povezani sa genima za rezistenciju prema
aminoglikozidnim antibioticima, sulfonamidima i
hloramfenikolu. Zbog toga se smatra da plazmidi
obi¢no prenose multipnu rezistenciju, a ne samo po-
jedinac¢nu prema tetraciklinima.

Hloramfenikol je antibiotik sa bakteriostatskim
delovanjem. On se u bakterijskoj celiji ireverzibilo
vezuje za 50S podjedinicu ribozoma. Na taj nacin
ometa vezivanje novih amino-kiselina za nascentni
peptidni lanac i tako inhibira sintezu proteina. Pored
toga, hloramfenikol inhibira i peptidil-transferazu,

enzim odgovoran za sintezu mitohondrijalnih pro-
teina u ¢elijama kostane srzi sisara. Moguénost ra-
zvoja supresije koStane srzi u vidu aplazije i/ili pan-
citopenije ogranicava njegovu parenteralnu primenu.
Mikroorganizmi koji su rezistentni na hloramfenikol
proizvode enzim hloramfenikol-acetiltransferazu,
koja inaktivise hloramfenikol. Produkcija ovog en-
zima pod kontrolom je plazmida koji, kao i u slucaju
tetraciklina, prenose multipnu rezistenciju.

Gentamicin je aminoglikozidni antibiotik ¢iji je
mehanizam delovanja istovetan kao kod tetraciklina
(vezuje se za receptore na 30S podjedinici bakterij-
skog ribozoma i posledi¢no inhibira sintezu protei-
na). S obzirom da se slabo resorbuje u gastrointesti-
nalnom traktu, primenjuje se parenteralno. Nakon
dugotrajne primene i/ili aplikacije visokih doza,
gentamicin ispoljava jako vestibulotoksi¢no dejstvo,
ostecujuci aparat za ravnotezu. Takode, gentamicin,
kao i ostali aminoglikozidni antibiotici, ima jako ne-
frotoksi¢no dejstvo koje se ispoljava tako Sto dolazi
do inhibicije sinteze proteina u renalnim ¢elijama, uz
posledi¢nu akutnu tubularnu nekrozu.

Nalidiksi¢na kiselina i ciprofloksacin su hino-
lonski sinteticki antibiotici, pri ¢emu je nalidiksi¢na
kiselina prototip svih hinolona i pripada prvoj gene-
raciji, dok ciprofloksacin pripada trecoj generaciji
fluoriranih hinolona. Po svom mehanizmu delova-
nja, ovi antibiotici inhibiraju enzim DNK-girazu,
koji je odgovoran za sintezu trodimenzionalno na-
motanog superkalema DNK koji se ¢vrsto zapecati
oko RNK jezgra. Kao posledica delovanja, nastupa
degradacija hromozomske DNK u male nefunkcio-
nalne fragmente i raspad superkalema koji bi trebalo
da je upakovan u bakterijskoj ¢eliji.

Rezistencija prema nalidiksi¢noj kiselini moze
se razviti relativno brzo, kao i prema nekim drugim
hinolonima prve generacije. Medutim, prema fluo-
riranim hinolonima postoji vrlo niska mutaciona re-
zistencija, bez klinickog znacaja. Rezistencija kod
oba hinolonska antibiotika, ukoliko i postoji, posle-
dica je modifikacije ciljnog enzima za hinolone, tj.
DNK-giraze. Pri tome, ne nastaje rezistencija koja se
prenosi plazmidima, a nema ni ukrStene rezistencije
prema drugim antibioticima.

Dobijeni rezultati, odnosno konstatacija da su
salmonele, izolovane u ovom eksperimentu, osetljive
prema antibioticima nove generacije, odnosno pre-
ma ciprofloksacinu i nalidiksi¢noj kiselini, predsta-
vljaju pozitivan aspekt sa gledista veterinarske medi-
cine, jer se oni sa ve¢om sigurno$¢u mogu koristiti u
terapiji obolelih zivotinja. Dalje, sa aspekta humane
medicine, ova dva antibiotika mogu da predstavljaju
lek izbora u terapiji alimentarnih toksoinfekcija ljudi
uzrokovanih salmonelama.
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Salmonele se putem hrane, vode ili direktnog
kontakta sa zivotinjom veoma lako Sire na humanu
populaciju. Infekcija po¢inje konzumiranjem konta-
minirane hrane. Salmonela prolazi kroz zeludac i
prezivljava kiseli pH tako $to izaziva ,,acid tolerance*
odgovor, a zatim dospeva u tanko crevo. Interakcija
salmonela i domacina pocinje tako Sto salmonele
koloniziraju distalni deo ileuma i adheriraju za
M-¢elije ili ,microfold” ¢elije Pejerovih ploca.
Adhezija se uspostavlja 5-10 minuta nakon ulaska
salmonela u distalni deo ileuma. Nakon adhezije za
M-¢elije Pejerovih ploc¢a, pocinje apikalna invazija
salmonela prvo u M-¢elije, a zatim i u enterocite i
peharaste ¢elije crevnog epitela. Kada dospe u ¢eliju
domacina, salmonela ostaje u njoj i razmnozava
se u fagozomu. Posle pucanja fagozoma, bakterije
izlaze iz ¢elije na bazolateralnoj strani i dospevaju
u paracelularni prostor odakle invadiraju nove ¢elije
i/ili se limfotokom i krvotokom diseminiraju po or-
ganizmu i dospevaju u jetru i druge unutrasnje orga-
ne. Dijareja pracena pojavom zapaljenja crevne slu-
znice, karakteristiCna za infekcije salmonelom, po-
sledica je masivne infiltracije polimorfonuklearnih
neutrofila u crevni epitel na mestima kontakta sa
salmonelom i poremecéenog transporta hloridnih jo-
na (Velebit, 2007).

Rezistentnost ometa terapiju ljudi, ali stvara i
kumulativan ekoloski problem. Naime, u kontaktu
rezistentnih salmonela i saprofitskih bakterija u ga-
strointestinalnom traktu, geni rezistentnosti iz sal-
monela prenose se u genom saprofitskih bakterija
osetljivih na antibiotike putem horizontalnog pla-
zmidskog transporta. Na taj nacin, saprofitske i/ili
oportune bakterije dobivaju tackaste mutacije na
odredenim genima sopstvenog genoma, same posta-
ju rezistentne i brzo se adaptiraju na novi ekosistem
(Carattolli, 2003).
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Antimicrobial resistance of Salmonella spp. isolates
collected from cattle carcasses

Velebit Branko, Lili¢ Slobodan, Borovi¢ Branka

Abstract: Zoonoses are infections that are transmissible between animals and humans. In recent decades zoonotic

bacteria resistant to antimicrobials became of special concern since they might compromise the effective treatment of infections
in humans. Resistance is mediated via mobile genetic elements such as plasmids, transposons or genomic islands. During the
2-year period of monitoring of hygiene in selected Serbian slaughterhouses, a total of 49 Salmonella spp. strains were collected
from cattle carcasses. Strains were subjected to testing of resistance to commonly used antimicrobials, such as tetracycline,
ampicillin, gentamycin, chloramphenicol, nalidixic acid, ciprofloxacin and sulphonamides. The most of tested samples were
resistant to tetracycline, ampicillin, chloramphenicol and sulphonamides, while just a few were resistant to gentamycin
and quinolones which are defined as critically important antimicrobials in human medicine. Obtained results are similar
to results of antimicrobial resistance patterns reported by other EU countries indicating how uncontrolled usage of cheap
and easy available antimicrobials led towards an onset of the resistance. Monitoring of Salmonella is mandatory in humans
in accordance with the provisions of Commission Decision 2000/96/EC on the communicable diseases to be progressively
covered by the Community network, and in food and animals in accordance with the provisions of Directive 2003/99/EC on the
monitoring of zoonoses and zoonotic agents.
Key words: antimicrobial resistance, Salmonella spp.
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