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Pojava 1 ucestalost epidemija izazvanih konzumiranjem hrane belezi stalni rast. Tome su
doprinele promene u ishrani i teznja savremenih potroSaca za konzumiranjem minimalno
obradene hrane koja u najvecoj meri obuhvata sveze voce i lisnato povrée. Kao jedan od ¢estih
izvora kontaminacije navodi se zelena salata koja se pre konzumiranja podvrgava samo pranju. S
obzirom na nacin gajenja, putevi kontaminacije ovog povrcéa patogenim bakterijama kao $to su
Escherichia coli - E. coli i Salmonella Typhimurium - S. Typhimurium su mnogobrojni. Dodatni
problem predstavlja sposobnost ovih patogena da formiraju biofilmove u kojima su zaSti¢eni od
nepovoljnih uslova spoljasnje sredine, a koje je nemogucée potpuno ukloniti pranjem vodom.
Cinjenica da mikroorganizmi u biofilm formaciji pokazuju znatno veéu otpornost prema dejstvu
antibiotika i raznih dezinficijenasa u odnosu na planktonski oblik, doprinela je izboru etarskih
ulja (EU) kao prirodnih jedinjenja velikog i do sada nepotpuno iztrazenog antimikrobnog i
antibiofilm potencijala. Kulinarske 1 zaCinske biljke, bogate EU se od davnina koriste u
kulinarstvu 1 farmaciji, te svako novo saznanje vezano za njihov antimikrobni potencijal moze
doprineti iznalazenju novog bioloSkog resenja za eliminisanje patogena i njihovih biofilmova u
hrani, posebno onoj koja se konzumira sveza, kao §to je lisnato povrce.

Imajuéi u vidu navedene ¢injenice, cilj rada je bio da se ispita antibiofilm potencijal EU prema
biofilmovima E. coli i S. Typhimurium ATCC 14028 formiranim u in vitro uslovima i na
povrsini lista zelene salate. S tim u vezi prvo je ispitivana sposobnost izolata E. coli razli¢itog
porekla da formiraju biofilmove in vitro uz prethodno odredivanje morfotipa kolonija na Kongo
crvenom agaru (KCA) na dve razli¢ite temperature, 25 °C i 37 °C. Zatim je izvrSeno ispitivanje
sposobnosti prezivljavanja odabranog izolata E. coli (koji je prethodnim testiranjem svrstan u
jake biofilm producere) i laboratorijskog tipskog soja S. Typhimurium u zemljistu pri
konstantnim i promenljivim uslovima vlage i temperature tokom 120 dana inkubiranja. Ispitana
je sposobnost adherencije i formiranje biofilma ova dva mikroorganizma na povrsini lista zelene
salate na temperaturi od 25 °C i 37 °C. Na kraju je odreden uticaj odabranih EU na adherenciju i



formirane biofilmove E. coli i S. Typhimurium u in vitro uslovima i na listu zelene salate.
Vizuelizacija biofilma formiranog na povrsini lista zelene salate izvedena je primenom skening
elektronske mikroskopije (SEM).

Odredivanjem morfotipa kolonija na KCA na temperaturi inkubiranja od 25 °C utvrdeno je da su
testirani izolati E. coli formirali kolonije morfotipa RDAR (eng. red, dry and rough), BDAR
(eng. brown, dry and rough), RAS (eng. red and smooth) i SAW (eng. smooth and white), dok su
na temperaturi inkubiranja od 37 °C formirali kolonije morfotipa, RDAR, BDAR i SAW.
Laboratorijski tipski soj S. Typhimurium formirao je kolonije morfotipa RDAR na temperaturi
inkubiranja od 25 °C, odnosno SAW na temperaturi inkubiranja od 37 °C. Ispitivanjem
sposobnosti formiranja biofilma in vitro uz kvantifikaciju ukupne mase biofilma primenom
kristal violet testa na obe temperature uocen je jak uticaj temperature u smislu veéeg broja
izolata koji su svrstani u jake biofilm producere na nizoj temperaturi inkubiranja. Uporednom
analizom rezultata dobijenih za odredivanje morfotipa i sposobnosti formiranja biofilma na obe
temperature uo¢ena je pozitivna korelacija izmedu broja izolata E. coli koji su formirali RDAR
morfotip i broja izolata koji su svrstani u jake biofilm producere. Ispitivanjem sposobnosti
prezivljavanja odabranog izolata E. coli i S. Typhimurium u zemlji$tu, nakon 120 dana
inkubiranja, ustanovljeno je prisustvo vijabilnih ¢elija oba mikroorganizma pri konstantnim i pri
promenljivim uslovima vlaznosti i temperature. Stopa prezivljavanja S. Typhimurium bila je
veca i pri konstantnim i pri promenljivim uslovima temperature i vlaznosti i iznosila je 0,60%
odnosno 0,27%. Stepen adherencije na povrsinu lista zelene salate tokom 3 h na temperaturi od
25 °C iznosio je 6,75 log cfu/cm? lista za S. Typhimurium, odnosno 6,64 log cfu/cm? lista za E.
coli. Visa temperatura inkubiranja (37 °C) razli¢ito je uticala na stepen adherencije ispitivanih
mikroorganizama na list zelene salate, generalno ga redukujuéi na nizu vrednost, pri c¢emu je kod
S. Typhimurium redukcija iznosila 50%, a kod E. coli 10%. Primenom SEM, na mikrografijama
manjeg uvecanja uoceno je formiranje Celijskih agregata E. coli i S. Typhimurium na povrsini
lista zelene salate, koji su sastavni deo biofilma dok je na mikrografijama veceg uvecanja uocena
interkonekcija izmedu ¢elija i formirani biofilm.

Drugi deo ispitivanja sproveden je u cilju odredivanja uticaja EU zacinskih biljaka bosiljka,
mirodije, nane i1 vreska na inicijalnu celijsku adheziju i prethodno formirani biofilm. Pre
ispitivanja antimikrobnog i antibiofilm potencijala, analiziran je hemijski sastav EU, koji je
pokazao da sva cCetiri EU sadrZze visok % monoterpena. Najzastupljenije identifikovano
jedinjenje EU bosiljka bilo je linalool (69,2%), EU mirodije karvon (66,6%) i limonen (25,3%),
EU nane mentol (30,8%) i menton (28,8%) i EU vreska p-cimen (33,8%) i karvakrol (32,9%).
Najbolji antimikrobni potencijal prema bujonskim kulturama E. coli i S. Typhimurium pokazalo
je EU mirodije, sledi EU bosiljka i vreska, dok je EU nane pokazalo najmanji antimikrobni
potencijal, koji je vrednovan dobijenim vrednostima za minimalnu inhibitornu koncentraciju
(eng. minimal inhibitory concentration, MIC) i minimalnu baktericidnu koncentraciju (eng.
minimal bactericidal concentration, MBC). Etarska ulja pokazala su dozno-zavistan uticaj na
inicijalnu Celijsku adheziju i posledi¢no na formiranje biofilma u in vitro uslovima, prema



slede¢em redosledu: EU mirodije > EU bosiljka > EU vreska > EU nane (odnosi se na
koncentracije EU od 2 MIC). Ispitivanjem uticaja EU na ukupnu masu biofilma in vitro
dokazano je da EU u primenjenim koncentracijama od 0,5 MIC, MIC i 2 MIC ispoljavaju uticaj
na redukciju ukupne mase formiranog biofilma na dozno-zavistan nacin u funkciji vremena, tako
da je najve¢i % eradikacije biofilma E. coli i S. Typhimurium postignut nakon 60 minuta
ekspozicije primenom EU koncentracije 2 MIC prema slede¢em redosledu: EU mirodije > EU
bosiljka > EU vreska > EU nane. Uticaj EU na prethodno formirani biofilm E. coli i S.
Typhimurium na povrSini lista zelene salate takode je zavisio od koncentracije. Posmatrajuci
njihov uticaj sa aspekta broja vijabilnih ¢elija biofilma, najefikasnije je bilo EU mirodije
koncentracije 2 MIC, a najmanje efikasno EU nane koncentracije MIC. Najveéi % redukcije
ukupne mase biofilma i E. coli i S. Typhimurium postignut je primenom EU koncentracije 2
MIC prema sledeéem redosledu: EU mirodije > EU bosiljka > EU vreska > EU nane.
Poredenjem rezultata redukcije ukupne mase biofilma E. coli i S. Typhimurium, formiranog u in
vitro uslovima i na povrsini lista zelene salate, ve¢i procenat redukcije zabelezen je kod
biofilmova formiranih u in vitro uslovima, §to se moze objasniti hrapavom strukturom povrsine
lista zelene salate koja je ogranicila kontakt EU i biofilma ispitivanih mikroorganizama.

Na osnovu izvedenih ispitivanja, u skladu sa ciljevima ove doktorske disertacije i postignutih
rezultata, moze se zakljuciti da je EU mirodije pokazalo najbolji antimikrobni i antibiofilm
potencijal u in vitro uslovima i na kuponima lista zelene salate prema oba ispitivana
mikroorganizma. Sledi EU bosiljka, vreska i nane. Dobijeni rezultati upu¢uju da EU ovih biljaka
na osnovu dokazanog antimikrobnog i antibiofilm potencijala koji poseduju mogu naci primenu
kao sastojci salatnih preliva, mogu da se inkorporiraju u materijale za pakovanje ili u atmosferu
pakovanja doprinose¢i time zdravstvenoj bezbednosti zelene salate.
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Abstract

AB

The frequency of foodborne outbreaks is constantly increasing. This trend has been contributed
to by changes in diet and the desire of modern consumers to consume minimally processed
foods, which primarily include fresh fruits and leafy vegetables. Lettuce is one of the frequent
sources of contamination, consumed after washing only. Due to the growing techniques, the
contamination pathways of this vegetable with pathogenic bacteria, such as Escherichia coli - E.
coli and Salmonella Typhimurium - S. Typhimurium, are numerous. An additional problem is the
ability of these pathogens to form a biofilm. In biofilms, pathogens are protected from adverse
environmental conditions and cannot be entirely removed by water washing. The fact that
microorganisms in biofilm formation show significantly higher resistance to antibiotics and
various disinfectants compared to planktonic form, contributed to the choice of essential oils
(EOs). EOs as natural compounds of great and until now incompletely investigated antimicrobial
and antibiofilm potential. Culinary and spice plants rich in EOs have long been used in cooking
and pharmacy, and any new knowledge about their antimicrobial potential can contribute to
finding a new biological solution to eliminate pathogens and their biofilms in food, especially
those consumed fresh as leafy vegetables.

Having in mind this fact, this study aimed to examine the effect EOs on the removal of biofilms
of E. coli and S. Typhimurium ATCC 14028 formed in vitro and on lettuce leaves. In this regard,
the ability of E. coli isolates of different origins to form biofilms in vitro was examined.
Previous, the morphotype of the colonies on the Congo Red Agar (CRA) at two different
temperatures, 25 °C and 37 °C, was determined, as well as the viability of the selected E. coli
isolates, previously classified as a strong biofilm producer. Furthermore, the viability of the
laboratory-type strain S. Typhimurium in soil under constant and variable humidity and
temperature during 120 days of incubation was investigated, along with these two
microorganisms’ ability to adhere and form a biofilm on the lettuce leaves surface at
temperatures of 25 °C and 37 °C. Finally, the influence of selected EO on adherence and formed
biofilms of E. coli and S. Typhimurium in vitro and on lettuce leaf was examined. Obtained
biofilm visualization was performed using scanning electron microscopy (SEM).



By determining the colony morphotypes on CRA at an incubation temperature of 25 °C, the
tested isolates of E. coli formed colony morphotypes RDAR (red, dry and rough), BDAR
(brown, dry and rough), RAS (red and smooth) and SAW (smooth and white), while at an
incubation temperature of 37 °C they formed colony morphotypes, RDAR, BDAR and SAW.
The laboratory-type strain S. Typhimurium formed the RDAR and SAW morphotype at
incubation temperatures of 25 °C and 37 °C, respectively. Examination of the ability to form
biofilms in vitro with quantification of total biofilm mass using crystal violet test at both
temperatures showed a strong influence of temperature in terms of a higher number of isolates
classified as strong biofilm producers at lower incubation temperature. A comparative analysis of
the results obtained to determine morphotype and biofilm formation ability at both temperatures
showed a positive correlation between the number of E. coli isolates that formed the RDAR
morphotype and the number of isolates classified as strong biofilm producers. By examining the
viability of the selected isolate of E. coli and S. Typhimurium in soil, after 120 days of
incubation, the presence of viable cells of both microorganisms was detected under both constant
and variable conditions of humidity and temperature. The survival rate of S. Typhimurium was
higher under both constant and variable temperature and humidity conditions and was 0.60% and
0.27%, respectively. The adhesion degree to the surface of lettuce leaves for 3 h at a temperature
of 25 °C was 6.75 log cfu/cm? leaves for S. Typhimurium and 6.64 log cfu/cm? leaves for E. coli.
Higher incubation temperature (37 °C) differently affected the degree of adhesion of the tested
microorganisms to a lettuce leaf, generally reducing it to a lower value, with a reduction of 50%
in S. Typhimurium and 10% in E. coli. Using SEM, low magnification micrographs showed the
formation of E. coli and S. Typhimurium cell aggregates on the surface of lettuce leaves, which
are an integral part of the biofilm, while high magnification micrographs showed interconnection
between cells and the formed biofilm.

Therefore, the second part of the research within this doctoral dissertation aimed to examine the
influence of EOs of spice plants of basil, dill, mint, and heather on the initial cell adhesion and
preformed biofilm. Before testing the antimicrobial and antibiofilm potentials, the chemical
composition of the EOs was analyzed, this showed that all four EOs contain a high share of
monoterpenes. The major compounds of basil EO were linalool (69.2%), dill EO carvone
(66.6%) and limonene (25.3%), mint EO menthol (30.8%) and menthone (28.8 %) and heather
EO p- cymene (33.8%) and carvacrol (32.9%). The best antimicrobial potential against the broth
cultures of E. coli and S. Typhimurium showed dill EO, followed by EOs of basil and heather,
while mint EO showed the lowest antimicrobial potential. The antimicrobial potential was
evaluated based on the obtained values for minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimum bactericidal concentration (MBC).

Tested EOs showed a dose-dependent effect on initial cell adhesion and consequently on biofilm
formation in vitro according to the following order: dill EO > basil EO > heather EO > mint EO
(refers to EO concentrations of 2 MIC). By examining the influence of the EO on the total mass
of biofilm in vitro, it was proved that EOs in applied concentrations of 0.5 MIC, MIC, and 2



MIC have an effect on reducing the total mass of preformed biofilm in a dose-dependent manner
as a function of time. Eradication of preformed biofilms of E. coli and S. Typhimurium were
achieved after 60 minutes of exposure to EOs in concentration of 2 MIC in the following order:
EO dill > EO basil > EO heather > EO mint. The influence of the EO on the preformed biofilm
of E. coli and S. Typhimurium on the surface of lettuce leaves showed also a dose-dependent
manner as a function of time. Observing their influence regarding to the number of viable
biofilm cells, the most effective was EO dill in a concentration of 2 MIC, and the least efficient
was EO dill in a concentration of MIC. The highest % reduction of the total biofilm mass of both
E. coli and S. Typhimurium was determined by applying the EO concentration of 2 MIC in the
following order: EO dill > EO basil > EO heather > EO mint. By comparing the results of
reducing the total mass of E.coli and S. Typhimurium biofilms formed in vitro and on the surface
of lettuce leaves, a higher percent reduction was observed in biofilms formed in vitro. This result
can be explained by the rough surface structure of lettuce leaves, which limited the contact
between the EO and the biofilm of the tested microorganisms.

Based on the performed tests following the goals of this doctoral dissertation and the achieved
results, it can be concluded that dill EO showed the best antimicrobial and antibiofilm potential
in vitro and on lettuce coupons against both tested microorganisms. It is followed by basil,
heather and mint EOs. Obtained results indicated that investigated EOs next to be used as
ingredients in salad dressings also can be incorporated into packaging materials as well as
packaging atmosphere. Based on their proven antimicrobial and antibiofilm potential their
application can contribute to food safety and lead to improving health safety in general.
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1. UvVvOD

Procenjuje se da vise od 90% mikroorganizama koje naseljavaju Zivu 1 nezivu prirodu Zivi u
strukturnoj zajednici celija, jer ona predstavlja efikasniji nain prezivljavanja u za njih
,hegostoljubivim®  sredinama (Simdes 1 sar., 2010). Ove ,negostoljubive” uslove
mikroorganizmi prezivljavaju ulaskom u tzv. vijabilno ali nekultivabilno stanje (eng. viable but
nonculturable state, VBNC) (Xu i sar., 2010). Sposobnost mikroorganizama da predu u VBNC
stanje usko je povezana sa njihovom sposobnoscu formiranja biofilma (Donlan i sar., 2002; Hall-
Stoodley i Stoodley, 2005). Zreo biofilm sastoji se od bakterijskih celija uklopljenih u
ekstracelularnu polimernu supstancu (EPS) ispresecanu intersticijalnim kanalima, koji
omogucavaju dotok hranljivih materija i eliminaciju otpadnih produkata metabolizma ¢elija (Fux
i sar., 2004). Zahvaljujuéi EPS koja deluje kao difuziona barijera, molekularno sito ili adsorbent,
mikoorganizmi u biofilmu pokazuju vecu rezistentnost na antimikrobne tretmane i sredstva u
poredenju sa sestrinskim planktonskim ¢elijama, eksprimujuci nove gene za otpornost (Milanov i
sar., 2008).

Adhezijom za Cestice zemlje i sedimenta, uz formiranje biofilma, ¢elije mikroorganizama mogu
perzistirati viSe od godinu dana. Kontaminiraju¢i zemljiste, i biljke mogu biti kontaminirane.
Suprotno do nedavno op$te prihvaéenom miSljenju da do kontaminacije biljaka dolazi
povrsinski, prilikom zalivanja kontaminiranom vodom ili neadekvatnim postupcima transporta i
prerade, skorija istrazivanja su pokazala da patogene bakterije mogu kontaminirati biljke i
intracelularno, u svim stadijumima njihovog rasta (Oliveira i sar., 2012). Pri tome, bakterijske
¢elije koje dospeju do razli¢itih jestivih delova biljke ne prijanjaju, ve¢ Cvrsto adheriraju za
biljnu povrsinu, formiraju¢i biofilm (Yaron i Romling, 2014). Poseban problem predstavljaju
bakterijski biofilmovi formirani na svezem ili minimalno preradenom povréu (eng. ready to eat).
Sa tog aspekta je posebno znacajno lisnato povrée koje se najveéim delom Koristi Sveze, bez
prethodne termicke obrade i koje predstavlja pogodan supstrat za vezivanje i formiranje
biofilmova patogenih bakterija.

Prema preporuci Svetske zdravstvene organizacije (eng. The World Health Organization, WHO
2008) povrée treba da bude neizostavni i svakodnevni sastojak uklju¢en u ishranu. Prema
podacima FAOSTAT (2016), proizvodnja povrca je u periodu od 1990. do 2011. godine porasla
za oko 150% u odnosu na period od 1970. do 1990. godine. Na globalnu potrebu za povréem nije
uticao samo porast broja stanovnistva, ve¢ i promene u nacinu zivota i ishrane, narocito u
razvijenim zemljama. Bogatstvo u hranljivim i zastitnim materijama ¢ini povrée znacajnom
namirnicom u savremenoj, zdravstveno bezbednoj ishrani. Posebnu vrednost povréu, kao hrani
koja se konzumira u svezem stanju daju vitamini i mineralne materije i niz drugih specifi¢nih
sastojaka, kao $to su organske kiseline, etarska ulja (EU), fitoncidi i dr., koji daju bolji ukus,
nadrazuju 1 aktiviraju organe za varenje i neophodni su u zdravoj ishrani ¢oveka (Vracar, 2012;
Oguntibeju i sar., 2013).



Doktorska disertacija Ana Varga

Uprkos zdravstvenim blagodetima koje nam pruza, rizik od mikrobioloske kontaminacije povréa
nije zanemarljiv. Kao najznacajniji mikrobni kontaminenti svezeg povréa, odgovorni za pojavu
alimentarnih toksikoinfekcija, navode se Salmonella spp. i Escherichia coli, i to ne zbog
incidencije oboljenja, koja je mnogo niza nego kod ostalih alimentarnih patogena (kao §to je
Campylobacter), ve¢ zbog tezine simptoma i niskih infektivnih doza (European Food Safety
Authority, EFSA 2017).

Mikrobni kontaminenti svezeg povréa dospevaju u spoljasnju sredinu iz digestivnog trakta ljudi i
zivotinja putem izmeta i mokrace, ¢ime se otvara put ka njihovom nesmetanom ulasku u
vodotokove 1 zemljiste. Time i voda 1 zemljiSte mogu postati ne samo izvor kontaminacije, ve¢ i
prenosnik izmedu domacina (Pavlovi¢ i sar., 2014; LOpez-Martin i sar., 2016).

lako je poslednjih decenija ubrzan tehnoloski razvoj doveo do uvodenja novih tehnologija u
proizvodnji hrane u cilju dobijanja zdravstveno, nutritivno 1 tehnoloski bezbednog proizvoda,
ucestalost kontaminacije lisnatog povrca sa Salmonella spp. i E. coli nije zanemarljiva. Dodatni
problem predstavlja ¢injenica da je u slucaju pojave mikrobioloSke kontaminacije svezeg povréa
veoma teSko izvrsiti njegovu dekontaminaciju, S obzirom da se pranjem vodom moze ukloniti
samo oko 10% enteropatogena (Kljujev, 2012).

U cilju uklanjanja mikrobnih kontaminenata svezeg povrca Koriste se razli¢ite fizicke i hemijske
metode, pojedina¢no ili u kombinaciji. Fizicke metode, pored tradicionalne primene pranja
(ruéno ili masinski), ukljucuju koris¢enje inovativnih metoda zasnovanih na primeni ultrazvuka,
magnetnog i elektri¢nog polja, hladne atmosferske plazme, kao i razli¢itih vrsta zracenja. Od
hemijskih metoda u cilju mikrobioloSke dekontaminacije sveZzeg povrca najcesce se primenjuje:
tretman hlorom, vodonik peroksidom, ozonom, organskim Kiselinama i dr. (Akbas i Olmez,
2007; Gil i sar., 2009). lako pomenute metode pokazuju dobre rezultate, ni jedna od njih ne
dovodi do potpunog uklanjanja mikrobnih kontaminenata sveZzeg povréa, a cesto su
neprimenljive i iz ekonomskih razloga, jer zahtevaju odredenu tehni¢ku i prostornu
opremljenost. S druge strane, upotreba hemijskih jedinjenja usled neadekvatne primene moze biti
uzrok zaostajanja nepozeljnih hemijskih rezidua, potencijalno Stetnih po ljudsko zdravlje.
Navedeni nedostaci pomenutih metoda i visoki zahtevi potrosaca za hranom koja je minimalno
tehnoloski obradena, bez sintetickih konzervanasa i aditiva, nalazu iznalaZenje alternativnih
metoda za uklanjanje i inaktivaciju prisutne mikroflore lisnatog povrcéa (Kocié-Tanackov i sar.,
2014; Laranjo i sar., 2017). Sirok dijapazon zdravstveno i ekoloski prihvatljivih prirodnih
antimikrobnih jedinjenja kao Sto su EU 1 ekstrakti aromati¢nih biljaka, kao i1 aktuelna pazZnja
naucne javnosti o njihovom uticaju na mikrobne kontaminente s jedne, a manjak podataka o
njihovom mogucem uticaju na bakterijske biofilmove s druge strane, doprinela je odabiru teme
ove doktorske disertacije, ¢iji je cilj bio da se ispita antibiofilm potencijal EU zacinskih biljaka
bosiljka, mirodije, nane i vreska na biofilmove formirane od strane E. coli i S. Typhimurium u in
vitro uslovima i na povrsini lista zelene salate.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Enteropatogene bakterije - kontaminenti hrane

Medu najucestalije mikrobioloske kontaminente hrane ubrajaju se vrste roda Escherichia i
Salmonella spp., pripadnici porodice Enterobacteriaceae. Porodica Enterobacteriaceae obuhvata
veliki broj bakterija, ¢ak preko 170 vrsta, koje su svrstane u 53 roda. Naziv poti¢e od grcke reci
,enteron“, §to u prevodu znaci crevo, iako su samo neke vrste pripadnici stalne mikroflore
gastrointestinalnog trakta ljudi i Zivotinja. Sem pomenuta dva roda, porodici Enterobacteriaceae
pripadaju i vrste rodova Proteus, Shigella, Serratia, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter,
Yersinia i dr. Sa zdravstvenog aspekta pojedini pripadnici ovih rodova se ubrajaju u izrazite
patogene, jer mogu da izazovu veliki broj razli¢itih oboljenja kod ljudi, koja se uglavnom
manifestuju teSkom klinickom slikom obolelog. Naj¢esca oboljenja izazvana pojedinim vrstama
iz porodice Enterobacteriaceae su: septikemija, pneumonija, meningitis, infekcije urinarnog
trakta, bolesti organa za varenje, kao i mnoge druge bolesti (Rock i Donnenberg, 2014). Hrana u
kojoj se ustanovi prisustvo enterobakterija smatra se zdravstveno nebezbednom (Skrinjar i
Tesanovi¢, 2007).

2.1.1. Escherichia coli

Rod Escherichia, zajedno sa rodovima Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, pripada grupi tzv.
koliformnih bakterija, koje se od ostalih rodova iz porodice Enterobacteriaceae razlikuju po
tome §to fermentuju laktozu. Citava grupa je dobila naziv po najkarakteristi¢nijem predstavniku -
vrsti Escherichia coli. Koliformne bakterije ¢ine sastavni deo crevne mikroflore ljudi i Zivotinja.
U spoljasnju sredinu dospevaju preko izmeta zivotinja 1 ljudi, kontaminiraju¢i Zivu 1 nezivu
prirodu. Prisustvo koliformnih bakterija u hrani i vodi se smatra indikatorom fekalne
kontaminacije. Krug prenosa je fekalno-oralni. Znacaj E. coli kao uzro¢nika velikog broja bolesti
kod ljudi leZi pre svega u Cinjenici da moze biti povezana sa infekcijom gotovo svakog organa i
tkiva (KarakaSevic 1 sar., 1969).

Escherichia coli je otkrio nemacki pedijatar i bakteriolog Theodor Escherich 1885. godine iz
stolice novorodencadi, i nazvao ju je Bacterium coli commune. Tek 1920. godine vrsta je dobila
sadasnji naziv. Naime, te godine Castellani i Chalmers izolovali su i druge bakterije tipa
Escherichia i1 u taj rod uvrstili i Bacterium coli pod nazivom Escherichia coli, u cast njenog
pronalazaca. Kompletni genom E. coli sekvencioniran je tek 1997. godine (Koci¢-Tanackov i
sar., 2022).
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Escherichia coli je gram-negativna $tapicasta asporogena bakterija. Stapi¢i E. coli su veli¢ine 2-6
MM i mogu biti rasporedeni pojedina¢no, u parovima ili nepravilnim grupama. Vecina sojeva E.
coli je pokretna pomocu peritrihijalnih flagela. Ne obrazuje spore, a neki sojevi E. coli imaju
kapsulu. Razmnozava se u aerobnim ili fakultativno anaerobnim uslovima u temperaturnom
intervalu od 10 do 46 °C. S druge strane, prema nekim autorima moZze se razmnoZavati i na
temperaturi od 4 °C, pa i nizoj (ispod 0 °C). Minimalna a, vrednost (sadrzaj slobodne vode, ay)
za rast 1 razmnozavanje E. coli je 0,93, a minimalna pH vrednost 4,3. Escherichia coli spada u
prilicno otporne bakterije. U zemljiStu 1 vodi moze Ziveti mesecima. U pojedinim zivotnim
namirnicama, kao $to su sveze povrée, voce 1 Zitarice veoma se lako razmnozava. Temperatura
od 60 °C tokom 15 minuta delovanja ima letalni efekat za E. coli, $to znac¢i da hrana koja tokom
procesa proizvodnje podleze procesu pasterizacije (T = 70-80 °C), ne bi smela da sadrzi E. coli,
pod uslovom da je taj postupak adekvatno sproveden (Koci¢-Tanackov i sar., 2022).

Escherichia coli je osetljiva na hlor i hlorna jedinjenja, dok prema razli¢itim antibioticima i
hemoterapeuticima vrlo brzo postaje rezistentna (Koci¢-Tanackov i sar., 2022).

2.1.1.1. Alimentarna oboljenja uzrokovana Escherichia coli

Oboljenja izazvana E. coli dele se na:

. Intestinalna (crevna);
. Ekstraintestinalna: infekcije urinarnog trakta, sepsa, zapaljenje pluca, upala trbusne
maramice, upala slepog creva, meningitis kod novorodencadi itd.

Postoje razli¢iti biotipovi, serotipovi i varijeteti E. coli, koji se medusobno razlikuju prema
biohemijskim, fizioloSkim i seroloskim osobinama. Svi tipovi E. coli sadrze endotoksin koji je
po svom sastavu polisaharidno-lipido-polipeptidski kompleks i sastavni je deo ¢elijskog zida
(Lalosevic i sar., 2011). Seroloski se razlikuju tipovi na osnovu O, H i K antigena. Somatski ili O
- antigen je termostabilan lipopolisaharid na povrsini celije, flagelarni ili H - antigen je
termolabilan protein prisutan na flagelama (Rock i Donnenberg, 2014). Kapsularni ili K - antigen
poseduju serotipovi E. coli koji imaju kapsulu i ovaj antigen je po svom sastavu polisaharid ili
protein. Prisustvo K - antigena povecava patogeni potencijal soja. Do sada je identifikovano
preko 170 O - antigena, preko 50 H - antigena i vise od 100 K - antigena. Na osnovu O -
antigena izvedena je podela sojeva E. coli na serogrupe, a na osnovu H - antigena na serotipove
(Lalosevi¢ i sar., 2011).

Poznato je pet seroloskih tipova E. coli, koji su izazivaci intestinalnih infekcija:

e Enterotoksigeni sojevi E. coli (ETEC);
e Enteropatogeni sojevi E. coli (EPEC);
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e Enteroinvazioni sojevi E. coli (EIEC);
e Enteroagregativni sojevi E. coli (EAgQEC);
e Enterohemoragic¢ni sojevi E. coli (EHEC) (Miri i sar., 2017).

Enterotoksigeni sojevi E. coli (ETEC), kao $to i sam naziv govori, sintetisu razlicite toksine, od
kojih je za ljude najznacajniji enterotoksin. Enterotoksin je po sastavu lipopolisaharid i sastoji se
od dve komponente koje se medusobno razlikuju prema osetljivosti na dejstvo povisenih
temperatura. Termostabilna komponenta je otporna na visoke temperature i njena struktura se
naruSava tek na 100 °C nakon 30 minuta delovanja. Termolabilna komponenta je osetljiva prema
dejstvu povisenih temperatura, i do naruSavanja njene strukture dolazi ve¢ na temperaturi od 65
°C za isto vreme delovanja (30 minuta). Za kompletno dejstvo toksina ETEC sojeva odgovorna
je termolabilna komponenta (Koci¢-Tanackov i sar., 2022).

Dejstvo termolabilnog enterotoksina E. coli sli¢no je dejstvu enterotoksina Vibrio cholerae -
uzro¢nika Kolere, i dovodi do stimulacije adenilciklaze koja je vezana za membranu creva, pri
¢emu dolazi do konverzije adeniltrifosfata u adenilmonofosfat koji izaziva ekskreciju jona hlora
(CI" i inhibira apsorpciju jona natrijuma (Na*). Time se narusava elektroliticka ravnoteza na
crevnoj mukozi i dolazi do gubitka velikih koli¢ina te¢nosti uz pojavu vodenaste dijareje,
dehidratacije i demineralizacije organizma, koja je pra¢ena mucninom sa ili bez povracanja i
opstom malaksalos¢u. Enterotoksigeni sojevi E. coli su najc¢es¢i uzrocénici dijareja kod dece i
smrtnost od infekcije ovom bakterijom je narocito izrazena kod dece u zemaljama u razvoju.
Pored navedenog, enterotoksigeni sojevi E. coli su uzroc¢nici dijareje i kod Zivotinja, i to svinja,
ovaca, koza, pasa i konja (Kabir i sar., 2012).

Enteropatogeni sojevi E. coli (EPEC) ne stvaraju toksine, ve¢ se uz pomo¢ specifi¢nih fimbrija i
adhezina intimina vezuju za enterocite, pri ¢emu dolazi do osteéenja celija domacina u vidu
gubitka mikrovila koje je prac¢eno ravnanjem citoskeleta epitelnih ¢elija. Faktor virulencije koji
je odgovoran za ravnanje citoskeleta epitelnih ¢elija je LEE (eng. locus of enterocyte effacement)
(Mc Daniel i sar., 1995). Enteropatogeni sojevi E. coli kod ljudi dovode do akutnog
gastroenteritisa, pri ¢emu su simptomi oboljenja sli¢ni onima nastalim usled dizenterije. Kod
obolelog dolazi do pojave abdominalnih gréeva pracenih dijarejom, a u izmetu se moZe
konstatovati prisustvo gnoja, sluzi i leukocita. Kao i enterotoksigeni, tako i enteropatogeni sojevi
E. coli, vrlo Cesto izazivaju dijareje kod novorodencadi i kod domacih zivotinja kao §to su
zecevi, psi, macke, konji (Kaper i sar., 2004).

Enteroinvazioni sojevi E. coli (EIEC) su uzroc¢nici infekcija samo kod ljudi. Invazijom ¢elija zida
creva od strane EIEC sojeva E. coli, dolazi do njegovog mehanickog oste¢enja u vidu
mikroapscesa i ulceracija i razvoja upalnog procesa. Pocetni stadijum infekcije pracen je
vodenastom dijarejom koja u kasnijim fazama bolesti prelazi u krvavo sluzavu, pra¢enu visokom
temperaturom. Simptomi su identi¢ni kao kod bolesti izazvanih Shigella spp., tako da je radi
postavljanja tatne dijagnoze neophodno izolovanje uzro¢nika 1z izmeta obolelog.
Enteroinvazivni sojevi E. coli ne sintetiSu toksine i od ostalih sojeva E. coli se razlikuju po tome
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Sto poseduju ipaH-gen koji je prisutan isklju¢ivo kod EIEC sojeva i kod Shigella spp. (Beld i
Reubsaet, 2012).

Enteroagregativni sojevi E. coli (EAQQEC) su, kao i EIEC sojevi, izaziva¢i humanih infekcija.
Dovode do pojave vodenaste dijareje prvenstveno kod novorodencadi. SintetiSsu hemolizine i
termostabilni enterotoksin, koji je sli¢an toksinu koji sintetiSu ETEC sojevi (Weintraub, 2007).

Enterohemoragi¢ni sojevi E. coli (EHEC) najéeséi su uzrocnik dijareja u razvijenim zemljama.
Enterohemoragi¢na E. coli sintetiSe toksin koji je sli¢an toksinu Shigella pa je i dobio naziv
Shiga-like toksin, a koji je ujedno i glavni faktor virulencije ovog soja (Evans i sar., 1996,
LaloSevi¢ i sar., 2011). Inkubacioni period kod infekcija izazvanih EHEC sojevima traje tri dana,
nakon ¢ega dolazi do pojave, kao i kod vecine infekcija izazvanih E. coli, vodenaste dijareje koja
u kasnijim fazama bolesti prelazi u krvavu. Najpoznatiji EHEC serotip E. coli je O157:H7, koji
dovodi do krvavih dijareja bez poviSene temperature, do pojave hemoragi¢nog kolitisa
(zapaljenja creva), kao i do pojave hemoliti¢kog uremickog sindroma (HUS) (Karch, 2001; Tarr
i sar., 2005). Hemoliti¢ki uremicki sindrom je, prema klinickoj slici obolelog, najtezi oblik
infekcije EHEC sojevima E. coli. Kod 3-5% obolelih zavrsava se smrtnim ishodom. To je tesko
bubrezno oboljenje koje nastaje nakon $to Shiga toksin EHEC premosti crevnu barijeru i osteti
endotelne i tubularne ¢elije domacina, $to moze izazvati prestanak rada bubrega. Izrazito niska
infektivna doza za razvoj infekcije, koja iznosi svega 10-100 cfu, svrstava EHEC sojeve E. coli u
sam vrh patogena opasnih po ljudsko zdravlje (Karch i sar., 2005). Oko jedne tre¢ine domacih
prezivara, od kojih najvise svinje, konji i jeleni, su asimptomatski nosioci i ujedno glavni
rezervoar serotipa O157:H7 (Lalosevic¢ i sar., 2011).

Ekstraintestinalne infekcije najcesce nastaju kao posledica migracije E. coli iz fecesa kroz uretru
do organa za izlucivanje. U ekstraintestinalne infekcije E. coli spadaju infekcije mokraénih
puteva kao Sto je infekcija uretre (uretritis), mokra¢ne beSike (cistitis), bubrezne karlice i
bubrega (pijelonefritis), infekcije zuénih puteva itd. Nastanku ekstraintestinalnih infekcija E. coli
pogoduju razne urodene ili novonastale anomalije mokra¢nog sistema kao S§to su tumori,
kamenci, uvecana prostata, prisustvo stranih tela (urinarni kateteri), kao i druge bolesti
organizma (dijabetes, bolesti imunog sistema i dr.). Medutim, posebni sojevi E. coli, tzv.
uropatogeni sojevi, mogu izazvati infekcije mokrac¢nih kanala i bez pomenutih anomalija (Kaper
i sar., 2004).

Humane infekcije izazvane E. coli naj¢es¢e se leCe antibiotskom terapijom, uz primenu
antibiotika kao §to su amoksicilin, cefalosporin, ciprofloksacin i dr. Do problema kod ovakvog
nacina leCenja dolazi zbog pojave rezistencije E. coli na ove antibiotike, ¢ime sam postupak
lecenja postaje duzi i kompleksniji (Johnson i sar., 2007). Sposobnost produkcije enzima -
laktamaze prosirenog spektra delovanja (eng. extended spectrum B-lactamases, ESBL) je glavni
uzrocnik rezistencije E. coli na cefalosporine tre¢e i Cetvrte generacije, kao i monobaktame
(Poirel i sar., 2012). Rezistencija E. coli na karbapeneme prvenstveno je uzrokovana
karbapenemazama kodiranim plazmidima, dok je rezistencije prema fluoro hinolonima povezana
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sa produkcijom enzima ESBL (Ruiz i sar., 2012). Ovi enzimi se ¢esto nalaze u bolni¢kim
izolatima E. coli (Canton i sar., 2012).

Krug prenosa E. coli u hrani moze se zaustaviti povecanjem higijenskih mera u pogonima
prehrambene industrije, primenom adekvatnog termickog tretmana namirnica, pra¢enjem
zdravstvenog stanja radnika i pracenjem odrzavanja higijene radnika, kao i opreme za rad,
uredaja, aparata i prostorija (Todor, 2007).

2.1.2. Salmonella spp.

Rod Salmonella pripada porodici Enterobacteriaceae. Prvi put je izolovana 1880. godine od
strane Ebertha iz slezine i mezenterijalnih Zlezda bolesnika koji je umro od crevnog tifusa. Cetiri
godine kasnije (1884) Gaffky je ovu bakteriju uspeo da kultiviSe i detaljnije opiSe. Daniel Elmer
Salmon i Theobald Smith su 1885. godine izolovali drugu bakteriju iz svinja obolelih od svinjske
kolere, koja je po mnogim osobinama bila sli¢na ranije izolovanoj bakteriji uzro¢niku crevnog
tifusa. Na predlog francuskog bakteriologa Liginerésa, a u cast Salmonu, ova bakterija je
nazvana salmonela (Gunel, 2010). Salmonele su gram-negativni, fakultativno anaerobni
nesporogeni Stapici Sirine 0,7-1,5 pm i duzine 2-5 pm (Ozkalp, 2012). Ne stvaraju kapsulu i
vecina je pokretna (osim serovarijeteta Gallinarum - biotip Gallinarum i biotip Pullorum)
pomocu peritrihijalno rasporedenih flagela. Pojedini sojevi poseduju fimbrije ili pile (Hald,
2013). Mogu da rastu u $irokom temperaturnom intervalu (5-47 °C) i pH vrednosti (3,6-9,5), ali
je za njihov rast i razmnoZavanje optimalna temperatura 37 °C, dok se optimalne vrednosti pH
kre¢u u intervalu 6,5-7,5 (Marriott i Gravani, 2006). Do potpune inhibicije rasta i razmnozavanja
salmonela dolazi pri temperaturi < 7 °C, pH < 3,8 i ay, < 0,94 (Pui i sar., 2011). Salmonele
razlazu glukozu i druge ugljene hidrate (kao Sto su manitol i maltoza) do kiseline i gasa, a ne
fermentuju laktozu i saharozu. Koriste citrat kao jedini izvor ugljenika, oksidaza su negativne, a
katalaza pozitivne (SRPS EN 1S0O, 2017).

Prema sadasnjoj, vazecoj klasifikaciji, rod Salmonella obuhvata dve vrste, Salmonella enterica i
Salmonella bongori. Vrsta Salmonella bongori obuhvata 22 serovarijeteta, dok je u okviru vrste
Salmonella enterica identifikovano vise od 2637 serovarijeteta (Sto ¢ini vise od 99% do danas
poznatih serovarijeteta) svrstanih u $est podvrsta (Issenhuth-Jeanjean i sar., 2014):

. enterica (podvrsta I),

. salamae (podvrsta I1),

. arizonae (podvrsta Il1a),

. diarizonae (podvrsta 111b),
. houtenae (podvrsta 1V),

. indica (podvrsta VI).
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Salmonele su Siroko rasprostranjeni mikroorganizmi u prirodi. Rasprostranjenost pojedinih
serovarijeteta je razli¢ita u pojedinim geografskim podru¢jima, te u svakom podru¢ju dominira
njih nekoliko, mada ova pojava nije stalna, ve¢ je uoceno da se vremenski menja (Miljkovi¢-
Selimovi¢ i sar., 2010). Glavni rezervoar skoro svih serovarijeteta salmonela je digestivni trakt
toplokrvnih (domacih i divljih), kao 1 hladnokrvnih zivotinja (gmizavci, ribe) (Back i sar., 2016).
Ovo ne vazi za serotipove Salmonella Typhi i Salmonella Paratyphi, koji su patogeni samo za
ljude 1 ¢iji je jedini rezervoar digestivni trakt ljudi. Iz digestivnog trakta salmonele se putem
izmeta i mokrace izlucuju u spoljasnju sredinu, ¢ime se otvara put ka njihovom nesmetanom
ulasku u vodotokove i zemljiste. Time i voda i zemljiSte mogu postati ne samo izvor zaraze
salmonelom, ve¢ i transmiter (prenosnik) izmedu domacina (Wong i sar., 2002). Salmonele se
kod zarazenih Zivotinja mogu na¢i u mleku, mesu i U jajima kod Zivine. Bez da pokazuju ikakve
simptome bolesti, zarazene zivotinje su ¢esto samo klicono$e (LOpez-Martin i sar., 2016). Put
prenosa salmonela je fekalno-oralni. Minimalna infektivna doza je niska i krece se u intervalu od
< 10 do 10 cfulg, 3to zavisi od virulentnosti soja, starosti i zdravstvenog stanja organizma, kao i
vrste namirnice koja je izvor salmonela. Ako se salmonele nalaze u namirnicama bogatim
mastima i proteinima, koje Stite bakterijsku Celiju od uticaja niskog pH Zeludaénog soka,
infektivna doza je niza. Prema Bem i Adami¢ (1991), infekcija salmonelama najcesc¢e ima
slede¢i tok:

Hrana za Zivotinje—Zivotinje—Hrana—Covek

Salmonella vrste se odlikuju velikom sposobnos¢u adaptacije na raznovrsne uslove spoljasnje
sredine, te uspesno opstaju i na biljnom materijalu internalizacijom stoma, pukotina, zasecenih
povrsina, kao i u biofilmovima koje formiraju na povrsini biljaka. Time i biljke, a pre svega
povrée i voce koje je tokom gajenja u kontaktu sa zemljom, moze postati izvor ovih
mikroorganizama (Srey i sar., 2013).

2.1.2.1. Salmonella Typhimurium

Salmonella Typhimurium se nalazi na drugom mestu kao uzro¢nik humanih salmoneloza u nasoj
i u zemljama Evropske unije. Glavni rezervoar ovog serotipa je izmet svinja, goveda i zivine
koji, dospevsi u spoljasnju sredinu, moze da kontaminira zemlji$te i vodotokove, a time i useve
koji se tu gaje i za Cije se navodnjavanje koristi kontaminirana voda. Ovaj sereotip je najcesce
navoden serotip od klinickog znacaja koji dominira nad drugim serotipovima u studijama
ispitivanja zivotne sredine, zbog visoke stope prezivljavanja van domacina (Martinez-Urtaza i
sar., 2004). Salmonella Typhimurium pripada grupi serotipova koji nisu adaptirani na jednu vrstu
domacina, medutim sojevi S. Typhimurium DT 2 i S. Typhimurium DT 99 dovode do
specificnog oboljenja golubova (avian paratyphoid disease) te se smatra da su prilagodeni jednoj
vrsti domacina (Rabsch i sar., 2002). Optimalna temperatura za rast i razmnozavanje S.
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Typhimurium se, kao i kod ve¢ine salmonela, kreée u intervalu 35-37 °C, optimalni pH je ~7, a
aw 0d 0,96 do 0,99 (Pui i sar., 2011). Oboljenje izazvano ovim serotipom kod Zivotinja se javlja
kao perakutna septikemija i kao akutni, subakutni i hroni¢ni enteritis. Za akutni oblik bolesti koji
se manifestuje u vidu groznice i dijareje, je karakteristian visok stepen morbiditeta i nizak
stepen mortaliteta. Dolazi do dehidratacije i teSkog poremecaja ravnoteze elektrolita, §to je
posebno izrazeno kada postoji i septikemija (Lalosevié¢ i sar., 2011). Epidemije izazvane ovim
serotipom pracene su teSkom klinickom slikom 1 kod ljudi i kod Zivotinja Sto iziskuje primenu
visokih doza antibiotika. UcCestala primena antibiotika dovodi do pojave bakterijske rezistencije,
Sto je Cest sluéaj i kod S. Typhimurium. Jedan od naj¢es¢ih razloga rezistencije S. Typhimurium
na antibiotike je sposobnost produkcije enzima [-laktamaze proSirenog spektra delovanja
(ESBL). Sposobnost produkcije ESBL predstavlja tzv. skriveni mehanizam rezistencije
(Filipovi¢ i sar., 2007). Isti mehanizam dovodi, kako je kasnije dokazano i drugih vrsta bakterija
iz porodice Enterobacteriaceae, ukljucuju¢i Klebsiella pneumoniae i prethodno pomenutu E.
coli.

Oboljenje ljudi koje izaziva S. Typhimurium poznato je kao gastroenteritis, Sto Se manifestuje
kao upala creva i zeluca. Gastroenteritis je infekcija kratke inkubacije (vreme koje protekne od
unosa infektivnog agensa do pojave prvih simptoma infekcije), koja traje 6-24 h. Simptomi
gastroenteritisa su groznica, gréevi u stomaku, muénina, povracanje i dijareja. Stolice su retke,
neprijatnog mirisa i zelenkaste boje. Uz navedene simptome dolazi i do glavobolje, malaksalosti,
pospanosti, povi§ene temperature (38-39 °C). Usled povracanja i dijareje dolazi do dehidracije
organizma koja ima za uzrok opstu slabost, suvocu sluznice, promuklost, oslabljeni turgor koze,
muskularne gréeve, pad pritiska. Bolest kod imunoloski nekompromitovanih osoba traje
nekoliko dana (3-5 dana), uz simptomatsko leCenje koje ukljucuje dijetalnu ishranu praé¢enu
unosom dovoljne koli¢ine te¢nosti i odmor, bez davanja antibiotika. Do tezih komplikacija dolazi
kada se infekcija prosiri izvan creva. Tada salmonela ulazi u krvotok, pri ¢emu moze dospeti do
tkiva i organa u celom organizmu, ukljucujuéi mozak, kicmenu mozdinu, kostanu srz. Dolazi do
bakterijemije i pojave sekundarnih zarista (Fabrega i Vila, 2013).

2.1.2.2. Alimentarna oboljenja uzrokovana Salmonella spp.

Salmonele se odlikuju velikom invazivnoscéu koja se ogleda u tome da, ubrzo nakon dospeca u
probavni trakt domacina, iz probavnog trakta prodiru u povrsinske (epitelne) celije tankog i
debelog creva, i dalje preko krvi u druge organe, dovodec¢i do raznih upala. Nakon prodora kroz
epitelne celije, neke tipove salmonela, ¢elije obrambenog sistema domacina (leukociti), mogu da
eliminiSu sprecavajuci na taj nacin infekciju. Veéina tipova salmonela medutim, zbog svoje
specifi¢ne grade, koja ih $titi od delovanja leukocita, moze ziveti u ¢elijama domacina godinama,
bez simptoma. Patogenost pojedinih serotipova salmonela odredena je sposobnos¢u da preko
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odredenih molekularnih mehanizama udu u ¢eliju domacina, kao i sposobno$¢u da se prilagode
Sirokom krugu domacina (Stevens i sar., 2009).

Prema sposobnosti adaptacije na vrstu domacina salmonele se mogu podeliti u tri grupe (Stevens
i sar., 2009):

. Ubikvitarni serotipovi koji se mogu adaptirati na razliite domacine (S.
Enteritidis, S. Infantis, S. Typhimurium, S. Hadar). Rezervoar ovih serotipova
salmonela naj¢es¢e su domace Zivotinje preko €ijeg izmeta dospevaju u spoljasnju
sredinu iz koje lako mogu dospeti u lanac ishrane ljudi, dovodeé¢i do teskih
infekcija;

. Drugu grupu cine serotipovi koji su primarno adaptirani na jednu vrstu domacina,
ali mogu izazvati infekcije i kod drugih vrsta. Ovoj grupi pripada S. Dublin koja
je primarno adaptirana za goveda, izazivajuéi kod njih bolesti, ali takode moze da
izazove oboljenja i kod ljudi;

. U tre¢u grupu spadaju serotipovi koji su adaptirani samo na jednu vrstu domacina
i mogu izazvati salmoneloze kod ograni¢enog broja srodnih vrsta. Na primer, S.
Typhi i S. Paratyphi izaziva oboljenja samo kod ljudi, S. Gallinarum kod Zivine a
S. Abortus-ovis kod ovaca (Uzzau i sar., 2000).

Bolesti koje izazivaju salmonele nazivaju se zajednickim imenom salmoneloze. Prema klinickoj
slici, salmoneloze ljudi se mogu podeliti u slede¢e grupe (Koci¢-Tanackov i sar., 2022):

. Opsta cikli¢na zarazna oboljenja, od kojih su najznacajniji tifus i paratifusi;

. Alimentarne toksikoinfekcije, izazvane oslobadanjem endotoksina nakon
razaranja bakterijske ¢elije u digestivnom traktu;

. Enteritise, koji se razvijaju sporo sa prolivima.

Salmoneloze spadaju u grupu najucestalijih zoonoza u svetu, koje pogadaju ljude razlicite
starosti i pola ¢ime predstavljaju veliki javno-zdravstveni i ekonomski problem. U zemljama
Evropske unije posle kampilobakterioze, salmoneloze se nalaze na drugom mestu kao uzrok
epidemija izazvanih kontaminiranom hranom. Kao naj¢e$¢i uzro¢nik humanih salmoneloza u
2019. godini navodi se S. Enteritidis (50,3%), S. Typhimurium (11,9%), monofazna S.
Typhimurium (8,2%), S. Infantis (2,4%), S. Newport (1,1%) (European Food Safety Authority,
EFSA, 2021).

lako se kao glavni izvor infekcije salmonelama smatra hrana zivotinjskog porekla, sve vise je
zabelezenih sluCajeva salmoneloza uzrokovanih konzumiranjem povréa i voéa (lwu i Okoh,
2019). Do povrsinske kontaminacije biljaka najces¢e dolazi prilikom zalivanja fekalnom vodom,
ali je dokazano da salmonele mogu kontaminirati biljke i intracelularno kroz korenov sistem.
Nakon kolonizacije unutraSnjosti biljke salmonele se aktivho razmnoZavaju u njima izazivajuci
patogene promene u svim stadijumima razvoja biljke. Prema Schikora i sar. (2008), salmonele
mogu intracelularno inficirati radi¢, salatu, paradajz i razne klice, a mogu formirati i stabilne
biofilmove na korenu i listovima ovih biljaka. Kod S. Typhimurium identifikovan je poseban set
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gena koji se diferencijalno reguliSe tokom kolonizacije unutrasnjih tkiva paradajza, a koji se
razlikuje od gena uklju¢enih u infekciju i kolonizaciju zivotinjskih tkiva, kao i od gena
odgovornih za kolonizaciju biljnih tkiva nadenih kod fitopatogenih bakterija (Noel i sar., 2010).

2.2. Mikrobioloska kontaminacija lisnatog povrc¢a

2.2.1. Znacaj povrca u ishrani

Ishrana ljudi od davnina se jednim delom zasnivala na kori§¢enju povrtarskih biljaka. Prema
istorijskim podacima, stari narodi su veoma cenili prijatan ukus povréa i1 zapazili njegovu
hranljivu vrednost i korisna svojstva za organizam. Veci deo povrtarskih kultura bio je poznat i
koriséen u ishrani jo§ pre 4000-5000 godina pre naSe ere, a neke od njih (crni i beli luk, ren i dr.)
tretirane su kao lekovi. Otkricem Amerike (1492. godine) asortiman povrtarskih kultura se
znatno prosirio vrstama kao $to su krompir, paradajz, tikvice, boranija, kikiriki i dr., a koje su do
tada bile nepoznate u Evropi (Popovi¢, 1991; Lazié i sar., 2017).

Visok sadrzaj i raznolikost nutritivnih jedinjenja ¢ini povrée znafajnom namirnicom u
savremenoj i zdravoj ishrani. Prosecan hemijski sastav povrca ¢ini voda (79-96 g/100 g), ugljeni
hidrati (0,5-18 g/100 g), proteini (0,5-5,0 g/100 g) i masti (0,1-1 g/100 g) (Lintas, 1992). Ugljeni
hidrati se u povréu nalaze kao mono-, di- i polisaharidi. Od ugljenih hidrata povrée sadrzi
materije kao Sto su celuloza, hemiceluloza, pektin 1 hitin, koje su znacajne u ishrani, jer podsticu
rad creva i1 ubrzavaju eliminaciju Stetnih materija iz organizma. Posebnu vrednost povréu kao
hrani daju vitamini i mineralne materije i niz drugih specifi¢nih sastojaka, kao $to su organske
kiseline, etarska ulja, fitonicidi i dr., koje kao prirodni antioksidanti u zastiti od slobodnih
radikala smanjuju rizik od malignih oboljenja i oboljenja srca i krvnih sudova. Pored
blagotvornog uticaja na zdravlje ljudi, originalni oblik i forma, kao i Sirok spektar aromatskih i
bojenih supstanci, doprinosi visokom stepenu senzorske dopadljivosti povréa (Jasi¢, 2007;
Oguntibeju i sar., 2013).

Sistematskim proucavanjem hemijskog sastava povrca potvrdeno je da ova namirnica na vise
nacina deluje u zastiti i odrzavanju zdravlja ljudi, stite¢i od raznih bolesti. Dijetoterapeutska
vrednost povréa ogleda se u tome da upotrebljeno na adekvatan nacin (i sa kvalitativnog i sa
kvantitativnog aspekta), u sastavu ishrane koja je prilagodena patoloSkim stanjima organizma,
moze da doprinese ozdravljenju organizma (Vracar, 2012).

Mnoge vrste povréa ne samo S$to jacaju otpornost organizma, ve¢ neutraliSu i odstranjuju
toksi¢na jedinjenja iz njega, nastala u procesu normalnog metabolizma (Vracar, 2012;
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Oguntibeju i sar., 2013). Savremena nauka o ishrani smatra da je svaki dan neophodno
konzumirati 400-500 g raznog povréa (WHO, 2008).

Posto se neki sastojci povréa razgraduju prilikom termi¢ke obrade, ¢ime se smanjuje njegova
bioloska i hranljiva vrednost, preporucuje se da se povrée konzumira u svezem obliku. Pri tome
je pranje hlorisanom vodom (sadrzaj hlora 20-200 mg/l) najce$¢i i1 jedini tretman pre
konzumiranja. Medutim, pranjem hlorisanom vodom ne dolazi do potpunog uklanjanja prisutne
mikroflore (maksimalna redukcija broja mikroorganizama iznosi 3 log redukcije), ¢ime sveze
povrée postaje potencijalni izvor mikroorganizama (Han i sar., 2000). S druge strane, sam
postupak gajenja  povréa na zemlji doprinosi njegovoj kontaminaciji zemljiSnim
mikroorganizmima. Lisnato povrce, pre svega salata, koja se uglavnom konzumira sveza, moze
biti izvor nekih patogenih mikroorganizama, izazivaca oboljenja ljudi.

2.2.2. Epidemije izazvane konzumiranjem lisnatog povrca

Ucestalost epidemija izazvanih konzumiranjem svezeg voca i povréa poslednjih godina belezi
stalni rast (Olaimat i Holley, 2012). Tome su doprinele promenjene navike u ishrani stanovni$tva
sa tendencijom rasta potroSnje svezeg ili minimalno preradenog voca i povréa, povecani UV0OZ
hrane, promene u primeni agrotehnic¢kih mera, kao i povecanje broja imuno - kompromitovanih
potrosaca. Medu mikroorganizmima koji se najce$¢e mogu preneti konzumiranjem svezeg
povréa su Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni,
Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica i Salmonella spp. (Beuchat, 2002). U lancu
prenosa patogenih bakterija konzumiranjem svezeg povrca, znafajno mesto zauzima lisnato
povrce Ciji se jestivi deo - lis¢e pre konzumiranja najcesée samo opere.

Prema podacima koje je objavila EFSA (2015) u periodu od 2007. do 2011. godine samo na
podrucju evropskih drzava (EFSA ¢lanica), konzumiranje hrane biljnog porekla je evidentirano
kao uzro¢nik kod 10% epidemija i 18% pojedinacnih slu¢ajeva od kojih je 8% hospitalizovano, a
8% se zavrSilo smrtnim ishodom. Kao najées¢i uzroénik ovih epidemija navode se Salmonella

lisnato povrce i zitarice. Tokom januara 2010. godine, prema navodima Ethelberg i sar. (2010), u
Danskoj je zabeleZena epidemija izazvana enterotoksigenim sojevima E. coli (ETEC), ¢iji je
izvor bila ,,Lollo bionda“ zelena salata gajena na otvorenom polju u Francuskoj. U Australiji
tokom 2016. godine dolazi do izbijanja dve epidemije izazvane salmonelama. U prvom slucaju
kao izvor epidemije navodi se zelena salata kontaminirana Salmonella Anatum sa zabelezenih
144 slucaja, a u drugom slucaju izvor zaraze su bile dinje kontaminirane Salmonella Hvittingfoss
sa zabelezenih 97 slucaja. Herman i sar. (2015), ukazuju da je u periodu od 1973. do 2012.
godine u Sjedinjenim ameri¢kim drzavama doslo do izbijanja 12714 epidemija, pri cemu je kod
606 (5%) epidemija izvor bilo povrée, od toga kod 162 epidemije kao uzrocnik se navodi lisnato
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povrée, a kod 444 epidemije salate od svezeg povréa. Kao jedan od razloga ucestalosti epidemija
izazvanih konzumiranjem salate i ostalog lisnatog povréa, moze biti Cinjenica da se ovo povrée
gaji u toplim 1 vlaznim uslovima koji pogoduju razvoju patogenih bakterija.

U tabeli 2.1. prikazan je pregled broja obolelih/umrlih usled konzumiranja svezeg povrca sa
akcentom na lisnato povrée, U periodu od 2006. do 2019. godine. Prema prikazanim podacima
kao najces¢i kontaminent identifikovana je E. coli i Salmonella spp.

Tabela 2.1. Pregled broja obolelih usled konzumiranja kontaminiranog svezeg povréa u periodu 2006-
2019 (preuzeto od lwu i Okoh, 2019)

N Broj
Vrst'a Bakter!JSk' obolelih/ Drzava Godina Referenca
povréa kontaminent i .
broj umrlih
Zelena STEC E. coli CDC, 2018
salata O157:H7 £e SIALD A
Lisnato E. coli CDCa, 2017
povrée O157:H7 251 SAD 2017
; D 2017
Spana¢ E. coli 199/3 SAD 2017 CDCb, 20
Zelena E. coli 34 Kanada 2017 CDCb, 2017
salata
Zelena ..
salata, E. coli 096 50 UK 2016 GO
) sar., 2017
krastavci
Zelena
salata, E. coli 096 50 UK 2014 PHE
krastavci
Zelena E. coli
el O157-47 58 SAD 2011 CDC, 2011
Zelena o i 0145 26 SAD 2010 CDC, 2010
salata
Zelena E. coli SAD, Warriner i
salata O157:H7 e Kanada AL sar., 2010
- Salmonella Elviss i sar.,
Bosiljak Spp. 32 UK 2008 2009
S : Salmonella 354 Evrona 2007 Denny i sar.,
panac spp. P 2007
. Salmonella Severna Pezzoli i
Bosiljak spp, >1 Amerika 2007 sar., 2007
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Nastavak tabele 2.1.
S 260 199/3 SAD 2006 CDC, 2006
panac 0157:H7 ’

SAD - Sjedinjene Ameri¢ke Drzave; UK - Ujedinjeno Kraljevstvo (Velika Britanija)

2.2.3. Salata (Lactuca sativa)

Prema istorijskim zapisima blagodeti ukusnih, a kako se kasnije ustanovilo i hranljivih listova
zelene salate, prvi su otkrili stari Egip¢ani, oko 3000 godina pre nase ere. U pocetku su je
smatrali svetom biljkom koju su koristili u verskim obredima, veruju¢i da pospesuje plodnost.
Vremenom je uvrstena U jelovnik faraona, da bi kasnije bila prihvaéena i u ishrani ,,obi¢nog™
sveta, koji ju je uzgajao u svojim okucénicama. Preko starog Egipta salata je dospela u Grcku,
odakle je preneta u Rim. Stari Latini dali su joj ime lactuca (,,mle¢na‘), zbog beliCaste te¢nosti
koja curi iz presecenih listova i, kao i stari Egipc¢ani, verovali su da uti¢e na potenciju i plodnost
(Odu i Okomuda, 2013). U zapisima Kolumele (,,oca agronomije), pominje se nekoliko sorti
zelene salate uz savete za njihovo uzgajanje, dok je jedan deo posveéen lekovitosti ove biljke
(Hedges i Lister, 2005). Povezanost salate sa religijom prisutna je i danas medu pripadnicima
naroda Yazidi na severu Iraka, kojima religija zabranjuje konzumiranje salate (Odu i Okomuda,
2013).

Salata je jednogodiSnja lisnata povrtarska vrsta iz familije Asteraceae - Glavocika i poreklo vodi
od divlje vrste Lactuca scariola. Koren ove biljke je mesnat i razgranat. Stabiljka je u
vegetativnoj fazi skracena, dok se u generativnoj fazi naglo izduzuje, te doseZe visinu do 1,2 m.
Lis¢e formira rozetu, pri ¢emu oblik, struktura i boja lis¢a variraju izmedu varijeteta. Kod
kultivisanih formi salate razlikuje se 5 varijeteta:

Lisnata salata - Lactuca sativa sub. sp. sekalina;

Salata za rezanje - Lactuca sativa var. acephala;

Glavicasta salata - Lactuca sativa var. capitata;

Rimska salata - Lactuca sativa var. romana sub. var. longifolia;

Sparglasta salata - Lactuca sativa var. angustana sub. var. asparagina (Mou, 2009).

ok wpneE

Medu najvece proizvodace salate ubrajaju se Kina, SAD i Evropske zemlje, sa udelom od 57%,
14% i 11% od celokupne svetske proizvodnje (Vella i sar., 2020).

U Republici Srbiji se najvise gaje glavicaste forme salate, unutar kojih se razlikuju dva tipa
kultivara:
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e Kristalka - glaviasta salata koja ima nazubljene i naborane listove sa izraZzenom
nervaturom;

e Maslenka (puterica) - glaviCasta salata sa vise ili manje glatkim listovima, ravnih ivica
(Purovka, 2008).

U savremenoj ishrani salata zauzima znacajno mesto zbog niske energetske vrednosti i visokog
sadrzaja bioloSki vrednih i zaStitnih materija kao $to su vitamini, minerali i organske kiseline
(jabu¢na, limunska, oksalna) (Gueye i Diouf, 2007). Prose¢an hemijski sastav zelene salate
prikazan je u tabeli 2.2.

Tabela 2.2. Osnovni hemijski sastav zelene salate (preuzeto od Tepi¢ Horecki, 2019)

Sadrzaj u g na 100 g jestivog dela u sveZem stanju

Ukupni

Voda Proteini Masti ugljeni Secer Vlakna
hidrati

92-97 0,8-1,6 Tr-0,5 2,2 1,1-2,2 0,3-1,4

Tr-u tragovima

Salata je bogata mineralima - kalijumom - K (ja¢a imunitet i blagotvorno deluje na nerve,
bubrege i srce), kalcijumom - Ca (deluje protivupalno i od izuzetne je vaznosti za kosti, misice,
nerve) i natrijjumom - Na zaduzenim za regulaciju vode u organizmu, a sadrzi veliku koli¢inu
vitamina A, B i C (tabela 2.3) (Titchenal i Dobbs, 2004).

Tabela 2.3. Prosecan sadrzaj vitamina i minerala zelene salate (preuzeto od Titchenal i Dobbs, 2004)

Bl BZ B3 Bg

C A (Tiamin)  (Riboflavin) (Niacin) (Folna Ca Fe
kiselina)
mg U mg mg mg Hg mg mg

3-33 40-2200 0,04-0,14 0,03-0,1 0,2-0,5 20-73 17-107  0,05-4,0

IU - Internacionalna jedinica

Organske kiseline u salati, kao $to su limunska i jabu¢na kiselina, igraju vaznu ulogu u percepciji
ukusa, modifikujuéi ukus Secera (limunska kiselina maskira, dok jabu¢na kiselina pojacava ukus
Secera) (Schifferstein 1 Fritjers, 1990). Laktukarijum, mle¢ni sok iz ,,srca” salate deluje kao blagi
analgetik, smiruje nerve i otklanja nesanicu, zahvaljujuci prisustvu dva seskviterpenska laktona.
Naziva se jo§ i ,,opijum zelene salate” (Wesotowska i sar., 2006). Ulje, koje se specijalnim
postupkom dobija iz semena ima Siroku primenu u arapskoj kuhinji, ali 1 u alternativnoj medicini
za leCenje rinitisa, astme, kaslja i drugih oboljenja (Katz i Weaver, 2003; Tepi¢ Horecki, 2019).

Studije su pokazale da je salata bogat izvor jedinjenja sa antioksidativnim efektom, kao $to su
fenoli, vitamin C, folati, karotenoidi i hlorofili, koji imaju idealna strukturna svojstva za
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uklanjanje slobodnih radikala koji nastaju kao produkt ¢elijskog metabolizma (Sulaiman i sar.,
2011).

Pored mnogobrojnih blagotvornih jedinjenja po ljudski organizam, salata sadrzi i potencijalno
Stetna jedinjenja - nitrate. Nitrati su sami po sebi netoksi¢ni po ljudski organizam, za razliku od
njihovih metabolita nitrita, azot oksida (NO) i N-nitrozo jedinjenja, koji uz pomo¢ crevnih
bakterija mogu obrazovati nitrozoamine, potencijalne uzro¢nike karcinoma gastrointestinalnog
trakta. Nitriti takode mogu oksidovati gvozde u hemoglobinu, pri ¢emu nastaje methemoglobin,
koji nema sposobnost vezivanja i prenosa kiseonika, te moze do¢i do hipoksije, odnosno
smanjenog dotoka kiseonika u celije i tkiva, §to ima za uzrok poremecéaj u funkcionisanju
organizma (Milos i sar., 2016).

Uobi¢ajenom praksom pripreme povréa, koja obuhvata pranje i eventualno ljustenje i termicku
obradu, koli¢ina nitrata se smanjuje, pa je stvarni unos manji od koli¢ine odredene u sirovom
povréu. Hrvatske agencija za hranu je tokom 2012. i 2013. godine sprovela istraZivanje na
podrucju Cetiri grada u Republici Hrvatskoj o prisustvu nitrata u vrstama povréa u kome je
najvisa dopustena koli¢ina propisana zakonom (spana¢, salata i rukola), ali i u onim vrstama za
koje ove vrednosti nisu propisane (kelj, blitva, kupus, brokoli i dr.). Rezultati njihovog
istrazivanja ukazali su da konzumiranje ovog povréa ima veci znacaj za ljudski organizam u
smislu zadovoljavanja potreba za gradivnim, energetskim i zaStitnim materijama, nego sto je
Stetni uticaj nitrata (Milos i sar., 2016).

2.2.4. Zemljiste kao izvor patogenih bakterija

ZemljiSte je osnovni rezervoar mikroorganizama u prirodi. Svojom aktivno$¢u, mikroorganizmi
omogucavaju kruzenje svih biogenih elemenata, ucestvuju u pedogenezi i odrZavaju plodnost
zemljiSta. U ukupnoj organskoj materiji zemljiSta mikroorganizmi su zastupljeni od 0,1 do 3%,
pri ¢emu njihova biomasa u proseku iznosi od 1 do 5 t po hektaru. U plodnom zemlji$tu ne radi
se samo o velikom broju vrsta, ve¢ i o visokom ukupnom broju. U mikrobnoj populaciji
zemljista najbrojnije su bakterije (10%-10%g zemljista), aktinomicete (107-10%/g zemljista) i gljive
(10°-10%g zemljista) (Puki¢ i sar., 2011). Poseban problem medu populacijom zemljisnih
mikroorganizama predstavlja prisustvo patogenih  bakterija, izazivaca alimentarnih
toksikoinfekcija. U najznacajnije patogene bakterije izazivace alimentarnih toksikoinfekcija
spadaju bakterije iz porodice Enterobacteriaceae, koje se putem izmeta Zivotinja i ljudi izlu¢uju
u spoljasnju sredinu, kontaminirajuci zemljiste, vodu i hranu (Winn i sar., 2006).

Do kontaminacije povrSinskih i dubljih slojeva zemljiSta patogenim bakterijama uglavnom dolazi
dubrenjem nekompostiranim stajskim dubrivom, upotrebom mikrobioloski neispravne vode
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(kako za navodnjavanje, tako i za pripremu razli¢itih preparata za prskanje useva), izmetom
divljih zivotinja, kao i neadekvatnim zbrinjavanjem leSeva Zivotinja (Sanchez i sar., 2012).

Dospevsi u zemljiste, patogene bakterije se suocavaju sa potpuno drugacijim uslovima zivotne
sredine u odnosu na uslove unutar domacina, gde su im obezbedeni optimalni uslovi za rast i
razmnozavanje. U ovakvim uslovima najces¢e opstaju formirajuci biofilmove. Adhezijom za
Cestice zemlje 1 sedimenta, uz formiranje biofilma, patogene bakterije mogu perzistirati vise od
godinu dana. Pored sposobnosti formiranja biofilma, prezivljavanje ovih patogena zavisi od
razli¢itih bioti¢kih (autohtona mikroflora zemljista) i abioti¢kih (vlaga, odnosno sadrzaj slobodne
vode, temperatura, pH, dostupnost hranljivih materija) faktora zemljista (Oliver i sar., 2006).
Sem navedenog, na sposobnost prezivljavanja uti¢u i genetske karakteristike soja, pokretljivost,
prisustvo somatskog O - antigena. Prema istrazivanjima Cools i sar. (2001), E. coli moze da
prezivi u zemljistu duze od 80 dana pri nizim temperaturama (25 °C) i veéoj vlaznosti (100%).
Za razliku od E. coli, S. Typhimurium moze preziveti u zemljistu oko 203 dana (Islam i sar.,
2004). Vrsta zemljista i njegove fizi¢ke i hemijske karakteristike kao $to su tekstura, raspodela i
veli¢ina Cestica u velikoj meri uti¢u na inkorporaciju i opstanak patogenih bakterija. Opstanak E.
coli ispitivan je u tri razli¢ita tipa zemljiSta: u peskovitom, ilovastom i peskovito - ilovastom, pri
¢emu su rezultati prezivljavaja i$li u prilog peskovitog zemljista (Cools i sar., 2001). Ispitivanja
Fongaro i sar. (2017) pokazala su da i S. Typhimurium duze opstaje u peskovitom zemljistu u
odnosu na ilovasto, $to moze biti povezano sa viSom pH vredno$c¢u i ve¢im sadrzajem organske
materije.

( \ w1 .
Ljudski i PovrSinski vodotokovi
zivotinjski Otpadne vode VOd.a g
. Jt Poplave navodnjavanje
izme
T Prirodno dubrivo e
ZlYOtlHJSkl Gnojnica/mulj Pol Joprll}(tedno
izmet Bioloske otpadne materije zemljiste
;A_/
) \ 4
Ljudi i ) ,
Zivotinje Sveze povrée
—

Slika 2.1. Putevi kontaminacije svezeg povréa patogenim bakterijama (preuzeto od Iwu i Okoh, 2019)

Primena organskih i neorganskih dubriva radi poboljSanja plodnosti zemljista deluje pozitivno na
opstanak patogenih bakterija u zemljiStu, jer predstavlja izvor mikronutrijenata kao §to su azot,
fosfor, sumpor, kalijum, magnezijum i kalcijum, koji su neophodni za njihov rast (Diacono i sar.,
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2010). Medutim, primena organskog dubriva moze imati negativan uticaj na opstanak patogena u
zemljiStu, Sto se objasnjava time da autohtoni mikroorganizmi uneti organskim dubrivom
predstavljaju konkurenciju u koriS¢enju ograni¢enih resursa hranljivih materija. Prezivljavanja
salmonela u uzorcima zemljista pokazala su da su najkraée opstale salmonele u zemlji
obogacenog stajskim dubrivom, nesto duze one u netretiranom uzorku, dok su najduze opstale u
sterilisanom zemljistu (Garcia i sar., 2010).

Kontaminirano zemljiS§te moze biti izvor kontaminacije biljaka (slika 2.1). Sem zemljistem, do
kontaminacije biljaka patogenim bakterijama moze doé¢i i upotrebom nekompostiranog ili
nepravilno kompostiranog dubriva, mikrobioloski neispravne vode za navodnjavanje i pripremu
preparata za prskanje, izmetom ptica, glodara i raznih drugih domacih i divljih Zivotinja.
Vazdusne struje i vetrovi, kapljice vode za navodnjavanje, jake kiSne padavine ili poplave mogu
biti prenosnici Cestica kontaminiranog zemljiSta do nadzemnih delova biljaka (Allende i sar.,
2017).

Ruke radnika koje dolaze u kontakt sa plodovima povréa predstavljaju potencijalne tacke
unakrsne kontaminacije tokom berbe, pakovanja, prerade i distribucije do potrosaca. Time biljke
postaju vektori prenosa patogena na ljude. Prema Evropskoj agenciji za bezbednost hrane
(EFSA, 2015), konzumiranje hrane biljnog porekla bilo je uzrok izbijanja vise od 10%
epidemija, pri ¢emu se ¢ak kod 4,4% kao uzro¢nik navodi povrce, sokovi i sli¢ni proizvodi.
Salate od svezeg povréa, lisnato povrée kao Sto je spana¢ i kupus kao i1 sveze zaCinsko bilje
Svetska zdravstvena organizacija (WHO, 2008) svrstala je u namirnice visokog rizika po ljudsko
zdravlje. Uprkos tome S§to se radi o visoko riziénim namirnicama, potro$nja svezeg povrca
poslednjih 20 godina belezi stalni rast (Olaimat i Holley, 2012).

2.2.5. Kolonizacija i mehanizam vezivanja patogenih bakterija za biljku

2.2.5.1. Kolonizacija biljaka patogenim bakterijama

U zavisnosti od puta prenosa (voda, stajsko dubivo, nepravilno rukovanje), patogene bakterije
mogu dospeti u rizosferu (zona korena) i filosferu (nadzemni deo) biljke. Rizosfera sadrzi
eskudate korena, gde spadaju jedinjenja koja se oslobadaju kao produkt ¢elijskog metabolizma ili
nastaju posle lize biljnih cCelija. Glavna supstanca eskudata korena je sluz sastavljena od
hidriranih polisaharida, organskih kiselina, vitamina i aminokiselina, $to predstavlja odli¢nu
podlogu za rast mikroorganizama. Sluz vezuje vodu i na taj na¢in omogucava formiranje dobro
hidriranog okruZenja rizosfere koje omoguc¢ava opstanak 10° do 10° mikrobne populacije na 1 g
korena (Hallmann i sar., 2001). Neke bakterije koje kolonizuju povrSinu korena mogu da
migriraju u vaskularni parenhim kroz ksilemske provodne sudove u gornje delove biljke (Klerks
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i sar., 2007). Za razliku od rizosfere, hranljivih sastojaka na povrsini biljke koji uglavhom potic¢u
od eskudata epidermalnih ¢elija nema dovoljno i njihova raspodela je vrlo heterogena. Pored
toga filosfera biljaka je izlozena promenljivim i za mikroorganizme stresnim faktorima
spoljasnje sredine, koji su direktno zavisni od atmosferskih prilika, kao i suncevom UV zracenju,
pa je prose¢an broj mikroorganizama koje je naseljavaju niZi u odnosu na rizosferu i iznosi 10°
do 10 na 1 g lista (Hallmann i sar., 2001).

Dospevsi na povrSinu biljke, patogene bakterije razvijaju mehanizam odbrane od nepovoljnih
uslova ili kolonizuju mesta koja su zasti¢ena od nepovoljnih uticaja spoljasnje sredine kao $to su
stome (Beattie i Lindov, 1999).

Kolonizacija biljnog tkiva bakterijama moze biti epifitna i endofitna. Epifitna kolonizacija
predstavlja naseljavanje nadzemnog dela biljke. Razlikuju se slucajna i stalna epifitna mikroflora
(Jarak i Colo, 2007). U sastav stalne epifitne mikroflore najéesce ulaze vrste rodova Alcaligenes,
Flavobacterium, Achromobacter, Micrococcus, koliformne i bakterije mle¢ne kiseline (Allende i
sar., 2017). Slucajna epifitna mikroflora moze biti sastavljena od humano patogenih bakterija,
kao sto je E. coli i vrste roda Salmonella, koje dospevaju do biljke i kolonizuju je kao svog
sekundarnog domacina. Sposobnost kolonizacije, razmnozavanje i prodiranje bakterija na i
unutar biljnog tkiva zavisi kako od osobina bakterija, tako i od biljne vrste, starosti biljke i vrste
biljnog tkiva, kao i od faktora spoljasnje sredine (temperatura i vlaznost) (Merget i sar., 2019).

Razlicite sorte iste biljne vrste odlikuje varijabilnost povrSine lis¢a u pogledu sadrzaja
povrsinskih fenola, proteina, Secera, voska, gustine stoma, §to sve moze da olakSa ili ometa
vezivanje patogenih bakterija za biljku (Hunter i sar., 2015). Ispitivanja Hunter i sar. (2015), su
pokazala znatno veci stepen vezivanja Salmonella Senftenberg za starije listove tri razlicite sorte
salate kod kojih je uocena manja gustina stoma u odnosu na mlade listove. Rezultati Brandl i
Amundsona (2008), ukazuju da su lisni nervi i predeo izmedu nerava lista, kao i okolina stoma
deo koji bakterije kolonizuju u najveéem procentu, bez obzira na starost lista. Ovi delovi lisne
povrSine predstavljaju svojevrsne zastitne nise, U kojima su bakterijske ¢elije delimi¢no zasti¢ene
od nepovoljnih uslova spoljasnje sredine. U skladu sa ovim, §to je hrapavost lisne povrSine veca,
u vecoj meri je podlozna za kolonizaciju patogenim bakterijama, $to su pokazali rezultati
ispitivanja adhezije E. coli O157:H7 na listove razli¢itih sorti spanaca izvedeni od strane
Macarisin i sar. (2014). S druge strane, prisustvo vancelijskih struktura na povr$ini bakterijske
¢elije kao Sto su fimbrije, pile 1 flagele, sem $to utice na hidrofobnost i naelektrisanje bakterijske
¢elije, u velikoj meri utice i na sposobnost i jainu vezivanja bakterija za biljne povrsine (Ryu i
sar., 2004). Bakterije sa ve¢im hidrofobnim karakteristikama ja¢e se vezuju za kutikulu,
hidrofobni sloj na biljnim povrS§inama koji se sastoji od masnih kiselina, polisaharida i voska
(Patel i Sharma, 2010). Kolonizacija biljaka patogenim bakterijama zavisi i od serotipa. Rezultati
ispitivanja Patel i Sharma (2010), pokazuju da je kolonizacija listova kupusa i zelene salate od
strane Salmonella Tennessee sa aspekta broja vezanih ¢elija, veéa u odnosu na ostale serotipove
salmonela. Uticaj epifitne mikroflore na kolonizaciju biljke patogenim bakterijama ispitivali su
Lopez-Velasco i sar. (2012), koji su poredili stopu rasta E. coli O157:H7 na listu spanaca u
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zajednici sa epifitnim bakterijama koje inhibiraju rast ove patogene bakterije. Zakljucili su da je
najznacajnije inhibitorno delovanje pokazala Paenibacillus polymyxa. Ova filosferna bakterija
inhibirala je rast E. coli ¢ija je brojnost u zajednici iznosila 7,27 log cfu/ml nakon 48 ¢asova, U
odnosu na 10,04 log cfu/ml kontrole.

Endofitna kolonizacija biljaka predstavlja prodiranje patogenih bakterija u biljna tkiva kao §to su
epidermalne i endodermalne (kortikalne) ¢elije, ekstracelularni i1 intracelularni prostor. Smatra se
da bakterije dospevaju u biljku kroz pukotine u epidermisu ili napukline koje su rezultat izbijanja
lateralnih korenova (Cooley i sar., 2006).

Epifitna i endofitna kolonizacija biljaka patogenim bakterijama moze da protekne bez vidljivih
spoljasnjih promena, kao $to su pokazali rezultati ispitivanja ciljane kontaminacije salate sa E.
coli O157:H7 koje su sproveli Thilmoni i sar. (2006). Nasuprot navedenom, prema rezultatima
ispitivanja Schikora i sar. (2008), kontaminacija salate salmonelama dovela je do vidljivih
promena u vidu zakrzljalog rasta i zutih mrlja na listovima, uz slabije razvijen korenov sistem
Ovo se moze objasniti jaCom indukcijom biljnog imunog odgovora od strane E. coli O157:H7,
odnosno suzbijanjem biljnog imunog odgovora od strane salmonele (Lim i sar., 2014).

2.2.5.2. Faktori adherencije patogenih bakterija

Rezultati razli¢itih studija pokazali su da povrSinske strukture bakterija kao $to su flagele,
fimbrije i pili predstavljaju strukturne adhezione komponente, tzv. faktore adherencije, i imaju
vaznu ulogu u njihovom vezivanju za bioti¢ke i abioticke povrSine, a doprinose i njihovoj
patogenosti (Kroupitski i sar., 2009; Lapidot i Yaron, 2009). Flagele su dugacke (20 um), tanke
povrsinske strukture proteinske prirode koje obezbeduju pokretljivost bakterijama (Wiedemann i
sar., 2015). Pri vezivanju/adheziji salmonela i E. coli za povrSinu biljaka njihova je uloga
kontradiktorna. Brisanjem gena fliC odgovornog za kodiranje podjedinice flagela kod E. coli
O157:H7 i S. Senftenberg dovelo je do smanjenog vezivanja na povrsinu listova spanaca i salate
(Xicohtencatl - Cortes i sar., 2009) i na povrsinu listova bosiljka (Berger i sar., 2009), ali brisanje
istog gena kod S. Typhimurium nije uticalo na njeno vezivanje za listove salate (Berger i sar.,
2009). Tanke agregativne fimbrije - tafi ili kovrdzave fimbrije - kurli (eng. curli) su amiloidne
strukture proteinske prirode na ¢ijem se vrhu nalaze adhezini koji pokazuju afinitet prema
razli¢itim molekulima ugljenih hidrata (Yaron i Romling, 2014). Sastavljene su od jedne
subjedinice proteina fimbrina (eng. curlin) koja formira filamente S$irine 2-7 nm. Tanke
agregativne fimbrije omogucavaju adheziju bakterijskih celija za razli¢ite povrSine, stvaranje
agregata i formiranje biofilma. Temperatura je jedan od kljucnih faktora za sintezu fimbrija. Kod
vecine laboratorijskih sojeva E. coli i sojeva salmonela sinteza fimbrija se odvija na temperaturi
nizoj od 30 °C (Arnqvist i sar., 1992; Bokranz i sar., 2005). Medutim, kod veéine klini¢kih
izolata E. coli, ukljucujuéi uzro¢nike sepse, kao i kod S. Typhimurium, do sinteze fimbrija moze
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dodi i na temperaturi od 37 °C (Bian i sar., 2000). Ekspresija gena odgovornih za njihovu sintezu
kodirana je aktivacijom glavnog transkripcionog regulatora csgD (eng. curli subunit genes)
(Robinson i sar., 2006). Mutacije glavnog transkripcionog regulatora csgD mogu rezultirati
sojevima kod kojih dolazi do sinteze fimbrija nezavisno od temperature (ROmling i sar.; 1998;
Uhlich i sar., 2001). Pored temperature, i ostali uslovi sredine uticu na sintezu fimbrija.
Mikroaerofilni uslovi, odsustvo soli, nedostatak hranljivih materija stimuliSu sintezu fimbrija
(Barnhart i sar., 2006). Pored tankih agregativninh fimbrija, mnogi pripadnici porodice
Enterobacteriaceae poseduju fimbrije tipa 1, koje takode imaju vaznu ulogu u adherenciji za
razli¢ite povrsine. Utvrdena je njihova uloga u vezivanju azot fiksiraju¢ih sojeva Klebsiella spp.
za koren biljke Poa pratensis (Haahtela i sar., 1985).

U tabeli 2.4. prikazano je koji su geni odredene patogene bakterije odgovorni za ekspresiju
strukturnih adhezionih komponenti koji igraju klju¢nu ulogu za vezivanje datog patogena za
navedenu vrstu povréa.

Tabela 2.4. Geni odgovorni za vezivanje Salmonella spp. i E. coli za razlicite vrste povréa (preuzeto od

Yaron i Romling, 2014)

. Patogena .
Geni Uloga bakterija Vrsta povréa Referenca
. S. Newport, S. . Barak i sar.,
adrA Sinteza celuloze Enteritidis Klice lucerke 2007
bcsA Sinteza celuloze S. Enteritidis Klice lucerke Bargléol;, ar.
bcsC Sinteza celuloze  S. Typhimurium  plod paradajza Sha;/\(/)ifar.,
csgB/csgD Smtizea:l]‘;(r;térua : S. Newport klice lucerke Bargléols ar.,
CsgA (agfA) Smtiﬁj;glzma ' E. coli O157:H7 klice lucerke Torrzegolssar.,
Sinteza fimbrijai E.coliK-12, E. L
csg (agfA) celuloze coli O157:H7 lisée salate Fink i sar., 2012
csgA/bcsA Smteczea;l]‘;g;térua ' s Typhimurium lis¢e perSuna Laplggéé sar.,
csgB/bcsA Slnteczealll]‘;cr;te)rua ' S. Enteritidis Klice lucerke Barglg(;; ar.
csgD (agfD) Smteczea;l]‘;g;térua ' E. coli 0157:H7 Klice lucerke Torrzegolssar.,
liS¢e spanaca i Xicohtencatl -
fliC Flagele E. coli O157:H7 p Cortes i sar.,
salate
2009
. S. Typhimurium, o Berger i sar.,
fliC Flagele . Senftenberg lis¢e bosiljka 2009
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Nastavak tabele 2.4.
flic Flagele S. Senftenberg plod paradajza Sha;/\(/)ilsar.,
fliC/fliB Flagele S. Typhimurium  plod paradajza Shag\(/)ilsar.,
escN T3SS E.coli 0157:H7 ligée rukole Sha;"(’)ifar"
espB T3SS E.coli O157:H7  lisée rukole Sha;"(’)ilsar"
membranski . ) . Torres i sar.,
ompA orotein E. coli O157:H7 Klice lucerke 2005
rpoS sigma faktor S. Newport Klice lucerke Barak i sar.,
2005
sinteza poli-B- .
pgaC 1,6-N- E. coli O157:H7 Klice lucerke Matthysse i sar.,
: . 2008
acetilglukozoamin
waal sinteza LPS E. coli O157:H7 Klice lucerke Matthgg;gl s,
sinteza kolanske . ) . Matthysse i sar.,
wcaD kiseline E. coli O157:H7 Klice lucerke 2008
sinteza kolanske - . Barak i sar.,
wcaJ Kiseline S. Enteritidis Klice lucerke 2007
membranski E.coliK-12, E. .
ycfR orotein coli O157-H7 lis¢e salate Fink i sar., 2012
ofR membranski S. Typhimurium, litée spanaca Salazar i sar.,
y protein S. Saintpaul p 2013
yhjN sinteza celuloze  E. coli O157:H7 klice lucerke Matth%’g;%' sar.,
yidE faktor adherencije E. coli O157:H7 Klice lucerke Torrze('Jsolssar.,
G protein unutrasnje  S. Typhimurium, lisée spanaca Salazar i sar.,
yig membrane S. Saintpaul P 2013
kapsularni O - Xicohtencatl -
yihO psuk S. Enteritidis klice lucerke Cortes i sar.,
antigen 2009

LPS - lipopolisaharid; T3SS - sekretorni sistem tipa I11

Nakon vezivanja za povrsinu biljke, bakterije pocinju da se razmnozavaju formirajuci
mikrokolonije koje se mogu razviti u biofilmove. Formiranje mikrokolonija praceno je sintezom
ekstracelularnih polimera, od kojih je najzastupljenija celuloza, koja ima vaznu ulogu u
formiranju biofilmova. Ispitivanja Lapidot i Yaron (2009), pokazala su da je vezivanje salmonela
za sveze povrée omoguceno sintezom fimbrija i celuloze.
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Strukturne adhezione komponente bakterija u kombinaciji sa ekstracelularnim polimerima
odreduju hidrofobnost povrSine bakterijske Celije (Zita i Hermansson, 1997). Hidrofobnost
povrsine u velikoj meri uti¢e na vezivanje salmonela i E. coli za bioticke i abioticke povrSine
(Palmer i sar., 2007). Istrazivanja Ukuku i Fett (2006) koji su ispitivali efekat hidrofobnosti na
vezivanje E. coli O157:H7, ne-hemoragi¢nih sojeva E. coli, Salmonella spp. i L. monocytogenes
za koru dinje pokazali su da postoji linearna korelacija izmedu jacine vezivanja i hidrofobnosti
povrsine ¢elija.

2.2.6. Odgovor biljaka na napad patogenih bakterija

Imuni odgovor na napad patogena kod biljaka bitno se razlikuje u odnosu na zivotinje, zato §to
biljke ne poseduju steCeni imunitet, ve¢ svaka biljna ¢elija poseduje urodeni imunitet, 0dNoOsSNo
samostalno reaguje, a i samo mesto infekcije Salje sistemske signale na koje reaguju biljne éelije
(Jones i Dangl, 2006). Odgovor biljaka na napad patogenih bakterija moze se odvijati preko
receptora na povrsini biljne ¢elije (eng. pattern recognition receptors, PRRs), koji prepoznaju
molekule karakteristi¢ne za razli¢ite patogene (eng. microbial or pathogen-associated molecular
patterns, MAMPs ili PAMPs), sto dovodi do imuniteta podstaknutog PAMP molekulima (eng.
PAMP-triggered immunity, PTI), ili preko receptora tipa NB-LRR (eng. nucleotide binding
leucine rich repeat, NB-LRR) koji se nalaze u citoplazmi biljne c¢elije i koji prepoznaju
efektorske molekule patogena, $to aktivira drugi tip imunog odgovora biljaka, koji je podstaknut
efektorima (eng. effector-triggered immunity, ETI) (Nirnberger i Brunner 2002; Tsuda i Katagiri
2010).

PAMP molekuli kao §to je flagelin, peptidoglikan i lipopolisaharidi, prisutni su kod patogenih
bakterija. Prepoznavanje molekularnih obrazaca patogenih bakterija od strane biljnih ¢elija
(MAMP) moZe inicirati odbrambeni odgovor biljke (PTI) u vidu suZavanja otvora stoma, sinteze
odbrambenih enzima ili antimikrobnih supstanci kao $to su etarska ulja i lucenje reaktivnih vrsta
kiseonika (ROS) (Holt i sar., 1999).

NB-LRR proteini mogu prepoznati molekule patogena nazvane faktori avirulencije, koji se
nazivaju efektorski molekuli, odnosno efektori (Boller i Felix 2009) i aktivirati biljne
odbrambene mehanizme. S druge strane, patogene bakterije mogu suzbiti imuni odgovor biljke
aktiviranjem gena odgovornih za toleranciju na oksidativni stres i antimikrobnu rezistenciju.

Kao $to je napred navedeno, u odbrambeni odgovor biljaka na napad patogenih bakterija
uklju¢ene su dve grupe receptora (PRR i NB-LRR receptori), koji su proteinski produkti
odredenih biljnih gena ¢iji mehanizam regulacije ekspresije jo$ nije potpuno istrazen. Ukoliko je
regulacija ekspresije tih gena pravilna, dolazi do sinteze odgovarajucih biljnih receptora za
prepoznavanja patogenih bakterija i zaustavljanja napada patogena, dok nepravilna regulacija

23



Doktorska disertacija Ana Varga

ekspresije istih gena moze pokrenuti autoimuni odgovor biljaka u odsustvu patogena i zaustaviti
rast biljke (Li i sar., 2012). PTI i ETI daju sli¢ne odgovore, no ipak je imuni odgovor biljke
zasnovan na prepoznavanju efektorskih molekula patogena (ETI) jaci i brzi i moze dovesti do
¢elijske smrti. Ovaj tip imunog odgovora biljke poznat je kao hipersenzitivni odgovor (eng.
hypersensitive response, HR) (Dodds i Rathjen, 2010).

2.3. Biofilm

2.3.1. Definicija biofilma

lako se uobic¢ajeno kultivisanje bakterija u te¢noj podlozi naj¢eS¢e koristi za proucavanje
patogenosti i fizioloskih osobina bakterija, u prirodi je planktonski rast ¢iste kulture retka pojava.
Proucavanjem opstanka mikroorganizama u raznovrsnim prirodnim stanistima ustanovljeno je da
vecina mikroorganizama opstaje pri¢vrséena za podloge u vidu biofilmova, a ne kao slobodni
organizmi (lvanovi¢ i Vucéeti¢, 2006).

Biofilm se definise kao sesilna zajednica mikroorganizama ireverzibilno povezanih sa
supstratom i medusobno, i uklopljenih u vanéelijski matriks polisaharidnih polimera koji su same
stvorile, a ispoljavaju izmenjen fenotip usled promenjene brzine razmnozavanja i transkripcije
gena koje se ne uocavaju kod planktonskih ¢éelija (Costerton i sar., 1995).

lako prilikom formiranja biofilma dolazi do ireverzibilnog vezivanja za supstrat, biofilm nije
nepokretna zajednica celija, ve¢ je to jedna funkcionalna zivotna zajednica u kojoj postoji visok
stepen organizovanosti 1 aktivnosti, kao 1 medusobne zastite. Biofilm moze biti formiran od
jedne vrste bakterija, Sto je redak slucaj u prirodnom okruzenju, ili ga mogu formirati vise
bakterijskih vrsta, $to je mnogo ¢eséi slucaj. Bez obzira da li su sastavljeni od jedne ili viSe vrsta
bakterija, biofilmovi se razvijaju po obrascima visecelijskog, odnosno kolektivnog ponasanja
(Watnick i Kolter, 2000).

2.3.2. Faze formiranja biofilma

Proces formiranja biofilma od momenta kontakta bakterijske ¢elije sa povrSinom do formiranja
zrelog biofilma sastoji se od nekoliko faza (slika 2.2):

e Vezivanje bakterija za povrsinu (reverzibilno i ireverzibilno vezivanje) (1,2);

24



Doktorska disertacija Ana Varga

e Formiranje mikrokolonija (3);
e Sazrevanje (maturacija) biofilma (4);
e Disperzija (osipanje) biofilma (5) (Milanov, 2008).

Slika 2.2. Faze formiranja biofilma i disperzija zrelog biofilma (preuzeto od Stoodley i sar., 2002)

Razumevanje mehanizama formiranja biofilma od klju¢ne je vaznosti za iznalazenje metoda za
prevenciju njihovog nastanka i uklanjanje ve¢ formiranih biofilmova.

2.3.2.1. Vezivanje bakterija za povrSinu

Prvi korak kojim se omogucava vezivanje bakterija za neku povrsinu, a time i posledi¢no
formiranje biofilma je kondicioniranje povrSine organskim i neorganskim materijama iz okoline,
¢ime se formira tzv. kondicioni sloj, koji menja prvobitne fizi¢ko-hemijske osobine povrsine i
omogucéava adherenciju bakterija. Ovaj sloj ujedno predstavlja izvor hranljivin materija za
bakterije (Donlan, 2002).

Vezivanje bakterija za povrSinu zavisi od Celijske pokretljivosti i moze biti aktivno ili pasivno.
Pasivno vezivanje nastaje delovanjem sile gravitacije, difuzijom i dinamikom te¢nosti, dok je
aktivno vezivanje posredovano prisustvom struktura na povrsSini éelije bakterija, kao $to su
flagele, pili, adhezini, proteini, lipopolisaharidi i kapsule (Milanov i sar., 2008).

Sam proces vezivanja sastoji se iz dve faze. U prvih nekoliko sekundi (5-30 s) dolazi do slabog
reverzibilnog vezivanja - adhezije planktonskih c¢elija bakterija, a koje je posredovano
hidrofobnim interakcijama, van der Waals-ovim i elektrostatickim silama (Boland i sar., 2000;
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Tarver, 2009). Adhezija zapravo predstavlja fazu spajanja (eng. docking stage), na koju u velikoj
meri uticu privlacne i1 odbojne sile koje istovremeno deluju izmedu bakterijske ¢elije 1 povrSine
(Dunne, 2002). U ovoj fazi bakterije se mogu lako ukloniti sa povrsine ispiranjem.

U drugoj fazi, tzv. fazi zakljucavanja (eng. locking phase), kada sile privlacenja postanu jace od
sila odbijanja, moze do¢i do jakog ireverzibilnog vezivanja bakterija za supstrat, koje je praceno
gubitkom sposobnosti kretanja bakterija. Vancelijske povrSinske strukture (flagele, fimbrije i
pile) imaju glavnu ulogu u savladavanju sila odbijanja. Ireverzibilno vezivanje je praceno
sintezom ekstracelularne polimerne supstance (EPS), nazvane jos i glikokaliks, odnosno matriks
biofilma (Laus i sar., 2005). Preko EPS bakterijsko vezivanje za supstrat ukljucuje sile kratkog
dometa kao $to su dipol-dipol interakcije, kovalentne, vodoni¢ne i jonske veze (Milanov i sar.,
2008; Bazaka i sar., 2011).

2.3.2.2. Formiranje mikrokolonija

Nakon ireverzibilnog vezivanja za povrsinu dolazi do umnozavanja bakterijskih ¢elija uz stalnu
produkciju EPS, ¢ime su stvoreni uslovi za formiranje mikrokolonija. Mikrokolonije su osnovne
organizacione jedinice biofilma. U njima su ¢elije medusobno povezane intercelularnim vezama,
okruzene EPS koja ih povezuje medusobno i za povrSinu. Formiranjem mikrokolonija povecava
se gustina bakterijske populacije i da bi ova visecelijska zajednica opstala, dolazi do
meducelijske komunikacije produkcijom signalnih molekula nazvanih autoinduceri (Al), a sama
pojava je nazvana ,,Quorum sensing“ (Waters i Bassler, 2005).

2.3.2.3. ,,Quorum sensing*

,,Quorum sensing“ se moze definisati kao minimalna koncentracija ¢elija u biofilm populaciji
koja je neophodna da bi doSlo do zajedniCke ekspresije gena pod ¢ijim uticajem nastaje
koordinisani odgovor na promene uslova spoljasnje sredine. Fenomen meducelijske
komunikacije u biofilmu - ,,quorum sensing* odvija se u nekoliko faza:

e Sinteza malih biohemijskih signalnih molekula unutar ¢elije (1);

e Otpustanje signalnih molekula iz bakterijske ¢celije, bilo aktivnim transportom ili pasivno
(2);

e Prepoznavanje signalnih molekula specificnim receptorima (3);

e Promene u genskoj regulaciji i transkripcija gena (4) (slika 2.3) (Sifri, 2008).
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Bakterije produkuju i ispusStaju hemijske signalne molekule, tzv. ,autoinducere” (AI) Koji
slobodno difunduju kroz ¢elijsku membranu. Vancéelijska koncentracija signalnih molekula raste
sa povecanjem gustine bakterijskih ¢elija (Miller i Bassler, 2001).

Signalni molekuli mogu biti razli¢ita hemijska jedinjenja koja se razlikuju kod gram-pozitivnih i
gram-negativnih bakterija. N-acetil-homoserin lakton (AHL) ili autoinducer-1 (Al-1) je
identifikovan kod gram-negativnih bakterija, autoinducerski polipeptidi (Al-P) kod gram-
pozitivnih bakterija, a autoinducer-3/epinefrin/norepinerine (Al-3/epi/norepi) kod nekih vrsta
enterobakterija (Waters i Bassler, 2005).

autoinducer / autoinduktor

a autoinducer / autoinduktor b -
@ ®o_o ©_0
® O - o 0g © ° [ Dl
2) o X3
@
® / =) ! 3)
® o’ %o
D i o
Lux! Luxl / 4
transcription / ‘ ) transcription /
transkripcija gena transkripcija gena
2N PRIV
target gene / target gene /
ciljni gen ciljni gen

low cell density / populacija male gustoce high cell density / populacija velike gustoce

Slika 2.3. Mehanizam ,,quorum sensing® sistema: sinteza signalnih molekula unutar Celije (slika a - 1);
otpustanje signalnih molekula van ¢elije (slika a - 2); transkripcija gena (slika b - 4); Luxl - autoinduktor
sintaza (slika a - 1); LuUxR - autoinduktorski receptor (slika b - 3) (preuzeto od Plancak i sar., 2015)

Tip ,,quorum sensing® sistema, koji je regulisan Lux I/R homolozima i AHL autoinduktorskim
molekulom, javlja se kod razli¢itih bakterijskih vrsta kao vid komunikacije unutar iste vrste
(Plancak 1 sar., 2015).

S obzirom da su u prirodnim uslovima biofilmovi najcesc¢e formirani od vise bakterijskih vrsta,
od sustinske vaznosti je bilo rasvetliti na¢in meducelijske komunikacije u takvim zajednicama. S
tim u vezi, i kod gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija identifikovan je univerzalni
autoinducer (S)-4,5-dihidroksi-2,3-pentandion ili autoinducer-2 (Al-2), Kkoji omoguéava
komunikaciju izmedu razli¢itih bakterijskih vrsta. Prvi put je otkriven kod bakterije Vibrio
harveyi. Za produkciju autoinducera-2 odgovoran je gen luxS Vibrio harveyi, koji kodira enzim
sintazu. Geni sli¢nih sekvenci identifikovani su i kod drugih gram-pozitivnih i gram-negativnih
bakterija (DeKeersmaecker i Vanderleyden., 2003).
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2.3.2.4. Maturacija (sazrevanje biofilma)

Nakon $to se bakterijske Celije ireverzibilno vezu za supstrat, dolazi do sazrevanja (maturacije
biofilma). Maturacija je rezultat stalne adherencije novih planktonskih ¢elija u kombinaciji sa
kontinuiranim rastom ve¢ vezanih celija, Sto na kraju rezultira trodimenzionalnom strukturom
zrelog biofilma. Dostizanje stadijuma zrelog biofilma podlozno je uticaju raznih spoljasnjih i
unutrasnjih faktora. Pri uslovima kontinuiranog dotoka hranljivih materija, biofilm se formira
brzo, pa se nakon 24 h moze razmatrati kao zreo (Deibel i Schoeni, 2003). Zreli biofilm se sastoji
od ¢elija mikroorganizama Sa udelom 15-20%, a ostatak ¢ini ekstracelularni matriks (ECM), koji
predstavlja svojevrsno utoCiSte za bakterije, Stite¢i ih od iznenadnih promena uslova spoljasnje
sredine. 1z ovih razloga je lako razumeti zasto bakterije preferiraju zivot u biofilmu u odnosu na
planktonski oblik (Watnick i Kolter 2000; Flemming i Wingender 2010). Unutrasnjost biofilma
je ispresecana vodenim kanalima koji se mestimi¢no otvaraju na povrsini. Od vitalnog su
znacaja, jer omogucavaju difuziju hranljivih materija i kiseonika, kao i uklanjanje otpadnih
produkata metabolizma ¢elija uklopljenih u biofilm. Medutim, rast bakterijskog biofilma nije
beskonacan proces, ve¢ je ograni¢en dostupnoS¢u hranljivih materija, njihovom perfuzijom do
bakterijskih ¢elija, kao 1 uklanjanjem produkata metabolizma ¢elija (Milanov i sar., 2008).

Sazrevanjem biofilma uz formiranje ¢elijskih aglomerata menjaju se uslovi okoline za ¢elije koje
se nalaze na povrsini u odnosu na ¢elije koje se nalaze u dubljim slojevima biofilma, $to dovodi
do razlika u njihovoj metabolickoj i reproduktivnoj aktivnosti. Fizioloski status celija koje se
nalaze u gornjim delovima biofilma slic¢an je kao kod planktonskih celija, jer lakSe dolaze do
hranljivih materija i kiseonika i lako se oslobadaju produkata metabolizma. S druge strane, dotok
hranljivih materija i kiseonika do ¢elija koje se nalaze u dubljim slojevima biofilma je otezan, a
zbog manjka kiseonika ovde vladaju anaerobni uslovi (Stewart i Franklin, 2008). Smatra se da
kada biofilm dostigne debljinu od 10-25 um uslovi u njegovoj osnovi (sloju najblizem supstratu)
postaju anaerobni (Hamilton, 1987).

2.3.2.5. Ekstracelularni matriks

Ekstracelularni matriks predstavlja osnovnu komponentu biofilmova u koju su uklopljene
mikrokolonije bakterija, medusobno odvojene vodenim kanalima. Kod vecine bakterijskih
biofilmova, ECM je glavna komponenta koja ¢ini 90% mase biofilma, dok mikroorganizmi
predstavljaju manje od 10%. Ekstracelularni matriks je visoko hidrirana supstanca koja se pored
vode sastoji od egzopolimera i ostalih produkata ¢elijske aktivnosti, kao $to su enzimi, lizirane
¢elije, adsorbovani molekuli iz okoline. Od egzopolimera najvise su zastupljeni polisaharidi,
proteini, nukleinske kiseline, lipidi (Donlan i Costerton, 2002). Prisustvo enzima koji su sastavni
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deo matrikasa biofilma dovodi do razgradnje pojedinih komponenti matriksa, $to za pojedine
¢elije moze biti izvor hranljivih materija, dok je za druge put izlaska iz biofilm zajednice
(Allison, 2003). Sastav ECM je promenljiv i s obzirom da je produkt ¢elijske aktivnosti, zavisi
od unutra$njih (genotip bakterija) i spoljasnjih faktora, koji ukljucuju fizicko-hemijske uslove
okoline (Flemming i Wingender, 2010). Kod gram-negativnih bakterija ECM se prvenstveno
sastoji od neutralnih i polianjonskih polisaharida, dok je kod gram-pozitivnih bakterija sastavljen
uglavnom od katjonskih polisaharida (Flemming i sar., 2000; Sutherland, 2001).

Uloga matriksa biofilma je visestruka. Matriks je taj koji daje stabilnost i strukturu biofilmu,
omogucava adheziju i agregaciju bakterijskih celija za bioti¢ke i abioticke povrSine, omogucava
koheziju biofilma, uc¢vrséujuci ga za povrsinu i ¢ine¢i ga mehanicki stabilnim, sluzi kao izvor
hranljivih materija omogucavaju¢i akumulaciju hranljivih materija iz spoljasnje sredine,
omogucava eliminaciju S$tetnih produkata ¢elijskog metabolizma, a omogucava 1 brojne
meducelijske interakcije, ukljucujuéi i horizontalni transfer gena. Ipak, jedna od vaznih uloga
matriksa biofilma, ako ne i najvaznija za opstanak bakterija u razli¢itim ekosistemima, je zastitna
uloga kojom stiti bakterije od isusivanja, dejstva biocida, antibiotika, teskih metala, UV zracenja,
i ¢elija imunog sistema (Flemming i Wingender, 2010; Yaron i Rémling, 2014). Stoga je sasvim
razumljivo organizovanje zivota bakterija u zajednicama koje nazivamo biofilmovima.

2.3.2.6. Disperzija biofilma

Nakon sazrevanja, zavr$na faza razvoja biofilma je odvajanje ¢elija biofilma i njihova disperzija
u okolnu sredinu. Ovo je sustinska faza zivotnog ciklusa biofilma koja omogucava prezivljavanje
i Sirenje bakterija. Disperzija bakterijskog biofilma se odvija u tri faze:

e Odvajanje ¢elija od kolonija biofilma;
e Premestanje ¢elija na novu lokaciju;
e Vezivanje ¢elija za podlogu na novoj lokaciji (Karatan i Watnick, 2009).

Pri disperziji biofilma, osnovni uslov da bi ¢elije napustile biofilm je narusavanje strukture
ECM, sto moze da bude slozen proces koji ukljucuje brojne faktore koji se mogu podeliti na:

e Biohemijske (produkcija enzima koji razgraduju ECM, liticka aktivacija bakteriofaga,
»quorum sensing* signali);

e Ekoloske (dostupnost hranljivin materija, nagomilavanje produkata metabolizma,
promena osmolarnosti);

e Fizicke (trenje, abrazija, ljudska aktivnost) (Thormann i sar., 2006).

Na primer, za disperziju biofilma E. coli i P. aeruginosa klju¢nu ulogu ima signalni molekul
cikli¢ni diguanilat (c-di-GMP). Pored cikli¢nog diguanilata, vaznu ulogu u ovom procesu ima c-
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di-GMP vezujuéi protein BdcA, koji smanjuje koli¢inu dostupnog c-di-GMP-a, ¢ime se smanjuje
proizvodnja ECM-a i povecava pokretljivost celija, Sto za posledicu ima disperziju biofilma
(Kostakioti i sar., 2013).

U zavisnosti od uzroka, narusavanje strukture biofilma moze biti pasivno (gde uzrok mogu biti
spoljaSnje mehanicke sile kao S§to su trenje, abrazija, ljudski faktor, dejstvo bakterijskih
predatora) ili aktivno (koje je inicirano od samih bakterijskih ¢elija koje pod uticajem razli¢itih
spoljasnjih faktora kao Sto su dostupnost hranljivin materija i kKiseonika i povecanje otpadnih
produkata metabolizma) napustaju biofilm u potrazi za novim pogodnijim mestom gde ga mogu
ponovo formirati (Kaplan, 2010; Solano i sar., 2014).

Aktivan proces disperzije bakterija iz biofilma je rasejavaje, koje nastaje kada dolazi do
odvajanja velikog broja pojedinacnih ¢elija ili manjih éelijskih agregata iz unutrasnjosti biofilma
(Sheffield i Crippen, 2012).

Erozija je proces koji prati sve faze formiranja biofilma i predstavlja odvajanje pojedinac¢nih
¢elija ili manjih celijskih agregata iz biofilma. U prvim fazama formiranja biofilma erozija je
slabo izrazena, ali vremenom, povecanjem debljine biofilma i povec¢anjem delovanja sila trenja,
erozija se povecava (Telgmann i sar., 2004). Otkidanje predstavlja odvajanje velikih delova
biofilma. Karakteristicno je za zrele ,stare” biofilmove i nastaje kao posledica nedostatka
hranljivih materija i kiseonika (Donlan, 2002). lako se uglavhom erozija i otkidanje smatraju
pasivnim procesima disperzije biofilma, ovi procesi mogu biti i aktivni, tj. inicirani od samih
bakterijskih ¢elija (Kaplan, 2010).

Abrazija kao jedan od nacina disperzije biofilma predstavlja narusavanje strukture biofilma usled
sudaranja Cestica okolne te¢nosti o povrsinu biofilma (Sheffield i Crippen, 2012).

Disperzija i rast biofilma su procesi koji se nalaze u pozitivnoj korelaciji: povecanjem rasta
biofilma povecava se i proces disperzije.

2.3.3. Ekstracelularni matriks Escherichia coli i Salmonella Typhimurium

Ekstracelularni matriks E. coli i S. Typhimurium sastoji se iz proteinskog i polisaharidnog dela.
Proteinski deo E. coli ¢ine fimbrije, DNK, antigen 43, fimbrije tip 1. Polisaharidni deo ECM E.
coli i S. Typhimurium c¢ine celuloza, kolanska kiselina i ostali manje zastupljeni kapsularni
polisaharidi (Zogaj i sar., 2001; Whitchurch i sar., 2002; Beloin i sar., 2008).

Tanke agregativne fimbrije - tafi kod salmonela (eng. thin aggregative fimbriae) koje Cine
vecinski proteinski deo ECM E. coli i S. Typhimurium su povrsinske nitaste strukture, koje
poseduju mnoge gram-negativne bakterije. One su kraée (0,2-0,3 um) i tanje od flagela, a
izgradene su od strukturnog proteina Kurlina. Obi¢no se nalaze u velikom broju na povrsini
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bakterija. Njihova glavna funkcija je adhezija. Pomoc¢u njih bakterije mogu da adheriraju i
kolonizuju razne bioticke i abiotiCke povrSine, formiraju¢i biofilm. To su tzv. ,faktori
kolonizacije®, koji su znacajni i za virulenciju patogenih bakterija. Kao $§to je pomenuto,
ekspresija fimbrija je kod Enterobacteriaceae temperaturno zavistan fenomen i odvija se na
temperaturi nizoj od 30 °C (Bokranz i sar., 2005). lzuzetak su pojedini sojevi salmonela,
ukljuéujuéi S. Typhimurium, koja moze da sintetide fimbrije u in vitro uslovima i na 37 °C
(Olsen i sar., 1998). Kod E. coli sinteza fimbrija na temperaturi od 37 °C je retko viden fenomen
i zabelezen je samo kod pojedinih klinickih izolata ovog patogena, uzroCnika sepse.
Enterotoksigeni, enteropatogeni i uropatogeni sojevi (EPEC, ETEC i UPEC) E. coli sintetiSu
fimbrije samo na temperaturi ispod 30 °C (Barnhard i sar., 2006).

Fimbrije tipa 1 izgradene su od agregata strukturnog proteina fimbrina u vidu spiralne strukture,
dijametra 7 nm. Fimbrije tipa 1, prisutne kod E. coli i Salmonella vrsta, specifi¢no se vezuju za
rezidue d-manoze (Steenackers i sar., 2012). Kao i tanke agregativne fimbrije, omogucavaju
adheziju bakterija za bioticke i abioti¢ke povrsine.

Antigen 43 je protein spoljaSnje membrane E. coli koji pokrece ¢elijsku agregaciju, inicirajuci
meducelijske interakcije, kao i interakcije izmedu c¢elija i povrSine (Danese i sar., 2000;
Kjaergaard i sar., 2000).

Proteinski deo ECM S. Typhimurium ¢ini, pored fimbrija, i veliki povrSinski protein BapA (eng.
biofilm-associated protein). Poput fimbrija, ovaj protein posreduje u meducelijskim
interakcijama, dovodeci do ¢elijske agregacije (Latasa i sar., 2006).

Od polisaharida koji ulaze u sastav ECM E. coli i S. Typhimurium najzastupljenija je celuloza.
Celuloza je polimer koji se sastoji od monomera glukoze medusobno povezanih B-1,4-
glikozidnim vezama u vidu makromolekula fibrilarne strukture (Zogaj i sar., 2001). Ovaj polimer
je siroko rasprostranjen u prirodi, jer je sastavni deo Celijskog zida biljaka, medutim kod
bakterija celuloza je vancelijski produkt koji u biofilm zajednici pruza mehani¢ku i hemijsku
zaStitu bakterijama i1 podrzava meducelijsku agregaciju (Vestby i sar., 2009). Sinteza celuloze je,
kao i sinteza fimbrija, temperaturno zavisna i odvija se na temperaturama nizim od 30 °C. Prema
navodima Bokranz i sar. (2005), koekspresija fimbrija i celuloze na temperaturi od 28 °C i 37 °C
karakteristi¢na je za fekalne izolate E. coli, dok je za izolate E. coli uzroénike urinarnih infekcija

koekspresija ove dve glavne komponente matriksa biofilma moguéa samo na temperaturi od 28
0
C.

Kolanska kiselina je ekstracelularni, kapsularni, negativno naelektrisani polisaharid koji se
sastoji od ponavljaju¢ih podjedinica D-glukoze, D-fruktoze, D-galaktoze i D-glukuronske
kiseline sa bo¢nim lancima piruvata i O-acetila (Hanna i sar., 2003). Njena sinteza je limitirana
temperaturom i ne sintetie se na temperaturama visim od 30 °C. Ispitivanja Danese i sar. (2000)
pokazala su da sinteza kolanske kiseline nema znacaja u pocetnoj fazi vezivanja bakterija za
povrsinu. Njena uloga dolazi do izrazaja u kasnijim fazama razvoja biofilma i povezuje se sa
formiranjem trodimenzionalne strukture biofilma.
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Sojevi E. coli i Salmonella spp. sinteti$u vise od 80 razli¢itih kapsularnih polisaharida koji mogu
biti sastavni deo matriksa biofilma i koji su Klasifikovani u nekoliko grupa. Kapsularni
polisaharidi grupe 4 sastoje se od O - polisaharida strukturno sli¢nih O - polisaharidima LPS i
nazvani su kapsularni O - antigen. Kapsularni O - antigen §titi ¢eliju od isusivanja (Gibson i sar.,
2006).

Generalno, ekspresija komponenti matriksa biofilma nastaje kao odgovor bakterijskih ¢elija na
nepovoljne uslove spoljasnje sredine i1 regulisana je ekspresijom specificnih setova gena kao
odgovor na stres.

2.3.3.1. Biofilm fenotip i genetska regulacija komponenti matriksa biofilma
Escherichia coli i Salmonella Typhimurium

Fenotip celija unutar biofilma se razlikuje od fenotipa planktonskih celija, jer su i uslovi sredine
unutar biofilma potpuno razliiti u odnosu na uslove sredine u kojoj se razmnoZzavaju
planktonske ¢elije. Fenotipske osobine mogu biti posledica genetskih mutacija ili ekspresije
novih gena (Milanov i sar., 2008).

Biofilm kao zajednica ¢elija, radi njenog opstanka namece obrasce viecelijskog ponasanja, §to
se ogleda u ekspresiji razli¢itih gena kojima se sti¢u nove osobine neophodne za prezivljavanje,
uz sintezu produkata koje ovi geni kodiraju. S obzirom na to da je formiranje biofilma prac¢eno
sintezom ECM, odredivanje biofilm fenotipa zasniva Se na detekciji dve glavne komponente
ECM - celuloze i fimbrija na osnovu morfotipa kolonija izraslih na Kongo crvenom agaru (KCA)
u koji su inkorporirane dve indikatorske boje, kongo crveno i brilijant plavo (Olsen i sar., 1998;
Bokranz i sar., 2005). Kongo crveno je nespecificna diazo boja, Ciji se spektar apsorbanci
razlikuje u zavisnosti od toga da li je vezana za fimbrije ili celulozu. Njenom inkorporacijom u
podlogu omogucena je detekcija obe komponente matriksa biofilma bilo da su prisutne obe ili
samo jedna od njih. Brilijant plavu boju mogu da apsorbuju samo proteinske komponente
matriksa biofilma (fimbrije) (Uhlich i sar., 2006).

Sinteza celuloze i fimbrija koje su glavne komponente ECM E. coli i S. Typhimurium regulisana
je ekspresijom glavnog transkripcionog regulatora csgD, sto je prikazano na slici 2.4. Promene
spoljasnjih uslova sredine kao S$to su temperatura, pH, osmolarnost, dostupnost hranljivih
materija i kiseonika, UV zracenje, gustina celija uticu na ekspresiju csgD (Gerstel i Romling,
2003). Pored navedenog, kontrola ekspresije csgD posredovana je i sigma faktorom RpoS (eng.
stress response regulator, RNA polymerase, sigma S), stacionarne faze, zbog ¢ega je njegova
transkripcija maksimalna na kraju eksponencijalne faze ili tokom rane stacionarne faze (Rémling
i sar., 1998, Steenackers i sar., 2012). Dva odvojena transkripciona operona kodiraju gene za
sintezu celuloze bcs (eng. bacterial cellulose synthesis) oznacena kao bcsABZC i bcsEFG (Zogaj
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i sar., 2001). Aktivnost bcsABZC i bcsEFG operona je regulisana takode preko csgD, ali
indirektno preko ekspresije adrA (eng. agfD-dependent regulator-csgD) proteina, koji je ¢lan
GGDEF familije proteina koja je takode regulisana preko csgD proteina (Romling i sar., 2000).
AdrA kodira gen za diguanilat ciklazu koja je ukljucena u sintezu c-di-GMP, koji je efektorni
molekul za aktivaciju sinteze celuloze vezivanjem za bcsB (Rémling, 2005; Jonas i sar., 2007).

cellulose

curli fimbriae s

Slika 2.4. Ekspresija kurli fimbrija (eng. curli fimbriae)i celuloze (eng. cellulose) kod E. coli i S.
Typhimurium pomocu glavnog transkripcionog regulatora csgD (preuzeto od Wang, 2008)

RDAR SAW BDAR PDAR

37°C

28°C

celuloza, fimbrije fimbrije celuloza

Slika 2.5. Morfotip kolonija E. coli na KCA nakon kultivisanja na 28 °C tokom 48 h i na 37 °C tokom 24
h (preuzeto od Bokranz i sar., 2005)

Regulacija ekspresije csgD proteina inicirana od strane regulatora LuxR stimuliSe sintezu
fimbrija putem transkripcione aktivacije csg gena ukljuenih u biosintezu fimbrija i
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organizovanih u dva suprotna operona csgBAC i csgAFG (Gerstel i Romling, 2003; Zogaj i sar.,
2003; Giaouris i sar., 2012). Pored fimbrija i celuloze, csgD regulise ckspresiju i BapA i
kapsularnog O - antigena (Latasa i sar., 2006).

Uloga glavnog transkripcionog regulatora csgD odgovornog za sintezu fimbrija i celuloze
znacajnija je u interakciji patogenih bakterija i biljaka u odnosu na interakcije sa Zivotinjskim
domacinom (Barak i sar., 2012).

Ekspresija gena odgovornih za sintezu fimbrija csg i celuloze bcs uzrokuje na KCA pojavu
ljubicasto-crvenih, suvih kolonija R-forme koje se u literaturi oznacavju kao RDAR (eng. red,
dry and rough) morfotip.

Odsustvo ekspresije gena odgovornih za sintezu celuloze-bcs s jedne i ekspresija gena
odgovornih za sintezu fimbrija-csg s druge strane dovodi do pojave braon, suvih kolonija R-
forme oznacenih u literaturi kao BDAR (eng. brown, dry and rough) morfotip kolonija.

U sluc¢aju nefunkcionalnosti gena odgovornih za sintezu fimbrija-csg na KCA, dolazi do pojave
roze, suvih kolonija R-forme koje se u literaturi oznacavaju kao PDAR morfotip (eng. pink, dry
and rough). PDAR morfotip nastaje kao posledica ekspresije gena odgovornih za sintezu
celuloze - bes.

Potpuna inhibicija gena odgovornih za sintezu fimbrija-csg i gena odgovornih za sintezu
celuloze-bcs dovodi do pojave braon, mukoidnih kolonija S-forme koje se u literaturi oznac¢avaju
kao SBAM (eng. smooth, brown and mucoid) morfotip. Za ovaj morfotip je karakteristi¢na
prekomerna sinteza kapsularnog polisaharida.

Potpuno odsustvo ekspresije glavnog transkripcionog regulatora csgD uzrokuje pojavu kolonija
na KCA belicaste boje S-forme koje se u literaturi oznacavaju kao SAW (eng. smooth and white)
morfotip (R6mling i sar., 2000; Zogaj i sar., 2001; Solano i sar., 2002).

Uticaj temperature na ekspresiju glavnog transkripcionog regulatora csgD odgovornog za sintezu
komponenti matriksa biofilma, celuloze i1 fimbrija od ¢ega zavisi morfotip kolonija na KCA u
slucaju E. coli prikazan je na slici 2.5.

Vise autora je opisalo korelaciju izmedu morfologije kolonije i sposobnosti formiranja biofilma
(Gerstel i Romling, 2003; Romling, 2005; Kim i Wei, 2007). Rezultati ispitivanja Malcove i sar.
(2008) su to potvrdila. Pomenuti autori su ispitali devedeset Cetiri izolata S. Typhimurium
razli¢itog porekla koja su nakon kultivisanja na Luria Bertrani agaru (LBA) suplementiranog sa
kongo crvenom i brilijant plavom bojom tokom 96 h na 28 °C formirala kolonije morfotipa
RDAR (62 izolata), BDAR (10 izolata), SBAM (5 izolata) i SAW (17 izolata) (slika 2.6).

34



Doktorska disertacija Ana Varga

QY g ‘W '

®

© ©)

Slika 2.6. Morfotip kolonija S. Typhimurium na KCA nakon kultivisanja na 28 °C tokom 96 h: (A)
RDAR, (B) SAW, (C) BDAR i (D) SBAM (preuzeto od Malcova i sar., 2008)

Sposobnost formiranja biofilma izvedena je testom u polistirenskim mikrotitar plocama sa 96
bunari¢a na 28 °C tokom 96 h. Vizuelizacija formiranog biofilma pri istim uslovima kultivisanja
(96 h, 28 °C) formiranog na staklenim kuponima izvedena je primenom skening elektronske
mikroskopije (SEM).

G

Slika 2.7. SEM mikrografije biofilma razli¢itih morfotipova S. Typhimurium, formiranog na staklenim
kuponima tokom 96 h na 28 °C: (A) BDAR, (B) RDAR i (C) SBAM (preuzeto od Malcova i sar., 2008)

Rezultati SEM koji su prikazani na slici 2.7. prikazuju biofilmove izolata S. Typhimurium koji
su formirali RDAR, BDAR i SBAM morfotip koji karakteriSe sinteza jedne ili obe komponente
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matriksa biofilma. lzolati S. Typhimurium koji su formirali SAW morfotip kolonija nisu
formirali biofilm, jer je za njih karakteristi¢cno odsustvo sinteze bilo koje komponente matriksa
biofilma.

Izolati S. Typhimurium koji pripadaju SBAM morfotipu formirali su biofilm uprkos ¢injenici da
ne sintetiSu ni celulozu, ni fimbrije. Njihova sposobnost formiranja biofilma je posledica
prekomernog lucenja kapsularnog polisaharida koji se na SEM mikrografiji uo¢ava u vidu
granula 1 filamenata karakteristicnih za visoko hidrirane strukture poput kolanske kiseline
(Prigent-Combaret i sar., 2000).

2.3.4. Otpornost biofilmova na dejstvo antimikrobnih sredstava

Poznato je da je biofilm veoma pogodna sredina za opstanak bakterija u spoljasnjem okruzenju,
Stite¢i ih od nepovoljnih uslova kao Sto je visoka/niska temperatura, UV zracenje, isuSivanje
(Cos i sar., 2010). Vazna prednost biofilmova je §to su bakterije uklopljene u biofilm formaciju
daleko otpornije prema dejstvu antibakterijskih sredstava nego kada se nalaze u planktonskom
(slobodno plivaju¢em) obliku (Dunne i sar., 2002). Prema navodima Patel (2005), minimalna
inhibitorna i minimalna baktericidna koncentracija antibiotika za bakterije biofilma je 100-1000
puta veca u odnosu na planktonski oblik istih, a moguce je i da su 150-3000 puta otpornije prema
dejstvu razli¢itih dezinficijenasa. Nepotpun biocidni efekat nakon tretmana biofilm populacije
razli¢itim antimikrobnim sredstvima (slika 2.8) dovodi do toga da prezivele bakterije nakon
prestanka dejstva antimikrobnog sredstva mogu ponovo da izazovu infekciju, ¢ime i dalje
predstavljaju opasnost kao izazivaci alimentarnih toksikoinfekcija (Davies, 2003). Prema
navodima Davies i sar. (2003), faktori koji uticu na povecanu rezistenciju bakterija biofilma na
dejstvo antimikrobnih sredstava su:

. Ogranicena difuzija antimikrobnog sredstva kroz matriks biofilma - Difuzija
antibakterijskih sredstava kroz ECM je relativno mala (Kaali i sar., 2011). Matriks
biofilma deluje kao difuziona barijera i molekulsko sito i izuzetno je efikasan u
spreCavanju difuzije antimikrobnih sredstava vece molekulske mase. Difuzija
antimikrobnog sredstva ka dubljim slojevima biofilma dovodi do smanjenja
njegove koncentracije, ¢ime su samo c¢elije povrSinskog sloja biofilma izloZene
letalnim koncentracijama. Matriks biofilma svojom kompleksnom strukturom
takode usporava difuziju antimikrobnog sredstva, obezbeduju¢i vreme za razvoj
¢elija perzistera i1 uspostavljanje antimikrobne rezistencije u dubljim slojevima
biofilma (Cabarkapa i sar., 2013). Blokirajuéi difuziju antimikrobnog sredstva,
ECM stupa u interakciju s njim i inaktivira ga (Stewart i Costerton, 2001).

. Promena mikrookoline celija biofilma i usporeni metabolizam - Razvojem
biofilma menjaju se uslovi mikrookoline bakterija u pogledu dostupnosti
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Biofilm

kiseonika i hranljivih materija i uklanjanja produkata metabolizma, a u zavisnosti
od toga gde se nalaze (Cabarkapa i sar., 2013). U dubljim slojevima biofilma, gde
je u velikoj meri dostupnost hranljivih materija i kiseonika ograniCena, a
uklanjanje produkata metabolizma otezano, bakterije se nalaze u vijabilnom ali
nekultivabilnom stanju - VBNC. Bakterije u VBNC stanju se ne umnozavaju i
imaju usporen metabolizam, S§to ih ¢ini znatno otpornijim na dejstvo
antimikrobnih sredstava u poredenju sa ¢elijama u povrSinskom sloju biofilma i
planktonskim ¢elijama (Cos 1 sar., 2010). Budu¢i da je dejstvo antibakterijskih
sredstava na metabolicki aktivne Celije efikasnije, Celije usporenog metabolizma
doprinose otpornosti biofilma na antibakterijska sredstva (Kaali i sar., 2011).
Celije perzisteri - Mali deo biofilm populacije ¢ine tzv. ¢elije perzisteri, koje
prezivljavaju i nakon dugotrajnog izlaganja delovanju antimikrobnog sredstva.
Celije perzisteri odrzavaju svoju metaboli¢ku aktivnost na minimumu, $to ih &ini
neosetljivim na dejstvo antimikrobnih sredstava. Ova uporna biofilm populacija
moze drasti¢no inhibirati mogu¢nost potpunog iskorenjivanja biofilmova (Paraje,
2011). Mehanizam odgovoran za njihov nastanak i otpornost jo§ nije potpuno
razjasnjen (Mah i O'Toole, 2001; Cos i sar., 2010).

Biofilm nakon 20 minuta Biofilm nakon 24 sata
Ne tretirani delovanja antimikrobnog  delovanja antimikrobnog
biofilm sredstva sredstva

- * 1

. prezivele celije . mrtve Celije

Slika 2.8. Dejstvo antimikrobng sredstva na biofilm (preuzeto od Davies, 2003)

Celijska smrt - Mrtve éelije kao sastavni deo matriksa biofilma uti¢u na poveéanje
otpornosti biofilma prema dejstvu antimikrobnih sredstava, delujuci kao dilucioni
gradijent (Hall-Stoodley i Stoodley, 2005).
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2.3.5. Antibiofilm metode

Proces formiranja biofilma odvija se u nekoliko faza, stoga, da bi se mogle razviti metode kako
za sprecavanje nastanka tako i za uklanjanje ve¢ postojec¢ih biofilmova neophodno je poznavanje
svih faktora koji su ukljuceni u svaku fazu formiranja biofilma (Kumar i sar., 2011). Prema
dosada$njim saznanjima razvoj efikasnih metoda radi spreCavanja nastanka i uklanjanja vec
formiranog biofilma treba da se zasniva na:

. Inhibiciji adhezije i kolonizacije povrSine;

. Interferenciji QS inhibitora sa signalnim molekulima, $to dovodi do modifikacije
razvoja biofilma;

. Disagregaciji/razaranju matriksa biofilma (Francolini i Donelli, 2010).

Metoda inhibicije adhezije i kolonizacije povrSine moze da se zasniva na promeni fizi¢ko-
hemijskih osobina povrsine sa ciljem stvaranja antiadhezivne povrSine koja sprecava adheziju, a
time i dalju kolonizaciju, ili inkorporaciji antimikrobnih sredstava na povrSinu (Rodrigues,
2011). S obzirom na hidrofobnu prirodu povrSine bakterijske Celije, inhibicija adhezije se moze
posti¢i premazivanjem povrSine hidrofilnim polimerima, kao §to je hijaluronska kiselina
(Cassinelli 1 sar., 2000), koja se koristi za premazivanje poliuretanskih katetera. Hidrofilni
premazi sprecavaju kondicioniranje povrSine, posledicno ometaju¢i adheziju bakterija
(Francolini i Donelli, 2010; Rodrigues, 2011). Sem hijaluronske kiseline, u medicinskoj praksi se
Cesto koriste premazi na bazi antibiotika koji sprecavaju razne infekcije do kojih dolazi
ugradnjom katetera i drugih implantanata razli¢ite namene. Nedostatak ove metode moze biti
visoka cena antimikrobnog premaza (Harron i sar., 2016).

Metoda interferencije sa signalnim molekulima zasniva se na vezivanju signalnih molekula za
druge molekule (QS inhibitore), ¢ime se spreCava meducelijska komunikacija i zajednicka
ekspresija gena odgovornih za formiranje biofilma kao odgovora na nepovoljne uslove sredine
(Francolini i Donelli, 2010). Prema Zhu i sar. (2011), pigmenti koje sintetise gljiva Auricularia
auricular mogu da se vezu za signalne molekule, inhibiraju¢i sintezu violaceina kod
Chromobacterium violaceum. Nedostatak ove metode je u ¢injenici da se prirodni QS inhibitori
proizvode u malim koncentracijama, a mogu biti i toksi¢ni.

Treca antibiofilm metoda usmerena je prema razaranju matriksa biofilma - ECM, $to zahteva
koriS¢enje supstanci koje mogu da razore fizi¢ki integritet ECM. Disperzin B koji produkuje
Actinobacillus actinomycetemcomitans moze da razori zrele biofilmove Staphylococcus aureus i
S. epidermidis razgradnjom polisaharida meducelijske agregacije. lako su enzimi efikasni u
razaranju biofilm matriksa, postoji nekoliko ogranicenja njihove upotrebe. Jedna od poteskoca
njihove primene je ¢injenica da svaki enzim ima svoj specifi¢an nacin delovanja i stoga je tesko
identifikovati enzime koji su efikasni protiv svih bakterijskih biofilmova. S druge strane, visoka
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cena i niska komercijalna dostupnost takode ograni¢avaju njihovu upotrebu u strategiji kontrole
biofilma (Sadekuzzaman i sar., 2015).

2.3.5.1. Biofimovi na opremi i njihovo uklanjanje

Sposobnost bakterija da adheriraju na razliite povrSine i1 formiraju biofilm predstavlja veliki
higijenski problem u prehrambenoj industriji koji lako moze da preraste u javno-zdravstveni
problem. Vecéinu ovih biofilmova formiraju patogene bakterije, tako da oni predstavljaju
kontinuirani izvor kontaminacije koji moze da dovede ne samo do kvarenja hrane, ve¢ i do
prenosenja bolesti. Smatra se da je biofilm uzrok 65-80% humanih infekcija (Coenye i sar.,
2010). Bakterije mogu formirati biofilmove na razli¢itim materijalima kao $to su nerdajuéi Celik,
plastika, guma, teflon, staklo, kao i na namirnicama zivotinjskog i biljnog porekla (Kerekes i
sar., 2015). Konvencionalne metode za uklanjanje biofilmova i dezinfekciju zasnivaju se
najceSc¢e na primeni hemijskih sredstava na bazi hlora, vodonik-peroksida, persiretne kiseline,
kvaternernih amonijumovih soli 1 dr. Ova hemijska sredstva pokazuju razlicit antibiofilm efekat.
Sredstva na bazi hlora pokazala su manji efekat na biofilm koji su zajedno formirali
Pseudomonas spp. i L. monocytogenes na povrsini od nerdajuceg Celika, u odnosu na sredstva na
bazi persir¢etne kiseline (Van Houdet i Michiels, 2010). Biofilm L. monocytogenes nije bilo
moguce ukloniti ni upotrebom dezinficijenasa na bazi kvaternernih amonijumovih jedinjenja ili
na bazi vodonik peroksida. Dodatni problem upotrebe hemijskih dezinficijenasa predstavlja
¢injenica da je njihova upotreba u prehrambenoj industriji ograni¢ena, jer u kombinaciji sa
organskim jedinjenjima moZe da dode do stvaranja nusproizvoda Stetnih po zdravlje ljudi, a uticu
1 na zagadenje Zivotne sredine. Pored metoda koje se zasnivaju na primeni hemijskih sredstava,
za uklanjanje biofilmova, koriste se i fizicke metode kao §to je pranje mlazom pod pritiskom,
jonizujuce zracenje, primena ultrazvuka (Gibson i sar., 1999).

2.3.5.2. Biofilmovi na povrsini hrane i njihovo uklanjanje

Prisustvo biofilmova patogenih bakterija zabelezeno je i na hrani animalnog i biljnog porekla
(Kerekes i sar., 2015). Do kontaminacije hrane patogenim bakterijama moze do¢i kontaktom sa
povrSinama, preko ruku radnika, vodom za pranje ili vazduhom. Prema izveStaju Morar 1 sar.
(2010) dokazano je prisustvo bakterijskog biofilma na trupovima svinja i iseGenim komadima
mesa. Pomenuti autori su ukazali na zavisnost stepena kontaminacije od vlaznosti 1 sadrzaja
masti, izvestavajuci da sa porastom sadrzaja masti opada stepen kontaminacije.
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Do kontaminacije hrane biljnog porekla, kao §to je sveze voce i povrée patogenim bakterijama,
moze do¢i u predberbenom i posleberbenom periodu. Najc¢e$¢i izvor kontaminacije u
predberbenom periodu su zemljiste, dubrivo, voda, insekti, domace i divlje zivotinje, dok u
posleberbenom periodu do kontaminacije najces¢e dolazi preko ruku radnika, vode za pranje,
opreme (Hui i sar., 2006). Poseban problem predstavljaju bakterijski biofilmovi na svezem
lisnatom povréu koje se najces¢e konzumira sveze, prethodno oprano, a koje predstavlja pogodan
supstrat za vezivanje i formiranje biofilmova patogenih bakterija, kao §to su Salmonella spp.,
Shigella spp., E. coli, L. monocytogenes, Pseudomonas spp., Bacillus cereus (Yaron i Rémling,
2014). Patogene bakterije koje se nalaze na povrSini povréa, posebno lisnatog, nemoguce je
sasvim ukloniti pranjem vodom, a sam postupak pranja moze dovesti do Sirenja bakterija na sve
delove biljke (Kroupitski i sar., 2009). Razvoj novih tehnologija u proizvodnji hrane u cilju
dobijanja zdravstveno, nutritivno i tehnoloski bezbednih proizvoda nije eliminisao moguénost
kontaminacije svezeg voéa i povréa navedenim patogenim bakterijama. U cilju uklanjanja
mikrobioloske kontaminacije na ovim proizvodima i onemogucavanja formiranja biofilma
najcesce se primenjuju hemijska sredstva bez ili u kombinaciji sa nekom od fizickih metoda.
Fizicke metode dekontaminacije, pored najces¢e koriS¢ene metode pranja (rucno ili masSinski),
ukljucuju primenu novijih fizickih tretmana, kao Sto su ultrazvuk, magnetna i elektri¢na polja,
hladna atmosferska plazma, kao i razliCite vrste zraCenja. Pored toga $to navedeni fizicki
tretmani daju dobre rezultate, Cesto su neprimenljivi u industrijskoj upotrebi pre svega iz
ekonomskih razloga, jer iziskuju posebne zahteve u pogledu tehnicke i prostorne opremljenosti.
Poseban problem predstavlja nedovoljna ispitanost toksikoloSkog efekta ovako tretiranih
proizvoda na ljudski organizam (Martin-Diana i sar., 2007; Coniglio i sar., 2016). Od hemijskih
tretmana u cilju mikrobioloske dekontaminacije svezeg voca 1 povréa najceS¢e se primenjuje
tretman hlorom, vodonik-peroksidom, ozonom, organskim kiselinama i dr. Ova hemijska
sredstva pokazuju razliit antibiofilm efekat. Sem Sto se upotrebom ovih jedinjenja nikad ne
moze posti¢i potpuna dekontaminacija svezeg voca i1 povréa, neadekvatna primena istth moze
biti uzrok zaostajanja nepoZeljnih hemijskih rezidua potencijalno Stetnih po ljudsko zdravlje
(Martin-Diana i sar., 2007; Meltem i Akbas, 2007).

Povecanjem Zivotnog standarda, zdravstvene i ekoloske svesti potroSaca, doSlo je do promene
prehrambenih navika, tako da danas potrosaci traze sveze ili minimalno preradene namirnice
koje ne sadrze ili sadrze minimum hemijskih dodataka. S tim u vezi, poslednjih godina ispitivana
su alternativna jedinjenja za uklanjanje biofilmova kao §to su enzimi, polisaharidi, bakteriocini,
biljni ekstrakti i etarska ulja (Kumar i sar., 1998; Srey i sar., 2013).
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2.4. Etarska ulja u prehrambenoj industriji

Etarska ulja (EU) su mirisne smese isparljivih lipofilnih sastojaka koje se sintetiSu i lokalizuju u
specijalnim sekretornim strukturama biljaka kao produkt sekundarnog metabolizma biljaka
(Kavitha i sar., 2016). Biljke koje sadrze EU nazivaju se aromati¢ne biljke. Aromati¢ne biljke su
uglavnom kopnene biljke iz porodice Lamiaceae, Lauraceae, Apiaceae, Asteraceae, Myrtaceae,
Rutaceae i dr. Siroko su rasprostranjene u prirodi i najéescée se nalaze kao samonikle, ali mogu i
da se gaje. Najcesca primena aromati¢nih biljaka je u farmaceutskoj industriji, gde se koriste kao
sirovina za pravljenje razlic¢itih lekovitih preparata, u kozmeti¢koj industriji za pravljenje
kozmetickih preparata i parfema, u prehrambenoj industriji kao zacini i arome (van de Braak i
Leijten, 1999). Za samu biljku ¢iji su produkt, bioloska funkcija EU ogleda se u tome da:

. Stite biljku od napada insekata i Zivotinja;

. Stite biljku od bakterijskih i gljivi¢nih infekcija (u Gemu se ogleda njihova
antibakterijska i antifungalna aktivnost);

. Pomazu oprasivanje biljke privlaceci insekte;

. Mogu da inhibiraju klijanje semena, kako drugih biljaka tako i sopstvenog;

. Pomazu u stvaranju i1 odrzavanju specificne mikroklime koja ih Stiti od

prekomerne transpiracije (Schafer i Wink, 2009).
Poznato je oko 3000 EU, od kojih je samo 10% (oko 300) naslo prakti¢nu primenu (Burt, 2004).

Sinteza EU odvija se u svim delovima biljke, posebno u listovima i cvetovima, medutim, mogu
se naci 1 u korenu, kori, drvetu, plodovima i semenu (Bakkali i sar., 2008). Biljke sintetiSu EU u
tzv. sekretornim tkivima koja mogu biti lokalizovana endogeno (uljne ¢elije, sekretorni kanali,
sekretorne Supljine) i €gzogeno (zlezdane dlake, osmofore) (Kosti¢ i sar., 2012).

Metode koje se koriste za izolovanje EU iz biljnog materijala su:

. Destilacija pomocu vodene pare;
. Ekstrakcija organskim rastvaracima,;
. Ekstrakcija gasovima pod pritiskom (npr. ugljen-dioksid) (Kosti¢-Nikoli¢, 2011).

Destilacija pomocu vodene pare je jedan od najstarijih postupaka koji se primenjuje jo§ od 1500-
te godine i jo§ uvek se najc¢eS¢e koristi za proizvodnju EU. Zasniva se na relativno velikoj
ispraljivosti komponenata odgovornih za aromu i moze da se izvodi na atmosferskom pritisku,
pod pritiskom ve¢im od atmosferskog ili u vakuumu (Milosevi¢, 2011). lako su EU
nerastvorljiva u vodi, isparavaju sa vodenom parom, jer podlezu Daltonovom zakonu, po kome
¢e smesa dve tecnosti koje se ne meSaju 1 medusobno hemijski ne reaguju (u ovom slucaju voda 1
EU), prokljucati kada zbir parcijalnih pritisaka pare obe tecnosti postane jednak atmosferskom
pritisku (Kovacevi¢, 2004).
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Etarska ulja su na sobnoj temperaturi lako pokretljive isparljive te¢nosti, uglavnom bezbojne,
zute ili Zutozelene boje specificnog intenzivnog mirisa koji poti¢e od jedinjenja sa kiseoni¢nim
funkcionalnim grupama. Koncentrovana EU imaju ostar nadrazuju¢i ukus koji pali. Hladenjem
neka EU mogu da predu u ¢vrsto agregatno stanje ili se iz njih mogu izdvojiti ¢vrsti sastojci, kao
Sto su stearopteni ili kamfori. Zbog svoje lipofilne prirode rastvaraju se u organskim nepolarnim
rastvara¢ima, kao $to su petroletar, etar, heksan, ksilen, toluen, u koncentrovanom etanolu i
masnim uljima (Dhifi i sar., 2016).

Sa porastom ljudske populacije i promenom Zivotnog stila koji neminovno prate i promene u
ishrani, tokom proslog veka zabelezena je povecana potraznja za gotovom hranom duzeg roka
upotrebe, Sto je dovelo do poveéane upotrebe hemijskih aditiva kao §to su boje, arome,
konzervansi i dr. u prenrambenoj industriji. Njihova prekomerna upotreba se negativno odrazila
na zdravlje ljudi, usled Ceste pojave raznih alergija i drugih bolesti (Kosti¢-Nikoli¢, 2011). Danas
sa tehnoloskog, zdravstvenog, ekonomskog i ekoloSkog aspekta, problem upotrebe hemijskih
aditiva postaje sve vec¢i, kompleksniji i odgovorniji. Zbog toga je velika paznja posvecena
ispitivanju alternativnih, prirodnih prehrambenih dodataka iz lekovitog i aromati¢nog bilja
(Ivanovi¢ i sar., 2007).

Etarska ulja kao i ekstrakti lekovitih i aromati¢nih biljaka koriste se u prehrambenoj industriji
kao zacini, za poboljsanje ukusa, mirisa i svarljivosti hrane, i kao konzervansi, za sprecavanje
kvarenja hrane zbog antimikrobnih, antifungalnih i antioksidativnih osobina koje poseduju
(Kosti¢-Nikoli¢, 2011). Vecina biljaka koje se u kulinarstvu inace koriste kao povrée i zadini, a
¢ija su EU 1 ekstrakti nasli primenu u prehrambenoj industriji pripada porodici Apiaceae ili
Lamiaceae. Porodici Apiaceae i Laminaceae pripadaju vec¢inom zeljaste biljke, vrlo malo
drvenasti oblici 1 lijane (Nikoli¢, 1973).

2.4.1. Porodica Apiaceae

Porodica Apiaceae (sinonim Umbelliferae, Stitarke) obuhvata 300 rodova u okviru kojih se
razlikuje oko 3000 biljnih vrsta, uglavnom rasprostranjenih u zoni sa umerenom i suptropskom
klimom severne hemisfere. Naziv Stitarke, Stitare ili Stitnjace dobili su zbog karakteristi¢nih
cvasti u obliku Stitova. Mnoge vrste ove porodice su aromati¢ne biljke, specifi¢nog ukusa i
mirisa koji poti¢e od EU (Nikoli¢, 1973). Njihova upotreba je raznolika, te se neke od vrsta
koriste kao povrée (mrkva - Daucus carota), kao zacini (kim - Carum carvi, mirodija - Anethum
graveolens, celer - Apium graveolens) ili kao lekovite biljke (komora¢ - Foeniculum vulgare,
angelika - Angelica archangelica) (Janci¢ i Stojanovi¢, 2008).
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2.4.1.1. Mirodija (Anethum graveolens)

Mirodija (slika 2.9) je jednogodisnja zac¢inska biljka poreklom iz jugoisto¢ne Azije ¢ija upotreba
datira jo§ iz starog Egipta, od pre 5000 godina (Bailer i sar., 2001). Zbog specificnog prijatnog
mirisa i blagog ukusa nasla je Siroku upotrebu u kulinarstvu, a ubraja se i u lekovite biljke. Danas
se gaji u skoro svim zemljama sveta. Mnogi je gaje zbog aromati¢nog semena ¢iji ukus podseca
na anis. Smatra se da deluje protiv upala disajnih puteva i mokraéne beSike, protiv nadimanja,
poboljsava rad Zeluca, smanjuje arterijski pritisak, stimuliSe apetit (Tucakov, 2006). Seme, kao i
sveze 1 osuSeno lis¢e mirodije, koriste se za zaCinjavanje i aromatizovanje pasterizovanih i
mariniranih krastavaca, supa, soseva, salata, jela od ribe (Blank i Grosch, 1991).

Slika 2.9. Anethum graveolens (https://www.plantea.com.hr/kopar/)

Za dobijanje EU mirodije koje je riznica lekovitih 1 aromati¢nih materija koristi se seme, lis¢e 1
stabiljka. Prinos EU krec¢e se u granicama do 1,2-4 % (v/w). Etarsko ulje mirodije je bezbojna do
svetlo Zuta teCnost prijatnog mirisa, zbog ¢ega se koristi u industriji zacina i hrane (Jirovetz,
2003). Glavnim komponentama ovog ulja smatraju se monoterpeni, d-limonen (do 70%) i d-
karvon (min. 30%) (Jirovetz, 1994). Etarsko ulje mirodije poseduje sirok spektar antibakterijske i
antifungalne aktivnosti (Yigit i sar., 2000; Derakhshan i sar., 2017), $to moze biti osnov za
njegovu primenu kao potencijalnog konzervansa u prehrambenoj industriji.

2.4.2. Porodica Lamiaceae

Porodica Lamiaceae (sinonim Labiateae, usnatice) obuhvata vise od 7200 vrsta svrstanih u 240
rodova (Harley 1 sar., 2004) kojima najviSe odgovaraju suva i dobro osuncana staniSta poput
Mediterana i oblasti male i centralne Azije, koje obiluju najve¢om raznovrsnos$¢u rodova i vrsta
ove porodice biljaka. Mogu da rastu 1 u drugim stanistima, sem arkticke oblasti (Raja, 2012).
Naziv ,,usnatice* (lat. labium - usna) poti¢e od karakteristicnog dvousnatog oblika cveta (Marin,
1996). Na podrucju Balkanskog poluostrva Lamiaceae sa 371 vrstom, zauzimaju drugo mesto po
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zastupljenosti, pri ¢emu ¢ak 84 vrste spadaju u balkanske endemske vrste (Dikli¢, 1974). Mnoge
vrste pripadnici ove porodice prepoznate su po svojim lekovitim osobinama, pa se i koriste u
narodnoj medicini za leCenje digestivnih tegoba, reumatskih obolenja, astme i dr. Lekovite
osobine poticu od EU koja ispoljavaju antibakterijsku, antifungalnu, antiviralnu,
antiinflamatornu i antioksidativnu aktivnost.

2.4.2.1. Bosiljak (Ocimum basilicum)

Bosiljak (slika 2.10) je jednogodisnja zeljasta biljka koja pripada porodici Lamiaceae, a
poreklom je iz Indije. Kao autohtona vrsta bosiljak raste i u juznoj Aziji, severoistocnoj Africi i
tropskom delu Americkog kontinenta. Danas se kultiviSe na skoro svim meridijanima zemljine
hemisfere sa umerenom klimom (Jankovi¢, 1974). Stari Egip¢ani su poznavali bosiljak jo§ pre
3500 godina p.n.e., o ¢emu govore pronadeni ostaci ove biljke u grobnicama faraona. Prvobitno
su bila prepoznata lekovita svojstva bosiljka, tako da je nasao primenu za leCenje urinarnih
infekcija, glavobolje, kaslja, gréeva u stomaku, astme (Simon i sar., 1999). Kasnije se koristio
kao zacin, zbog prijatnog mirisa i specifi¢nog ukusa koji, sem $to daje ukus jelu, poboljsava
varenje hrane i ¢uva hranu od kvarenja.

Slika 2.10. Ocimum basilicum (https://www.plantea.com.hr/bosiljak/)

Najcesce se koristi kao dodatak jelima od mesa, ribe i salatama (Gutierrez i sar., 2008).
Italijanska kuhinja je nezamisliva bez bosiljka, a zanimljivo je da je bosiljak jedan od najvaznijih
zaCina za picu. Sem u narodnoj medicini i kulinarstvu, bosiljak se koristi i kao sirovina za
dobijanje EU koje ima izraZzenu biolosku aktivnost: baktericidnu, fungicidnu, antiviralnu,
antioksidativnu, radioprotektivnu i repelentnu (Runyoro i sar., 2010). Za dobijanje EU bosiljka
biljka se bere u fazi cvetanja, kada je sadrzaj EU najvec¢i (u proseku 0,5 do 0,8%) (Tucakov,
2006). Prema geografskom poreklu i dominantnim komponentama u sastavu EU bosiljka
razlikuju se evropski ili francuski, egipatski, reunion, bugarski i javanski tip. Smatra se da je
evropski tip EU bosiljka najkvalitetniji. Dominantne komponente ovog tipa EU su linalool i
metil-kavikol (estragol) (Marotti i sar., 1996).
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2.4.2.2. Nana (Mentha piperita)

Pitoma nana (slika 2.11) je viSegodisnja zeljasta biljka koja pripada porodici Lamiaceae. Prirodni
je hibrid nastao spontanim ukrStanjem Mentha aquatica i Mentha spicata. Od davnina je poznata
kao medonosna, lekovita i aromati¢na biljka. Vrste roda Mentha izvorno poti¢u sa Mediterana.
Najvise im odgovaraju vlazna staniSta i rastu na svih pet kontinenata od polarnog kruga do
tropskih oblasti (Koji¢ i Janci¢., 1998). Od svih vrsta pripadnika roda Mentha pitoma nana je
najznacajnija i ekonomski najvaznija vrsta zbog visokog sadrzaja bioloski aktivnih supstanci
(Hornok, 1992). Najveca koncentracija bioloski aktivnih supstanci nalazi se u EU. Listovi
pitome nane sadrze 1,2-3,9% EU, u c¢ijem je sastavu do sada identifikovano vise od 300
jedinjenja (McKay i Blumberg, 2006).

Slika 2.11. Mentha piperita (https://www.plantea.com.hr/paprena-metvica/)

Glavni sastojak EU pitome nane je mentol (30-55%) i menton (14-32%) (Kumar i sar., 2011).
Ulje pitome nane je jedno od EU koje se najéesc¢e proizvodi i konzumira. Naslo je primenu u
farmaceutskoj, kozmeti¢koj i industriji parfema (Jankovi¢, 1974). Kao lekovito sredstvo Koristi
se protiv mucnine, bronhitisa, nadimanja, anoreksije, ulceroznog kolitisa 1 tegoba jetre (Cowan,
1999). Zbog svojstvenog mirisa i ukusa koji ,,hladi* koristi se u prehrambenoj industriji kao
dodatak u proizvodnji zvaka, bombona, likera i dr. U kulinarstvu se koristi kao sastojak salata,
kao zaCin i za pripremu Caja. Etarsko ulje ove biljke se odlikuje dobrom antioksidativnom i
antibiofilm aktivnosc¢u (Sandasi i sar., 2010).

2.4.2.3. Vresak (Satureja montana)

Satureja montana (slika 2.12) je visegodiS$nja Zbunasta biljka koja pripada porodici Lamiaceae.
Poznata je pod imenom rtanjski ¢aj, planinski ¢ubar ili vresak. PotiCe iz Evrope i severne Afrike.
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Dobro uspeva na osun¢anom, umereno vlaznom, kamenitom do peskovitom zemljistu. Od
davnina se koristi u narodnoj medicini za leCenje gastrointestinalnih, urogenitalnih i plu¢nih
infekcija, gréeva i nadutosti, opSteg umora i nervoze, za ¢iS¢enje krvi, ublazavanje simptoma
upale koZe i sluzokoZe i za jatanje potencije (Miladi i sar., 2013). Zlezde ispunjene EU nalaze se
duz cele biljke (Janci¢, 2013). Za dobijanje EU koristi se nadzemni deo biljke u cvetu, pri cemu
prinos ulja moze biti od 0,9-2,2% (v/w) (Bezi¢ i sar., 2005). Razlikuju se dva hemotipa vrste
Satureja montana, koja se medusobno razlikuju po tome da li u sastavu EU dominiraju fenolne
komponente timol i karvakrol (hemotip A) ili terpenski alkoholi linalool, p-cimen i a-terpineol
(hemotip B) (Serrano i sar., 2011). Bioloska aktivnost EU Satureja montana ogleda se u
antibakterijskom, antifungalnom i antiviralnom dejstvu (Skocibusi¢ 1 Bezi¢, 2004; Trifan i sar.,
2015).

Slika 2.12. Satureja montana (https://www.plantea.com.hr/primorski-vrisak/)

Rezultati ispitivanja Bezi¢ i sar. (2011) pokazuju da EU Satureja montana ima antimikrobni i
antifungalni potencijal, inhibirajudi rast E. coli, meticilin rezistentnog soja S. aureus, C. albicans
i S. cerevisiae. Isti autori izveStavaju 0 slabom antimikrobnom potencijalu prema P. aeruginosa.

Listovi i nadzemni deo biljke koriste se svezi ili osuSeni, kao za¢ini u jelima sa mesom, u
kobasicama 1 jelima sa povréem.

2.4.3. Hemijski sastav etarskih ulja

Na hemijski sastav EU utic¢u klimatski uslovi kojima je biljka bila izloZena tokom rasta, fenofaza
razvoja biljke tokom branja, nacin obrade biljne sirovine, kao i na¢in izolovanja EU. Razlike u
hemijskom sastavu EU uocavaju se i u okviru iste biljne vrste, s obzirom na to da u okviru iste
vrste moze postojati vise razli¢itih hemotipova biljke. Generalno, smatra se da su EU smese vise
od 20-200 komponenti pri cemu oko 20-95% ¢ine glavne komponente, 1-20% sporedne, dok su
ostale komponente prisutne u tragovima sa zastupljenos¢u < 1% (Russo i sar., 1998; Bauer i sar.,
2001). Hemijska jedinjenja koja ulaze u sastav EU mogu se klasifikovati u pet grupa koje ¢ine
terpenoidi, alifati¢na isparljiva jedinjenja, aromati¢na isparljiva jedinjenja, isparljiva jedinjenja
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koja sadrze azot i sumporna jedinjenja (Kosti¢ i sar., 2012). Terpenoidi su derivati izoprena (2-
metil-1,3-butadien). U zavisnosti od broja ugljenikovih atoma (C) u sastav EU u najve¢em udelu
od terpenoida ulaze monoterpeni koji se sastoje od dve izoprenske jedinice, $to znaci da imaju
skelet koji se sastoji od 10 ugljenikovih atoma (C10H16) i seskviterpeni koji se sastoje od tri
izoprenske jedinice i njihov skelet se sastoji od 15 ugljenikovih atoma (C15H24). Od manje
zastupljenih terpena nalaze se hemiterpeni (C5H8), diterpeni (C20H32), triterpeni (C30H40). U
zavisnosti od tipa funkcionalne grupe na skeletu, mono- i seskviterpeni se mogu podeliti na
ugljovodonike, alkohole, ketone, estre, etre i dr., a na osnovu grade molekula na acikli¢ne,
monocikli¢ne i biciklicne (Bakkali i sar., 2008). Na slici 2.13. prikazane su strukturne formule
geraniola koji pripada grupi acikli¢nih alkohola, mentola koji pripada monociklicnim alkoholima
i kariofilena koji pripada bicilkli¢nim ugljovodonicima.

CH,OH

Geraniol Mentol Kariofilen

Slika 2.13. Strukturne formule geraniola, mentola i kariofilena (preuzeto od Burt, 2004)

Alifati¢na isparljiva jedinjenja po strukturi Su jednostavni dugolancani ugljovodonici sa 12-19 C
atoma ili njihovi oksi-derivati. Ova jedinjenja su primarno odgovorna za mnoge vo¢ne mirise,
npr. etil-2-metilbutirat kod plodova jabuke (Thien i sar., 1975). Aromati¢na isparljiva jedinjenja
u sastavu EU najcesc¢e se nalaze u obliku fenil-propanoida. Ova jedinjenja se u biljnom
materijalu nalaze vezana u obliku glikozida ili estara polifunkcionalnih kiselina, §to ih ¢ini
neisparljivim i rastvornim u vodi. Obradom biljnog materijala ova jedinjenja podlezu hidrolizi
pod dejstvom enzima ili spoljasnjih faktora, nakon ¢ega oslobodeni liposolubilni, isparljivi fenil-
propanoidi postaju deo sastava EU. U grupu fenil-propanoida spadaju i kumarini ¢ije prisustvo
predstavlja jednu od glavnih karakteristika biljaka iz porodice Apiaceae i Lamiaceae (Kosti¢ i
sar., 2012). Isparljive supstance koje sadrze azot, a koje ulaze u sastav EU pripadaju derivatima
indola ili alifaticnim aminima i daju neprijatan miris EU. Isparljiva jedinjenja sa sumporom u
biljkama se nalaze u obliku izosulfocijanata ili organskih disulfida i njihova zajednicka
karakteristika je da se u neozledenom biljnom tkivu nalaze u vezanoj neisparljivoj formi. Do
njihovog oslobadanja, uz pojavu neprijatnog mirisa dolazi nakon enzimske hidrolize u
ozledenom biljnom tkivu (Kosti¢ 1 sar., 2012).

lako se do skora smatralo da su za antimikrobnu aktivnost EU uglavnom odgovorna fenolna
jedinjenja (Cosentino i sar., 1999), dokazano je da i ne-fenolne komponente poseduju
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antimikrobnu aktivnost (Tajkarimi i sar., 2010). Ispitivanja antimikrobne aktivnosti glavnih
komponenti EU pokazala su da one nisu i glavni nosioci antimikrobnog potenciala EU, ve¢ da
manje zastupljene komponente imaju klju¢nu ulogu u antimikrobnoj aktivnosti EU, zahvaljujuc¢i
svom sinergistickom delovanju (Burt i sar., 2004).

2.4.4. Antimikrobna aktivnost etarskih ulja

Etarska ulja su prava riznica bioaktivnih jedinjenja koja se medusobno razlikuju po hemijskom
sastavu i strukturi. Zbog svoje hemijske raznolikosti, EU su prepoznata kao moguca grupa novih
antimikrobnih sredstava (Yap i sar., 2014). Antimikrobna aktivnost EU i njihovih komponenata
moze varirati od delimi¢ne (bakteriostati¢ne) do potpune inhibicije rasta bakterija (baktericidne),
(Griffin i sar., 1999). Etarska ulja ispoljavaju razli¢ito antimikrobno dejstvo na gram-pozitivne i
na gram-negativne bakterije, $to se moze pripisati razlikama u strukturi i sastavu citoplazmatske
membrane i/ili spoljasnje membrane i1 Celijskog zida (Tamboli i Lee, 2013). Kod gram-
negativnih bakterija koje se odlikuju ve¢om rezistentno§¢u prema antimikrobnim sredstvima,
¢elijski zid je sloZeniji 1 sastoji se od tankog sloja peptidoglikana koji se nalazi uz citoplazmatsku
membranu i spoljaSnje membrane koju ¢ine fosfolipidi i lipopolisaharidi (Nazzaro i1 sar., 2013).

Zbog svoje hidrofobnosti molekuli EU mogu da produ kroz c¢elijski zid gram-negativnih
bakterija 1 prodru u lance masnih kiselina spoljasnje fosfolipidne membrane, povec¢avajuci njenu
permeabilnost, sto dovodi do gubitka osmotske kontrole ¢elije i izaziva curenje unutaréelijskog
sadrzaja, a moZe kulminirati lizom i Celijskom smréu (Sikkema i sar., 1994). Odsustvo ove
membrane kod gram-pozitivnih bakterija omogucava direktan kontakt hidrofobnih komponenti
EU sa lipidnim slojem membrane, $to uti¢e na manju otpornost gram-pozitivnih bakterija prema
dejstvu EU.

Sem §to dovode do promena permeabilnosti membrane, neka hemijska jedinjenja koja ulaze u
sastav EU reaguju sa proteinima celijske membrane. Cikli¢ni ugljovodonici reaguju sa ATP-
azom, enzimom smestenim na Celijskoj membrani koji je okruzen molekulima lipida, kao i sa
drugim enzimima odgovornim za sintezu strukturnih komponenti ¢éelije (Burt, 2007).

Od svih jedinjenja koja ulaze u sastav EU, fenoli i alkoholi su primarno odgovorni za
antimikrobno dejstvo EU, jer ispoljavaju najjace inhibitorno dejstvo na rast bakterija. Smatra se
da je slobodna hidroksilna grupa alkohola i fenola uzrok njihove aktivnosti. Slede aldehidi i
ketoni, dok je inhibitorno dejstvo monoterpenskih ugljovodonika vrlo malo (Sikkema i sar.,
1995).

Rezultati dosada$njih istrazivanja pokazuju da EU, sem antimikrobne aktivnosti poseduju (Burt,
2004) i antioksidativnu (Cavar i sar., 2013), antiviralnu (Dunki¢ i sar., 2013), insekticidnu
(Kumar 1 sar.,, 2011), citotoksi¢énu (ispitivanja su sprovedena na humanim ¢elijama
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adenokarcinoma) (Miladi i sar., 2013), antibiofilm (Correa i sar., 2018), ,,antiquorum sensing*
(Sharifi i sar., 2017) aktivnost.

2.4.5. Etarska ulja i biofilm

Poznato je da su bakterije uklopljene u matriks biofilma manje osetljive na dejstvo hemijskih
(antibiotici, dezinficijensi) i bioloskih antimikrobnih sredstava (EU i biljni ekstrakti), $to se moze
uociti po vrednostima minimalne inhibitorne koncentracije (MIC), koja je za ¢elije uklopljene u
matriks biofilma i do hiljadu puta veéa u odnosu na planktonske ¢elije. Osetljivost biofilm celija
na dejstvo EU zavisi od njihovog polozaja u biofilmu. Spoljasn;ji sloj biofilma ¢ine ¢elije koje se
nalaze u eksponencionalnoj fazi rasta i koje su osetljivije na dejstvo EU, za razliku od ¢elija u
dubljim slojevima biofilma ¢iji je metabolizam usporen i koje mogu da razviju tolerantnost ili
rezistentnost prema delovanju EU (Singh i sar., 2017). U kontroli i prevenciji formiranja
biofilma, EU su nasla primenu u spre¢avanju inicijalne ¢elijske adhezije koja prethodi formiranju
biofilma i za eradikaciju ve¢ formiranog biofilma. Prema Reichling (2020) potrebna je 2-8 puta
veca koncentracija EU za eradikaciju prethodno formiranog biofilma u odnosu na koncentraciju
koja sprecava inicijalnu Celijsku adheziju. Izuzetak su rezultati ispitivanja Kavanaugh i Ribbec
(2012), prema kojima je EU Thymus vulgaris bilo efikasnije na biofilm ¢elije Pseudomonas
aeruginosa i P. putida u odnosu na planktonske ¢elije pomenutih mikroorganizama. Isti autori
navode i da EU cajevca (Melaleuca alternifolia) u koncentraciji od 5% nije pokazalo
antimikrobno dejstvo na planktonske ¢elije P. putida, dok je uofen antibiofilm efekat pri
koncentraciji od 4%. Moguce objasnjenje je da je u ovom slucaju ekstracelularni matriks
biofilma adsorbovao aktivne komponente EU i povecao njihovu koncentraciju, kao i da se
Celijski zid i Celijska membrana biofilm celija razlikuje u odnosu na planktonske, a razlike su
rezultat ekspresije razliitih gena kod planktonskih 1 biofilm ¢elija.

Zbog svog jedinstvenog i kompleksnog sastava dejstvo EU na biofilm ¢elije je viSesmerno i
ukljucuje izmedu ostalog inhibiciju enzima (-laktamaze (enzim koji je odgovoran za razlaganje
B-laktamskih antibiotika), inhibiciju efluks pumpi ¢elija koje se nalaze na povrsini biofilma i
koje svojom aktivno$¢u izbacuju EU u spoljasnju sredinu Sstite¢i celije u dubljim slojevima
biofilma, izaziva poremecaj u propustljivosti Celijskog zida i membrane kao i ,,antiquorum
sensing“ delovanje, ometajuci transfer gena rezistencije izmedu gusto zbijenih ¢elija biofilma
(Yapisar., 2014).
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3. CILJ RADA

Sposobnost dugotrajnog prezivljavanja alimentarnih patogena u zemljiStu predstavlja stalnu
opasnost od kontaminacije povrtarskih kultura. Kontaminiraju¢i zemljiste bilo direktno putem
izmeta zivotinja 1 ljudi ili indirektno preko vode za navodnjavanje, ovi patogeni lako nalaze put
do biljke. Zbog prirode gajenja i nacina upotrebe, uglavnom u svezem stanju, zelena salata
predstavlja Cest izvor kontaminacije i nalazi se pri vrhu izazivaca alimentarnih toksikoinfekcija.
Kao najces¢i kontaminenti zelene salate navode se E. coli i vrste roda Salmonella. Zahvaljujuci
adhezivnoj sposobnosti, ova dva patogena mogu da kontaminiraju zelenu salatu spolja,
formiraju¢i mikrokolonije na povrSini lista ili mogu da kontaminiraju njenu unutras$njost kroz
korenov sistem. Nastale mikrokolonije vremenom mogu da prerastu u biofilm koji predstavlja
idealnu sredinu za opstanak patogena u spoljasnjoj sredini 1 koji je nemogucée ukloniti pranjem
vodom. Biofilmovi formirani na lisnatom povréu predstavljaju veliki rizik po zdravlje potrosaca.
Iznalazenje nacina za njihovo potpuno i bezbedno uklanjanje predstavlja imperativ na polju
bezbednosti hrane.

Formiranje biofilma s jedne, i pojava mikrobne rezistencije usled nekontrolisane upotrebe
sintetiCkih antimikrobnih sredstava, s druge strane, nametnula je problem za pronalazenjem
antimikrobnih supstanci prirodnog porekla. Ovome je doprinela svest i zabrinutost potrosaca da
sinteti¢ki hemijski aditivi mogu imati toksi¢ne ili ¢ak kancerogene efekte po zdravlje. Iz ovih
razloga, zacinske biljke koje se od davnina koriste u kulinarstu i narodnoj medicini, poslednjih su
godina predmet mnogobrojnih naucnih studija. PaZnja nau¢ne javnosti u najvecoj meri usmerena
je prema ispitivanju antimikrobnog potencijala EU i ekstrakata ovih biljaka i njihovoj primeni u
praksi.

Imajuéi u vidu navedene Cinjenice, kao i da je prema podacima objavljenim od strane WHO
zelena salata svrstana medu prvih deset najrizi¢nijih namirnica Sa aspekta mikrobioloske
kontaminacije, cilj ovog istrazivanja bio je:

e Ispitivanje sposobnosti prezivljavanja odabranog izolata E. coli i S. Typhimurium (dalje u
tekstu testirani mikroorganizmi) u zemljiStu pri uslovima konstantne relativne vlaZnosti
(RV) i temperature (T), (RV = 70%, T = 23 °C) i pri promenljivim uslovima vlage i
temperature;

e Ispitivanje sposobnosti testiranih mikroorgnizama da formiraju biofilm na temperaturama
od 25°Ci 37 °C;

e Ispitivanje sposobnosti adherencije i formiranja biofilma testiranih mikroorganizama na
lisnu povrSinu zelene salate;

e Vizuelizaciju formiranog biofilma testiranih mikroorganizama na lisnoj povr$ini zelene
salate primenom skening elektronske mikroskopije (SEM);
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e (QOdredivanje hemijskog sastava EU,

e Ispitivanje antimikrobnog efekta EU na bujonske kulture testiranih mikroorganizama i
odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) i minimalne baktericidne
koncentracije (MBC);

e Ispitivanje efekta odabranih koncentracija EU na inicijalnu adheziju i formirani biofilm
testiranih mikroorganizama u in vitro uslovima i na na lisnoj povrsini zelene salate.
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4. MATERIJAL | METODE

Najve¢i deo eksperimentalnog istrazivanja ove doktorske disertacije realizovan je u okviru
mikrobioloSke laboratorije Nauc¢nog instituta za prehrambene tehnologije u Novom Sadu.
Identifikacija testiranih mikroorganizama izvrSena je masenom spektrometrijom zasnovanom na
matricom potpomognutom laserskom desorpcijom/jonizacijom (MALDI - MS) uz TOF
analizator u laboratoriji Instituta za javno zdravlje Vojvodine u Novom Sadu. Dodatno
potvrdivanje S. Typhimurium izvrSeno je u laboratoriji Veterinarskog specijalistiCkog instituta
,,Kraljevo*“ metodom real time PCR (eng. Polymerase Chain Reaction). Destilacija EU je
sprovedena u odeljenju za alternativne kulture i organsku proizvodnju Instituta za ratarstvo i
povrtarstvo u Novom Sadu. Hemijski sastav EU odreden je na Hemijskom fakultetu,
Univerziteta u Beogradu. Priprema uzoraka za skening elektronsku mikroskopiju sprovedena je
na Tehnoloskom fakultetu, Univerziteta u Novom Sadu, a vizuelizacija pripremljenih uzoraka u
okviru Univerzitetskog centra za skening elektronsku mikroskopiju Departmana za biologiju i
ekologiju, Prirodno matematickog fakulteta, Univerziteta u Novom Sadu.

4.1. Kulture mikroorganizama

U skladu sa ciljevima ove doktorske disertacije ispitano je 24 izolata E. coli izolovanih iz
uzoraka hrane Zivotinjskog porekla i laboratorijski tipski soj Salmonella enterica subspecies
enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) ATCC 14028 (American Type Culture
Collection) kwik-stickTM set (MicrobioLogics, Sent Klaud, Minesota, SAD). U cilju izdvajanja
izolata sa jakom biofilm produkcijom u preliminarnim ispitivanjima sprovedena je skrining
biofilm produkcije izolata E. coli, nakon cega je izabran izolat sa najboljom biofilm
produkcijom. Uporedo je ispitana sposobnost produkcije biofilma S. Typhimurium.

4.1.1. Kulturelne i biohemijske karakteristike Escherichia coli i Salmonella
Typhimurium

Kulturelne osobine E. coli i S. Typhimurium odredivane su nakon kultivacije ispitivanih
mikroorganizama na visokoselektivnim, diferencijalnim podlogama:

e Tripton zu¢ glukuronid agar (Tryptone Bile Glucuronic agar, TBX agar, HiMedia,
Mumbaj, Indija) za E. coli (uslovi inkubiranja: 44 °C, 24 h) (SRPS ISO 16649 - 2: 2008);
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e Ksiloza lizin dezoksiholatni agar (Xylose Lysine Deoxycholate agar, XLD agar,
HiMedia, Mumbaj, Indija) i Harlekin - Salmonella ABC agar (Harlequin - Salmonella
ABC agar, HAL agar, LabM, Hejvud, UK) za S. Typhimurium (uslovi inkubiranja: 37
°C, 24 h) (SRPS EN ISO 6579 - 1: 2017).

Biohemijske karakteristike (Test na citrat, Test ispitivanja sposobnosti produkcije indola iz
triptofana, Metil crveno/Voges Proskauer test) ispitivanih izolata E. coli ispitane su prema
navodima Cappuccino i Sherman, (2014). Za biohemijska ispitivanja izolata E. coli
karakteristi¢ne kolonije sa TBX agara inokulisane su na povrSinu hranljivog agara (Nutrient
agar, HA, HiMedia, Mumbaj Indija) i inkubirane na 37 °C, 24 + 1 h. Dobijene kulture E. coli
podvrgnute su slede¢im testovima:

e Test na citrat (slika 4.1 - D). Ovim testom se ispituje sposobnost bakterija da koriste Na-
citrat kao jedini izvor ugljenika. KoriS¢enjem ugljenika iz citrata nastaje natrijumova i
amonijumova baza, pri ¢emu pH vrednost raste iznad 7,6, §to ima za uzrok promenu boje
indikatora bromtimol plavog iz zelene u plavu boju, sto je ujedno dokaz pozitivne
reakcije. Test je izveden zasejavanjem kosine i ubodom u dubinu citratnog agara
(Simmons citrate agar, HiMedia, Mumbaj, Indija) ispitivanom Kkulturom. Zasejana
podloga je inkubirana na 37 °C, 24 h.

e Test ispitivanja sposobnosti produkcije indola iz triptofana. Produkcija indola iz
triptofana je osobina bakterija koje sintetiSu enzim triptofanazu, pod ¢ijim dejstvom
dolazi do razgradnje triptofana u indol. Prisustvo indola dokazuje se dodatkom
Kovacevog reagensa koji sadrzi p-dimetilaminobenzaldehid sa ¢ijom aldehidnom grupom
nastali indol reaguje obrazuju¢i kompleksno jedinjenje crvene boje. Ovo je dokaz
pozitivne reakcije koji se vizuelno uocava formiranjem prstena crvene boje u roku od 15
minuta (slika 4.1 - A). Test je izveden zasejavanjem ispitivane kulture u 5 ml podloge
koja sadrzi triptofan (Tryptophan medium, HiMedia, Mumbaj, Indija), koja je zatim
inkubirana na 37 °C, 18-24 h. Nakon inkubiranja u podlogu je dodat Kovadev reagens
(Kovac's Indole reagent, HiMedia, Mumbaj, Indija).

e Metil crveno/Voges Proskauer test (slika 4.1. - B, C). Ovim testom se ispituje tip
fermentacije glukoze. Bakterije mogu fermentovati glukozu mesSovito - kiselim ili
butilenglikolnim putem. U meSovito - kiselom putu fermentacije, glukoza se razlaze uz
stvaranje jakih kiselina poput ¢ilibarne, mle¢ne, mravlje ili siréetne, koje su dovoljne da
nadvladaju puferski sastav podloge (MR - VP medium, HiMedia, Mumbaj, Indija) pri
produzenom inkubiranju (48-72 h, 37 °C) i odrze pH podloge ispod 4,4. Dodatkom
indikatora metil - crvenog u podlogu nakon inkubiranja, crvena boja je dokaz pozitivne
reakcije, odnosno da je doSlo do fermentacije glukoze meSovito - kiselim putem. U
butilenglikolnom putu fermentacije glukoze kao produkt fermentacije nastaje
acetilmetilkarbinol (acetoin), pri ¢emu stvorena koli¢ina kiselina nije dovoljna da snizi
pH podloge na 4,4. Test je izveden tako Sto je nakon inkubiranja zasejane podloge u
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epruveti (37 °C, 24 h), u podlogu dodato dve kapi rastvora kreatina (C4HgN30, x H.,0,
Merck KGaA, Darmstad, Nemacka), tri kapi rastvora a-naftola (C10H;OH, Merck KGaA,
Darmstad, Nemacka) i dve kapi 40% rastvora kalijum hidroksida (KOH, Merck KGaA,
Darmstad, Nemacka). Sadrzaj epruvete je promuckan i izlozen atmosferskom kiseoniku
15 min. U prisustvu atmosferskog kiseonika i KOH 1 usled katalitickog delovanja a-
naftola i kreatina, acetoin prelazi u crveno obojeni kompleks diacetil. Ovo je ujedno
dokaz pozitivne Voges - Proskauer reakcije.

Slika 4.1. E. coli: Indol test (A), Metil crveno test (B), Voges Proskauer test (C), Test na citrat (D)
(https://microbeonline.com/imvic-tests-principle-procedure-and-results/)

Navedeni biohemijski testovi su osnovni testovi za razlikovanje rodova koliformnih bakterija.
Detaljnije ispitivanje biohemijskih karakteristika E. coli ukljucujuje veci broj testova kao §to je:
oksidaza test, dokazivanje produkcije B-galaktozidaze, dekarboksilacija arginina, lizina i
ornitina, produkcija ureaze, likvefakcija Zelatina i dr. (Cappuccino i Sherman, 2014). U ovom
radu, umesto klasi¢nih biohemijskih testova, potvrdivanje E. coli izvedenoje primenom MALDI
- TOF MS tehnike.

Biohemijske karakteristike S. Typhimurium ispitane su prema navodima standarda SRPS EN
ISO 6579 - 1: 2017. U cilju ispitivanja biohemijskih osobina, tipi¢ne kolonije S. Typhimurium
sa XLD agara presejane su na povrSinu HA i inkubirane na 37 °C, 24 + 3h. Ispitivanje
biohemijskih osobina S. Typhimurium izvedeno je primenom sledeéih testova:

e Test na kosom trostrukom seceru po Kligleru. U sastav trostrukog Secera po Kligleru
(Triple sugar iron agar, TSI, HiMedia, Mumbaj, Indija) ulaze tri ugljena hidrata: glukoza,
laktoza i1 saharoza. Fermentacijom ovih Secera nastaje kiselina, pri ¢emu indikator fenil-
crveno menja boju u zuto. Kako su laktoza i saharoza zastupljene u podlozi u znatno
vecoj koncentraciji (10 x), njihovom fermentacijom nastaje veca koli¢ina kiseline, $to
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uti¢e na smanjenje pH 1 promenu boje indikatora u Zutu boju (zuto dno). Stvaranje
kiseline iz glukoze, koje ima znatno manje, potisnuto je brzom oksidacijom nastale
kiseline, §to rezultira neutralnom ili alkalnom pH reakcijom, $to se ocCitava crvenim
kosim delom podloge. Zuto dno i crvena kosina podloge ukazuju da je ispitivani
mikroorganizam fermentor glukoze, ali ne moze da fermentira laktozu i/ili saharozu. U
kiseloj sredini dolazi do redukcije natrijum- tiosulfata (Na,S;03), pri ¢emu nastaje
vodonik-sulfid (H2S). Nastali H,S reaguje sa gvozde-sulfatom (FeSO,), pri ¢emu nastaje
crno obojeno jedinjenje gvozde-sulfid (FeS). Test je izveden zasejavanjem kose povrSine
agara, brazdanjem i ubodom u dubinu agara ispitivanom kulturom i inkubiranjem na 37
°C tokom 18-24 h. Crvena (alkalna) kosa povrsina agara (ne fermentuju laktozu) i Zuto
(kiselo) dno sa stvaranjem gasa (razlazu glukozu) ili crna boja agara u slucaju stvaranja
H.S (javlja se kod oko 90% izolata) su tipi¢ne reakcije za Salmonella spp.

e Test ispitivanja sposobnosti hidrolize uree. Urea agar (Urea agar base-Christensen,
HiMedia, Mumbaj, Indija) se Kkoristi za identifikaciju bakterija koje sadrze ureazu i
hidrolizuju ureu. Kosa povrsina urea agara je zasejana brazdanjem ispitivanom kulturom i
inkubirana na 37 °C, tokom 18-24 h. Salmonella spp. ne produkuju enzim ureazu, tako da
urea agar nakon inkubiranja ne menja boju indikatora fenol crvenog u ruzicasto crvenu,
veé ostaje zute boje. To je ujedno i dokaz negativne reakcije na urea agaru.

e Test za dekarboksilaciju L-lizina. Dekarboksilacija lizina je reakcija koja se izvodi u cilju
razlikovanja bakterija koje sintetiSu enzim dekarboksilazu. Lizin dekarboksilaza bujon
(Lysine decarboxylase broth w/o peptone, HiMedia, Mumbaj, Indija) je inokulisan
ispitivanom kulturom i inkubiran na 37 °C tokom 18-24 h. Ukoliko je ispitivana
bakterijska kultura dekarboksilaza pozitivna, dolazi do fermentacije dekstroze uz
stvaranje kiseline, sto dovodi do promene pH sredine i promene boje indikatora
bromkrezol ljubicastog u Zutu boju. S druge strane, Kisela sredina stimuliSe aktivnost
dekarboksilaze, pod ¢ijim dejstvom dolazi do dekarboksilacije L-lizina i nastanka
kadaverina. Alkalna sredina nastala stvaranjem kadaverina dovodi do promene boje
indikatora u prvobitnu ljubicastu boju. Pozitivna reakcija se manifestuje zamucenjem 1i
nepromenjenom ljubi¢astom bojom podloge nakon inkubiranja, dok je promena boje
podloge u zutu dokaz za negativnu reakciju.

e Test za dokazivanje produkcije B-galaktozidaze. Za otkrivanje prisustva enzima f-
galaktozidaze koji poseduju laktoza fermentujuce bakterije koriste se ONPG diskovi
(ONPG discs, HiMedia, Mumbaj, Indija) koji su impregnirani orto-nitrofenil B-D-
galaktopiranozom, sintetickim bezbojnim jedinjenjem strukturno slicnim laktozi.
Fermentacija laktoze zavisi od dva enzima: p-galaktozid permeaze, koja katalise ulazak
laktoze u bakterijsku celiju, i B-galaktozidaze, koja razgraduje laktozu u glukozu i
galaktozu. B-galaktozidaza nije specifiCan enzim za laktozu i moze delovati na
jednostavne galaktozide uklju¢uju¢i ONPG. Hidroliza ONPG rezultira oslobadanjem
galaktoze i zutog hromogenog jedinjenja orto-nitrofenola sto se ocitava kao pozitivna
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reakcija. Bakterijama koje ne fermentuju laktozu nedostaju oba enzima, medutim nekim
bakterijama nedostaje permeaza, ali poseduju p-galaktozidazu i to su tzv. kasni
fermentori laktoze. Test je izveden tako $to je u epruveti sa 0,1 ml fizioloskog rastvora
(FR, sastav i nacin pripreme rastvora su navedeni u prilogu 1) suspendovana ispitivana
kultura i dodat dijagnosticki disk. Inkubiranije je izvedeno na 37 °C, 6 do 24 h.

e Test ispitivanja sposobnosti produkcije indola iz triptofana izveden je na isti nacin kao i
kod E. coli.

4.1.2. Potvrdivanje ispitivanih mikroorganizama MALDI - TOF MS metodom

Finalno potvrdivanje test mikroorganizama izvedeno je jednom od najsavremenijih
hemotaksonomskih metoda, masenom spektrometrijom sa matricom potpomognutom laserskom
desorpcijom/jonizacijom - MALDI - MS (eng. matrix assisted laser desorption/ionization mass
spectrometry). MALDI - MS predstavlja tehniku kojom se analiziraju molekuli na osnovu
njihove mase i elektriénog naboja i zasnovana je na delovanju lasera (azotni laser talasne duzine
337 nm) na uzorak otopljen u matrici, ¢ime se postiZe njegova jonizacija i desorpcija (analit
prelazi iz tecne u gasovitu fazu) bez bilo kakve hemijske degradacije analita (Clark i sar., 2013).
Kao rastvara¢ odnosno matriks analita koriste se organski rastvaraci kao $to su: a-ciano-4-
hidroksicinaminska kiselina, 2, 5-dihidroksibenzoeva kiselina, Cilibarna kiselina, sinapinska
kiselina, nikotinska kiselina i dr. Matriks/rastvara¢ mora zadovoljiti nekoliko uslova, a to je da
moze da apsorbuje UV zracenje na talasnoj duZini lasera, mora dobro izolovati molekule analita,
te kokristalizovati sa njima 1 mora da omogu¢i dobre jonizacijske uslove kao Sto je primanje 1
otpustanje protona. Nastali joni se ubrzavaju i razdvajaju u TOF (eng. time of flight) analizatoru
delovanjem elektri¢nog polja, pri ¢emu laksi joni jace ubrzavaju i prvi dolaze do detektora 1
obrnuto (Josi¢ i sar., 2009; Singhal i sar., 2015). Kao rezultat analize mikroorganizama MALDI -
TOF tehnikom nastaju karakteristicni spektri masa proteina za svaki mikroorganizam.
Identifikacija 1 klasifikacija mikroorganizma izvodi se uporedivanjem dobijenog masenog
spektra ispitivanog uzorka sa referentnim spektrima deponovanim u biblioteci mikroorganizama,
i obradom istih pomoc¢u FlexControl 3.1. softverskog paketa (Bruker Daltonics, Masacusets,
SAD).

Pre potvrdivanja pomo¢u MALDI - TOF MS metode, ispitivani mikroorganizmi su zasejani na
selektivne podloge i to E. coli na TBX agaru (inkubiranje na 44 °C, 24 h), a S. Typhimurium na
XLD agaru (inkubiranje na 37 °C, 24 h). Pojedina¢no izrasla kolonija je zatim sterilnim $tapiéem
naneta na MALDI matricu (MALDI target plate, Bruker Daltonics, Bremen, Nemacka) i
ostavljena da se osusi na vazduhu. Nakon suSenja pripremljeni materijal je preliven sa 1 pl
rastvora matriksa (o-ciano-4-hidroksicinaminska kiselina) (Bruker Matrix HCCA, Bremen,
Nemacka). Maseni spektri su automatski snimljeni pomocéu Microflex LT/SH BioTyper
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spektrometra (Bruker Daltonics, Masacusets, SAD) koji je koriS¢en u linearnom pozitivnom
modu unutar raspona mase od 2 do 20 kDa akumulacijom 240 laserskih snopova ostvarenih pri
30-40% maksimalne snage lasera. Instrumentalni parametri pri snimanju MALDI spektra su bili
sledeci: frekvencija lasera 60,00 Hz, napon jonskog izvora 1 20,00 kV, napon jonskog izvora 2
18,15 kV, napon sociva 6,00 kV. Izlaz u MALDI Biotyperu je logaritamska vrednost rezultata u
granicama od 0 do 3,0 koja predstavlja verovatno¢u ta¢ne identifikacije izolata, izraCunata
uporedivanjem pikova nepoznatog izolata sa referentnim spektrom u biblioteci mikroorganizama
i predstavlja stepen verovatnoce ta¢ne identifikacije izolata. Logaritamska vrednost rezultata u
rasponu od 2,300 do 3,000 ukazuje na vrlo verovatnu identifikaciju na nivou vrste, raspon od
2,000 do 2,299 ukazuje na sigurnu identifikaciju roda sa mogu¢om identifikacijom vrste, raspon
od 1,700 do 1,999 ukazuje na verovatnu identifikaciju na nivou roda, dok se logaritamska
vrednost rezultata < 1,700 smatra nepouzdanom za identifikaciju (Schulthess i sar., 2013).

4.1.3. Potvrdivanje Salmonella Typhimurium real - time PCR metodom

Polimeraza lan¢ana reakcija - PCR (eng. Polymerase Chain Reaction) je brza, visokoosetljiva
molekularna metoda koja se koristi za identifikaciju bakterija. Princip rada metode PCR se
zasniva na amplifikaciji definisane DNK sekvence (imitacija procesa DNK replikacije) in vitro,
pri ¢emu se koriste dva oligonukleotida (prajmera) koji su komplementarni krajevima sekvence
koja se umnozava i koji su medusobno suprotno orjentisani. Amplifikacija specifi¢nih sekvenci
nukleinske Kkiseline vrsi se tokom cikliénog procesa. Kod klasi¢ne metode, proizvodi PCR se
otkrivaju gel-elektroforezom nakon bojenja etidijum-bromidom (Dmitri¢ i sar., 2018). Razlika
izmedu real - time i klasi¢éne metode PCR je u tome, $to je real - time PCR metodom omoguéeno
kontinuirano pracenje stvaranja PCR produkata tokom ¢itave reakcije, merenjem fluorescentnog
signala koji stvara specifi¢no dvojno obelezena proba ili interkalirajuca boja pri ¢emu je intezitet
fluorescencije proporcionalan koli¢ini PCR amplikona (Law i sar., 2015; Dmitri¢, 2018).

Metodom real - time PCR, detekcija genoma laboratorijskog tipskog soja Salmonella
Typhimurium koji je koris¢en u ovoj studiji, izvedena je koris¢enjem prajmera i probe za
detekciju fliA-1S200 gena, a koji su navedeni u tabeli 4.1. (Maurischat i sar., 2015). Salmonella
Typhimurium specificna proba obelezena je na 5" kraju ,,reporter Hexachloro-Fluorescein
(HEX) i,,Dark Quencher-om* na 3" kraju (BHQ-1). Lancana reakcija polimeraze (PCR) izvrSena
je u konacnoj zapremini od 25 pl, koja je sadrzala 2 x Brilliant 111 Ultra-Fast QPCR Master Mix
(Agilent Technologies, SAD), 400 nM svakog prajmera, po 250 nM svake probe. Dva pl
ekstrahovane DNK upotrebljeno je kao template. Amplifikacioni uslovi podrazumevali su ,,hot
start* tokom 3 minuta na 95 °C, iza koga je sledilo 45 ciklusa: 15 sekundi na 95 °C i 30 sekundi
na 61 °C. Nivo fluorescencije analiziran je pomo¢u softvera real - time PCR uredaja (Stratagene
Mx3005P PCR System, Agilent Technologies, SAD) (Dmitri¢, 2018).
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Tabela 4.1. Prajmeri i proba upotrebljeni za detekciju genoma Salmonella Typhimurium (fliA-1S200)
(Maurischat i sar., 2015)

Veli¢ina
Prajmer/ proba Sekvenca (5'-3") amplikon
a
fliA-1S200 (forward) CATTACACCTTCAGCGGTAT
fliA-1S200 (reverse) CTGGTAAGAGAGCCTTATAGG 254 bp
CGGCATGATTATCCGTTTCTACAG

fliA-15200 proba AGG

4.2. Ispitivanje sposobnosti formiranja biofilma

Za ispitivanje sposobnosti formiranja biofilma testiranih mikroorganizama primenjene su
kvalitativne i kvantitativne metode. Od kvalitativnih metoda primenjena je metoda odredivanja
morfotipa kolonija na KCA (sastav i na¢in pripreme podloge su navedeni u prilogu 2) prema
Solomon i sar. (2005) i Lu i sar. (2011). Kvantitativno ispitivanje sposobnosti formiranja

biofilma izvedeno je uz primenu kristal violet testa prema metodi koju navode Stepanovic i sar.
(2000), Agarwal i sar. (2011) i O'Toole i sar. (2011).

4.2.1. Odredivanje morfotipa kolonija Escherichia coli i Salmonella
Typhimurium na Kongo crvenom agaru

Odredivanje morfotipa kolonija testiranih mikroorganizama izvedeno je prema metodi koju su
opisali Solomon 1 sar. (2005), Lu i sar. (2011), a koja se zasniva na inokulaciji povrSine KCA
koji je suplementiran sa dve indikatorske boje, kongo crveno, (40 pg/ml) i brilijant plavo, (20
pg/ml). Indikatorske boje inkorporirane u osnovnu podlogu omogucile su identifikaciju osnovnih
komponenti matriksa biofilma. Kongo crveno se vezuje za celulozu i fimbrije, dok se brilijant
plavo vezuje za proteinske komponente matriksa biofilma- fimbrije. Apsorpcijom ove dve boje
od strane komponenti matriksa biofilma dolazi do formiranja fenotipski razli¢itih kolonija na
KCA.

Centar prethodno pripremljene podloge KCA u Petri plo¢i (@ 90 mm, NOEX, Komorniki,
Poljska) inokulisan je jednim ubodom sa delom kolonije ispitivanog mikroorganizma prethodno
kultivisanog na HA na 37 °C, 24 h. Svaka testirana bakterija je inokulisana na dve ploce sa
prethodno pripremljenim KCA, od kojih je jedna inkubirana na 25 °C, a druga na 37 °C u
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trajanju od 96 h. Nakon navedenog perioda inkubiranja morfotip kolonija je odreden na osnovu
fenotipskih karakteristika navedenih u tabeli 4.2. Test odredivanja morfotipa izveden je u tri
ponavljanja za svaki testirani mikroorganizam na obe temperature.

Tabela 4.2. Fenotipske karakteristike morfotipova prema Bokranz i sar. (2005) i Rémling i sar. (2005)

Komponente matriksa

Oznaka morfotipa Fenotipski izgled kolonije biofilma

RDAR Crvena do violet, suva R-

(eng. red, dry and rough) forma kolonija Celuloza, fimbrije

BDAR Braon, suva R-forma L
kolonii Fimbrije
(eng. brown, dry and rough) olonya
PDAR y
: Roza, suva R-forma kolonija Celuloza
(eng. pink, dry and rough)
SBAM
Braon, mukoidna S-forma K larni volisaharid
(eng. smooth, brown and kolonija apsufarni polisahari
mucoid)
RAS .. . ..
Crvena, S-forma kolonija Fimbrije
(eng. red and smooth)
BAS N ) N
Braon, S-forma kolonija Fimbrije
(eng. brown and smooth)
PAS y
Roza, S-forma kolonija Celuloza

(eng. pink and smooth)

SAW

(eng. smooth and white) Bela, S - forma kolonija -

4.2.2. Priprema i standardizacija bakterijskih suspenzija za kristal violet test

Priprema i standardizacija suspenzija 24 izolata E. coli i laboratorijskog tipskog soja S.
Typhimurium izvedena je tako Sto je za svaki ispitivani mikroorganizam nekoliko identi¢nih
kolonija dobijenih kultivacijom na Tripton soja agaru (Tryptone soya agar, TSA, Oxoid,
Bejzingstouk, UK), na 37 °C, 24 h, resuspendovano u 5 ml Tripton soja bujona (Tryptone soya
broth, TSB, Oxoid, Bejzingstouk, UK) koji je zatim inkubiran na 37 °C, 18 h. Nakon inkubiranja
dobijena suspenzija ispitivanih mikroorganizama je homogenizovana i razblazena u odnosu 1:40
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u svezem TSB. Primenom denzitometra DEN - 1 (Biosan, Riga, Letonija) podeSena je opticka
gustina (OD) suspenzije do gustine koja je odgovarala McFarland standardu 0,5 (1 x 102 cfu/ml),
koja je ujedno predstavljala koncentraciju bakterijskih suspenzija koja je korisS¢ena u
ispitivanjima sposobnosti formiranja biofilma.

4.2.3. Odredivanje sposobnosti formiranja biofilma kristal violet testom

Kristal violet test na mikrotitar ploCama se Cesto koristi u laboratorijskoj praksi za ispitivanje
sposobnosti mikroorganizama da formiraju biofilm. Naj¢e$¢e se koriste mikrotitar ploCe sa
ravnim dnom od polistirena zbog njegove hidrofobne nepolarne prirode (Liu i sar., 2020).
Procena sposobnosti formiranja biofilma odreduje se na osnovu vrednosti izmerenih apsorbanci

(ODs30).

Kristal violet test na mikrotitar ploama za kvantitativno ispitivanje sposobnosti formiranja
biofilma testiranih mikroorganizama izveden je prema metodi koju su opisali Stepanovi¢ i sar.
(2000), Agarwal i sar. (2011) i O'Toole i sar. (2011) uz modifikacije. Test je izveden u
polistirenskoj mikrotitar ploci sa 96 bunarcic¢a sa ravnim dnom, ¢ija je radna zapremina 340 pl
(Greiner Bio-One, Merck KGaA, Darmstad, Nemacka), tako $to je 180 ul TSB u bunarcicu,
inokulisano sa 20 pl bakterijske suspenzije (priprema opisana u potpoglavlju 4.2.2) po principu
jedan bunarci¢ - jedan testirani mikroorganizam. Istovremeno je postavljena i negativna kontrola
koja je sadrzavala 200 pl TSB. Pripremljena mikrotitar plo¢a je inkubirana na 25 °C, 48 h.
Nakon isteka vremena inkubiranja neadherisane ¢elije su uklonjene inverzijom mikrotitar ploce
na apsorbujucu hartiju i ispiranjem svakog prethodno inokulisanog bunarcica tri puta sa po 250
ul sterilne vode. Adherisane celije su fiksirane suSenjem na sobnoj temperaturi u laminarnoj
komori (Aura mini, BIOAIR, Sicijano, Italija), nakon ¢ega su obojene sa 250 pul 0,5% rastvora
kristal violeta (AppliChem, Darmstad, Nemacka) 1 ostavljene na sobnoj temperaturi, 10 minuta.
Visak boje (koja se nije vezala za adherisane ¢elije) je uklonjen viSekratnim ispiranjem bunarc¢ic¢a
sterilnom vodom nakon ¢ega je mikrotitar plo¢a podvrgnuta suSenju na sobnoj temperaturi.
Nakon suSenja kristal violet vezan za adherisane celije je rastvoren dodatkom 250 pl
dekolorizatora (33% sir¢etna kiselina) (slika 4.2). Vreme potrebno za potpuno rastvaranje kristal
violeta bilo je 15 minuta na sobnoj temperaturi. Rezultati su ocitani spektrofotometrijski
upotrebom filtera talasne duzine 630 nm na Elisa ¢itatu (Elisa Reader, Thermo electron
corporation, Sangaj, Kina).
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Slika 4.2. Mikrotitar plo¢a nakon dodatka dekolorizatora (negativna kontrola D, E 1-12)

Vrednosti apsorbanci na osnovu kojih je izvrSena klasifikacija jac¢ine biofilm produkcije (tabela
4.3) dobijene su umanjenjem srednje vrednosti apsorbance testiranog mikroorganizma za srednju
vrednost apsorbance negativne kontrole (Stepanovi€ 1 sar., 2007):

ODtm = srvODtm — srvODnk
gde je:
ODtm — opticka gustina/apsorbanca testiranog mikroorganizma
srvODtm — srednja vrednost apsorbanci testiranog mikroorganizma

srvODnk — srednja vrednost apsorbanci negativne kontrole

Tabela 4.3. Klasifikacija izolata na osnovu apsorbanci prema Stepanovi¢ i sar. (2007)

Apsorbanca Produkcija biofilma
OD <ODc¢ Nema
ODc <OD < (2 x ODc) Slab
(2 x0Dc) <OD < (4 x ODc¢) Umeren
(4 x ODc) < OD Jak
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Pri ¢emu je:

ODc - grani¢na vrednost (Cut-off) izracunata prema formuli:

ODc = srvODnk + (3 x SDnk)

gde je:

srvODnK - srednja vrednost apsorbanci negativne kontrole
SDnk - standardna devijacija negativne kontrole

Kristal violet test na temperaturi 37 °C je izveden na identi¢an nacin kao i test na temperaturi od
25°C.

Za potrebe daljeg ispitivanja sposobnosti adherencije odabran je izolat E. coli (izolovan iz mesa
zivine) koji je primenom kristal violet testa na osnovu apsorbanci svrstan u jake biofilm
producere. Pored izolata E. coli ispitivan je i laboratorijski tipski soj S. Typhimurium koji prema
rezultatima istrazivanja Robbe-Saule 1 sar. (2006) takode spada u jake biofilm producere.

4.3. Ispitivanje sposobnosti prezivljavanja Escherichia coli i Salmonella
Typhimurium u zemljistu

4.3.1. Priprema i standardizacija bakterijskih suspenzija

Odabrani izolat E. coli i laboratorijski tipski soj S. Typhimurium su prethodno kultivisani na HA
tokom 24 h na temperaturi od 37 °C. Nakon navedenih uslova kultivisanja, nekoliko identi¢nih
kolonija svake ispitivane bakterijske kulture resuspendovano je u 9 ml sterilnog fizioloskog
rastvora.

Opti¢ka gustina (OD) inokuluma je podeSena do gustine McFarland standarda 1 (~3 x 10°
cfu/ml) koris¢enjem denzitometra DEN - 1 koja je ujedno predstavljala i finalnu koncentraciju
bakterijskih suspenzija kori§¢enih u ispitivanjima prezivljavanja u zemljistu.
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4.3.2. Inokulacija zemljiSta

Ispitivanja prezivljavanja odabranog izolata E. coli i laboratorijskog tipskog soja S.
Typhimurium u zemljiS§tu su izvrS§ena pri promenljivim i konstantnim (u komori - Binder,
Tutlingen, Nemacka) uslovima relativne vlaznosti vazduha i temperature tokom 120 dana, a
prema metodi koju su opisali Jarak i sar. (2005) i Fornefeld i sar. (2017) uz modifikacije.

Komercijalno humusno zemljiSte je nakon prosejavanja kroz sito precnika otvora 2 mm,
odmereno u koli¢ini od po 200 g u osam erlenmajera zapremine 500 ml. Svi pripremljeni uzorci
su sterilisani u autoklavu (Tuttnauer 3870 ELV, Bet Semes, Izrael), 30 minuta na 121 °C. Svaki
od Sest pripremljenih uzoraka zemljista je inokulisan sa po 20 ml suspenzije E. coli i 20 ml
suspenzije S. Typhimurium, pri ¢emu je koncentracija suspenzije oba mikroorganizma iznosila 3
x 10% cfu/ml. Erlenmajeri su zatvoreni Whatman filter papirom veli¢ine pora max 100 pm
(Whatman®, WHA 10340810, Merck KGaA, Darms$tad, Nemacka). Inokulisani uzorci su
homogenizovani u orbitalnom 3ejkeru (IKA® ROCKER 2D basic, Staufen, Nemacka). Na ovaj
nain pripremljeni uzorci zemljidta su sadrzavali 3 x 10" cfu/g E. coli i 3 x 10 cfu/g S.
Typhimurium. Dva preostala uzorka zemljiSta su inokulisana sa 40 ml sterilne vode i oni su
predstavljali negativne kontrole. Serija od tri inokulisana uzorka i jedne negativne kontrole je
izlozena dejstvu konstantne temperature i relativne vlaznosti (T = 23 °C, H = 70%) u komori.
Druga serija od tri inokulisana uzorka i1 jedne negativne kontrole je izloZena dejstvu promenljivih
vrednosti relativne vlaznosti 1 temperature (laboratorijski uslovi). Broj prezivelih
mikroorganizama je odredivan nakon 7, 15, 30, 60, 90 i 120 dana uz istovremeno odredivanje
sadrZaja slobodne vode (ay) u uzorcima negativne kontrole. Broj preZivelih mikroorganizama je
odreden standardnom tehnikom brojanja kolonija na TBX (24 h na 44 °C) za E. coli i XLD (24 h
na 37 °C) za S. Typhimurium, a dobijeni rezultati su izrazeni kao log cfu/g.

4.3.3. Odredivanje a,, vrednosti zemljiSta

Za opstanak mikroorganizama u zemljistu jedan od najznacajnijih parametara je sadrzaj slobodne
vode koji se izrazava kao aktivnost vode (ay) 1 predstavlja deo vode koji mikroorganizmi mogu
da koriste za svoju metabolicku aktivnost. Aktivnost vode predstavlja odnos izmedu pritiska pare
rastvora (rastvorenih materija u vodi) - p i pritiska pare rastvaraca - p, (obi¢no vode) i usko je
povezana sa relativnom vlaznoséu atmosfere koja okruzuje zemljiste (Skrinjar i TeSanovic,
2007).

Za odredivanje a, vrednosti zemljista koriscen je a, - metar Testo 650 (Testo AG, Sparta, NJ,
SAD). Uredaj se sastoji od sonde, merne ¢elije i plasticne merne posude za uzorak. Postupak je
izveden tako da je prethodno dobro homogenizovanim uzorkom napunjena merna posuda do 2/3
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zapremine, nakon ¢ega je u nju postavljen merni deo sonde. Merenje je izvrSeno na Sobnoj
temperaturi do uspostavljanja ravnoteznog stanja a,, oCitavanjem prikazane vrednosti na displeju
uredaja. Merenje je izvedeno u tri ponavljanja.

4.4, Ispitivanje sposobnosti formiranja biofilma na lisnoj povrSini povréa

4.4.1. Priprema kupona lista zelene salate

Za potrebe ovog dela eksperimenta odabrana je zelena salata domace sorte Novosadska majska
maslena (slika 4.3). Priprema kupona lista zelene salate izvedena je prema metodi koju su opisali
Berger i sar. (2009) uz modifikacije. Pre pocetka eksperimenta odabrani listovi zelene salate su
oprani pod mlazom vode radi uklanjanja eventualnih mehanickih necistoca, zatim su isprani
sterilnom vodom, postavljeni u otvorene Petri plo¢e pre¢nika 160 mm i sterilisani UV zracima u
laminarnoj komori (Aura mini, BIOAIR, Sicijano, Italija) 30 minuta, uz strujanje vazduha, radi
inaktivacije prisutne epifitne mikroflore i uklanjanja ostatka vode.

Slika 4.3. Glavica zelene salate (sorta Novosadska majska maslena)

Odabrani su listovi iz sredine glavice salate (slika 4.4). Od pripremljenih listova salate izrezani
su kuponi dimenzija 10 x 10 mm. U cilju provere sterilnosti, po jedan kupon je asepticki prenet u
epruvetu sa 1 ml slanog peptonskog rastvora (SPR, sastav i na¢in pripreme podloge su navedeni
u prilogu 3), epruveta je vorteksirana (Velp Scientifica, Uzmate, Italija) i sadrzaj epruvete je
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zasejan u Petri plocu koja je nalivena podlogom za ukupan broj bakterija (Plate count agar, PCA,
HiMedia, Mumbaj, Indija).

Slika 4.4. Deo lista zelene salate od koga su pripremljeni kuponi

Ploca je inkubirana 72 h na 30 °C. Postupak je izveden u tri ponavljanja a dobijeni rezultati su
izrazeni kao cfu/cm?.

4.4.2. Odredivanje sposobnosti adherencije na lisnu povrsinu povréa

Sposobnost adherencije odnosno odredivanje broja celija koje formiraju biofilm na lisnoj
povrsini ispitana je prema metodi koju su opisali Kroupitski i sar. (2009) i Patel i Sharma (2010)
uz modifikacije. Pripremljeno je ukupno $est pojedinac¢no postavljenih kupona lista zelene salate
u bunarc¢i¢e mikrotitar plo¢e sa 12 udubljenja sa ravnim dnom, radne zapremine 2-4 ml (Greiner
Bio-One, Merck KgaA, Darmstad, Nemacka) prema postupku opisanom u potpoglavlju 4.4.1.
Prva serija od tri kupona je inokulisana sa po 1 ml suspenzije E. coli (potpoglavlje 4.2.2), a druga
serija sa po 1 ml suspenzije S. Typhimurium (slika 4.5). Adherencija bakterijskih ¢elija na
kupone je omogucena tokom 3 h inkubiranja na temperaturi od 25 °C. Nakon isteka predvidenog
vremena adherencije kuponi su isprani tri puta sa 2,5 ml sterilne vode radi uklanjanja
neadherisanih ¢elija i ostatka hranljive podloge. Svaki kupon je asepti¢no prenet u epruvetu sa 1
ml sterilnog SPR. Postupak deadherencije je izveden na dva nacina: vorteksiranjem epruveta 1
minut pri najvecoj brzini (40 Hz) 1 kombinovano izlaganjem epruveta delovanju niske energije
ultrazvuka frekvencije 40 kHz 1 minut u ultrazvuénom kupatilu (model ATM 40-3LCD, ATU,
Valencija, Spanija) i nakon toga vorteksiranjem 1 minut (40 Hz). Sadrzaj epruveta je zatim
resuspendovan u 9 ml SPR. Broj adheriranih ¢elija, je odreden standardnom tehnikom brojanja
kolonija na TSA, a dobijeni rezultat je izrazen kao log cfu/cm?. Sposobnost adherencije na lisnu
povrsinu povréa je ispitana i na temperaturi od 37 °C.
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Slika 4.5. Mikrotitar ploca sa kuponima lista zelene salate pre inokulacije

4.4.3. Formiranje biofilma na lisnoj povrSini povréa

Prethodno pripremljeni kuponi lista zelene salate na nacin koji je opisan u potpoglavlju 4.4.1. su
stavljeni pojedinacno u sterilnu polistirensku mikrotitar plo¢u sa 12 bunaré¢ica sa ravnim dnom.
Svaki od tri pripremljena kupona lista zelene salate je inokulisan sa po 1 ml suspenzije E. coli,
gustine McFarland standarda 0,5 (potpoglavlje 4.2.2). Isti broj kupona lista zelene salate je
inokulisan sa po 1 ml suspenzije S. Typhimurium istog turbiditeta. Ispitivanja su izvedena na dve
temperature 25 °C i 37 °C, a vreme inkubiranja je bilo 24 h. Formirani biofilm je vizualizovan
pomocu skening elektronske mikroskopije.

4.4.4. Skening elektronska mikroskopija (SEM)

Nakon isteka vremena za formiranje biofilma na kuponima lista zelene salate, kuponi su
odstranjeni iz mikrotitar plo¢a i isprani tri puta sa po 2,5 ml sterilne vode kako bi se uklonile
neadherisane ¢elije 1 ostaci podloge. Dalji postupak pripreme kupona lista zelene salate za SEM
izveden je prema protokolu koji su opisali Pathan i sar. (2008). Prema navedenom protokolu
fiksiranje biofilmova je izvedeno na temperaturi od 5 °C tokom 18 h sa 3% rastvorom
glutaraldehida (Roth, Karlsrue, Nemacka) u 0,1 M fosfatnom puferu. Glutaraldehid se koristi da
bi ojacao elasti¢ne zidove biljnih ¢elija ¢ime se spre¢ava narusavanje strukture biljnog tkiva.

Nakon fiksiranja biofilma, kuponi su isprani dva puta sa po 3 ml sterilne destilovane vode, a
zatim podvrgnuti postupku dehidratacije sukcesivnim potapanjem u vodene rastvore etanola
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(C2HsOH, Zorka Pharma - Hemija, Sabac), rastué¢ih koncentracija (30%, 50%, 60%, 70% i
90%), po 5 minuta u svakom. Na kraju je je svaki kupon dva puta potopljen u 96% etanol tokom
10 minuta, nakon ¢ega su kuponi osuSeni metodom kriti¢ne tacke suSenja (31,1 °C na 71 bar)
koris¢enjem uredaja za susenje metodom kriticne tacke susenja (Critical Point Dryer CPD 030,
BAL-TEC, Balzers, Lihtenstajn). Ovim postupkom suSenja je izbegnut efekat dejstva sila
povrSinskog napona izmedu dva agregatna stanja (tecnost/gas), Sto takode doprinosi o¢uvanju
strukture biljnog tkiva.

Osuseni kuponi napareni su zlatom na uredaju Sputter Coater SCD 005, BAL-TEC SCAN
(BAL-TEC, Balzers Lihtenstajn) (WD=50 mm, za 90 s, struja 30 mA) i posmatrani skening
elektronskim mikroskopom JMS SEM 6460 LV (JEOL Ltd. Japan) (napon ubrzanja 25 kV, na
WD od 20 do 8 mm).

4.5. Etarska ulja

4.5.1. Biljni materijal

U ovom radu ispitivan je hemijski sastav, antimikrobni i antibiofilm potencijal EU cetiri biljne
vrste gajene na podruc¢ju Backe, Autonomne pokrajne Vojvodine. Za navedena ispitivanja
koris¢ena su: EU mirodije (Anethum graveolens L.) biljke koja pripada porodici Apiaceae, EU
nane (Mentha piperita L.), EU bosiljka (Ocimum basilicum L.) i EU vreska (Satureja montana
L), biljaka iz porodice Lamiaceae. Identifikacija biljnog materijala izvedena je na Departmanu za
biologiju 1 ekologiju Prirodno matemati¢kog fakulteta u Novom Sadu, Univerziteta u Novom
Sadu. Herbarski primerci su deponovani u herbarijumu pomenutog departmana (BUNS
Herbarijum) i zavedeni pod slede¢im vauder brojevima: mirodija (2-1440), nana (2-1550),
bosiljak (2-1441) i vresak (2-1561).

4.5.2. Ekstrakcija etarskih ulja

Ekstrakcija EU iz biljnog materijala izvedena je postupkom hidrodestilacije na aparatu po
Clevenger-u (ATICO Medical Pvt.,, Ambala, Indija) tokom 4 h u skladu sa standardnom
procedurom opisanom u Evropskoj farmakopeji (2004). Za ekstrakciju su koriS¢eni osuseni i
samleveni nadzemni delovi biljnog materijala. Dobijeni uzorci ulja ¢uvani su u tamnim
staklenim bocama na temperaturi od 4 °C.
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4.5.3. Odredivanje hemijskog sastava etarskih ulja

Hemijski sastav EU odreden je gasnom hromatografijom sa masenom spektrometrijom (GH -
MS), pri ¢emu je koriS¢en gasni hromatograf Agilent 6890, (Agilent Technologies, Santa Klara,
SAD) povezan sa selektivnim masenim detektorom Agilent 5973 MSD, (Agilent Technologies,
Santa Klara, SAD), u pozitivnom rezimu EI. Razdvajanje je vrSeno na kapilarnoj koloni (Agilent
19091S-433 HP-5 MS), duzine 30 m, unutrasnjeg pre¢nika 0,25 mm i debljine filma 0,25 pum.
Kao nose¢i gas kori$éen je helijum, sa protokom od 0,1 ml/min, mereno na 210 °C. Temperatura
kolone bila je linearno programirana od 60 °C do 285 °C, uz brzinu podizanja temperature od 4,3
°C/min. Temperatura injektora bila je 250 °C; temperatura izvora 200 °C; temperatura interfejsa
250 °C, energija jonskog izvora, 70 e¢V. Merenje masa vrSeno je u opsegu 40-350 Daltona sa
11,47 skanova u minutu. Identifikacija komponenti izvedena je na osnovu retencionih indeksa i
poredenjem masenih spektara sa spektrima biblioteka Wiley 1 NIST. Kvantifikacija je vrSena na
osnhovu internog standarda (Ac¢imovié, 2013).

4.6. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti etarskih ulja

Ispitivanje antimikrobne aktivnosti EU bosiljka, nane, mirodije i vreska prema odabranom
izolatu E. coli i laboratorijskom tipskom soju S. Typhimurium, izvedeno je primenom
modifikovane bujon mikrodilucione metode prema preporukama Instituta za klinicke 1
laboratorijske standarde (Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI, 2012) uz
modifikacije. Kao indikator bakterijskog rasta, a u cilju lakse vizuelne detekcije minimalne
inhibitorne koncentracije (MIC), koris¢en je 0,01% vodeni rastvor resazurina (7-Hydroxy-3H-
phenoxazin-3-one 10-oxide, HiMedia, Mumbaj, Indija). Resazurin je plava nefluorescentna boja,
koja nakon redukcije nastale pod dejstvom oksidoreduktaza vijabilnih celija prelazi u
fluorescentno jedinjenje roze boje-resorufin.

4.6.1. Priprema rastvora resazurina

Rastvor resazurina pripremljen je odmeravanjem 0,01 g resazurina u normalni sud zapremine
100 ml i rastvaranjem do 100 ml sterilnom vodom, a zatim sterilisan filtracijom uz primenu
membranskog filtera veli¢ine pora 0,20 um, (Sartorius, Getingen, Nemacka). Zbog
fotoosetljivosti resazurina za svako ispitivanje je pripreman svezi rastvor.
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4.6.2. Priprema i standardizacija bakterijskih suspenzija za ispitivanje
antimikrobne aktivnosti

Bakterijske kulture su presejane na HA, inkubirane 18 h na 37 °C. Nakon toga, nekoliko
identi¢nih kolonija ispitivane bakterijske kulture resuspendovano je u 9 ml sterilnog FR. Opticka
gustina suspenzije je podeSsena do gustine koja je odgovarala McFarland standardu 0,5
koris¢enjem denzitometra DEN - 1. Finalna koncentracija suspenzija koja je koriS¢ena u
ispitivanju antimikrobne aktivnost je iznosila 10° cfu/ml.

4.6.3. Bujon mikrodiluciona metoda

Kako je ranije navedeno, antimikrobna aktivnost EU ispitivana je bujon mikrodilucionom
metodom prema protokolu opisanom u Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012)
primenom mikrotitarskih ploc¢a sa 96 bunarci¢a. U svaki bunar¢i¢ mikrotitar plo¢e dozirano je
100 pl Mueller-Hinton bujona (Mueller Hinton broth, MHB, HiMedia, Mumbaj, Indija)
suplementiranog sa Tween® 80 (Polioksietilensorbitan monooleat, HiMedia, Mumbaj, Indija) u
koncentraciji 0,5%. Tween® 80 ima ulogu emulgatora spre¢avajuéi raslojavanje EU u bujonu
¢ime se obezbeduje dobar kontakt sa ispitivanim mikroorganizmom. Pored toga odlikuje se time
da ne ispoljava sinergisti¢ki i antagonisti¢ki efekat na aktivnost EU. Rezultati ranijih istrazivanja
su pokazali da dodatak Tween® 80 u koncentraciji ve¢oj od 0,5% moze ometati solubilizaciju
¢elijske membrane (Saad i sar., 2013). Nakon toga je u prvi bunar¢i¢ mikrotitar plo¢e dodato 100
ul EU. Visekratnim uvlacenjem/ispusStanjem sadrzaja prvog bunarci¢a automatskom pipetom
(Eppendorf, Hamburg, Nemacka) uz koris¢enje nastavaka zapremine 200 pl sadrzaj bunaréica je
homogenizovan, nakon ¢ega je 100 pl sadrzaja iz ovog bunarcica prebaceno u sledeci. Postupak
je ponavljan sve do poslednjeg 12-og bunarcica iz kojeg je nakon homogenizacije, 100 pl smese
MHB + EU uklonjeno. Na taj nacin je po€etna koncentracija EU serijski dvostruko razblazivana.
Nakon toga svaki bunarCi¢ je inokulisan sa 10 pl bakterijske suspenzije ispitivanog
mikroorganizma (potpoglavlje 4.6.2), pri ¢emu je finalna zapremina u svakom bunaréicu iznosila
110 pl, Sto je uzeto u obzir prilikom prorauna tacne koncentracije EU u svakom bunaréicu
(tabela 4.4). Uporedno su postavljene sledece kontrole:

e Pozitivna kontrola - kontrola rasta mikroorganizama: MHB + 0,5% Tween® 80 (100 pl) i
suspenzija bakterija (10 pl);

e Negativna kontrola - kontrola sterilnosti: MHB + 0,5% Tween® 80 (100 pl) i EU (10 ul).

Pripremljene mikrotitar ploge su inkubirane tokom 18 h na temperaturi od 37 °C. U cilju
odredivanja MIC, nakon 18 h inkubiranja na gore pomenutoj temperaturi, u svaki bunarci¢ je
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dodato 10 pl 0,01% rastvora resazurina. Ploce su reinkubirane 6 h na istoj temperaturi. MIC je
definisana kao najniza koncentracija EU koja je inhibirala vidljivi rast ispitivanog
mikroorganizma, i predstavljena je onom koncentracijom EU koja je spre€ila redukciju
resazurina.

Minimalna baktericidna koncentracija (MBC) je definisana kao koncentracija EU koja dovodi do
smrti 99,9% bakterijske populacije i odredena je zasejavanjem po 100 ul iz svakog bunar¢ic¢a u
kome nije doslo do promene boje indikatora na povrSinu agara za ukupan broj bakterija (PCA),
pri ¢emu su inokulisane plo¢e inkubirane 24 h na 37 °C. Najniza koncentracija EU pri kojoj je
zabeleZeno potpuno odsustvo rasta mikroorganizama odredena je kao MBC.

Testovi su izvedeni u tri ponavljanja, tokom tri sesije ispitivanja sprovedenih pod istim uslovima
u razli¢itom vremenskom roku.

Tabela 4.4. Ispitivane koncentracije etarskih ulja

Zapremina

Féedr]i Mgeller suspenzije test Koncentraci_ja
roj Hinton . . etarskog ulja
bunardiéa  bujon (ul) m'km?ﬁ;"”'zma (ul/ml)

1. 100 10 4544

2. 100 10 227,25

3. 100 10 113,62

4, 100 10 56,81

5. 100 10 28,40

6. 100 10 14,20

1. 100 10 7,10

8. 100 10 3,55

Q. 100 10 1,77

10. 100 10 0,88

11. 100 10 0,44

12. 100 10 0,22

Radi poredenja antimikrobne aktivnosti EU sa aktivno$c¢u antibiotika, ispitana je i antimikrobna
aktivnost antibiotika gentamicina i streptomicina prema izolatu E. coli i S. Typhimurium pri
¢emu je koris¢en komercijalni MIC Test Strip za gentamicin i MIC Test Strip za streptomicin
proizvodaca Liofilchem®, Roseto delji Abruci, Italija. Test se sastoji od test trake koja je
impregnirana razli¢itim koncentracijama ispitivanog antibiotika, pri ¢emu je svaka naredna
koncentracija nanetog antibiotika dvostruko niza od prethodne. Test traka se aplicira na povrsinu
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o¢vrslog MHA u Petri plocama (& 90 mm), koji je pre razlivanja inokulisan sa 200 pl ispitivane
bakterijske suspenzije koncentracije 1 x 10° cfu/ml. Nakon aplikacije test trake ploce su
inkubirane 18 h na 37 °C. Tokom inkubiranja dolazi do formiranja prozirne zone inhibicije u
vidu elipse. Vrednost MIC za dati antibiotik se ocitava direktno sa test trake u mestu gde elipsa
dodiruje test traku, i izrazava se u pg/mil.

4.7. Ispitivanje uticaja etarskih ulja na inicijalnu ¢elijsku adheziju i formirani
biofilm

4.7.1. Ispitivanje uticaja etarskih ulja na inicijalnu Celijsku adheziju

Ispitivanje uticaja EU na inicijalnu ¢éelijsku adheziju izvedeno je metodom koju su opisali Correa
i sar. (2018) uz modifikacije. Koncentracije EU koriS¢ene u ovoj metodi iznosile su 0,5 MIC,
MIC i 2 MIC. Po 20 ul od svake testirane koncentracije EU inokulisano je u bunarciée sa ravnim
dnom, mikrotitar plo¢e sa 96 bunarci¢a Zatim je u svaki bunar¢i¢ dodato 160 pl TSB i 20 pl
bakterijske suspenzije McFarland 0,5. Uporedo su postavljene kontrole:

e Pozitivna kontrola: 180 pl TSB + 20 ul bakterijskog inokuluma;
e Negativna kontrola: 200 pl TSB.

Mikrotitar ploge su inkubirane na temperaturi od 25 °C u trajanju od 48 h. Nakon inkubiranja,
sadrzaj bunarci¢a je uklonjen inverzijom mikrotitar plo¢a na apsorbujucu hartiju. Neadherisane
bakterijske celije 1 ostatak podloge uklonjeni su ispiranjem bunarci¢a tri puta sa po 250 pl
sterilne vode. PloCe su osuSene na sobnoj temperaturi u laminarnoj komori. Uticaj odredenih
koncentracija EU na inicijalnu ¢elijsku adheziju odnosno inhibicija formiranja biofilma odredena
je kvantifikacijom ukupne mase formiranog biofilma primenom kristal violet testa (postupak
opisan u potpoglavlju 4.2.3). Test je izveden istovremenom inokulacijom po 3 bunarcica
odredenom koncentracijom EU.

Za izvodenje ove metode napravljeni su deset puta koncentrovaniji rastvori EU u odnosu na
prethodno odredene vrednosti MIC, da bi njihova koncentracija u punom bunar¢i¢u odgovarala
traZzenim vrednostima 0,5 MIC, MIC i 2 MIC. Etarsko ulje je rastvoreno u TSB uz dodatak 0,5%
Tween® 80.
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4.7.2. Ispitivanje uticaja etarskih ulja na formirani biofilm in vitro

Za ispitivanje uticaja EU na formirani biofilm in vitro odnosno u mikrotitar plo¢ama kori$¢ene
su koncentracije EU u vrednosti 0,5 MIC, MIC i 2 MIC. Metoda je izvedena prema navodima
Correa i sar. (2018). U 180 ul TSB koji je prethodno doziran u bunaré¢i¢e sa ravnim dnom,
mikrotitar ploce sa 96 udubljenja, dodato je 20 pl bakterijske suspenzije McFarland 0,5.
Mikrotitar plo¢e su inkubirane 48 h na 25 °C radi formiranja biofilma. Nakon isteka navedenog
vremena inverzijom mikrotitar plo¢e na apsorbujucu hartiju sadrzaj bunarcica je uklonjen.
Ostatak bujona i zaostale neadherisane ¢elije dodatno su uklonjeni ispiranjem bunarcica tri puta
sa po 250 pl sterilne vode. Plo¢e su zatim ostavljene na sobnoj temperaturi radi susenja. Nakon
susenja u svaki bunaci¢ je dodato 180 pl fosfatnog pufera i po 20 pl deset puta koncentrovanijih
rastvora EU kako bi njihova koncentracija u bunar¢i¢ima odgovarala vrednostima 0,5 MIC,
MIC, 2 MIC. Formirani biofilm je izloZzen dejstvu EU tokom 15, 30 i 60 minuta na sobnoj
temperaturi. Uporedo su postavljene kontrole:

e Pozitivna kontrola: 180 pl TSB + 20 ul bakterijskog inokuluma;
e Negativna kontrola: 200 pl TSB.

Za svaku koncentraciju EU i vreme delovanja pripremljena su po tri bunarc¢ica, a ispitivanja su
izvedena u dva ponavljanja. Nakon isteka vremena dejstva EU na biofilm, izvedena je
kvantifikacija biomase biofilma primenom kristal violet testa.

Uticaj EU na inicijalnu adheziju i formirani biofilm ocenjivan je na osnovu procenta redukcije
apsorbanci u odnosu na netretirane uzorke (pozitivna kontrola) prema formuli koju navode Tutar
i sar. (2016):

Ac — As

% redukcije = x 100

gde je:
Ac- apsorbanca pozitivne kontrole
As- apsorbanca tretiranog uzorka

Efekat pojedinih koncentracije EU na inicijalnu adheziju i formirani biofilm definisan je
odredivanjem:

e MBICs (eng. minimal biofilm inhibitory concentration, MBIC) koja predstavlja najnizu
koncentraciju primenjenog EU koja je sprecila inicijalnu adheziju i posledi¢no formiranje
biofilma u iznosu > 50%;
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e MBECs (eng. minimal biofilm eradication concentration, MBEC) koja predstavlja
najnizu koncentraciju primenjenog EU koja je dovela do redukcije prethodno formiranog
biofilma u iznosu > 50%.

4.7.3. Ispitivanje uticaja etarskih ulja na formirani biofilm na lisnoj povrSini
povrca

Formiranje biofilma E. coli i S. Typhimurium na kuponima lista zelene salate opisano je u
potpoglavlju 4.4.3. Ispitivanje uticaja EU na formirani biofilm na kuponima lista zelene salate
izvedeno je po metodi koju su opisali Trevisan i sar. (2018) uz modifikacije. Nakon isteka
vremena predvidenog za formiranje biofilma na kuponima lista zelene salate (24 h, 25 °C) svaki
kupon je izvaden iz udubljenja mikrotitar plo¢e i ispran 3 puta sa po 2,5 ml sterilne vode radi
uklanjanja neadherisanih ¢elija. Kuponi su postavljeni u udubljenja nove polstirenske mikrotitar
ploge i preliveni sa 200 ul TSB suplementiranog sa 0,5% Tween®80 u kome su pripremljene
testirane koncentracije EU: 0,5 MIC, MIC i 2 MIC. Za svako EU napravljena su tri seta sa po tri
kupona lista zelene salate na kojima je formiran biofilm da bi po tri kupona mogla biti izlozena
delovanju jednoj koncentraciji EU. Dejstvo EU je trajalo jedan sat na sobnoj temperaturi. Tri
kupona lista zelene salate na kojima je biofilm formirala E. coli i tri kupona na kojima je biofilm
formirala S. Typhimurium nisu tretirani EU i predstavljaju pozitivhu kontrolu Nakon isteka
predvidenog vremena izloZenosti biofilma odredenoj koncentraciji EU, kuponi su ponovo isprani
tri puta sa po 2,5 ml sterilne vode. Svaki kupon je asepti¢no prenet u epruvetu sa 1 ml SPR nako
Cega je sadrzaj svake epruvete podvrgnut delovanju ultrazvuka frekvencije 40 kHz, 1 minut u
ultrazvuénom kupatilu, i na kraju vorteksiran 1 minut pri maksimalnoj brzini (40 Hz). Sadrzaj
epruveta je zatim resuspendovan u 9 ml SPR. Broj adheriranih ¢éelija, odnosno broj ¢elija koje
formiraju biofilm je odreden standardnom tehnikom brojanja kolonija na TSA, a dobijeni rezultat
je izrazen kao log cfu/cm?.

Finalni rezultati su prikazani kao procenat redukcije biofilma.

4.7.4. Vizuelizacija uticaja etarskih ulja na formirani biofilm na lisnoj
povrsini povréa primenom SEM

Za potrebe ovog dela eksperimenta nakon isteka vremena delovanja EU na prethodno formirani
biofilm i ispiranja kupona, kuponi su pripremljeni za SEM prema metodi opisanoj u potpoglavlju
4.4.4.
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4.8. StatistiCka obrada eksperimentalnih rezultata

U ovim istrazivanjima za analizu rezultata procenta redukcije biofilma oba ispitivana
mikroorganizma, pod uticajem razliCitih koncentracija EU, za razliCito vreme delovanja
primenjene su viSeparametarske matematicke metode: deskriptivna statistika (eng. descriptive
statistics), analiza glavnih komponenata (eng. principal components analysis - PCA), vestacke
neuronske merze (eng. artificial neural network - ANN).

Deskriptivna statisticka analiza koristi se za kvantitativno opisivanje ispitivanih osobina, tj. da bi
se opisali podaci i sagledali njihovi uzajamni odnosi. Deskriptivna statisticka analiza je kori§¢ena
za izraCunavanje srednjih vrednosti, standardne devijacije (SD) i1 varijanse izmerenih vrednosti
apsorbanci, a uradena je uz pomo¢ Microsoft Excel 2007 softvera. PCA i korelaciona analiza su
uradene kori$¢enjem StatSoft Statistica 10 programa (Lon¢ar, 2015).

Analiza znacajnosti razlika medu srednjim vrednostima analiziranih parametara (procenat
redukcije biofilma) uradena je na osnovu Takijevog (Tukey) HSD (eng. honestly significant
distance) testa, na nivou znacéajnosti p < 0,05, pri nivou poverenja od 95%. Takijev HSD test
ukazuje na to koliko treba da su udaljene bilo koje dve srednje vrednosti da bi bile statisticki
razli¢ite (Arsenovi¢, 2013). Za razliku dve srednje vrednosti ve¢u od SD, ovim testom se
dokazuje da je statisticki znaCajna. Takijevim HSD testom podataka dobijenih razli¢itim
laboratorijskim merenjima, ustanovljeno je da je vecina uzoraka statisticki znacajno razlicita na
nivou p < 0,05, ¢ime je dokazano da su ispitivani uzorci dovoljno raznoliki da bi se pristupilo
statistiCkoj analizi i matemati¢kom modelovanju (Arsenovi¢, 2013; Bunga i sar., 2021).

Metodom PCA su obradivani rezultati dobijenih vrednosti procenta redukcije biofilma E. coli i S.
Typhimurium pod uticajem razli¢itih koncentracija EU, za razli¢ito vreme delovanja. PCA je
matematic¢ki postupak koji vrSi ortogonalnu transformaciju eventualno korelisanih podataka u
skup linearno nekorelisanih promenljivin koje se nazivaju glavne komponente (Arsenovic,
2013). Faktorske koordinate se dobijaju na osnovu linearnih transformacija originalnih
promenljivih, tako da prvih nekoliko osnovnih komponenti sadrZze ve¢i deo varijabilnosti
originalnog seta podataka. Transformacija je definisana tako, da prva glavna komponenta ima
najveéu mogucu varijansu (odnosno najve¢u mogucu varijabilnost podataka), a svaka naredna
komponenta zauzvrat ima najve¢u mogucu varijansu pod uslovom da bude ortogonalna (tj. u
korelaciji) u odnosu na prethodne komponente (Arsenovié¢, 2013). Rezultati PCA analize se
obi¢no tumace na osnovu doprinosa (eng. score) promenljivin u komponentama. PCA je
najzastupljenija multivarijaciona analiza koja otkriva medusobni odnos podataka na nacin koji
najbolje objasnjava njihovu varijansu (Abdi, 2010; Arsenovi¢, 2013).
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4.8.1. Vestacke neuronske mreze - ANN modeli (Artificial Neural Network)

Matematicko modelovanje primenom ANN modela je u ovom radu kori§¢eno da se na osnovu
eksperimentalnih podataka, koriste¢i eksperimantalni plan, predvide vrednosti redukcije biofilma
E. coli i S. Typhimurium pod uticajem razli¢itih koncentracija EU za razli¢ito vreme ekspozicije.

Pri razvijanju ANN modela baza podataka merenih vrednosti iz programa StatSoft Statistica se
nasumicno deli (randomize funkcijom) na podatke za: ucenje (60%), proveru (20%) i testiranje
neuronske mreze (20%) (Arsenovié, 2013; Loncar, 2015). Vestatke mreze ,,ue” iz setova
podataka na osnovu kojih se formira algoritam metodom proba-greska, pri ¢emu se podeSavaju
propusni (tzv. tezinski) koeficijenti izmedu neurona (Arsenovi¢, 2013). Kako bi ANN bila sto
preciznija, obucavanje neuronskih mreza se svodi na uéenje iz primera, kojih bi trebalo da bude
Sto vise Podaci iz skupa za ucenje se periodi¢no propustaju kroz mreze, a kasnije se dobijene
vrednosti uporeduju sa ocekivanim i poboljSavaju menjanjem tezinskih koeficijenata (Arsenovic,
2013; Loncar, 2015).

U ovom istrazivanju su koris¢eni viSeslojni perceptron modeli (eng. multi-layer perceptron -
MLP) koji se sastoje od ukupno tri sloja (ulaznog, skrivenog i izlaznog), jer mogu da se primene
na Sirokom dijapazonu problema (slika 4.6). Viseslojni perceptron modeli pogodni su za
aproksimiranje nelinearnih zavisnosti, zbog ¢ega su i kori§¢eni u ovom istrazivanju (Taylor,
2006; Nourani i Fard, 2012; Arsenovi¢, 2013). Prenos informacija izmedu slojeva se vrsi uz
pomo¢ prenosnih 1 aktivacionih funkcija. Ove funkcije su uobicajeno linearne za ulazne 1 izlazne
slojeve, a nelinearne u skrivenom sloju. Naj¢eSc¢e nelinearne aktivacione funkcije koje se koriste
pri racunanju ANN u StatSoft Statistica program su: logaritamske, sigmoidalne, hiperbolicke i
tangentne funkcije (takode 1 eksponencijalne, sinusne, softmax, Gausove) (Taylor, 2006;
Arsenovic, 2013).

MLP neuronske mreze ,,u¢e” koriS¢enjem povratnog prostiranja (eng. backpropagation), pri
¢emu se resavanje skupa nelinearnih jednacina vrsi koris¢enjem Levenberg-Marquardt algoritma.
Ova arhitektura ANN je jedna od najc¢eS¢e koriS¢enih i1 proucavanih za razliCite inZenjerske
primene. Srednja kvadratna greska u izraCunatoj vrednosti nekog izlaza se salje unazad kroz
sistem neurona, pri ¢emu dolazi do proporcionalnih promena vrednosti tezinskih koeficijenata
(eng. weights) i netac¢nosti racunanja (eng. biases), koje se povecavaju ili smanjuju, u zavisnosti
od pravca greSke u predvidanju izlaza u odnosu na eksperimentalnu vrednost, sa ciljem njenog
minimiziranja (Arsenovi¢, 2013; Loncar, 2015).

75



Doktorska disertacija Ana Varga

skriveni sloj
>
ulazni sloj izlazni sloj
- L

-

Slika 4.6. Sematski prikaz neuronske mreZe sa tri sloja (Petrovi¢, 2011)

Prvobitna procena potrebnog broja neurona se vrsi na osnovu jednacine 4.1. U navedenoj
jednacini x 1y predstavljaju broj ulaznih i izlaznih neurona respektivno, n je broj neurona u
skrivenom sloju, a m broj tezinskih koeficijenata odnosno veza izmedu slojeva u neuronskoj
mrezi (Charalambous, 1992; Demuth i Beale, 1992; Arsenovi¢, 2013):

m=n-(x+1)+y-(n+1) (4.1.)

m se okvirno moze smatrati brojem uzoraka kori§¢enih za ucenje mreze podeljenim sa 10.

TeZinski koeficijenti vezani za skriveni sloj 1 racunske greSke odnosno ostaci pri racunanju, su
grupisani u matricama W; i B;. Koeficijenti koji se odnose na izlazni sloj su grupisani u
matricama W, i B,. Ako je Y matriks izlaznih promenljivih, f; i f, prenosne funkcije u skrivenom
i izlaznom sloju respektivno, a X matriks ulaznih promenljivih, ANN se moze predstaviti na
slede¢i nacin (Fedajev i Mihajlovi¢, 2009; Lon¢ar, 2015):

Y=fHW, (W, -X+B;)+B,) (4.2)

Tezinski koeficijenti prenosnih funkcija neurona u matricama W; i W; se odreduju tokom
obuCavanja mreze koriS¢enjem optimizacije radi minimizovanja greSaka izmedu izlaza
predvidenih mrezom i eksperimentalnih podataka (Charalambous i sar., 1992; Demuth i sar.,
1992). Greske se racunaju na osnovu SOS i BFGS (Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno)
algoritma, da bi se konvergencija ubrzala i stabilizovala (Kollo i Von Rosen, 2005; Arsenovic,
2013; Loncar, 2015).
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5. REZULTATI | DISKUSIJA

5.1. Kulturelne i biohemijske karakteristike Escherichia coli i Salmonella
Typhimurium

Kulturelna i biohemijska ispitivanja su ukazala da ispitivani izolati odgovaraju E. coli i S.
Typhimurium.

Izolati E. coli formirali su na TBX agaru okrugle, glatke, plavo-zelene kolonije (slika 5.1.c),
pokazali su pozitivnu reakciju na indol i metil crveno i negativnu reakciju na VVoges Proskauer i
citrat tetstu.

Na XLD agaru (slika 5.1.a) S. Typhimurium je formirala okrugle, glatke, sjajne, crvenkase
(crvenkasta boja usled fermentacije lizina) kolonije sa crnim centrom (crna boja usled produkcije
H,S), dok je na HAL agaru (slika 5.1.b) formirala okrugle, glatke, sjajne, zeleno obojene
kolonije. Ispitivani soj S. Typhimurium je pokazao pozitivhu reakciju na testu sa trostrukim
Se¢erom po Kligleru i testu dekarboksilacije lizina, dok su reakcije u slu¢aju indol, urea i ONPG
testa bile negativne.

\ , —, ; /

XLD (a) HAL (b) TBX (c)

Slika 5.1. Morfoloski izgled kolonija S. Typhimurium na XLD (a) i HAL (b) i E. coli na TBX (c) agaru

5.2. Identifikacija Escherichia coli i Salmonella Typhimurium MALDI - TOF
masenom spektrometrijom

Identifikacija odabranog izolata E. coli i S. Typhimurium izvedena je trenutno najaktuelnijom
metodom tj. masenom spektrometrijom zasnovanom na matricom potpomognutom laserskom
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desorpcijom/jonizacijom (MALDI - MS) uz TOF analizator. Maseni spektri E. coli i S.
Typhimurium dobijeni MALDI-TOF masenom spektrometrijom prikazani su u na slikama 5.2. i
5.3.

Tabela 5.1. Rezultati identifikacije E. coli i S. Typhimurium MALDI - TOF masenom spektrometrijom

Mikroorganizam Mikroorganizam
Mikroorganizam (najbolje Rezultat (drugo najbolje Rezultat
poklapanje) poklapanje)
Escherichia coli ~ Escherichia coli 2,33 Escherichia coli 2,32
Salmonella
Typhimurium Salmonella sp. 2,24 Salmonella spp. 2,22

Znacenje dobijenih vrednosti: 2,300 - 3,000 - najverovatnija identifikacija do nivoa vrste; 2,000 - 2,299 - sigurna
identifikacija do nivoa roda, verovatna identifikacija do nivoa vrste; 1,700 - 1,999 - verovatna identifikacija do nivoa
roda i 0,000 - 1,699 - nepouzdan nivo identifikacije

Prikazani rezultati identifikacije MALDI - TOF masenom spektrometrijom u tabeli 5.1. ukazuju
na to, da u slucaju identifikacije E. coli dobijeni spektar pokazuje najbolje poklapanje sa
spektrom E. coli RV412, sto ukazuje na visok stepen identifikacije do nivoa vrste. U sluéaju S.
Typhimurium dobijeni rezultat ukazuje na sigurnu identifikaciju do nivoa roda i verovatnu
identifikaciju do nivoa vrste. Ovi rezultati su u potpunosti u korelaciji sa rezultatima ispitivanja
Zhou i sar. (2014), koji su primenom MALDI - TOF masene spektrometrije svih 154 klinickih
izolata E. coli identifikovali do nivoa vrste, dok su 4 izolata salmonela identifikovana do nivoa
roda. Ispituju¢i moguénost primene MALDI - TOF masene spektrometrije kao rutinske metode
za identifikaciju bakterija Neville i sar. (2011) su ispitali 927 bakterijskih izolata u tri
ponavljanja 1 pri tome dosli do rezultata da je 84,5% izolata identifikovano do nivoa vrste, a veci
procenat izolata (96,4%), ukljucujuci sve salmonele, samo do roda. Isti autori navode, da su za
identifikaciju pojedinih rodova iz porodice Enterobacteriaceae koji ne fermentuju laktozu ili je
fermentuju sporo, potrebna dodatna biohemijska i seroloSka ispitivanja, da bi se u potpunosti
iskljucili pripadnici roda Shigella spp. kao i serotipovi Salmonella Typhi i Salmonella Paratyphi
koji su od posebnog znacaja za javno zdravlje. Uporedujuci rezultate identifikacije klinickih
izolata E. coli primenom dve razli¢ite metode, VITEK®2 i MALDI - TOF masene
spektrometrije, MALDI - TOF masenom spektrometrijom je svih 55 izolata identifikovano do
roda i vrste dok je primenom VITEK®2 identifikovano do roda i vrste 48 izolata (Kassim i sar.,
2017). lako je MALDI - TOF masena spektrometrija brza i jeftina (racunajuéi troskove pripreme
uzorka 1 broj uzoraka koji moze biti analiziran u odredenom vremenskom roku, ali ne raCunajuci
sam uredaj, Cija je nabavka skupa) ne moze u potpunosti da zameni konvencionalne metode
identifikacije, §to se pokazalo u slu¢aju identifikacije S. Typhimurium.
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Slika 5.3. MALDI - TOF MS Maseni spektar S. Typhimurium ATCC 14028

Na prikazanim slikama 5.2. i 5.3. na osi X je prikazan odnos mase i naelektrisanja jona - m/z a
na osi Y je prikazan apsolutni intenzitet jona.

Kao i ostali automatizovani sistemi za identifikaciju mikroorganizama (MIDI, VITEK) i MALDI
- TOF masena spektrometrija se oslanja na referentnu bazu podataka (Rahi i sar., 2016).
Nedostatak referentnih spektara u bazama podataka i nedostatak efikasnog softvera koji moze
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poboljsati rezoluciju za razlikovanje blisko srodnih vrsta je limitirajuci faktor u ogranicenoj
upotrebi ove metode za potpunu identifikaciju serotipova salmonela. O¢ekuje se da ¢e u skorije
vreme uz stalno azuriranje baze podataka 1 njihovu dostupnost, uz optimizovane metode i
protokole, ova metoda naci Siroku upotrebu za brzu i pouzdanu identifikaciju mikroorganizama.

5.3. Identifikacija Salmonella Typhimurium real - time PCR metodom

Metodom real - time PCR izvrSena je identifikacija laboratorijskog tipskog soja S. Typhimurium,
s obzirom da pomo¢u metode MALDI - TOF MS nije moguca serotipizacija salmonela. Prajmeri
i proba upotrebljeni za identifikaciju genoma S. Typhimurium (fliA-1S200) prema Maurischat i
sar. (2015) navedeni su u tabeli 4.1. (potpoglavlje 4.1.3). Osnova za detekciju S. Typhimurium je
insercioni element (IS 200) u ,fli“ operonu ovog serotipa, koji predstavlja specifi¢an,
filogenetski vazan marker ovog serotipa. Flagela S. Typhimurium zahteva vise od 50 gena za
formiranje i obavljanje funkcije, a jedan od tih gena je i fliA gen koji kodira flagela-specifi¢ni
sigma faktor S. Typhimurium (Dmitri¢, 2018). Na osnovu detekcije gena fliA-1S200
identifikovan je laboratorijski tipski soj S. Typhimurium kori$¢en u ovoj studiji.

5.4. Morfotipovi kolonija Escherichia coli i Salmonella Typhimurium na
Kongo crvenom agaru

Kultivacijom na KCA tokom 96 h na 25 °C, ispitivani izolati E. coli formirali su kolonije
slede¢ih morfotipova:

e RDAR - 10 izolata;
e SAW -7 izolata;

e BDAR -4 izolata;
e RAS - 3izolata.

Kultivacijom na temperaturi od 37 °C u istom vremenskom intervalu ispitivani izolati E. coli
formirali su kolonije istih morfotipova, ali brojcano razli¢ito zastupljene:

e RDAR -9izolata;
e SAW -7 izolata;
e BDAR -5 izolata;
e RAS - 3izolata.

Na slici 5.4. prikazani su morfotipovi kolonija E. coli nakon inkubiranja tokom 96 h na
temperaturi od 25 °C.
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RDAR BDAR RAS SAW
Slika 5.4. Morfotipovi kolonija izolata E. coli na KCA (na 25 °C, 96 h)
Salmonella. Typhimurium je kultivacijom na KCA u trajanju od 96 h na temperaturi od 25 °C

formirala RDAR morfotip kolonija dok je na temperaturi kultivisanja od 37 °C formirala SAW
morfotip kolonija (slika 5.5).

RDAR 25 °C SAW 37 °C

Slika 5.5. Morfotipovi kolonija S. Typhimurium na KCA (na 25 °C i 37 °C, 96 h)

Kolonije RDAR morfotipa koje su formirale E. coli i S. Typhimurium na KCA na temperaturi od
25 °C su heterogene strukture i boje sa jasno vidljivim crveno obojenim naborima koji se protezu
od sredisnjeg dela prema ivici kolonije. Sredis$nji deo je najstariji deo kolonije i predstavlja zreli
biofilm, koji ¢ine ¢elije koje eksprimuju celulozu i fimbrije. Ivicu kolonije ¢ine kratke flagelirane
¢elije bez izrazene ekspresije celuloze 1 fimbrija (Sim 1 sar., 2014).

Na slici 5.6. prikazana je procentualna zastupljenost kolonija razli¢itog morfotipa koje su
formirali izolati E. coli na KCA na temperaturama od 25 °C i 37 °C tokom 96 h inkubiranja.
Rezultati kultivisanja izolata E. coli na KCA su pokazali da je na obe ispitivane temperature E.
coli formirala iste morfotipove kolonija za koje je karakteristicna ekspresija fimbrija i celuloze
(RDAR) i fimbrija (BDAR, RAS). Ni jedan izolat na obe temperature nije formirao PDAR ili
PAS morfotip kolonija koji karakteriSe ekspresija celuloze. Prikazani rezultati su u korelaciji sa
rezultatima Milanov i sar. (2015), koji su dobili sli¢ne rezultate u pogledu morfotipova kolonija
E. coli na KCA, ispitujuci izolate E. coli poreklom iz mleka krava obolelih od mastitisa. Na
temperaturi inkubiranja od 25 °C, 4% vise izolata je formiralo RDAR morfotip u odnosu na
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temperaturu inkubiranja od 37 °C. RDAR morfotip predstavlja sinonim za visecelijske mikrobne
zajednice koje karakteriSe sposobnost adhezije na bioticke i abiotiCke povrSine, formiranje
biofilma i ekspresija fimbrija i celuloze kao vancelijskih komponenti matriksa biofilma (Bokranz
i sar., 2005).

Ekspresija fimbrija i celuloze kod veline enterobakterija rezultat je ekspresije glavnog
transkripcionog regulatora csgD koji pokre¢e transkripciju gena odgovornih za produkciju
fimbrija i celuloze. Temperaturno je zavisna i odvija se na temperaturi nizoj od 30 °C (Rémling i
sar., 2000; Solano i sar., 2002). BDAR i RAS morfotip nastaju kao posledica ekspresije fimbrija.
RAS morfotip formirao je najmanji broj izolata (12%) na obe temperature inkubiranja. BDAR
morfotip formiralo je 17% izolata na temperaturi inkubiranja od 25 °C, sto je za 4% manje u
dnosu natemperaturu inkubiranja od 37 °C pri kojoj je 21% izolata formirao BDAR morfotip.

0 10 20 30 40 50
% zastupljenosti

37°C m25°C

Slika 5.6. Zastupljenost pojedinih morfotipova kolonija ispitivanih izolata E. coli na KCA (na 25 °C i 37
°C, 96 h)

Koekspresija fimbrija i celuloze na 28 °C i 37 °C tipi¢na je za fekalne izolate E. coli dok je za
uropatogene, enteropatogene i enterotoksigene sojeve karakteristicno da mogu eksprimirati
fimbrije samo na sobnoj temperaturi (Bokranz i sar., 2005; Barnhard i sar., 2007). Ekspresija
fimbrija znatno poboljsava celijsku agregaciju i sposobnost prijanjanja E. coli na bioticke i
abioticke povrsine doprinoseci time njenoj patogenosti (Beloin i sar., 2008). Iako je poznato da
je transkripcioni regulator csgD odgovoran za ekspresiju fimbrija i celuloze i da se njihova
ekspresija odigrava kao odgovor na nepovoljne uslove zivotne sredine, jo§ uvek nije razjaSnjeno
nekoliko aspekata ekspresije fimbrija, kao $to je molekularni mehanizam temperaturne zavisnosti
(Garavaglia i sar., 2012).

SAW morfotip kolonija nastaje kao posledica odsustva ekspresije ili nefunkcionalnosti glavnog
transkripcioniog regulatora csgD odgovornog za sintezu fimbrija i celuloze (Rémling i sar.,
2000). Zastupljenost izolata E. coli koji su na obe temperature inkubiranja na KCA, formirali
SAW morfotip kolonija je 29%. Kultivacijom laboratorijskog tipskog soja S. Typhimurium na
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KCA, 96 h na 25 °C, rezultiralo je formiranjem RDAR morfotipa kolonija. Morfotip RDAR prvi
su opisali Romling i sar. (1998) ispitujuéi ekspresiju fimbrija kod S. Typhimurium 14028. Prema
rezultatima Romling i sar. (2003), ¢ak 90% izolata S. Typhimurium i S. Enteritidis, izolovanih iz
hrane i klinickog materijala ljudi i Zivotinja, su inkubiranjem na 28 °C formirali RDAR morfotip
kolonija. Visa temperatura inkubiranja (37 °C) je inhibirala ekspresiju glavnog transkripsionog
regulatora csgD ¢ime je inhibirana sinteza obe komponente matriksa biofilma - fimbrija i
celuloze §to je rezultiralo formiranjem SAW morfotipa kolonija. Da je SAW morfotip kolonija
dominantna forma kolonija koje Salmonella spp. formira na KCA inkubiranjem na temperaturi
od 37 °C pokazuju rezultati Pruni¢ (2017), gde su svih 100 ispitanih izolata salmonela,
klasifikovanih u 16 razli¢itih serovarijeteta, inkubiranjem tokom pet dana na temperaturi od 37
°C formirali SAW morfotip kolonija na KCA. Rezultati Cabarkapa i sar. (2015), koji su pokazali
da svih 14 analiziranih izolata S. Enteritidis na temperaturi inkubiranja od 37 °C u trajanju od 96
h na KCA formiraju SAW morfotip kolonija, dodatno potvrduju dominaciju SAW morfotipa
kolonija salmonela na temperaturi inkubiranja koja je visa od 30 °C, kao i jaku temperaturnu
zavisnost ekspresije glavnog transkripcionog regulatora csgD.

5.5. Sposobnost formiranja biofilma Escherichia coli i Salmonella
Typhimurium primenom Kristal violet testa

Odredivanje sposobnost formiranja biofilma ispitivanih izolata bakterija izvedeno je kristal violet
testom na mikrotitar plo¢ama. Ovim testom potvrdena je sposobnost ispitivanih izolata E coli da
formiraju biofilm na obe temperature, ali u razli¢itom stepenu. Klasifikacija ispitivanih izolata E.
coli na jake, umerene, slabe i one koji ne formiraju biofilm izvrSena je na osnovu ODc grani¢ne
vrednosti, a prema propozicijama datim u tabeli 4.3. Na slici 5.7. prikazane su srednje vrednosti
apsorbanci sa standardnim devijacijama jakih, umerenih, slabih i ne biofilm produkujuéih izolata
E. coli na obe ispitivane temperature. Grani¢na ODc vrednost za temperaturu od 25 °C iznosila je
0,074, a za temperaturu od 37 °C 0,068.

Srednja vrednost apsorbance na temperaturi od 25 °C za jake biofilm producere iznosila je 0,510
+ 0,068, za umerene 0,301 £ 0,036, za slabe 0,209 + 0,013, a za izolate koji nisu formirali
biofilm 0,126 + 0,012. Ove vrednosti su na temperaturi od 37 °C bile ocekivano niZe pa je
dobijena srednja vrednost apsorbance za jake biofilm producere bila 0,471 +0,042, umerene
0,298 + 0,046, za slabe 0,180 + 0,035, dok je za izolate koji su svrstani u kategoriju ne biofilm
produkujucih, srednja vrednost apsorbance bila 0,105 + 0,010.

Rezultati kristal violet testa za S. Typhimurium pokazali su da je srednja vrednost apsorbance na
temperaturi od 25 °C bila 0,651 + 0,042, $to je svrstava u jake biofilm producere, dok je srednja
vrednost apsorbance na temperaturi od 37 °C bila 0,127 + 0,011 i na ovoj temperaturi S.
Typhimurium je formirala slab biofilm i svrstana je u slabe biofilm producer.
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Slika 5.7. Utvrdene srednje vrednosti apsorbanci (ODg3) sa standardnim devijacijama (prikazane na x
0si) u testu na mikrotitar plo¢ama i zastupljenost izolata E. coli prema jacini produkcije biofilma
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Slika 5.8. Klasifikacija izolata E. coli prema sposobnosti formiranja biofilma na 25 °C i 37 °C (izrazena u

%)

Procentualna zastupljenost izolata klasifikovanih prema sposobnosti formiranja biofilma
prikazana je na slici 5.8. Prema prikazanim rezultatima primenom kristal violet testa moze se
zakljuditi da je na temperaturi inkubiranja od 25 °C, 12,5% izolata klasifikovano u jake biofilm
producere, §to je za 1/3 vise u odnosu na temperaturu inkubiranja od 37 °C, gde je 8,35% izolata
formiralo jak biofilm. Broj izolata koji spadaju u umerene biofilm producere iznosio je 41,7% na
25 °C odnosno 25,0% na 37 °C. Slabih biofilm produkujuéih izolata bilo je 25,0% na obe
temperature inkubiranja. 1zolati koji nisu formirali biofilm na 25 °C bili su zastupljeni sa 20,8%,
§to je dva puta manje u odnosu na visu temperaturu ispitivanja (37 °C), gde 41,7% izolata nije

formiralo biofilm.
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Tabela 5.2. Uporedni prilaz rezultata testova koris¢enih u ispitivanju sposobnosti formiranja biofilma
izolata E. coli: test na KCA i kristal violet test (na 25 °C i 37 °C)

Morfotip ~ Kristal violet testna25 °C ~ Morfotip  Kristal violet test na 37 °C

Izolat

broj rEgSKOCCZ:? jak umeren slab prc:g{Jec or rg;(()%)b\ jak umeren slab or C? oiljuecer
1 BDAR + BDAR +
2 RDAR + RDAR +
3 BDAR + BDAR +
4 RAS + RAS +
5 SAW " SAW +
6  BDAR + BDAR +
7 RDAR ¥ RDAR +
8  RDAR + RDAR  +
9 SAW + SAW +
10 SAW + SAW *
11 RAS + RAS +
12 RDAR + RDAR +
13 SAW + SAW +
14  RDAR + RDAR +
15  SAW + SAW *
16 RDAR + RDAR +
17 SAW + SAW *
18 BDAR + BDAR +
19 RAS 4 RAS +
20  RDAR + RDAR +
21 RDAR + RDAR  +
22 RDAR + RDAR +
23 RDAR ¥ BDAR *
24 SAW + SAW i

Dobijeni rezultati se mogu porediti sa rezultatima Milanov i sar. (2015), koji su ispitivali
sposobnost formiranja biofilma izolata E. coli izolovanih iz mleka goveda obolelih od mastitisa,
primenom kristal violet testa u mikrotitar plo¢ama. Pomenuti autori navode da je na temperaturi
inkubiranja od 37 °C vise od dva puta veéi broj izolata (76%) klasifikovan u kategoriju ne
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biofilm produkujuéih, u odnosu na temperaturu inkubiranja od 25 °C, gde 32% izolata nije
formiralo biofilm. Ovim je potvrden uticaj temperature kao jednog od glavnih faktora, na
formiranje biofilma na koji jo§ uticu pH, raspolozivost hranljivih materija, karakteristike
kontaktne povrSine i dr. (Stepanovié i sar., 2004).

Poredenjem rezultata testa na KCA i kristal violet testa (tabela 5.2) moze se zakljuciti da su
rezultati oba testa u pozitivnoj korelaciji na obe temperature inkubiranja. Kao optimalna
temperatura za formiranje biofilma ispitivanih izolata E. coli pokazala se temperatura inkubiranja
od 25 °C na kojoj je veéi broj izolata formirao RDAR morfotip (42%) i veéi broj je svrstan u jake
biofilm producere (12,5%) u odnosu na temperaturu inkubiranja od 37 °C na kojoj je 38% izolata
formoralo RDAR morfotip i samo 8,3% je svrstano u jake biofilm producere. Broj izolata koji je
formirao SAW morfotip je 29% na obe temperature. Za razliku od RDAR morfotipa koji se
vezuje za jake biofilm producere, SAW morfotip se vezuje za slabe ili ne biofilm producere. Cak
50% vise ispitivanih izolata na temperaturi inkubiranja od 37 °C (41,7%) nije formiralo biofilm u
odnosu na temperaturu inkubiranja od 25 °C, gde je taj udeo 20,8%. Ovi rezultati su i o¢ekivani,
s obzirom da biofilm nastaje kao odgovor bakterija na nepovoljne uslove zivotne sredine u ovom
slu¢aju temperature, a kako je za E. coli optimalna temperatura za rast i razmnoZzavanje 37 °C to
je jedan od razloga zasto veci broj izolata na ovoj temperaturi nije formirao biofilm. Treba istaci
da je inhibitorni uticaj temperature na sposobnost formiranja biofilma veci kod nutritivno bogatih
medijuma, kao Sto je TSB (Stepanovi¢ 1 sar., 2004), koji je koriS¢en u ovim ispitivanjima.

5.6. Prezivljavanje Escherichia coli i Salmonella Typhimurium u zemljistu

Za ispitivanje prezivljavanja E. coli i S. Typhimurium u zemljistu, koris¢eno je komercijalno

humusno zemljiste ¢iji je sastav prema navodima proizvodaca prikazan u tabeli 5.3.

Tabela 5.3. Sastav zemljista

Azot (N) min 0,5%

Kalijum (K;0) min 1%
Fosfor (P,0s) min 0,5%
Magnezijum (MgO) min 0,3%
Kalcijum CaCOg3 min 0,5%
Gvozde Fe,O min 0.1%
Humus min 15%

pH 7,3-7,5
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Ispitana je sposobnost prezivljavanja izolata E. coli koji je primenom Kristal violet testa svrstan u

jake biofilm producere na obe temperature inkubiranja i laboratorijskog tipskog soja S.
Typhimurium.
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Slika 5.9. Prezivljavanje E. coli i S. Typhimurium u zemljistu pri promenljivoj relativnoj vlaznosti i
temperaturi
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Slika 5.10. Prezivljavanje E. coli i S. Typhimurium u zemljistu pri konstantnoj relativnoj vlaznosti i
temperaturi

Prema rezultatima prikazanim na slikama 5.9. i 5.10. oba testirana mikroorganizma su prezivela i
u uslovima promenljive, i u uslovima konstante relativne vlaznosti i temperature, pri ¢emu je
procenat prezivelih ¢elija S. Typhimurium u oba slucaja vedi.
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Procenat prezivelih ¢elija S. Typhimurium pri konstantnoj relativnoj vlaznosti (70%) 1
konstantnoj temperaturi (23 °C) nakon 120 dana iznosio je 0,6%, dok je kod E. coli pri istim
uslovima prezivelo 0,4% populacije. Pri promenljivim uslovima gore navedenih parametara
prezivelo je 0,27% populacije S. Typhimurium i samo 0,03% populacije E. coli. Procenat
prezivelih ¢elija oba testirana mikroorganizma prikazan je u tabeli 5.4.

Tabela 5.4. Broj prezivelih ¢elija E. coli i S. Typhimurium u zemljistu tokom inkubacionog perioda od
120 dana, izraZzen u %

Promenljivi uslovi Konstantni uslovi

Dani

= 6ol Typhirsﬁurium =6l Typhirsﬁurium

7 19,23 24,90 20,77 26,33
15 6,67 10,23 17,43 22,06
30 2,83 33 4,00 14,33
60 0,23 1,06 2,73 6,76
90 0,09 0,53 1,13 3,50
120 0,03 0,27 0,40 0,60

Mali procenat preZivelih celija oba mikroorganizma moZe se objasniti time da je prirodno
staniSte E. coli digestivni trakt ljudi i Zivotinja, a salmonela digestivni trakt zivotinja (sa
izuzetkom S. Typhi i S. Paratyphi). Nakon sto dospeju u zemljiste, mikroorganizmi nailaze na
nove uslove zivotne sredine koji mogu inhibirati njihovu brojnost i aktivnost. Nedostatak
hranljivih materija, nedostatak vlage, kisela reakcija zemljista, niza ili viSa temperatura u odnosu
na optimalnu, prisustvo autohtone mikroflore i slaba aeracija su faktori od kojih u najve¢oj meri
zavisi opstanak, ne samo E. coli i S. Typhimurium, ve¢ i ostalih mikroorganizama ¢ije primarno
stani$te nije zemljiSte. Pored uslova sredine na prezivljavanje uti¢u i genetske karakteristike soja
(Lau i Ingham, 2001).

Otpornost na nepovoljne uslove sredine kod S. Typhimurium zavisi od transkripcionog
regulatora RpoS (sigma faktor) do ¢ije akumulacije u ¢elijama dolazi u stacionarnoj fazi rasta ili
u uslovima ograni¢ene dostupnosti hranljivih materija i drugih nepovoljnih uslova (Battesti 1 sar.,
2011). Sli¢ni geni indukovani aktivacijom transkripcionog regulatora RpoS, odgovorni su za
otpornost i E. coli prema uslovima kisele sredine (Battesti i sar., 2011; Fornefeld i sar., 2017), a
prema navodima Muffler i sar. (1996), RpoS je odgovoran za opstanak E. coli i u ekstremnim
temperaturnim uslovima, kao i u uslovima visoke osmolarnosti. Prisustvo somatskog O -
antigena povoljno uti¢e na prezivljavanje u uslovima isusivanja (Gibson i sar., 2006), a prema
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Lapidot i sar. (2006) sposobnost formiranja biofilma takode doprinosi boljem prevazilazenju
negativnih uticaja sredine.

Sojevi salmonela prezivljavaju duze u prirodnim staniStima u odnosu na sojeve E. coli. Ovo se
moze objasniti razli€itim obrascima ekspresije gena (Franz i sar., 2005; Semenov i sar., 2007),
pri ¢emu upravo uslovi okoline direktno uti¢u na ekspresiju gena odgovornih za rast i opstanak
patogena u prirodnim staniStima (Bergholz 1 sar., 2007). Prema rezultatima ispitivanja Islam 1
sar. (2004), S. Typhimurium mozZe da opstane do 231 dana u zemljistu kontaminiranom
kompostom u kome su uzgajane salata i perSun pri ¢emu je ova patogena bakterija otkrivena i na
salati 1 na perSunu.

Escherichia coli moze u razli¢itom stepenu preziveti u spoljasnjoj sredini kao §to je zemljiste,
dubrivo, voda (Vital i sar., 2008). Prema rezultatima ispitivanja Lau i Ingham (2001), E. coli je
prezivela 12 nedelja u dva razlicita tipa zemljiSta obogacena stajskim dubrivom na dve razlicite
temperature 9 °C i 21 °C, dok Jiang i sar. (2002), navode da E. coli moze opstati danima, ¢ak do
godinu dana u zemljiStu. Prema Jamieson i sar. (2002), veéina koliformnih bakterija bolje
prezivljava pri nizim temperaturama uz dovoljno vlage i hranljivih materija.

Prema rezultatima prikazanim u tabeli 5.4., a uporedujuc¢i broj ¢elija inicijalnog inokuluma sa
brojem prezivelih ¢elija, nakon sedam dana zabeleZen je najveci pad broja prezivelih ¢elija oba
patogena pri konstantnim i promenljivim uslovima. Ovo se moze objasniti vrednostima izmerene
temperature prikazanim u tabeli 5.5. koje se znatno razlikuju od optimalnih vrednosti
temperature potrebne za rast i razmnozavanje E. coli i S. Typhimurium, koja iznosi za oba
mikroorganizma 37 °C, §to je u odnosu na konstantnu temperaturu komore (23 °C) razlika od 14
°C, odnosno promenljivu sobnu temperaturu (24,2 °C) gde je ta razlika 12,8 °C.

Analizirajuéi uticaj temperature okoline na prezivljavanje enterobakterija u zemljiStu, razne
studije su pokazale manji stepen prezivljavanja salmonela u zemljiStu pri viSim temperaturama
(Arrus i sar., 2006; Garcia i sar., 2010). Prema Semenov i sar. (2007), visa temperatura uzrokuje
stres i veu potro$nju energije, a temperaturne promene uti¢u i na obrasce ekspresije gena.

Prema rezultatima Habteselassie i sar. (2008), i preZivljavanje E. coli bolje je na nizim
temperaturama. NiZze temperature inhibiraju sintezu proteina (Broeze i sar.,, 1978), §to u
kombinaciji sa ograni¢enim resursima hranljivih materija u zemljiStu, dovodi do troSenja
bakterijskih resursa na disanje radi opstanka u odnosu na rast i razmnozavanje. Ovim se
objasnjava bolji opstanak oba mikroorganizma pri konstantnoj temperaturi komore (23 °C) u
odnosu na promenljivu 1 viSu sobnu temperaturu ¢ija je srednja vrednost tokom trajanja ogleda
iznosila 24,21 °C. Na viSoj temperaturi bakterijski resursi su podeljeni na disanje, rast i
razmnoZzavanje pri ¢emu ostaje manje energije za opstanak, Sto rezultira odumiranjem odredenog
broja ¢elija.

Pored temperature, dostupnost vode (slobodna voda - a) je drugi kljucni faktor za prezivljavanje
E. coli i S. Typhimurium u zemljistu. Sadrzaj a,, u zemljistu u kontrolisanim uslovima gde je
odrzavana stalna relativna vlaznost vazduha od 70%, je i nakon 30 dana odgovarao minimalnoj
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aw neophodnoj za rast i razmnozavanje salmonela (min a,, = 0,94) odnosno E. coli (min a, =
0,93). Pri promenljivim sobnim uslovima srednja vrednost relativne vlaznosti vazduha tokom
trajanja ogleda je iznosila 44,5%, Sto je uticalo da je ay u zemljiStu nakon 30 dana bio dvostruko
nizi (ay = 0,48) u odnosu na konstantne uslove komore i u odnosu na minimalnu a,, vrednost
neophodnu za rast oba mikroorganizma, $to se odrazilo na njihovo prezivljavanje.

Tabela 5.5. Vrednosti merenih parametara (temperatura, relativna vlaznost vazduha i a,, zemljista) tokom
ispitivanja prezivljavanja E. coli i S. Typhimurium u zemljistu

Promenljivi uslovi Konstantni uslovi
Vreme Relati Relati
(dan) ' Temperatura clativha Temperatura elativha

(0 Q) vlaznost aw (o Q) vlaznost aw

(%) (%)
0 24,70 44,00 0,98 23,00 70,00 0,98
7 24,20 40,00 0,91 23,00 70,00 0,95
15 24,20 41,00 0,73 23,00 70,00 0,95
30 24,80 41,00 0,48 23,00 70,00 0,94
60 25,00 46,00 0,46 23,00 70,00 0,79
90 24,60 50,00 0,43 23,00 70,00 0,74
120 22,00 49,50 0,43 23,00 70,00 0,72

Procenat broja prezivelih ¢elija oba mikroorganizma (tabela 5.4) ukazuje na bolje prezivljavanje
u kontrolisanim uslovima niZe temperature i vise relativne vlaznosti koje direktno uticu na visi
aw u zemljistu. Dobijeni rezultati ovog ogleda su u korelaciji sa rezultatima Bernstein i sar.
(2007), i Holley i sar. (2006), koji navode da opstanak salmonele u zemljistu podstice visoka
vlaznost vazduha, koja doprinosi viSem sadrzaju ay u zemljiStu, dok niska relativna vlaznost
vazduha i niska a,, u zemljistu dovode do njihovog odumiranja.

Rezultati ispitivanja prezivljavanja salmonela u razli¢ito tretiranim uzorcima zemljista od strane
Garcia i sar. (2010), su pokazala da su najkrac¢e opstale salmonele u zemljisStu obogac¢enom
stajskim dubrivom, ne$to duZze one u netretiranom zemljistu, dok su najduze opstale u
sterilisanom zemljiStu. Prema Unc i sar. (2006), Semenov i sar. (2007), van Elsas i sar. (2011), i
E. coli duze prezivljava u sterilisanom zemljistu u odnosu na nesterilisano i obogaceno stajskim
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dubrivom, Sto se objasnjava time da prisustvo autohtone mikroflore zemljiSta dovodi do
povecane konkurencije za hranljivim materijama, predatorstva i antagonizma medu mikrobnom
populacijom.

Iako laboratorijski uslovi ne odrazavaju u potpunosti uslove u spoljasnjoj sredini, gde bi
populacija S. Typhimurium i E. coli bila izloZzena drugaéijim vrednostima vlage, temperature i
dostupnosti hranljivih materija, dobijeni podaci pruzaju dokaz da bi oba mikroorganizma mogla
preziveti viSe meseci u zemljiStu u prirodnim uslovima, ¢ime se povecava verovatnoca
kontaminacije useva.

5.7. Odredivanje sposobnosti adherencije Escherichia coli i Salmonella
Typhimurium na lisnu povrsinu povréa

Rezultati stepena adherencije na povr$inu kupona lista zelene salate E. coli i S. Typhimurium
prikazani su na slici 5.11.

8
7
6
5
£ 4
S
G 3
(@]
22
1
0
25°Cv. 25°Cv.+u. 37 °Cw. 37 °Cv.+u.
m S. Typhimurium  m E. coli

Slika 5.11. Stepen adherencije E. coli i S. Typhimurium na povrsinu lista zelene salate nakon inkubiranja
3hna25°Ci37°C; v - deadherencija primenom vorteksa; v.+ u. - deadherencija primenom vorteksa i
ultrazvuka

Na osnovu prikazanih rezultata stepen adherencije na povrsinu lista zelene salate na temperaturi
od 25 °C za S. Typhimurium iznosio je 6,75 log cfu/cm? + 0,023, a za E. coli 6,64 log cfu/cm? +
0,028. Stepen adherencije oba mikroorganizma na temperaturi od 37 °C je nizi i za S.
Typhimurium iznosi 3,76 log cfu/cm?+ 0,041, a za E. coli 6,01 cfu/cm?®+ 0,063.

Iz prikazanih rezultata sposobnosti adherencije na temperaturi inkubiranja od 25 °C oba testirana
mikroorganizma su pokazala sli¢an stepen adherencije. Medutim temperatura inkubiranja od 37
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°C razli¢ito je uticala na stepen adherencije ispitivanih mikroorganizama, generalno ga
redukujuci pri ¢emu je kod S. Typhimurium redukcija ¢ak 50%, dok je kod E. coli 10%. Razli¢it
uticaj temperature na adherentnu sposobnost bakterija na povrsine je u korelaciji sa formiranjem
RDAR morfotipa i sintezom komponenti matriksa biofilma. Na osnovu rezultata prikazanih u
potpoglavlju 5.3. i 5.4. temperatura od 37 °C je kod S. Typhimurium inhibirala ekspresiju
glavnog transkripcionog regulatora csgD, ¢ime je inhibirana sinteza obe komponente matriksa
biofilma - fimbrija i celuloze, $to je rezultiralo formiranjem SAW morfotipa. Odredeni stepen
adherencije koji je postignut se moze pripisati prisustvu fimbrija tipa 1 Cija je sinteza uslovljena
temperaturom od 37 °C.

Izolat E. coli koji je koris¢en u ogledu ispitivanja sposobnosti adherencije, prema rezultatima
prikazanim u potpoglavlju 5.3. i 5.4., je na obe temperature formirao RDAR morfotip kolonija
koji karakteriSe formiranje obe komponente matriksa biofilma - fimbrija i celuloze te je kod
njega uticaj temperature na stepen adherencije znatno manji (10%) nego kod S. Typhimurium.
Lapidot i Yaron (2009), navode da flagele i fimbrije mogu uticati na pocetnu reverzibilnu
adheziju na povrSinu biljaka, koja je posredovana van der Waals-ovim interakcijama i
vodoni¢nim vezama. Ovu pocetnu adheziju prati dalje ireverzibilno vezivanje koje je
posredovano elektrostatickim silama i zavisi od sinteze ekstracelularnog polimernog jedinjenja
kao §to je celuloza. Ispitujuci adheziju razlicitih serotipova salmonela za listove bosiljka, zelene
salate i kupusa Berger i sar. (2009), su ustanovili da serotipovi S. Senftenberg i S. Typhimurium
u ve¢em broju adheriraju u odnosu na serotipove S. Agona i S. Arizonae. Razlike se uocavaju i u
tipu adherencije o ¢emu izveStava Shaw 1 sar. (2011), navode¢i rezultate ispitivanja adherencije
tri serotipa salmonela za plodove paradajza prema kojima su serotipovi S. Senftenberg i S.
Typhimurium adherirali formirajuéi celijske agregate, dok je kod serotipa S. Thompson uocena
difuzna adherencija.

Zanimljivo je da mnogi do sada identifikovani geni koji imaju ulogu u adheziji E. coli i S.
Typhimurium na biljna tkiva, sem S§to su identifikovani kao faktori vezivanja, identifikovani su i
kao faktori virulencije prilikom infekcije zivotinja. Najveéi uticaj na sposobnost vezivanja imaju
geni koji uéestvuju u sintezi vancelijskih ugljenih hidrata kao $to je pgaC [(sinteza poli-B-, 6-N-
acetilglukozamina (PGA)], wcaD (sinteza kolanske kiseline) kod E. coli O157:H7 i ycfR (sinteza
membranskog proteina) koji je ukljuc¢en u formiranje biofilma kod salmonela. Dobijeni su
kontradiktorni rezultati u vezi sa ulogom flagela prilikom adhezije E. coli i salmonela na biljne
povrsine. Brisanjem gena fliC odgovornog za kodiranje podjedinice flagela kod E. coli O157: H7
i S. Senftenberg, dovelo je do toga da ove bakterije u znatno manjem broju adheriraju na listove
spanaca i zelene salate (Xicohtencatl-Cortes i sar., 2009), odnosno listove bosiljka (Berger i sar.,
2009), ali brisanje istog gena kod S. Typhimurium nije uticalo na njenu sposobnost adherencije
(Berger i sar., 2009). Ova kontradiktornost kod S. Typhimurium se moze objasniti ¢injenicom da
je alternativna podjedinica flagelarnog proteina fliB funkcionalna kada fliC nije izrazen.

92



Doktorska disertacija Ana Varga

5.8. SEM biofilmova Escherichia coli i Salmonella Typhimurium formiranih
na povrsini lista zelene salate

Vizuelizacija formiranih biofilmova E. coli i S. Typhimurium na povrSini lista zelene salate
izvedena je primenom SEM i prikazana u vidu setova mikrografija uvecanja od 2000 %, 5000 X,
10000 x i 15000 x. Na mikrografijama manjeg uvecanja moze se uociti stepen adheriranih
bakterijskih ¢elija za lisnu povrSinu, dok se na mikrografijama vecéeg uvecanja moze uociti
interkonekcija izmedu ¢elija i formirani matriks biofilma.

Na slici 5.12. na SEM mikrografijama prikazan je biofilm E. coli formiran na 25 °C, 24 h (A, B;
C)i37°C, 24 h (D, E, F) na povrsini lista zelene salate.

Na mikrografijama manjeg uvecanja (slika 5.12 A i D) uocava se kolonizacija povrSine lista
zelene salate E. coli na obe temperature inkubiranja. Slika D koja je snimljena pri najmanjem
uvecanju (2000 x) i koja obuhvata veéu povrSinu, daje uvid u neravnomernu adherenciju ¢elija
na povrsini lista, a $to se moZe objasniti time da bakterije kolonizujuéi biljke traze pogodne nise
koje im pruzaju izvestan stepen zastite od nepovoljnih uslova spoljasnje sredine ili predstavljaju
izvor hranljivih materija (Hunter i sar., 2015). Na ve¢im uvecanjima (slika 5.12 B i E) moze se
zapaziti intenzivna celijska agregacija uz formiranje mikrokolonija mestimi¢no prekrivenih i
medusobno povezanih matriksom. Uporedujuci ove dve slike (slika 5.12 B i E) moze se uoditi
razlika u koli¢ini formiranog matriksa biofilma kojim su formirane mikrokolonije na slici 5.12. B
skoro potpuno prekrivene u odnosu na mikrokolonije prikazane na slici 5.12. E, a §to se moze
objasniti ranije iznetom ¢injenicom da niZa temperatura aktivira setove gena koji su odgovorni za
¢elijsku agregaciju 1 sintezu komponenti matriksa biofilma.

lako je matriks biofilma visoko hidrirana struktura, na prikazanim slikama 5.12. C i F se moze
jasno uociti u vidu sasuSene mase. Ovo je posledica postupaka pripreme preparata za SEM koji
ukljucuju sukcesivnu dehidrataciju koja dovodi i do dehidratacije matriksa biofilma. Da bi se
ovaj nedostatak SEM pored odliénih performansi, koje ova metoda pruza kompenzovao,
preporucuje se nedestruktivna in situ tehnika vizuelizacije biofilma kao S§to je konfokalna
laserska skening mikroskopija (CLSM). Kombinacijom SEM i CLSM omoguéuje se
vizuelizacija bakterijskih povrSinskih struktura kao Sto su flagele, fimbrije, kapsule,
diferencijacija vijabilnih/nevijabilnih celija kao 1 detekcija komponenti matriksa biofilma
(Hannig i sar., 2010).

Fimbrije imaju klju¢nu ulogu u adherenciji i formiranju biofilma E. coli na povrSinama biljaka.
Torres i sar. (2005), su izveli ogled koriste¢i soj E. coli K12 koji je imao sposobnost ekspresije
fimbrija i koji se vezao za klice lucerke i mutante kojima je obrisan gen csgA koji je odgovoran
za sintezu fimbrija i koji se nisu vezali za klice lucerke. U suprotnosti sa navedenim, brisanje
gena bcsA odgovornog za ekspresiju celuloze nije uticalo na sposobnost adherencije i formiranje
biofilma E. coli za klice lucerke, §to potvrduje znacaj fimbrija u formiranju biofilma E. coli.
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Slika 5.12. SEM mikrografije biofilma E. coli na kuponima lista zelene salate uve¢anja 2000 x, 5000 X,
10000 x i 15000 x: A, B, C (na25°C, 24 h) i D, E, F (na 37 °C, 24 h)

Na slici 5.13. prikazane su SEM mikrografije biofilma formiranog od strane S. Typhimurium na
povrsini lista zelene salate. Ovde se kao i kod E. coli uo¢ava negativan uticaj vise temperature na
formiranje biofilma. Na slikama 5.13. A i D koje su snimljene pri najmanjem uveéanju jasno se
uocava formiranje Celijskih aglomerata koji su veci i sastavljeni od znatno gusce povezanih celija
S. Typhimurium pri temperaturi inkubiranja od 25 °C (slika 5.13 A) u odnosu na temperaturu od
37 °C (slika 5.13 D).
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Slika 5.13. SEM mikrografije S. Typhimurium na kuponima lista zelene salate uvecanja 5000.%, 10000.x
i 15000 x: A, B, C (na25°C, 24 h)iD, E, F(na37°C, 24 h)

Na slikama 5.13. E i F na kojima je prikazan biofilm S. Typhimurium pri temperaturi inkubiranja
od 37 °C uocavaju se peritrihijalnim flagelama sli¢ne strukture kojima su éelije povezane za
povrsinu lista. Tako je S. Typhimurium primenom testa na KCA pri temperaturi inkubiranja od 37
°C formirala SAW morfotip kolonija koji nastaje kao posledica nefunkcionalnosti glavnog
transkripcionog regulatora csgD, formiranje biofilma nastaje kao posledica aktivacije razli¢itih
setova gena koji omogucavaju sintezu fimbrija tipa 1 koja je uslovljena upravo temperaturom od
37 °C (Steenackers i sar., 2012). Prema navodima Berger i sar. (2009), ove kongaste strukture su
flagele i fimbrije tipa 1, koje ¢ine komponente matriksa biofilma S. Typhimurium formiranog na
37 °C. U manjoj meri su izrazene u biofilmu S. Typhimurium formiranom na temperaturi od 25
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°C zbog sinteze celuloze koja je u ovom slucaju glavni ¢inilac meduéelijskog vezivanja (slika

5.13 C).

Prikazane SEM mikrografije su u korelaciji

mikroorganizamana na lisnu povrsinu povca.

Sa

rezultatima adherencije

5.9. Hemijski sastav etarskih ulja

testiranih

5.9.1. Hemijski sastav etarskog ulja bosiljka (Ocimum basilicum)

Hemijski sastav EU bosiljka prikazan je u tabeli 5.6.

Tabela 5.6. Hemijski sastav EU bosiljka

Sirlf ; Komponenta RI RT Pr?oc/i )n at
1. a-pinen 934 5,851 0,3
2. kamfen 949 6,253 0,1
3. sabinen 973 6,927 0,1
4, B-pinen 977 7,036 0,6
5. mircen 991 7,417 0,3
6. a-terpinen 1017 8,283 0,1
7. p-cimen 1025 8,547 0,2
8. limonen 1028 8,685 0,2
9. 1,8-cineol 1030 8,768 57
10. trans-p-ocimen 1047 9,371 0,1
11. cis-sabinen hidrat 1067 10,087 0,1
12. cis-linalool oksid 1073 10,286 0,2
13. trans-linalool oksid 1090 10,907 0,3
14. linalool 1103 11,498 69,2
15. hotrienol 1105 11,563 0,4
16. kamfor 1143 13,157 0,7
17. menton 1153 13,565 0,2
18. trans-pinokamfon 1159 13,843 0,3
19. mentol 1171 14,365 0,4
20. cis-pinokamfon 1172 14,425 0,7
21. terpinen-4-ol 1175 14,574 0.4
22, a-terpineol 1189 15,155 0,4
23. metil kavikol 1197 15,509 1,6
24, linalool acetat 1254 18,026 0,3
25. bornil acetat 1284 19,35 0,6
26. mentil acetat 1293 19,72 0,1
27. a-kubeben 1349 22,179 0,1
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28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54,
55.
56.
57.

Nastavak tabele 5.6.

eugenol
a-kopaen
B-bourbonen
B-kubeben
B-elemen
metil eugenol
trans-kariofilen
B-kopaen
B-gurjunen
trans-a-bergamoten
a-guaien
a-humulen
trans-p-farnesen
allo-aromadendren
epi-bicikloseskviuifelandren
y-murolen
germakren D
NI
B-selinen
viridifloren
biciklogermakren
acifilen
a-bulnesen
y-kadinen
d-kadinen
maliol
NI
NI
1,10-di-epi-kubenol
epi-a-kadinol

Ukupno identifikovano

1356
1375
1384
1389
1391
1406
1418
1429
1432
1435
1439
1453
1457
1461
1463
1477
1481
1486
1486
1496
1497
1499
1506
1514
1523
1566
1577
1583
1614
1641

22,56
23,331
23,726
23,973
24,042
24,672
25,218
25,637
25,765
25,923
26,046
26,677
26,831
26,991
27,083
27,669
217,857
28,013
28,063
28,478
28,511
28,619
28,905
29,244
29,621
31,394
31,838

32,05

33,32

34,326

0,5
0,3
0,4
0,1
1,8
0,1
0,6
0,1
0,1
2,3
0,8
0,5
0,1
0,1
0,3
0,1
1,9
0,1
0,2
0,2
0,3
0,1
1,1
1,8
0,4
0,2
0,2
0,1
0,2
1,0
99,7

RI - retencioni indeks, RT - retenciono vreme, NI - nije identifikovano

Analizom EU bosiljka identifikovano je 54 jedinjenja. Identifikovana jedinjenja su klasifikovana
u pet grupa, pri ¢emu dominantnu grupu cine oksidovani monoterpeni (79,5%), zatim
seskviterpenski ugljovodonici (13,5%), monoterpenski ugljovodonici (2,5%), fenilpropani
(2,2%) i oksidovani seskviterpeni (1,6%), (slika 5.14). Od pojedina¢no identifikovanih jedinjenja
najzastupljeniji je linalool (69,2%), dok je 1,8-cineol drugo jedinjenje po zastupljenosti (5,7%).
Zastupljenost ostalih jedinjenja je u rasponu od 0,1% do 1,9%. Dobijeni rezultati su u skladu sa
rezultatima Nurzynska-Wierdak i sar. (2012), prema kojima evropske sorte bosiljka karakterise
visok sadrzaj linaloola. Navedeni autori su ispitivali hemijski sastav EU dve sorte bosiljka
»Kasia“ 1 ,,Wala“ poreklom iz Poljske, pri ¢emu su dobili rezultate da sorta ,,Kasia“ sadrzi vise
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linaloola (67,7%) u odnosu na sortu ,,Wala“ (60,5%). Ista studija je pokazala da sorta ,,Wala“
sadrzi vecu koli¢inu 1,8-cineola (6,4%) u odnosu na sortu ,,Kasia“ (3,9%).

Da visok sadrzaj linaloola nije karakteristika samo evropskih sorti bosiljka, pokazali su rezultati
ispitivanja Silva i sar. (2015), prema kojima je EU bosiljka gajenog u Brazilu kao dominantno
jedinjenje sadrzavalo linalool (55,2%) i 1,8-cineol (8,8%), sli¢no kao evropske sorte. Suprotno
rezultatima dobijenim u ovoj studiji, Ozcan i sar. (2002), su ispituju¢i hemijski sastav EU
bosiljka gajenog u Turskoj, dobili rezultat da je dominantna komponenta EU metil eugenol
(78,02%) i a-kubeben (6,17%).

2,20% _ 0,40%

2,50%

® Monoterpenski
ugljovodonici

& Oksidovani
monoterpeni

 Seskviterpenski
ugljovodonici

u Oksidovani
seskviterpeni

 Fenilpropani

NI

Slika 5.14. Sadrzaj dominantnih grupa jedinjenja u EU bosiljka

NI - nije identifikovano

5.9.2. Hemijski sastav etarskog ulja nane (Mentha piperita)

Hemijski sastav EU nane prikazan je u tabeli 5.7. Analizom hemijskog sastava EU nane
identifikovano je 19 jedinjena, koja su klasifikovana u tri grupe. Najzastupljeniju grupu ¢inili su
oksidovani monoterpeni (81,5%), zatim monoterpenski ugljovodonici (4,4%), a najmanje
zastupljena su bila jedinjenja koja pripadaju u seskviterpenske ugljovodonike (2,7%) (slika 5.15)
Kao najzastupljenije jedinjenje u EU nane identifikovan je mentol (30,8%) i menton (28,8%).
Zastupljenost ostalih jedinjenja je u rasponu od 5,9% do 0,2%. Rezultati analize hemijskog
sastava EU Mentha x piperita sprovedeni od strane Bassolé i sar. (2010) takode pokazuju da su
mentol (39,3%) i menton (25,2%) najzastupljenija jedinjenja. Mahboubi i sar. (2014), analizom
EU nane gajene u lranu kao najzastupljenija jedinjenja navode mentol (36,9%) i menton
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(28,8%). Ovi rezultati su u bliskoj korelaciji sa rezultatim analize hemijskog sastava EU nane
koriS¢ene u ovom istraZivanju.

Tabela 5.7. Hemijski sastav EU nane

Eirf ; Komponenta RI RT Pr(()(;zz ;1at
1. a-pinen 921 5,801 0,8
2. sabinen 970 6,889 0,4
3. B-pinen 975 6,998 11
4, limonen 992 8,659 1,9
5. 1,8-cineol 998 8,740 5,9
6. y-terpinen 1025 9,765 0,2
7. cis-sabinen hidrat 1028 10,056 0,3
8. menton 1031 13,558 28,8
9. mentofuran 1056 14,008 5,9
10. izomenton 1056 14,015 5,0
11. mentol 1064 14,359 30,8
12. terpinen-4-ol 1084 14,575 1,1
13. izomentol 1095 14,844 0,3
14. pulegon 1143 17,285 0,5
15. piperiton 1152 17,968 0,2
16. mentil acetat 1163 19,745 2,7
17. trans-kariofilen 1164 25,258 1,7
18. germakren D 1173 27,895 0,8
19. biciklogermakren 1178 28,553 0,2

Ukupno identifikovano 88,6

RI - retencioni indeks, RT - retenciono vreme

2,70%
AN

® Monoterpenski ugljovodonici
# Oksidovani monoterpeni

 Seskviterpenski ugljovodonici
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5.9.3. Hemijski sastav etarskog ulja vreska (Satureja montana)

Rezultat hemijske analize EU vreska prikazan je u tabeli 5.8.

Tabela 5.8. Hemijski sastav EU vreska

E’if; Komponenta RI RT Pr(()é:/(e) )n at
1. a-tujen 928 5,674 0,6
2. a-pinen 935 5,861 1,4
3. kamfen 949 6,262 0,5
4, -pinen 978 7,046 1,1
5. mircen 992 7,421 1,3
6. a-felandren 1006 7,890 0,2
7. 0-3-karen 1012 8,086 0,1
8. a-terpinen 1017 8,287 1,6
9. p-cimen 1027 8,630 33,8
10. limonen 1029 8,719 0,9
11. 1,8-cineol 1031 8,792 0,4
12. y-terpinen 1059 9,825 15,9
13. cis-sabinen hidrat 1067 10,088 0,1
14, terpinolen 1090 10,923 0,1
15. p-cimenen 1092 10,980 0,1
16. linalool 1101 11,336 14
17. menton 1153 13,600 0,1
18. borneol 1164 14,089 1,2
19. mentol 1171 14,385 0,4
20. terpinen-4-ol 1176 14,593 0,7
21. p-cimen-8-ol 1185 14,968 0,1
22. a-terpineol 1190 15,191 0,1
23.  karvakrol, metil etar 1243 17,533 0,1
24, NI 1245 17,624 0,1
25. NI 1287 19,477 0,1
26. timol 1294 19,747 0,1
27. NI 1297 19,909 0,2
28. karvakrol 1305 20,318 32,9
29. NI 1322 20,987 0,1
30. a-kopaen 1375 23,356 0,1
31. B-bourbonen 1384 23,750 0,1
32. trans-kariofilen 1419 25,240 1,4
33. trans-a-bergamoten 1436 25,940 0,1
34. aromadendren 1439 26,077 0,1
35. a-humulen 1454 26,698 0,1
36. y-murolen 1477 27,684 0,2
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37. B-selinen 1487 28,092 0,1
38. viridifloren 1496 28,469 0,1
39. B-bisabolen 1509 29,025 0,9
40. y-kadinen 1515 29,254 0,2
41, d-kadinen 1524 29,639 0,3
42. kariofilen oksid 1582 32,054 0,3
43, NI 1931 44,769 0,1
Ukupno identifikovano 99,8

RI - retencioni indeks, RT - retenciono vreme, NI - nije identifikovano

Analizom hemijskog sastava EU vreska identifikovano je 38 jedinjenja, klasifikovanih u cetiri
grupe. Dominantnu grupu jedinjenja ¢inili su monoterpenski ugljovodonici (57,7%), oksidovani
monoterpeni (37,5%), seskviterpenski ugljovodonici (3,7%), a najmanje zastupljeni su bili
oksidovani seskviterpeni (0,3%), sto je prikazano na slici 5.16.

%
3,70% 0,30% 0,60%

Monoterpenski ugljovodonici
& Oksidovani monoterpeni
 Seskviterpenski ugljovodonici
u Oksidovani seskviterpeni

ENI

Slika 5.16. Sadrzaj dominantnih grupa jedinjenja u EU vreska

NI - nije identifikovano

Od pojedina¢no identifikovanih jedinjenja najzastupljeniji je p-cimen (33,8%), karvakrol
(32,9%) i y-terpinen (15,9%). Jedinjenja ¢iji je sadrzaj ve¢i od 1% su a-terpinen (1,6%), linalool
(1,4%), a-pinen (1,4%), trans-kariofilen (1,4%), mircen (1,3%), borneol (1,2%) i B-pinen (1,1%).
Sadrzaj ostalih jedinjenja je manji od 1%. Rezultati hemijske analize EU vreska od strane Miladi
i sar. (2013), pokazuju dominantan sadrzaj karvakrola (53,35%), y-terpinena (13,54%) i p-
cimena (13,03%) tri najzastupljenije komponente EU vreska kori$¢enog u ovom ispitivanju, ali u
drugacijem odnosu. Skocibusic¢ i sar. (2004), takode izveStavaju o visokom sadrzaju karvakrola
EU vreska sa podrucja Hrvatske i Bosne i Hercegovine (< 84,19%). Dominantan sadrzaj
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karvakrola (63,4%) i njegovog izomera timola (19,4%) identifikovan je u EU vreska poreklom sa
Biokova u Hrvatskoj, odreduju¢i mu pripadnost fenolnom hemotipu (Cavar i sar., 2013).

5.9.4. Hemijski sastav etarskog ulja mirodije (Anethum graveolens)

Hemijski sastav EU mirodije prikazan je u tabeli 5.9.

Tabela 5.9. Hemijski sastav EU mirodije

- Procenat
Broj pika Komponeneta RI RT (%)
1. a-pinen 936 5,886 0,3
2. a-felandren 1007 7,905 1,3
3. NI 1008 7,972 0,3
4, p-cimen 1025 8,566 2.4
5. limonen 1029 8,704 25,3
6. dil eter 1185 14,974 0,5
7. cis-dihidro karvon 1196 15,459 1,1
8. trans-dihidro karvon 1203 15,777 2,1
9. NI 1227 16,893 0,1
10. karvon 1243 17,549 66,6
Ukupno identifikovano 100,0

RI - retencioni indeks, RT - retenciono vreme, NI - nije identifikovano

Analizom hemijskog sastava EU mirodije identifikovano je 8 jedinjenja, koja su klasifikovana u
dve grupe. Dominantnu grupu cinili su oksidovani monoterpeni (70,3%) i monoterpenski
ugljovodonici (29,3%), §to je prikazano na slici 5.17.

Od pojedinac¢no identifikovanih jedinjenja u EU mirodije najzastupljeniji su bili karvon (66,6%)
i limonen (25,3%). Jedinjenja ¢iji je sadrzaj veci od 1% su p-cimen (2,4% ), trans-dihidro karvon
(2,1%), a-felandren (1,3%) i cis-dihidro karvon (1,1%). Ostala jedinjenja su bila zastupljena u
udelu manjem od 1%. Rezultati analize hemijskog sastava EU semena mirodije gajene u
Rumuniji (Radulescu i sar., 2010) i Estoniji (Vokk i sar., 2011), pokazuju visoku podudarnost u
pogledu sadrzaja dominantnih jedinjenja EU mirodije koje je koriS¢éeno u ovom ispitivanju.
Prema navodima ovih autora, EU mirodije gajene u Rumuniji sadrzavalo je 45,9% karvona i
18,4% limonena, odnosno 75,2% karvona 1 21,6% limonena koliko je sadrzavalo EU mirodije
gajene u Estoniji.
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® Monoterpenski ugljovodonici
& Oksidovani monoterpeni
NI

Slika 5.17. Sadrzaj dominantnih grupa jedinjenja u EU mirodije
NI - nije identifikovano

Yili 1 sar. (2009) takode izveStavaju da su karvon i limonen najzastupljenija jedinjenja EU
mirodije gajene u Uzbekistanu. U suprotnosti sa ovim rezultatima su rezultati analize hemijskog
sastava EU mirodije gajene na Tajlandu, gde je od identifikovanih jedinjenja najzastupljeniji
dilapiol (48,9%), D-limonen (26,97%) i D-karvon (18,05%) (Ruangamnart i sar., 2015).

Uporeduju¢i hemijski sastav EU koja su koris¢ena u ovoj doktorskoj disertaciji sa hemijskim
sastavom EU istih biljnih vrsta koje poti¢u sa razli¢itih geografskih podrucja, uocavaju se
slicnosti, ali i razlike u pogledu kvalitativnog i kvantitativnog sastava. Ovo navodi na zaklju¢ak
da na biosintezu i hemijski sastav EU iste biljne vrste utice geografski polozaj, agroklimatski
uslovi, sezonski uslovi, fenofaza u kojoj se biljka nalazi prilikom branja, deo biljke koji se koristi
za destilaciju ulja, tehnika destilacije i drugi ¢inioci (Delaquis i sar., 2002). Iz ovih razloga,
nemoguce je pronaci 100% podudaranje hemijskog sastava EU neke biljne vrste, ¢ak i ako se
radi o istom hemotipu iste vrste.

5.10. Antimikrobna aktivnost etarskih ulja

Antimikrobna aktivnost EU prema ispitivanom izolatu E. coli i laboratorijskom tipskom soju S.
Typhimurium izraZena je vredno$éu MIC i MBC.

Prema rezultatima antimikrobne aktivnosti EU koji su prikazani u tabeli 5.10., a na osnovu
dobijenih MIC/MBC vrednosti, ispitivana EU se umereno razlikuju po svom antimikrobnom
potencijalu prema testiranim mikroorganizmima. Uzimajuéi u obzir ¢injenicu da je antimikrobna
aktivnost obrnuto proporcionalna koncentraciji, od ispitivanih ulja, EU mirodije je pokazalo
najbolji antimikrobni potencijal sa vrednostima MIC/MBC 3,55 pl/ml. Nasuprot ovome, E. coli i
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S. Typhimurium su pokazali visok stepen otpornosti prema EU nane sa vrednostima MIC/MBC
14,20/56,81 ul/ml. Zanimljivo je da su MIC/MBC vrednosti EU bosiljka i vreska iste za oba
testirana mikroorganizma 1 iznose 7,10 ul/ml. Do ovakvog rezultata je najverovatnije doslo usled
primene niza razblazenja ulja u intervalu 1:2, jer Sto je veci opseg razblaZenja ulja to je niza
preciznost procene MIC. Za dobijanje preciznijih rezultata kod EU koja pokazuju sli¢no
antimikrobno delovanje, preporucuje se nizi interval razblazenja (Saad i sar., 2013).

Tabela 5.10. Vrednosti MIC i MBC ispitivanih EU za E. coli i S. Typhimurium

: S.
Etarsko ulje Latinski E. coli Typhimurium
naziv MIC/MBC MIC/MBC
(ul/ml) (ul/ml)
mirodija Anethum 3,55 3,55
graveolens
bosiljak OBl 7,10 7,10
basilicum
vresak satureja 7,10 7,10
montana
nana MCHHTE 14,20 56,81
piperita

Upotreba antibiotika kao pozitivne kontrole je standardna procedura koja se navodi u brojnim
istrazivanjima u vezi sa antimikrobnom aktivno$¢u EU (Roldan i sar., 2010). Dobijeni rezultati
antimikrobne aktivnosti antibiotika prema ispitivanim mikroorganizmima pruzaju korisne
informacije radi poredenja antimikrobnog potencijala ispitivanih EU prema istim.

Dobijene vrednosti MIC antibiotika gentamicina i streptomicina prikazane su u tabeli 5.11.

Tabela 5.11. Vrednosti MIC antibiotika gentamicina i streptomicina za E. coli i S. Typhimurium

Gentamicin Streptomicin
Mikroorganizam
MIC (ug/ml) MIC (ug/ml)
E. coli 2,0 4,0
S. Typhimurium 0,5 2,0

Prikazani rezultati u tabeli 5.11. pokazuju da je gentamicin pokazao ja¢i antimikrobni efekat na
oba mikroorganizma u odnosu na streptomicin. Vrednosti koncentracije oba antibiotika pri kojoj
dolazi do inhibicije rasta (MIC) vise su za E. coli u odnosu na S. Typhimurium, §to znaci da je E.
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coli pokazala vecu rezistentnost na dejstvo antibiotika. Ov0 je rezultat njihove Ceste primene u
humanoj i veterinarskoj medicini (Aarestrup, 2012).

Antimikrobna aktivnost EU biljaka uglavnhom se pripisuje prisustvu fenolnih jedinjenja.
Analiziraju¢i hemijski sastav, EU se sastoje od dva ili tri glavna jedinjenja koja odreduju njihovu
biolosku aktivnost i koja su prisutna u relativno visokim koncentracijama (20-95%) i niza ostalih
jedinjenja prisutnih u tragovima. Medutim, studije Bassolé i Juliani (2012), su pokazale da EU
¢esto pokazuju vecu antimikrobnu aktivnost nego smese njihovih glavnih jedinjenja, sugeriSuci
da su sporedna jedinjenja kljucna za sinergisticku aktivnost, doprinose¢i antimikrobnom
potencijalu EU.

Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 5.10. EU mirodije je pokazalo najbolju antimikrobnu
aktivnost prema testiranim mikroorganizmima, koja je rezultat visokog sadrzaja aktivnih
jedinjenja karvona i limonena. Kako navode Selles i sar. (2018), mehanizam dejstva karvona nije
do kraja razjasnjen, ali je dokazano da dovodi do destabilizacije spoljasnje fosfolipidne
membrane koja je skoro potpuno nepropusna za lipofilna jedinjenja, ulazi u interakcije sa
enzimima i proteinima membrane 1 deluje kao izmenjiva¢ protona smanjuju¢i pH gradijent
membrane. Rezultati studije Varga i sar. (2016), koji su ispitivali antimikrobnu aktivnost EU
mirodije poreklom iz Srbije su pokazali da ovo EU poseduje antimikrobni potencijal prema E.
coli. Hemijskom analizom je utvrdeno da su i u ovom EU dominantna jedinjenja karvon i
limonen. Antimikrobnu aktivnost EU mirodije (Anethum graveolens) poreklom sa Tajlanda koje
je dobijeno postupkom hidrodestilacije i destilacijom parom, ispitivali su Ruangamnart i sar.
(2015), prema 11 patogenih mikroorganizama ukljucujuéi E. coli ATCC 8739 i S. Typhimurium
ATCC 14028. Dobijene vrednosti za MIC/MBC za oba ulja u sluc¢aju S. Typhimurium su bile
iste i iznose 10/>10 mg/ml. Kod E. coli MIC/MBC vrednost kod EU dobijenog hidrodestilacijom
iznosila je 10/>10 mg/ml, dok je u slu¢aju EU dobijenog destilacijom parom MIC/MBC vrednost
bila >10/>10 mg/ml. Kako navode autori u hemijskom sastavu EU mirodije dobijenom
destilacijom vodenom parom najzastupljenije jedinjenje bio je d-limonen (44,61%), d-karvon
(28,02%) 1 dilapiol (19,98%), dok je EU dobijeno hidrodestilacijom sadrzavalo najvise dilapiol
(48,9%), d-limonen (26,96%) i d-karvon (18,05%). Prema tome postupak destilacije je znatno
uticao na hemijski sastav EU, neznatno na antimikrobnu aktivnost prema E. coli, dok nije uopste
uticao na antimikrobnu aktivnost prema S. Typhimurium.

Znacajno antimikrobno dejstvo prema E. coli i S. Typhimurium ispoljilo je EU vreska §to se
pripisuje visokom sadrzaju karvakrola ¢ije je dejstvo potpomognuto sinergistickim delovanjem
p-cimena i y-terpinena. Naime p-cimen dovodi do promene permeabilnosti ¢elijske membrane
omogucéavajuéi time laksi transport karvakrola u bakterijsku ¢eliju (Roldan i sar., 2010). Sam
karvakrol ne deluje direktno na permeabilnost ¢elijske membrane (Nazzaro i sar., 2013).

Etarsko ulje bosiljka je takode pokazalo znacajnu antimikrobnu aktivnost prema E. coli i S.
Typhimurium. Sokovi¢ i sar. (2007) su primenom bujon mikrodilucione metode ispitivali
antimikrobni potencijal EU bosiljka (Ocimum basilicum) i nane (Mentha piperita) prema E. coli
ATCC 0O157:H7 i S. Typhimurium ATCC 13311. Dobijene vrednost MIC/MBC za EU nane za
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E. coli iznosile su 2,5/3,0 pg/ml odnosno 2,5/2,5 pug/ml za S. Typhimurium. Etarsko ulje bosiljka
je pokazalo slabiji antimikrobni efekat definisan odnosom vrednosti MIC/MBC koji za E. coli
iznosi 6,0/6,0 pg/ml a za S. Typhimurium 5,0/6,0 pg/ml. Rezultati antimikrobne aktivnosti EU
bosiljka i nane koriS¢enih u ovoj studiji pokazuju da je antimikrobni potencijal EU bosiljka
prema E. coli i S. Typhimurium veéi u odnosu na EU nane, §to je u skladu sa rezultatima Varga i
sar. (2019), a u suprotnosti sa napred navedenim rezultatima autora Sokovi¢ i sar. (2007). Prema
studiji Sokovi¢ i sar. (2007), u hemijskom sastavu EU nane dominantne komponente su bile
mentol (37,4%) i menton (12,7%) dok je EU bosiljka najvise sadrzavalo linalool (59,25%) §to je
u korelaciji sa sadrzajem dominantnih jedinjenja koja su identifikovana u EU bosiljka i nane
koris¢enih u ovoj studiji. Rezultati ispitivanja Kotan i sar. (2007), koji su ispitivali disk
difuzionom metodom antimikrobni potencijal razli¢itih oksidovanih monoterpena prema 63
bakterijska soja, pokazala su da je linalool u odnosu na mentol i 1,8-cineol pokazao
antimikrobnu aktivnost ¢ak prema 42 bakterijska soja. Silva i sar. (2015), su dokazali da je
linalool pokazao antimikrobno dejstvo prema razliitim izolatima Pseudomonas aeruginosa. Ovi
rezultati navode da je linalool jedinjenje koje je primarno odgovorno za antimikrobni potencijal
bosiljka. Prema Greay i Hammer (2015), linalool uti¢e na integritet i funkciju ¢elijske membrane
1 inhibira respiratornu funkciju bakterijske celije.

Od ispitivanih ulja u ovoj studiji EU nane je pokazalo umerenu aktivnost prema E. coli i S.
Typhimurium. Zaidi i Dahiya (2015), su ispitivali antimikrobno dejstvo EU Mentha spicata i
Mentha x piperita prema 11 bakterijskih klinickih izolata (ukljucujuéi E. coli, Acinetobacter
spp., Klebsiella spp., S. Typhi, S. Paratyphi i P. aeruginosa) i 4 klinicka fungalna izolata
(Aspergillus spp., Aspergillus niger, Candida albicans i Rhizopus nigricans). Oba EU su
pokazala razli¢it stepen inhibitornog dejstva prema bakterijskim izolatima. Medu testiranim
Klebsiella spp. U slucaju S. Typhi, S. Paratyphi i P. aeruginosa efekat inhibicije nije postignut.
Rezultati ove studije su pokazali da je EU nane prema S. Typhimurium bilo najmanje efikasno.

Oliveira i sar. (2010), su zaklju¢ili da na antimikrobnu aktivnost EU uti¢e sadrZaj monoterpena
koji svojim delovanjem ometaju funkciju Celijske membrane uti€u¢i na njenu permeabilnost 1
dovodec¢i na kraju do ¢elijske smrti.

Budu¢i da hemijski sastav EU utice na njihove antimikrobne osobine, poredenje rezultata
razli€itih istraZivanja nije uvek moguce.

5.11. Uticaj etarskih ulja na inicijalnu ¢elijsku adheziju Escherichia coli i
Salmonella Typhimurium in vitro

Na osnovu prethodno odredenih vrednosti MIC EU prikazanih u potpoglavlju 5.9. za ispitivanje
uticaja EU na inicijalnu ¢elijsku adheziju E. coli i S. Typhimurium, odabrane su koncentracije
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EU mirodije, bosiljka, vreska 1 nane koje odgovaraju vrednostima 0,5 MIC, MIC i1 2 MIC.
Rezultati uticaja EU mirodije, bosiljka, vreska i nane na inicijalnu ¢éelijsku adheziju E. coli i S.
Typhimurium prikazani su na slikama 5.18. i 5.19.
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Slika 5.18. Uticaj razli¢itih koncentracija EU mirodije, bosiljka, vreska i nane na inicijalnu adheziju E.
coli
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Slika 5.19. Uticaj razli¢itih koncentracija EU mirodije, bosiljka, vreska i nane na inicijalnu adheziju S.
Typhimurium

Prema rezultatima koji su prikazani na slici 5.18. i 5.19. mozZe se zakljuciti da sa porastom
koncentracije EU dolazi do povecanja inhibitornog efekta na inicijalnu adheziju i posledi¢no na
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formiranje biofilma. Vrednosti procenta redukcije adhezije E. coli i S. Typhimurium primenom
razli¢itih koncentracija EU prikazane su u tabeli 5.12.

Tabela 5.12. Redukcija adheriranih ¢éelija E. coli i S. Typhimurium primenom koncentracija EU mirodije,
bosiljka, vreska i nane od 0,5 MIC, MIC i 2 MIC

E. coli S. Typhimurium
Etarsko ulje % redukcije % redukcije
05MIC MIC 2MIC 05MIC MIC 2 MIC
Mirodija 64,23 78,39 84,63 51,93 71,22 80,13
Bosiljak 52,08 75,67 83,90 56,46 68,62 77,05
Vresak 50,74 73,51 80,07 53,86 62,31 78,65
Nana 46,48 67,87 74,17 41,11 53,84 71,55

Rezultati prikazani u tabeli 5.12. ukazuju na to da je % redukcije adheriranih ¢éelija oba testirana
mikroorganizma u Kkorelaciji sa primenjenim koncentracijama EU, odnosno pri vecoj
koncentraciji se postize veéi procenat redukcije. Ispitujuéi uticaj EU hajducke trave (Achillea
millefolium) koncentracije 0,5 MIC, MIC i 2 MIC na inicijalnu celijsku adheziju L.
monocytogenes i Jadhav i sar. (2013), su takode ustanovili smanjenu adherenciju oba soja
primenom veée koncentracije EU. U pozitivnoj korelaciji sa rezultatima prikazanim u ovoj
doktorskoj disertaciji i rezultatima Jadhav i sar. (2013), su i rezultati studije Soni i sar. (2013),
koji su ispitivali uticaj EU origana i majéine duSice kao i karvakrola koji je jedno od
najzastupljenijih jedinjenja oba EU, na inicijalnu ¢elijsku adheziju i formirani biofilm tri soja S.
Typhimurium (ATCC 23564, ATCC 19585 i ATCC 14028). Autori navode da je primenom
subletalnih koncentracija (0,006-0,012%) primenjenih EU i karvakrola doslo do redukcije broja
adheriranih ¢elija na povrSinu kupona od polistirena i nerdajuceg ¢elika. Prema istim autorima za
redukciju ukupne mase biofilma do nivoa koji se ne moze detektovati potrebna je minimalna
koncentracija EU i karvakrola od 0,05-01%.

Prema rezultatima ove studije, primenom najnize koncentracije EU od 0,5 MIC postignut je 1
najnizi procenat redukcije koji se kod S. Typhimurium kretao u intervalu 41,11-56,46%, odnosno
46,48-64,23% kod E. coli. Primenom EU koncentracije koja je odgovarala prethodno odredenoj
vrednosti MIC postignuta je redukcija u intervalu 53,84-71,22% za S. Typhimurium odnosno
67,87-78,39% za E. coli. Tretman EU koncentracije od 2 MIC doveo je do redukcije adheriranih
¢elija u intervalu 71,55-80,13% za S. Typhimurium odnosno 74,17-84,63% za E. coli. Etarsko
ulje mirodije koncentracije 2 MIC pokazalo je najveéi uticaj na inicijalnu ¢elijsku adheziju i za S.
Typhimurium (80,13%) i za E. coli (84,63%), dok je EU nane iste koncentracije (2 MIC) imalo
najmanji uticaj na adherentnu sposobnost oba ispitivana mikroorganizama. Suprotno rezultatima
prikazanim u ovoj studiji su rezultati prikazani od strane Bazargani i Rahloff (2016), koji su
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ispitivali uticaj EU korijandera (Coriandrum sativum L.), anisa (Pimpinella anisum L.) i nane
(Mentha piperita L.) koncentracije koja je odgovarala prethodno odredenoj vrednosti MIC, na
inicijalnu éelijsku adheziju E. coli tokom 8 h pri temperaturi od 37 °C. Od ova tri EU, najveéa
redukcija od 98,4% je postignuta primenom EU nane koje je sli¢no EU nane koje je koris¢eno u
ovoj studiji, sadrzavalo mentol (33,19%) i menton (23,69%) kao najzastupljenija jedinjenja.
Razli¢iti rezultati ove dve studije su posledica razlike u eksperimentalnim uslovima, u testiranju
izolata E. coli razli¢itog porekla kao i u razlici u sastavu i zastupljenosti sem mentola i mentona i
ostalih jedinjenja EU nane pri ¢emu upravo ova manje zastupljena jedinjenja svojim
sinergistickim dejstvom cesto odreduju antimikrobni potencijal ulja.

Subletalne koncentracije EU (0,5 MIC) prouzrokovale su slabljenje sposobnosti adhezije oba
mikroorganizma i posledi¢no smanjenje stvaranja biofilma. Ovo ukazuje na potencijalni
supresorski efekat subletalnih koncentracija EU na mehanizme Ccelijske adhezije i sinteze
matriksa biofilma.

Visok procenat redukcije adheriranih Celija ispitivanih mikroorganizama koji je postignut pri
visSim koncentracijama EU (2 MIC) moze biti posledica inhibicije ¢elijskog rasta ili éelijske
smirti.

Redukcija adheriranih ¢éelija E. coli i S. Typhimurium u vrednosti > 50% (MBICsp) postignuta je
primenom EU mirodije, bosiljka i vreska koncentracije 0,5 MIC, MIC i 2 MIC. Kod EU nane
MBICs, za oba testirana mikroorganizma je postignuta pri koncentraciji MIC i 2 MIC.

5.12. Uticaj etarskih ulja na prethodno formirani biofilm Escherichia coli i
Salmonella Typhimurium in vitro

Rezultati ispitivanja uticaja EU mirodije, bosiljka, vreska i nane koncentracije 0,5 MIC, MIC i 2
MIC tokom razli¢itog vremena delovanja na prethodno formirani biofilm E. coli i S.
Typhimurium u polistirenskim mikrotitar plo¢ama, izrazeni kao procenat redukcije ukupne mase
biofilma, prikazani su na slikama 5.20 i 5.21.

Na osnovu rezultata prikazanih na slikama 5.20. i 5.21. moze se videti da je uticaj EU na
prethodno formirani biofilm E. coli i S. Typhimurium dozno i vremenski zavistan tako da se
najveci procenat eradikacije ukupne mase biofilma postiZe pri najvecoj primenjenoj koncentraciji
(2 MIC) za najduze vreme ekspozicije (60 minuta). Radi lakSeg sagledavanja i poredenja uticaja
EU na prethodno formirani biofilm, odredena je minimalna biofilm eradikaciona koncentracija
(MBECs) pri kojoj je doslo do redukcije ukupne mase biofilma za > 50%. Vrednosti
koncentracija EU pri kojima je doSlo do redukcije ukupne mase biofilma > 50% prikazane su u
tabeli 5.13.
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Slika 5.20. Uticaj razli¢itih koncentracija EU mirodije, bosiljka, vreska i nane na prethodno formirani
biofilm E. coli u funkciji vremena
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Slika 5.21. Uticaj razli¢itih koncentracija EU mirodije, bosiljka, vreska i nane na prethodno formirani
biofilm S. Typhimurium u funkciji vremena
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Tabela 5.13. Vrednosti koncentracije EU pri kojima je postignuta minimalna biofilm eradikaciona
koncentracija MBECs, koja je uzrokovala min 50% redukcije ukupne mase biofilma

Escherichia coli Salmonella Typhimurium
Etarsko ulje
MBECs MBECs
Mirodija 2 MIC® 2 MIC®
Bosiljak 2 MIC®® 2 MIC®®
Vresak - -
Nana = =

Kao sto se vidi iz prikazanih rezultata u tabeli 5.13. vrednost MBECs, je postignuta nakon 60
minuta ekspozicije delovanjem EU mirodije i bosiljka koncentracije 2 MIC kod oba ispitivana
mikroorganizma. NiZe koncentracije EU mirodije i bosiljka kao 1 krace vreme ekspozicije nisu
dovele do redukcije ukupne mase biofilma u vrednosti > 50%.

Tretman prethodno formiranog biofilma E. coli i S. Typhimurium EU vreska i nane
koncentracije 2 MIC u trajanju od 60 minuta nije uzrokovao redukciju ukupne mase biofilma u
vrednosti > 50%.

Na biofilm E. coli najjaci uticaj imalo je EU mirodije koncentracije 2 MIC nakon ekspozicije u
trajanju od 60 minuta uzrokuju¢i redukciju od 59,90%. Slabiji uticaj istih koncentracija EU (2
MIC), za isto vreme delovanja (60 minuta) pokazala su: EU bosiljka sa redukcijom od 50,86%,
EU vreska (47,03%), dok je najslabiji uticaj pokazalo EU nane (34,00%).

Sli¢an uticaj imala su EU i na biofilm S. Typhimurium. Najve¢i procenat redukcije postignut je
koriS¢enjem EU najvece koncentracije od 2 MIC uz najduZe vreme delovanja od 60 minuta
prema slede¢em redosledu: EU mirodije (56,23%), EU bosiljka (51,23%), EU vreska (47,13%) i
EU nane (28,36%). Nakon 60 minuta ekspozicije ni jedno EU najveée primenjene koncentracije
od 2 MIC nije dovelo do redukcije biofilma E. coli i S. Typhimurium u vrednosti od 90%. Jedan
od razloga ovih rezultata je RDAR morfotip kolonija koji su oba mikroorganizma formirala na
KCA, a koji karakteriSe formiranje kompleksnog matriksa biofilma sastavljenog ve¢inom od
celuloze i fimbrija, koji ometa difuziju antimikrobnih sredstava kroz biofilm.

Shodno ocekivanim rezultatima najslabiji uticaj na biofilmove E. coli i S. Typhimurium imala su
EU kada su primenjena u najnizim koncentracijama (0,5 MIC) u kombinaciji sa najkrac¢im
vremenom delovanja u trajanju od 15 minuta. Tokom 15 minuta dejstva EU mirodije, bosiljka,
vreska i nane koncentracije 0,5 MIC doslo je do redukcije 10,30%, 8,93%, 9,86% i 4,33%
prethodno formiranog biofilma E. coli. Ista koncentracija EU za isto vreme ekspozicije dovela je
do redukecije 7,80% (EU mirodije), 5,66% (EU bosiljka), 5,96% (EU vreska) 1 2,86% (EU nane)
prethodno formiranog biofilma S. Typhimurium.
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S obzirom na ranije pomenutu ¢injenicu da je narusavanje strukture ¢elijske membrane ¢ime se
znatno povecava njena propustljivost, jedan od naj¢es¢ih mehanizama dejstva antimikrobnih
supstanci, niza koncentracija EU i kratko vreme delovanja nisu bili dovoljni da naruSe njenu
strukturu u toj meri, da bi to uticalo na vijabilnost ¢elija. Nasuprot ovome, vec¢a koncentracija
antimikrobnih supstanci dovodi do vec¢ih ostecenja ¢elijske membrane pa i do éelijske smrti.

Redukcija biofilma E. coli i S. Typhimurium pod uticajem EU koncentracije MIC i za vreme
ekspozicije od 30 minuta iznosila je 36,67% (E. coli) i 34,57% (S. Typhimurium) primenom EU
mirodije, 27,70% (E. coli) i 27,30% (S. Typhimurium) primenom EU bosiljka, 26,13% (E. coli) i
25,56% (S. Typhimurium) primenom EU vreska, 15,76% (E. coli) i 18,63% (S. Typhimurium)
primenom EU nane. Poredenjem dobijenih rezultata redukcije biofilma za oba mikroorganizma i
za svako ispitivano EU, moze se zakljuciti da za 60 minuta ekspozicije nije postignut dvostruko
veéi procenat redukcije biofilma u odnosu na ekspoziciju u trajanju od 30 minuta. Ovakav nacin
delovanja EU u zavisnosti od vremena prikazan je u istrazivanju sprovedenom od strane Somrani
i sar. (2020). Pomenuti autori su ispitivali uticaj EU crnog luka, belog luka i cimeta,
koncentracije 0,5 MIC, MIC i 2 MIC na biofilm L. monocytogenes u trajanju od 1, 5 20 h. Sva
tri EU najvece primenjene koncentracije od 2 MIC su uzrokovala najvecu redukciju biofilma, ali
za najkrace vreme delovanja (1 h). Prema tome vreme izloZenosti biofilma antimikrobnim
sredstvima ne igra klju¢nu ulogu za njegovu redukciju. Ovo se objasnjava time da celije biofilma
,Smanjuju® svoju metaboli¢ku aktivnost, postepeno prvo one koje se nalaze u najdubljim
slojevima biofilma usled nedostatka hranljivin materija i kiseonika, postaju¢i time otpornije
prema delovanju antimikrobnih sredstava koja su efikasnija prema metabolicki aktivnim ¢elijjama
(Sandasi i sar., 2010). Dozno-vremenska zavisnost na redukciju prethodno formiranog biofilma u
polistirenskim mikrotitar plocama (48 h star biofilm) dva izolata S. Enteritidis, pod uticajem
razli¢itih koncentracija (0,5 MIC, MIC, 2 MIC, 4 MIC), EU origana (Origanum heracleoticum i
Origanum vulgare), EU majcine dusice (Thymus serpyllum i Thymus vulgaris), karvakrola i
timola, prikazana je u rezultatima studije autora Cabarkapa i sar. (2019). Pomenuti autori su
ustanovili da je pod uticajem najvece primenjene koncentracije EU, karvakrola i timola od 4
MIC i za najduze vreme ekspozicije od 60 minuta zabeleZen najveéi procenat eradikacije
biofilma. Ovakav nacin delovanja EU na prethodno formirani biofilm autori su objasnili time da
sa produzenjem vremena izlaganja biofilma delovanju EU, dolazi do vece difuzije EU kroz
matriks biofilma.

Poredenjem rezultata prikazanih od strane Somrani i sar. (2020) i Cabarkapa i sar. (2019), mozZe
se zakljuc¢iti da najveci uticaj na procenat redukcije ukupne mase biofilma ima primenjena
koncentracija EU, dok s druge strane, vreme delovanja EU ima uticaja, ali ne dovodi do
linearnog povecanja procenta redukcije ukupne mase biofilma, $to pokazuju i rezultati ove
studije.

Dobijeni rezultati ispitivanja uticaja EU na inicijalnu ¢elijsku adheziju i prethodno formirani
biofilm pokazuju da je slabiji efekat EU na prethodno formirani biofilm E. coli i S. Typhimurium
u odnosu na efekat istih koji je postignut na inicijalnu ¢elijsku adheziju, 1 moze se objasniti
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prisustvom ekstracelularnog polimernog matriksa u biofilmu, koji deluje kao difuziona barijera i
dilucioni gradijent.

5.13. Uticaj etarskih ulja na prethodno formirani biofilm Escherichia coli i
Salmonella Typhimurium na lisnoj povrsini povr¢a

Uticaj EU na biofilm E. coli i S. Typhimurium formiran na lisnoj povrSini zelene salate
analiziran je sa aspekta odredivanja broja vijabilnih ¢elija nakon izlaganja prethodno formiranog
biofilma koncentracijama EU u vrednosti MIC i 2 MIC. Na slikama 5.22. i 5.23. prikazan je broj
preostalih vijabilnih ¢elija biofilma E. coli i S. Typhimurium nakon delovanja EU mirodije,
bosiljka, vresaka i nane koncentracije MIC i 2 MIC.

8
7
6
5
4
3
2
1
0

kontrola mirodija bosiljak vresak nana

log cfu/cm?

mMIC =2 MIC

Slika 5.22. Broj vijabilnih ¢elija biofilma E. coli formiranog na povrsini lista zelene salate (log cfu/cm?)
nakon dejstva EU mirodije, bosiljka, vreska i nane koncentracije MIC i 2 MIC

Iz prikazanih rezultata na slikama 5.22. i 5.23. vidi se da je uticaj EU na biofilmove E. coli i S.
Typhimurium prethodno formirane na povrsini lista zelene salate dozno zavistan. Najveci uticaj
na biofilmove oba mikroorganizma imalo je EU mirodije koncentracije 2 MIC uzrokujuci
smanjenje broja vijabilnih ¢elija biofilma za 2,69 log cfu/cm? kod S. Typhimurium odnosno 2,68
log cfu/cm? kod E. coli. Ista koncentracija EU nane (2 MIC) imala je najmanji efekat uzrokujuéi
smanjenje broja vijabilnih éelija biofilma S. Typhimurium za 1,5 log cfu/cm? odnosno za 1,73
log cfu/cm? kod E. coli. Koncentracija EU mirodije koja je odgovarala vrednosti MIC, dovela je
do smanjenja broja vijabilnih c¢elija biofilma S. Typhimurium za 1,07 log cfu/cm?, odnosno za
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1,22 log cfu/cm? kod E. coli, §to je znatno viSe u odnosu na istu koncentraciju EU nane koje je
pokazalo najslabiji uticaj na biofilmove oba mikroorganizma redukujuci broj vijabilnih celija
biofilma S. Typhimurium za 0,34 log cfu/cm?, odnosno za 0,37 log cfu/cm? kod E. coli.
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Slika 5.23. Broj vijabilnih ¢éelija biofilma S. Typhimurium formiranog na povrsini lista zelene salate (log
cfu/cm?) nakon dejstva EU mirodije, bosiljka, vreska i nane koncentracije MIC i 2 MIC

Dobijeni rezultati ispitivanja uticaja EU na prethodno formirani biofilm u ovoj studiji potvrduju
ranije iznetu konstataciji Borges i sar. (2017), da sa poveé¢anjem koncentracije EU broj vijabilnih
¢elija biofilma opada.

Prema Burt i sar. (2004), dejstvo EU koncentracije MIC i 2 MIC na biofilm zasniva se na
inhibiciji rasta i naknadne celijske smrti usled interakcije EU sa lipidnim slojem citoplazmatske
membrane $to dovodi do njenog ostecenja, i do curenja ¢elijskog sadrzaja. Za neka antimikrobna
jedinjenja kao Sto su timol 1 karvakrol se pretpostavlja da prodiru¢i u matriks biofilma usled

njihove hidrofilne prirode dolazi do odvajanja celijskih aglomerata i time narusavanja strukture
biofilma (Nostro i sar., 2007).

Soni i sar. (2013), su sproveli kompleksno ispitivanje tri laboratorijska tipska soja S.
Typhimurium iz ATCC kolekcije mikroorganizama - S. Typhimurium ATCC 23564, S.
Typhimurium ATCC 19585 i S. Typhimurium ATCC 14028, koje je obuhvatilo ispitivanje
sposobnosti formiranja biofilma u polistirenskim mikrotitar plo¢ama na temperaturama
inkubiranja od 22, 30 i 37 °C, kao i uticaj EU origana i maj¢ine dusice i ¢iste komponente
karvakrola razliCite koncentracije na sposobnost formiranja biofilma i prethodno formirani
biofilm. Rezultati ovih ispitivanja su pokazali da su sojevi S. Typhimurium ATCC 19585 i 23564
jaci biofilm produceri u odnosu na soj S. Typhimurium ATCC 14028 pri ¢emu su sva tri
ispitivana soja formirala 1,5-2 puta jage biofilmove na temperaturi inkubiranja od 22 °C u
odnosu na biofilmove koje su formirali na temperaturama inkubiranja od 30 °C i 37 °C, do ¢ega
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je doslo usled temperaturne zavisnosti ekspresije glavnog transkripcionog regulatora csgD.
Uticaj subletalnih koncentracija (0,006 1 0,012%) karvakrola, EU majcine dusSice i origana na
sposobnost formiranja biofilma na 22 °C tokom 24 h, bio je najve¢i kod soja S. Typhimurium
ATCC 14028 kod koga je nakon isteka 24 h izmerena najmanja masa biofilma primenom kristal
violet testa, a Sto je autore navelo na zakljuCak da je redukcija formiranog biofilma u funkciji
soja i koncentracije antimikrobnog sredstva. Delovanjem letalnih koncentracija (0,05 i 0,1%)
karvakrola i EU majc¢ine duSice i origana na 24 h star biofilm kod sva tri ispitivana soja S.
Typhimurium doslo je do znatne redukcije ukupne mase biofilma, pri ¢emu je redukcija veca
primenom vece koncentracije antimikrobnog sredstva.
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Slika 5.24. Redukcija ukupne mase biofilma E. coli formiranog na povrsini lista zelene salate nakon
dejstva EU mirodije, bosiljka, vreska i nane koncentracije MIC 1 2 MIC

Rezultati ispitivanja koja su predmet ove doktorske disertacije su pokazala da je najveci procenat
redukcije ukupne mase biofilma kod oba mikroorganizma postignut je delovanjem EU mirodije
koncentracije 2 MIC pri ¢emu je postignuta redukcija 40,14% biofilma E. coli odnosno 39,84%
biofilma S. Typhimurium (slike 5.24 i 5.25). Ista koncentracija EU nane (2 MIC) ispoljila je
najslabije dejstvo na biofilm S. Typhimurium redukujuéi ga 22,18% odnosno 25,90% koliko je
postignuta radukcija biofilma E. coli. Delovanjem EU koncentracije koja je odgovarala MIC
doslo je do redukcije biofilma S. Typhimurium i to 15,93% pod dejstvom EU mirodije, 13,41%
pod dejstvom EU bosiljka, 10,46% pod dejstvom EU vreska i 4,98% pod dejstvom EU nane. Iste
koncentracije EU (MIC) uzrokovale su redukciju biofilma E. coli i to 18,23% (EU mirodije),
15,89% (EU bosiljka), 10,57% (EU vreska) i 5,52% (EU nane).
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Slika 5.25. Redukcija ukupne mase biofilma S. Typhimurium formiranog na povrsini lista zelene salate
nakon dejstva EU mirodije, bosiljka, vreska i nane koncentracije MIC i 2 MIC

Ni jedno od koriS¢enih EU ni u jednoj koncentraciji nije dovelo do potpunog razaranja strukture
biofilma a time i njegovog uklanjanja.

% redukcije
p— [ o = n N |
=] =] =] =] =] =] =]

=

MIC 2MIC| MIC 2MIC| MIC 2MIC| MIC 2 MIC

polistiren salata polistiren salata
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mmirodija mbosiljak mvresak = nana

Slika 5.26. Uporedni prikaz procenta redukcije ukupne mase biofilma E. coli i S. Typhimurium
formiranog u polistirenskoj mikrotitar plo¢i i na povrsini lista zelene salate
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Ispitujuci uticaj EU karanfilica na biofilm E. coli O157:H7 formiran na povrSini kupona od
nerdajuceg Celika i na povrSini kupona lista zelene salate Cui i sar. (2016), su ustanovili da je
procenat redukcije biofilma na kuponu od nerdajuceg Celika veci u odnosu na redukciju biofilma
na povrsini kupona lista zelene salate. Ispitivanja Rossi i sar. (2019), su pokazala veci afinitet
salmonela da se vezu za povrSinu listova zelene salate i formiraju biofilm u odnosu na kupone od
nerdajuceg Celika i1 polipropilena. To je autore dovelo do zakljucka da karakteristika povrSine
kao $to je hrapavost sem $to utiCe na afinitet i stepen vezivanja mikroorganizama, moze i da
smanji efikasnost EU na formirani biofilm.

Sem hrapavosti i druge karakteristike biljne povrSine kao S§to je prisustvo voStane prevlake i
prisustvo stoma sem S§to pozitivno uticu na adheziju salmonela i formiranje biofilma, mogu i da
pruze delimi¢nu mehanicku zastitu prema dejstvu antimikrobnih sredstava (Hunter i sar., 2015).

Rezultati dobijeni u ovoj studiji o uticaju EU koncentracije MIC i 2 MIC na biofilm formiran in
vitro u polistirenskim mikrotitar plocama i na kuponima lista zelene salate su u korelaciji sa
napred iznetom konstatacijom i prikazani su na slici 5.26. gde se uocava manji procenat
redukcije biofilma oba mikroorganizma formiranog na kuponima lista zelene salate u odnosu na
biofilm formiran u polistirenskim mikrotitar plo¢ama.

5.14. SEM biofilmova Escherichia coli i Salmonella Typhimurium formiranih
na povrsini lista zelene salate nakon delovanja etarskih ulja

Za prikaz uticaja EU na biofilm E. coli i S. Typhimurium prethodno formiran na povrsini lista
zelene salate, odabrane su SEM mikrografije koje prikazuju delovanje EU mirodije koncentracije
2 MIC koje je pokazalo najbolje rezultate sa aspekta redukcije primarne celijske adhezije 1
biofilma kod oba testirana mikroorganizma.

SEM mikrografije prikazane na slikama 5.27. A 1 C, kao 1 5.28. A i C prikazuju narusene delove
biofilma E. coli i S. Typhimurium nakon delovanja EU mirodije koncentracije 2 MIC u vidu
manjih mikrokolonija, a bez vecih celijskih aglomerata koji se uocavaju kao sastavni deo
biofilma. Na slici 5.27. B prikazane su izrazito deformisane cCelije E. coli usled curenja
unutarcelijskog sadrzaja pod dejstvom EU (Miladi i sar., 2017).
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Slika 5.27. SEM mikrografije biofilma E. coli nakon izloZenosti delovanju etarskog ulja mirodije
koncentracije 2 MIC (A - uvecanje 10000 x, B i C - 20000 %, D - 50000 x)

Narusavanje strukture ¢elijskog zida moze se jasno uociti na slici 5.27. - D kod ¢elija biofilma E.
coli, koje se uocava izrazito hrapavom strukturom. Iste promene se mogu uociti i kod celija
biofilma S. Typhimurium, $to je prikazano na slici 5.28. - C. Ispituju¢i uticaj EU semena
komoraca (Foeniculum vulgare) na biofilm Shigella dysenteriae Diao i sar. (2014), su utvrdili da
EU mogu promeniti morfoloske i fizi¢ke osobine bakterija. SEM mikrografije ovih autora otkrile
su opsezne morfoloske i fizicke promene celijske membrane, $to bi moglo biti uzrok gubitka
unutarcelijskih komponenti kao Sto su DNK 1 ATP 1 oSte¢enja enzimskih sistema ¢elije. Dakle
¢elijska membrana je bila prva meta delovanja EU, a njen integritet je presudan za prezivljavanje
¢elija jer predstavlja kljucni element za osnovne bioloske aktivnosti koje se odvijaju u ¢elijama.
lako je jo$ uvek nepoznanica na kojim mestima dolazi do oSteCenja lipopolisaharida ili
membranskih proteina uzrokuju¢i morfoloske i fizicke promene, krajnji rezultat je
dekompozicija ¢elija i njihova smrt uz smanjenje broja vijabilnih ¢elija u biofilmu (Lu 1 sar.,
2011).
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Slika 5.28. SEM mikrografije biofilma S. Typhimurium nakon izloZzenosti delovanju EU mirodije
koncentracije 2 MIC (A - uveéanje 5000 x, B - 10000 x, C i D - 20000 x)

5.15. Analiza glavnih komponenata (PCA analiza)

Analiza glavnih komponenata, odnosno faktorskih koordinata pri ¢emu svaka faktorska
koordinata sadrzi izvestan deo varijanse ispitivanih parametara (u ovom slucaju to je redukcija
biofilma E. coli i S. Typhimurium, u zavisnosti od vremena delovanja, vrste EU i koncentracije
EU) kao ortogonalna transformacija, primenjena je za prikazivanje i grupisanje rezultata
(pracenjem mogucih korelacija medu grupama podataka) u faktorskoj ravni na osnovu rezultata
eksperimentalnih merenja.

Tacke prikazane na PCA dijagramu (slika 5.29) koje su geometrijski blizu jedna drugoj, ukazuju
na slicnost uzoraka koje predstavljaju (na osnovu eksperimentalnih merenja). U ovom slucaju to
se odnosi na najveci procenat redukcije biofilma oba ispitivana mikroorganizma uz primenu EU
najveée koncentracije (2 MIC) za najduze vreme ekspozicije (60 minuta). Ukoliko glavne
komponente pokrivaju ve¢i deo ukupne varijanse, onda su 1 merene vrednosti iz
eksperimentalnih merenja sli€ne za geometrijski bliske tacke na PCA dijagramu.
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Slika 5.29. Grafi¢ki prikaz PCA: raspored polova i uzoraka (redukcija biofilma E. coli i S. Typhimurium
pod uticajem razli¢itih koncentracija EU, pri razli¢itom vremenu ekspozicije) u faktorskoj ravni

Usmerenost vektora koji opisuju promenljivu u faktorskom dijagramu (obelezeno kao EU, t i
MIC) ukazuje na trend porasta te promenljive, a duzina vektora je proporcionalna kvadratnoj
vrednosti korelacije izmedu fitovanih vrednosti za promenljivu 1 same promenljive.

5.16. Vestacke neuronske mreze

ANN model je predvideo eksperimentalne promenljive redukcije biofilma E. coli i S.
Typhimurium za Sirok spektar procesnih promenljivih (razli¢ito vreme delovanja i razlicite
koncentracije EU). U tome je i suStina matematickog modelovanja, da se na osnovu
eksperimentalnih podataka, koriste¢i eksperimantalni plan, predvide vrednosti, u ovom slucaju
procenat redukcije biofilma E. coli i S. Typhimurium pod uticajem razli¢itih koncentracija EU za
razli¢ito vreme ekspozicije.

Tac¢nost ANN modela se moZe vizuelno proceniti na osnovu raspodele tacaka oko dijagonalne
linije na graficima predstavljenim na slici 5.30. Za model ANN predvidene vrednosti su u veéini
sluc¢ajeva bile vrlo blizu izmerenih vrednosti.
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Slika 5.30. ANN model raspodele tacaka oko dijagonalne linije za E. coli (a) i S. Typhimurium (b)

Kori$¢eni MLP su oznaceni u StatSoft Statistica programu na slede¢i na¢in: nakon oznake MLP
sledi broj ulaza, broj neurona u skrivenom sloju, a zatim broj izlaza. Optimalni broj skrivenih
neurona je izabran minimiziranjem razlika izmedu vrednosti predvidenih mreZom 1 onih
eksperimentalno dobijenih. Kao indikatori performanse mreza koriS¢ene su sume r’ i sume SOS
izmedu merenih i izraCunatih izlaza za svaku dobijenu ANN, tokom faza ucenja, testiranja i
validacije (Arsenovi¢, 2013). U ovom istrazivanju broj skrivenih neurona je varirao od n = 3 -
10, optimalno 4, s§to je predlozeno koris¢enim programom (StatSoft Statistica). Bilo je x = 8
ulaza, y = 2 izlaza, i m = 46 tezinskih koeficijenata. Za modelovanje ANN koris¢en je BFGS

122



Doktorska disertacija Ana Varga

algoritam, koji je ugraden u koris¢eni program (tabela 5.14). Prenosna funkcija za skrivene i
izlazne slojeve. je bila tangens hiperbolikus funkcija. Rezultati za predvidanje redukcije biofilma
E. coli i S. Typhimurium tokom testiranja prikazani su u tabeli 5.15. Tabela 5.15. prikazuje r?
vrednosti za svaku od proucavanih promenljivih tokom faza ucenja, testiranja i validacije.

Tabela 5.14. Rezime modela vestacke neuronske mreze (performanse i greske) za cikluse treninga,
testiranja i validacije

Performanse Greska Trening [Funkcija|  Funkcija
algoritam| greske | aktivacije
Mreza (Trening| Test [Validacija/Trening| Test |Validacija skriveni|izlazni
MLP 8-4-
P 0,995 |0,994| 0,999 | 1,448 |3,202| 17,334 |BFGS 38| SOS | Tanh | Tanh

Termin ,,performansa“ predstavlja koeficijente determinacije (r’), dok termin ,,gresaka“ ukazuju
na nedoslednost podataka za ANN model.

Vrednosti r* izmedu eksperimentalnih merenja i izlaza ANN modela, tokom ciklusa treninga, E.
coli i S. Typhimurium bile su: 0,995 i 0,996, respektivno §to je prikazano u tabeli 5.15. Na
osnovu prikazanih vrednosti (r?) moze se zakljuciti da se eksperimentalni podaci i matematicki
modeli zadovoljavajuce i statisti¢ki znac¢ajno poklapaju.

Tabela 5.15. Koeficijenti determinacije (r?) izmedu eksperimentalno izmerenih i ANN izlaza tokom
ciklusa treninga, testiranja i validacije

Redukcija E. | Redukcija S.

coli Typhmurium
Trening 0,995 0,996
Testiranje 0,999 0,988
\Validacija 0,999 0,999

U tabeli 5.16. su predstavljeni elementi matrice W, i vektora B, za skriveni sloj, a u tabeli 5.17.
su predstavljeni elementi matrice W, i vektora B, za izlazni sloj, koriS¢eni za proracun u
jednacini 4.2.
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Tabela 5.16. Elementi matrice W, i vektora B, (prikazan u redu)

1 2 3 4
t 1,834 1,853 -0,357 -1,652
0,5MIC -1,438 -2,306 0,793 0,011
2 MIC 0,124 1,063 -0,576 -0,462
MIC -0,713 0,481 -0,021 -0,456

EU bosiljak 0,013 0,484 0,023  -0,230
EU mirodija 0,125 0,378 -0,641 -0,064
EU nana -1,738 -1,099 0,843 -0,185
EU vresak -0,415 -0,582 0,020 -0,315
Nulti ¢lan -2,006 -0,758 0,168 -0,849

Tabela 5.17. Elementi matrice W, i vektora B, (prikazan u koloni)

1 2 3 4 Nulti ¢lan
Redukcija biofilma E. coli 1,447 0,020 -0,307 -1,193 0,841
Redukcija biofilma S. Typhmurium 1,383 0,011  -0,300 -1,164 0,765
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata prikazanih u ovoj doktorskoj disertaciji mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

Odredivanjem morfotipa kolonija na KCA izolati E. coli na nizoj temperaturi inkubiranja
od 25 °C formirali su morfotip RDAR (42,0%), SAW (29,0%), BDAR (17,0%) i RAS
(12,0%). Na visoj temperaturi inkubiranja od 37 °C morfotip RDAR formiralo je 38,0%
izolata, SAW (29,0%), BDAR (21,0%) i RAS (12,0%) izolata E. coli. Laboratorijski
tipski soj S. Typhimurium formirao je RDAR morfotip na temperaturi od 25 °C i SAW
morfotip na 37 °C.

Kvantifikacijom ukupne mase biofilma formiranog u mikrotitar plo¢ama na temperaturi
inkubiranja od 25 °C primenom kristal violet testa, testirani izolati E. coli klasifikovani su
su na jake biofilm producere (12,5%), umerene (41,7%), slabe (25,0%) i one koji ne
formiraju biofilm (20,8%). Pri temperaturi inkubiranja od 37 °C, 8,3% testiranih izolata
svrstano je u jake biofilm producere, 25,0% u umerene, 25,0% u slabe i 41,7% izolata u
one koji ne formiraju biofilm na ovoj temperaturi.

Temperatura inkubiranja imala je znacajnog uticaja na sposobnost formiranja biofilma u
smislu veceg broja testiranih izolata E. coli koji su svrstani u jake biofilm producere pri
temperaturi od 25 °C u odnosu na temperaturu od 37 °C, gde veéi procenat izolata nije
formirao biofilm.

Uporednom analizom rezultata primenjenih skrining testova za odredivanje sposobnosti
formiranja biofilma na obe temperature, uocena je pozitivna korelacija izmedu broja
izolata E. coli koji su formirali RDAR morfotip i broja izolata koji su svrstani u jake
biofilm producere.

Ispitivanjem sposobnosti prezivljavanja u zemljistu pri promenljivim i konstantnim
uslovima relativne vlaznosti i temperature, ustanovljeno je prisustvo vijabilnih ¢elija oba
testirana mikroorganizma nakon 120 dana inkubiranja. Broj prezivelih ¢elija bio je veéi u
uslovima konstantne relativne vlaZnosti 1 temperature.

Sadrzaj slobodne vode u zemljistu (ay) je nakon 120 dana pri promenljivim uslovima
relativne vlaznosti i temperature bio nizi za 55,10%, dok je pri konstantnim uslovima
relativne vlaZnosti 1 temperature bio nizi za 26,53% u odnosu na pocetnu vrednost, $to je
uticalo na veci broj prezivelih celija oba testirana mikroorganizma pri konstantnim
uslovima relativne vlaznosti i temperature.

Stepen adherencije na povriinu lista zelene salate na temperaturi inkubiranja od 25 °C
tokom 3 h, za S. Typhimurium iznosio je 6,75 log cfu/cm? + 0,023, a za E. coli 6,64 log
cfulcm? + 0,028. Stepen adherencije oba izolata na temperaturi inkubiranja od 37 °C za
isto vreme ekspozicije je bio nizi i za S. Typhimurium je iznosio 3,76 log cfu/cm? + 0,041
a za E. coli 6,01 cfu/cm? + 0,063. Na temperaturi inkubiranja od 25 °C oba testirana
mikroorganizma su pokazala slican stepen adherencije. Medutim temperatura inkubiranja
od 37 °C razli¢ito je uticala na stepen adherencije ispitivanih mikroorganizama, generalno
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ga redukujudi, pri ¢emu je kod S. Typhimurium redukcija ¢ak 50%, dok je kod E. coli
10%. Razli¢it uticaj temperature na adherentnu sposobnost bakterija na bioticke 1
abioticke povrsine je u korelaciji sa uticajem temperature na formiranje RDAR morfotipa
i posledi¢no u zavisnosti od formiranog morfotipa, na sintezu komponenti matriksa
biofilma.

¢ Primenom SEM omogucena je vizuelizacija formiranih biofilmova odabranog izolata E.
coli i S. Typhimurium na povrsini lista zelene salate. Rezultati su prikazani u vidu setova
mikrografija razli¢itog uvec¢anja. Na mikrografijama manjeg uvecanja uocava se stepen
adheriranih bakterijskih ¢elija za lisnu povrsSinu i formiranje éelijskih agregata koji su
sastavni deo biofilma, dok se na mikrografijama veceg uvecanja uocava interkonekcija
izmedu celija i formirani matriks biofilma. Ista tehnika posmatranja biofilma nakon
njegovog izlaganja dejstvu EU omoguéila je vizuelizaciju oStecenja Celija, koja se
ogledaju u vidu ¢elija promenjenog oblika, netipicne hrapave povrSine usled curenja
unutaréelijskog sadrzaja, ¢esto sa rupturama na povrsini, nastalim pod uticajem EU.

e Rezultati ispitivanja hemijskog sastava EU bosiljka, mirodije, nane i1 vreska pokazala su
da sva ulja sadrze visok procenat monoterpena. Najzastupljenije identifikovano jedinjenje
EU bosiljka je linalool (69,2%) i ovo ulje pripada evropskom hemotipu za koji je
karakteristi¢an visok sadrzaj linaloola. Najzastupljenija jedinjenja u EU nane su mentol
(30,8%) i menton (28,8%) i ovo ulje pripada hemotipu 9, koji je definisan mentolom kao
dominantnim jedinjenjem. Dominantna jedinjenja u EU vreska su p-cimen (33,8%) i
karvakrol (32,9%) i ovo ulje pripada hemotipu A, za koji je karakteristian visok udeo
karvakrola. U EU mirodije najzastupljenija identifikovana jedinjenja su karvon (66,6%) i
limonen (25,3%) i ovo ulje pripada hemotipu 3, koji je definisan sa ova dva jedinjenja
kao dominantna.

e Najbolji antimikrobni potencijal prema E. coli i S. Typhimurium pokazalo je EU mirodije
sa MIC i MBC vrednostima od 3,55 pl/ml za oba mikroorganizma. Sledi EU bosiljka i
vreska (sa MIC/MBC vrednostima od 7,10 ul/ml za oba mikroorganizma), dok je
najmanji antimikrobni potencijal pokazalo EU nane, sa najvisim vrednostima za MIC i
MBC (MIC/MBC = 14,20 pl/ml za E. coli i MIC/MBC = 56,81 pl/ml za S.
Typhimurium).

e FEtarska ulja su na inicijalnu ¢elijsku adheziju E. coli i S. Typhimurium na kupone lista
zelene salate pokazala dozno zavistan uticaj. Najveci inhibitorni efekat zabelezen je
koris¢enjem EU koncentracija u vrednosti od 2 MIC, prema slede¢em redosledu: EU
mirodije > EU bosiljka > EU vreska > EU nane.

e Redukcija adheriranih ¢elija E. coli i S. Typhimurium u vrednosti > 50% (MBICs)
postignuta je primenom EU mirodije, bosiljka i vreska u koncentraciji od 0,5 MIC, MIC i
2 MIC i EU nane koncentracije MIC i 2 MIC.

e Ispitivana EU su na prethodno formirani biofilm E. coli i S. Typhimurium u
polistirenskim mikrotitar plocama - in vitro pokazala uticaj koji je dozno i vremenski
zavistan tako da je najveci procenat eradikacije biofilma postignut nakon 60 minuta
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ekspozicije primenom EU koncentracije 2 MIC prema slede¢em redosledu: EU mirodije
> EU bosiljka > EU vreska > EU nane.

e Redukcija ukupne mase biofilma formiranog in vitro u iznosu > 50% (MBECs)
postignuta je primenom EU mirodije i bosiljka koncentracije 2 MIC za vreme ekspozicije
od 60 minuta.

e Etarska ulja su na biofilm E. coli i S. Typhimurium formiran na kuponima lista zelene
salate ispoljila dozno zavistan uticaj. Najefikasnije je bilo EU mirodije koncentracije 2
MIC, a najmanje efikasno EU nane koncentracije MIC. Najvec¢i procenat redukcije
ukupne mase biofilma oba mikroorganizma zabelezen je koris¢enjem EU koncentracije 2
MIC, prema sledeCem redosledu: mirodija > bosiljak > vresak > nana. Ni jedno od
koris¢enih EU koncentracije 2 MIC nije dovelo do redukcije ukupne mase biofilma u
vrednosti > 50%. Poredenjem rezultata redukcije ukupne mase biofilma E. coli i S.
Typhimurium, formiranog na kuponima lista zelene salate sa rezultatima redukcije
ukupne mase biofilma formiranog u polistirenskim mikrotitar plo¢ama, veci procenat
redukcije zabelezen je kod biofilmova formiranih u polistirenskim mikrotitar plo¢ama.
Hrapavost povr$ine lista zelene salate je ograni€ila kontakt izmedu EU i biofilma E. coli i
S. Typhimurium, sto je dovelo do manjeg procenta redukcije.

Prikazani rezultati ispitivanja antimikrobne i antibiofilm aktivnosti EU zacinskih biljaka u
cilju prevencije nastanka i eliminacije ve¢ formiranih biofilmova, mogu da doprinesu kao
osnova za njihovu prakti¢nu primenu U recepturama za salatne prelive, zatim mogu da se
inkorporiraju u ambalazne materijale, u atmosferu pakovanja ili se mogu inkorporirati u
polimere jestivih i biorazgradivih premaza, pri ¢emu bi pored poboljsanja senzornih
svojstava, doprineli i zdravstvenoj bezbednost povréa koje se konzumira sveze.
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PRILOZI

Prilog 1. Priprema i sastav Fizioloskog rastvora (FR).

NaCl 8540
Destilovana voda 1000 ml
pH 7

Odmeriti NaCl i rastvoriti ga u destilovanoj vodi. Sterilisati u autoklavu 15 minuta na 121 °C.
Prilog 2. Priprema i sastav podloge Kongo crvenog agara (KCA).

Osnovna podloga KCA je Luria Bertrani agar (LBA) u ¢iji sastav ulazi:

Ekstrakt kvasca 500
Kazein hidrolizat 10,09
Agar 1509
Destilovana voda 990,0 ml
pH ~7,0

Dodati sve sastojke u 990,0 ml destilovane vode. Zagrevati dok se agar ne rastvori. Nakon toga
sterilisati podlogu u autoklavu 15 minuta na 121 °C.

Priprema indikatorske boje Kongo crveno:

Kongo crveno 0,049
Sterilna destilovana voda 50 mi

Sterilno odmeriti indikatorsku boju 1 rastvoriti je u sterilnoj destilovanoj vodi. Sterilisati
filtracijom uz primenu membranskog filtera veli¢ine pora 0,20 um, (Sartorius, Getingen,
Nemacka).

Priprema indikatorske boje Brilijant plavo:
Brilijant plavo 0,029
Sterilna destilovana voda 5,0 ml

Sterilno odmeriti indikatorsku boju i rastvoriti je u sterilnoj destilovanoj vodi. Sterilisati
filtracijom uz primenu membranskog filtera veli¢ine pora 0,20 um, (Sartorius, Getingen,
Nemacka).

Kompletna podloga KCA se dobija tako $to se u prethodno prohladenu (45-47 °C) sterilnu
podlogu LBA dodaju pripremljene indikatorske boje, podloga se homogenizuje i razliva u Petri
ploce.
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Prilog 3. Priprema i sastav Slanog peptonskog rastvora (SPR).

NaCl 85¢
Mesni pepton 109
Destilovana voda 1000 ml

Odmeriti oba sastojka i rastvoriti ih u destilovanoj vodi. Sterilisati u autoklavu 15 minuta na 121
[0}
C.
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IL1an TpeTrMaHa nmoaaTaxKka

Ha3us npojexkra/ucrpaxkuBama

VYTHnaj ertapckux yiba Ha OMOPMIMOBE 07a0paHUX cojeBa eHTepoOakTepuja (POpPMHUpPAHHUX HA
JIMCHOj TTOBPILIMHHU MTOBpha

Ha3uB MHCTUTYIHje/MHCTUTYIHja Y OKBHPY KOjUX Ce CIIPOBOAM UCTPAKMBAH:€

a) Hayunu mHcTHTYT 3a mpexpamOene texnoisoruje y Hosom Cany, YuuBepsurer y HoBom
Cany, Penyonuka Cpbuja

Ha3us nporpama y oKBHPY KOT ce peaju3yje HCTPAaKMBambe

HctpaxuBama oOyxBaheHa OBOM JOKTOPCKOM JIUCEpTalMjoM (UHAHCUpPAaHA CYy OJf CTpaHe
[TokpajuHCcKOr CcekpeTapujaTa 3a BHUCOKO 00Opa30Bamke W HAYYHOUCTPAKUBAYKY JICIATHOCT,
AytoHomHe mokpajuHe BojBoaune, kpo3 mpojekar ,, MUKpoOHOIOmKY pu3uiy U3 nospha Ha
noapy4jy All Bojsonune®, eBuaeHionn 6poj npojexra 142-451-3589/2017-01/02.

1. Onuc mogaraka

1.1 Bpcra cryauje
Yrkpamxo onucamu mun cmyouje y okeupy Koje ce nooayu npukynoajy
JlokTOpCKa aucepTanuja

1.2 Bpcre nogaraka
a) KBAaHTUTATUBHU
0) KBaJIUTAaTUBHU

1.3. HauuH npuKkyn/bama nojgaraxka

a) aHKeTe, YMUTHUIIN, TECTOBU

0) KITMHUYKE MPOIICHE, MEAUIIMHCKH 3alHCH, €IEKTPOHCKHU 3IPaBCTBEHH 3alUCU
B) TEHOTHUIIOBU: HAaBECTH BPCTY
T') aAMUHUCTPATUBHU MOJAIIN: HABECTU BPCTY
1) y30pLiM TKHBA: HABECTH BPCTY: 3eJIeHa cajaTa

h) caumim, Gororpaduje: HaBecTH BpCTy: MUKporpaduje noduima ucnuTUBaHNX

MHUKPOOpIaHu3ama, CIIMKe KYIIOHa JINCTA 3eJIeHE callaTe
€) TeKCT, HaBECTH BPCTY: JIUTEPATypHU HABOIU
) Maria, HaBeCTU BPCTY

3) ocTalio: onKcaTu web caapxaj
1.3 ®opmar nogaraka, ynorped/beHe cKaje, KOJMYUHA MOAATaKa

1.3.1 Ynotpebspenu codptep u popmar garoreke:
a) Excel ¢dajn, gatoreka : .xIsx
b) SPSS ¢ajn, naroreka
¢) PDF ¢ajn, natoreka pdf
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d) Tekcr dajn, natoreka: .docx
¢) JPG ¢ajn, naroreka: .tiff

f) Ocrano, natoreka
1.3.2. bpoj 3ammca (Ko KBAHTUTATUBHUX MMOJATAKA)

a) Opoj Bapujabmu: BeUKHU Opoj

0) Opoj Mepema (McUTaHuKa, IPOIeHa, CHUMAKa U CIL.) : BEJIUKHA Opoj
1.3.3. [loHoBJbEHA MEpEHHA

a) na

0) He

VYKOJHKO je 0AroBOp A3, OATOBOPUTH Ha ciiesicha murTama:

a) BPEMCHCKH pa3Mak u3Mel)y MOHOBJbEHHX Mepa je u3Mel)y HeKOJIMKO MUHYTa
HEKOJIMKO JIaHa

0) Bapujabie Koje ce BUIIE ITyTa MepPe OJHOCE C€ HAa EKCIICPUMEHTATHE aHATTN3e
B) HOBE Bep3uje ¢ajiioBa KOju caJpike IMOHOBJbEHA MEPEHha Cy UMEHOBAHE Kao

Hamnowmene:

a nu hopmamu u cogpmeep omoeyhasajy oemerve u 0y2opouHy 8aruOHOCH
nooamaka?

a) la

0) He

AKO je 0IroBOp He, 00pa3IoKHUTH

2. [Ipuxkymbame nogaraka

2.1 MeTopnoJ10THja 32 NPUKYIbake/TeHEPHCAbE MOJATAKA

2.1.1. V okBHUpY KOT UCTPaXKMBAYKOT HALPTA Cy MOJALH PUKYILJbEHU?

a) eKCIIEpUMEHT, HABECTH TUIl OMOJIOIIKE, PU3HUKE, XEMH]CKE, HHCTPYMEHTAITHE,
0) KOpesaluoHO UCTPAXKUBAKE, HABECTH TUI
11) aHaJIM3a TEKCTa, HABECTH TUI TyMauehe eKCIIEPUMEHTAIIHO TOOWJEHUX pe3yJiTaTa,
n3Boheme 3aKibydyaka u nopeheme ca IurepaTypHUM MojaluMa

1) OCTaj0, HABECTHU IITa

2.1.2 HaBecTH BpcTe MEpPHUX MHCTpyMEHATa MJIM CTaHAApJIe MoaTaka CrieupUIHNX
3a ofipeleHy HayyHy AUCLUILUIMHY (aKO TOCTOje).

XeMHjCKH cacTaB eTapckux yiba — ['acHu xpomarorpad — Agilent 5975C GC-MSD
OO0pana nogaraka craructTudky codreep — Statistika 12.StatSoft

2.2 KpajuTeT nogaTaka M CTaHIapau
2.2.1. Tperman HenocTajyhux mojgaraka

a) [la nmu matpuna caapxxu Hepoctajyhe nmonarke? Jla He
AKo je oIroBOp /13, OArOBOPUTH Ha ciefeha nurama:
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a) Konukwu je 6poj Hegocrajyhux mogaraka?
0) [la 1 ce KOpUCHUKY MaTpHIle IPEnopydyje 3aMeHa HejocTajyhux mogaraka? Jla
He

B) AKO je OATOBOp /12, HABECTH CYT€CTH]e 3a TPETMaH 3aMeHe HeIocTajyhux

nogaraka

2.2.2. Ha xoju Ha4MH je KOHTPOJIMCAH KBAJUTET nojaraka? Onucatu

KBanureT nogataka KOHTPOJIUCAH je MPUMEHOM PA3IMUYUTHX CTATUCTUYKUX METO/A U
MOHaBJbabEM JI0OU]EHUX EKCIIEPUMEHTAIHUX pe3yJiTaTa.

2.2.3. Ha xoju Ha4MH je u3BpIIIeHa KOHTPOJIa YHOCA T0/1aTaka y MaTpuIry?

KonTtpona yHoca nojaraka y MaTpuily je u3BplieHa ynopehuBameM 1001jeHnX
[10/1aTaKa ca JINTEPATypPHUM I0/1alliMa.

3. Tperman noxaraka u npareha qrokymeHrTamnuja

3.1.TpeTrMaH 1 YyBame 0JaTaKa

3.1.1. llooayu he 6umu oenonosanu y HaPnyc — HanimoHnainHoM peno3uTopujymy AucepTanuja y
Cpbuju u y peniozuropujymy MHpOpMamoHOT cuCTeMa HaydHe JICTaTHOCTH Y HUBEP3UTETA y
Hosom Cany.

3.1.2. URL adpeca https://nardus.mpn.gov.rs/,
http://www.uns.ac.rs/index.php/univerzitet/javnost-rada-2/javni-uvid-doktorske

3.1.3. DOI

3.1.4. la au he nooayu bumu y omeopenom npucmyny?

a) /la

0) [la, anu nocie embapea koju he mpajamu 0o
8) He

Axo je 002060p He, Hagecmu paszioe
3.1.5. Ilooayu nehe bumu denoHosanu y penosumopujym, aiu he oumu yysauu.
Obpasnoocerve

3.2 Meranoaany U J0OKyMeHTalnuja noaaraka
3.2.1. Koju crannapn 3a metanogarke he outu npumemen?

3.2.1. HaBectu MeTanoiaTKe Ha OCHOBY KOJUX CY MOJAIH IEIOHOBAHU y PETIO3ZUTOPU]YM.

AKo je nompebro, Hasecmu memooe Koje ce Kopucme 3a npey3umarbe no0amaxa, aHarumuyre u
npoyedypante ungopmayuje, UXo80 Kooupare, oemasshe onuce 8apujabiu, 3anuca umo.
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3.3 CTpareruja u cTaHIApAM 32 YyBame 01aTaKa

3.3.1. o xor nepuoaa he nmojganu OUTH YyBaHH Y PETIO3UTOPUjyMY?
3.3.2. la 1 he momanm Outy aenonoBanu noj mudpom? Jda He

3.3.3. la iu he mmdpa Outu qocrymHa oapeheHom kpyry ucrpaxuBada? Jla He
3.3.4. la nu ce mopany MOpajy YKIOHUTH U3 OTBOPEHOT MPUCTYIIA TIOCIIE U3BECHOT
BpeMeHa?

Ja He

O06paznoxutu

4. be30eAHOCT MOAATAKA M 3ALUTUTA MOBEP/bUBUX HH(pOPMaLHja

OBaj onmesrak MOPA OuTH MONMymEH ako Ballld MOAALM YKJbY4yjy JHYHE IMOJATKE KOjU ce
OJTHOCE Ha YYECHHKE Yy HCTpaXMBamy. 3a JApyra UCTpakMBama Tpeda Takohe pasMOTpUTH
3alITUTY U CUTYPHOCT ITOJIaTaKa.

4.1 ®opMaJIHU CTAHAAPAM 32 CUTYPHOCT HHGoOpManuja/mogaraka

HcTpaxxuBauu KOju CIIPOBO/IE UCIIMTHBAKA C JbyIMMa MOPAjy Jia ce MPUApKaBajy 3aKoHa

0 3alITUTH MOAATAKa O JUYHOCTH
(https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html) wu oarosapajyher
MHCTUTYLIMOHAIHOT KOJIEKCa O aKaJeMCKOM MHTETPUTETY.

4.1.2. Jla nu je uctpaxxuBame 0100peHo of] cTpane eruuke komucuje? Jla He
Axo je oarosop Jla, HaBecTH JaTyM M Ha3WB €TUYKE KOMHCH]jE KOja je 0100puiia
HCTpaXUBamke

4.1.2. Jla 1 moany ykJby4yjy JIM4YHE MOJaTKe yuyecHHUKa y uctpaxusamy? [la He

AKoO je 0JIrOBOp /13, HABEIUTE Ha KOJU HAYUH CTE OCUTypalid MIOBEPJbUBOCT U CUTYPHOCT
nHpopMalMja Be3aHUX 32 UCIIUTaHUKE:

a) [Togauu HUCY y OTBOPEHOM MPUCTYITY

0) [ogau cy aHOHUMHU3UPAHU

1) OcTano, HaBeCTH ITa

5. JocTtynHocT moxaraka

5.1. Ilooauu he oumu

a) jasHo oocmynHu

0) docmynnu camo YCKom Kpyey ucmpaxcusaia y oopeleHoj HayyHoj ooaacmu
Y) 3ameopeHu
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Axo cy nooayu 00CmynHu camo YCKOM Kpy2y UCIMPANCU8ayd, Hagecmu noo KOjuM YCio8UmMa Moy
oa ux xopucme:

AKo cy nooayu 00CmynHu camo yCKom Kpyay UCmpaxcusayd, Hagecmu Ha Koju HauuH Mo2y
npUCmMynumu no0ayuMa.

5.4. Hasecmu auuenuyy noo kojom he npukynoenu nooayu oumu apxueupanu.

6. YJjore u oaroBOpHoOCT

6.1. Hasecmu ume u npezume u mejn aopecy 61acHuKa (aymopa) nooamaxa

Amna Bapra, ana.varga@fins.uns.ac.rs

6.2. Hagecmu ume u npezume u mej1 aopecy ocooe Koja 00picasa mampuyy ¢ nooayuma

Amna Bapra, ana.varga@fins.uns.ac.rs

6.3. Hasecmu ume u npezume u mejn aopecy ocooe koja omozyhyje npucmyn nooayuma
Opy2uUM UCHPAXCUBAUUMA

Amna Bapra, ana.varga@fins.uns.ac.rs
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