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FENOTIPIZACIJA, GENOTIPIZACIJA | OSETLJIVOST NA
ANTIMIKROBNE LEKOVE SALMONELLA SPP. IZOLOVANIH SA
TRUPOVA ZAKLANIH SVINJA

REZIME

Cilj ove doktorske disertacije je da se utvrdi zastupljenost salmonela u uzorcima
briseva sa trupova svinja u razli¢itim fazama proizvodnje i sadrzaja ileuma, izvrSi
njihova fenotipizacija, genotipizacija i utvrdi osetljivost na antimikrobne lekove.

Ispitivanje je sprovedeno na jednoj klanici srednjeg kapaciteta iz okoline Beograda.
Prilikom posete klanici, vrSeno je i anketiranje, odnosno prikupljanje podataka o:
poreklu svinja (farma, otkup), mestu nabavke, nacinu ishrane (suva, tecna,
kombinovana), telesnoj masi svinja, starosti, duZini trajanja transporta, duZini boravka u
stocnom depou, eventualnom meSanju svinja u stonom depou sa svinjama drugog
porekla i higijeni sto¢nog depoa.

Za ispitivanje su uzorkovani brisevi sa 100 trupova svinja kao i sadrzaj ileuma.
Uzorkovanje je trajalo deset nedelja, svake nedelje se rotirao dan, kako bi se obuhvatili
svi dani u nedelji. Prilikom uzorkovanja, uzimali su se brisevi sa trupova nakon
omamljivanja, zatim nakon zavrSne obrade, a pre hladenja i 24h posle pocetka hladenja.
Pored toga, uzorkovano je 1 100 uzoraka sadrzaja ileuma od istih trupova. Brisevi su
uzimani sa obe polovine (polutke) istog trupa, §to ¢ini 200 uzoraka briseva nakon
omamljivanja, 200 nakon zavrSne obrade 1 200 briseva nakon hladenja, odnosno ukupno
600 briseva za ispitivanje na prisustvo salmonela i enterobakterija.

Izolacija Salmonella spp. vrsena je prema standardu SRPS EN ISO 6579:2008,
Mikrobiologija hrane i hrane za zivotinje - Horizontalna metoda za otkrivanje
Salmonella spp. Izolacija Salmonella spp. u uzorcima sadrzaja ileuma vrSena je prema
istom standardu SRPS EN ISO 6579:2008, Annex D, Otkrivanje Salmonella spp. u



fecesu zZivotinja i u uzorcima iz Zivotne sredine u primarnoj fazi proizvodnje. Pored toga,
uporedo sa ispitivanjem na prisustvo Salmonella spp. u uzorcima briseva vrSeno je
odredivanje broja Enterobacteriaceae, prema standardu SRPS 1SO 21528-2,
Mikrobiologija hrane i hrane za Zivotinje - Horizontalna metoda za otkrivanje i
odredivanje broja Enterobacteriaceae - Deo 2: Metoda brojanja kolonija.

Za biohemijsko potvrdivanje koriSc¢en je identifikacioni kit za Enterobacteriaceae i
druge Gram negativne bakterije, APl 20E kit (BioMérieux®, France).

Za identifikaciju salmonela polivalentnim 1 monovalentnim serumima prema
Kauffman-White shemi odnosno standardu ISO/TR 6579-3:2014, koriS¢eni su
antiserumi proizvodaca Instituta za javno zdravlje Srbije ,,Dr Milan Jovanovi¢ Batut* 1
Statens Serum Institute (Danska).

Odredivanje antimikrobne osetljivosti Salmonella radeno je disk difuzionom
metodom, a za odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije koris¢en je E test.

PFGE metoda se obavljala po protokolu U.S. CDC PulseNet protocol (One-Day 24-
28h, Standardized Laboratory Protocol for molecular Subtyping of Escherichia coli
0157:H7, non-typhoidal Salmonella serotypes, and Shigella sonnei by Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE)).

Anketom je utvrdeno da su svinje u osam ispitivanih nedelja poticale sa farme, dok
su u prvoj i devetoj nedelji bile iz otkupa, odnosno poticale su od individualnih
proizvodaca. U dve ispitivane nedelje svinje su poticale iz Surc¢ina, u drugoj ispitivanoj
nedelji iz VrSca, iz Vrbasa tokom Sest nedelja, a iz Obrenovca u cCetvrtoj nedelji
ispitivanja. Najzastupljeniji nacin ishrane je bio kombinovani, dok je u tri slu¢aja bila
zastupljena ¢vrsta hrana (2., 3., 1 4. nedelja). Masa svinja je u sedam ispitujucih nedelja
bila u opsegu od 90-100 kg, dok je u tri nedelje bila u opsegu 100-110 kg (1., 2., i 3.
nedelja). Starost svinja se tokom devet ispituju¢ih nedelja kretala u opsegu od 6-9
meseci, dok su tokom devete nedelje svinje bile starosti od 9-12 meseci. Transport
svinja do klanice trajao je od jedan do Cetiri sata. Prema rezultatima ankete svinje su
boravile u sto¢nom depou od jedan do Cetrnaest casova. Tokom svih deset nedelja nije
doslo do meSanja svinja u stoénom depou sa svinjama drugog porekla, a higijena je bila
na zadovljavaju¢em nivou.

Od ukupno ispitanih 100 trupova svinja tokom deset nedelja u 41% je dokazano

prisustvo Salmonella spp. nakon omamljivanja, dok je nakon zavrSene obrade potvrdeno



u 2% ispitivanih trupova. Nalaz salmonela, tokom deset nedelja uzorkovanja, nakon
omamljivanja kretao se u opsegu od 0 do 90 %. Nakon zavrSene obrade, salmonele su
izolovane samo sa dva trupa u tre¢oj nedelji ispitivanja. Od ukupno ispitanih 100
uzoraka sadrzaja ileuma zaklanih svinja tokom deset nedelja u 5% dokazano je
prisustvo Salmonella spp.

Analizirajuci prevalenciju Salmonella spp. na trupovima svinja ustanovljena je veca
prevalencija u brisevima uzetim sa trupova nakon omamljivanja nego u brisevima
uzetim nakon obrade i hladenja (p<0,01). Nalaz salmonela u brisevima trupa nakon
omamljivanja, u odnosu na nalaz u sadrzaju ileuma je bio znacajno ve¢i (p<0,01), a
znacCajna razlika u nalazu salmonela u brisevima trupova nakon hladenja u odnosu na
nalaz u sadrzaju ileuma (p<0,05). Medutim, nije utvrdena znacajna razlika u nalazu
salmonela u brisevima trupova nakon obrade i sadrzaju ileuma (p>0,05).

U ovom ispitivanju je ustanovljeno da je proseCan broj Enterobacteriaceae bio
najmanji nakon hladenja (0,13+0,05 logio CFU/cm?), $to je znac¢ajno manje (p<0,01) od
proseé¢ne vrednosti nakon omamljivanja (1,79£0,88 logio CFU/cm?) i prose¢ne vrednosti
nakon obrade (0,78+0,46 logio CFU/cm?). Najveéi koeficijent varijacije zabeleZen je
nakon obrade (51,48%), a najnizi nakon hladenja (34,66%).

Najcesce izolovani serotip bio je S. Derby (90,74%), potom S. Infantis (5,56%) i S.
Typhimurium (3,7%). S. Derby je izolovana iz briseva posle omamljivanja, nakon
obrade i iz sadrzaja ileuma, dok je S. Infantis bila utvrdena samo u uzorcima briseva
posle omamljivanja. S. Typhimurium je bila izolovana samo iz sadrzaja ileuma kod dve
svinje (3,7%).

Rezultati ispitivanja osetljivosti izolovanih serotipova salmonela na antimikrobne
lekve disk difuzionom metodom pokazali su da su ispitivani izolati salmonela bili
osetljivi na pet antimikrobnih lekova (ceftazidim, ciprofloksacin, sulfametoksazol-
trimetoprim, meropenem i gentamicin), a rezistentni na tetraciklin. Rezistencija se
kretala od 7,41% za ampicilin i hloramfenikol, do 12,96% za nalidiksinsku kiselinu.

Ispitivanje osetljivosti izolovanih salmonela na antimikrobne lekove pomocu E-test
traka obuhvatilo je ukupno 30 izolata Salmonella spp., od ¢ega 23 izolata S. Derby, 3
izolata S. Infantis i 4 izolata S.Typhimurium. Svi ispitani izolati salmonela su osetljivi

na Cetiri antimikrobna leka (ceftazidim, trimetoprim, meropenem i gentamicin), a



rezistentni na tetraciklin. Rezistencija se kretala od 10% za ampicilin, 14,4% za
hloramfenikol, 20% za ciprofloksacin i do 23,3 % za nalidiksinsku Kiselinu.

Genotipizacijom je bilo obuhvadeno 20 izolata S. Derby, tri izolata S. Infantis i Cetiri
izolata S. Typhimurium. Kod S. Derby su utvrdena 2 PFGE profila medusobne sli¢nosti
od 98%. Prvi profil SDERXB0001, kome su pripadali izolati 13, 31, 46, 55, 65, 79, 111,
116, 125, 137, 142, 151, 155, 159, 164, 168, 171, 178, i drugi profil SDERXB0002
kome su pripadali izolati 4 i 10. Izolati unutar ova dva profila su imali 100% medusobne
sli¢nosti.

Kod S. Infantis utvrden je jedan profil, SINFXB0001 kome su pripadala sva tri
izolata (10, 22, 43). Kod S. Typhimurium je utvrden takode samo jedan profil
STYPXB0001 kome su pripadala sva Cetiri izolata.

Kljuéne reci: svinja, klanica, Enterobacteriaceae, Salmonella, antimikrobna

rezistencija, PFGE

Nauéna oblast: VVeterinarska medicina

UZa nau¢na oblast: Higijena i tehnologija namirnica animalnog porekla

UDK broj: 579.67 : 637.5' 64 : 615.28



PHENOTYPING, GENOTYPING AND SUSCEPTIBILITY ON
ANTIMICROBIAL DRUGS OF SALMONELLA SPP. ISOLATED
FROM SLAUGHTERED PIG CARCASSES

SUMMARY

The aim of this doctoral thesis was to establish the presence of Salmonella in swab
samples from pig carcasses and from the content of the ileum collected at various stages
of production. Phenotyping, antimicrobial susceptibility testing and molecular typing by
pulse field gel electrophoresis was also done for selected Salmonella strains.

The study was conducted at one slaughterhouse of medium capacity closed to the
city of Belgrade. During a visit to the slaughterhouse the survey was carried out, and
data collected about: the origin of the pig (farm, purchase), place of purchase, type of
diet (dry, liquid, combined), body weight of pigs, age, duration of transport, length of
stay in lairage, the possible of mixing pigs in lairage with pigs of different origin and
the hygiene of the lairage.

Swab samples were collected from 100 carcasses of pigs and from the content of the
ileum. Sampling was done during ten weeks, every week the day was rotated, in order to
cover all days of the week. During sampling, the swabs were taken from the carcasses
after stunning, then after the completion of processing before chilling and 24 hours after
the start of chilling. The contents of 100 samples of ileum from the same carcasses were
sampled as well. Swabs were taken from two halves (hemispheres) of the carcass, which
makes the 200 swab samples after stunning, 200 after processing and 200 swabs after
chilling. By such sampling strategy, total of 600 swabs were cultured to estimate the
presence of Salmonella and Enterobacteriaceae.

The isolation of Salmonella spp. was performed according to standard SRPS EN
ISO 6579: 2008, Microbiology of food and feed - Horizontal method for the detection



of Salmonella spp. The isolation of Salmonella spp. from ileum content was performed
according to the same standard SRPS EN ISO 6579: 2008, Annex D, Detection of
Salmonella spp. in animal faeces and in environmental samples in the primary stage of
production. In addition, along with the examination for the presence of Salmonella spp.
in samples of swabs the total Enterobacteriaceae count was determined, according to
standard SRPS ISO 21528-2, Microbiology of food and feed - Horizontal method for the
detection and enumeration of Enterobacteriaceae - Part 2: Colony-count method.

For biochemical confirmation API 20E kit (BioMérieux®, France) was used for
Enterobacteriaceae and other Gram-negative bacteria.

For the identification of Salmonella polyvalent and monovalent sera were used
produced by Institute of Public Health of Serbia "Dr Milan Jovanovic Batut" and the
Statens Serum Institute (Denmark), according to the Kauffman-White scheme or
ISO/TR 6579-3: 2014.

Determination of antimicrobial susceptibility of Salmonella was done by disk
diffusion method, and for determining of the minimum inhibitory concentration E test
was used.

PFGE method was performed according to the U.S. CDC PulseNet protocol (One-
Day 24-28h, Standardized Laboratory Protocol for molecular subtyping of Escherichia
coli O157: H7, non-typhoidal Salmonella serotypes, and Shigella sonnei by Pulsed Field
Gel Electrophoresis (PFGE)).

The survey has shown that the pigs which were examined during eight weeks
originated from the farm, while in the first and ninth week of experiment pigs were
purchased from the individual producers. During two weeks the pigs originated from
farms located in Surcin, and in the second week from farm located in VrSac. During six
weeks pigs were purchased from farms in VVrbas and in the fourth week of the study pigs
were purchased from Obrenovac. The most common diet was combined, while in three
cases the dry feed was used in 2., 3., and 4. week of the study. Weight of pigs at seven
inquiring weeks was in the range of 90-100 kg, and at three weeks was in the range 100-
110 kg (1., 2., and 3. week of the study). Age of pigs during the nine weeks was in the
range of 6-9 months, while during the ninth week, the pigs were aged 9-12 months.

Transport of pigs to the slaughterhouse lasted from one to four hours. According to
the survey pigs were kept in the lairage from one to fourteen hours. During all ten



weeks there was no mixing of pigs in lairage with pigs of different origin, and hygiene
was on the satisfactory level.

The presence of Salmonella spp. after stunning was determined in 41% of the
carcasses (100 carcasses were examined) while after processing, Salmonella was
confirmed in 2% of the tested carcasses. Detection of Salmonella after stunning was
within a range of 0 to 90%, during ten weeks of sampling. After processing, Salmonella
was isolated only in two carcasses both originated from the third week of the study. The
presence of Salmonella spp. was confirmed in 5% of samples of the ileum content out of
100.

The greater prevalence of Salmonella spp. was determined after stunning comparing
to swabs taken after processing and chilling (p<0.01). The finding of Salmonella in
swabs of the carcasses after stunning compared to the results in the content of the ileum
was significantly higher (p<0.01). Significant difference in Salmonella presence was
determined in carcasses swabs after chilling compared to the ileum content (p<0.05).
However, no significant difference in the finding of Salmonella was determined in
swabs from carcasses after processing and the content of the ileum (p> 0.05).

The average number of Enterobacteriaceae (0.13 + 0.05 logio CFU/cm?) was
significantly lower (p<0.01) after chilling but also after stunning (1.79 %= 0.88
logi0CFU/cm?), and average values after processing (0.78 + 0,46 logio CFU/cm?2). The
largest coefficient of variation was noted after carcass processing (51.48%), and lowest
after chilling (34.66%).

The most frequently isolated serotype was S. Derby (90.74%), followed by S.
Infantis (5.56%) and S. Typhimurium (3.7%). S. Derby was isolated from swabs after
stunning, after processing and from the content of the ileum, while S. Infantis was found
only in swab samples after stunning. S. Typhimurium was isolated only from the
content of the ileum in two pigs (3.7%).

Resistotyping by disc diffusion method has showed that Salmonella isolates were
sensitive to five antimicrobial drugs (ceftazidime, ciprofloxacin, sulfamethoxazole-
trimethoprim, meropenem and gentamicin), but resistant to tetracycline. Resistance to
ampicillin and chloramphenicol was found in 7.41% of the isolates and in 12.96% of the

isolates for nalidixic acid.



Susceptibility testing of isolated Salmonella to antimicrobial drugs using E-test
strips included a total of 30 isolates of Salmonella spp., among which 23 isolates of S.
Derby, 3 of S. Infantis isolates and 4 isolates of S. Typhimurium. All Salmonella tested
isolates were sensitive to the four antimicrobial drugs (ceftazidime, trimethoprim,
meropenem and gentamicin), but resistant to tetracycline. Resistance ranged from 10%
to ampicillin, 14.4% for chloramphenicol, 20% for ciprofloxacin and to 23.3% for
nalidixic acid.

Total 20 isolates of S. Derby, three of S. Infantis and four of S. Typhimurium were
genotyped. In the case of S. Derby two PFGE profiles were detected with mutual
similarity of 98%. The first profile SDERXBO0001 (isolates number 13, 31, 46, 55, 65,
79, 111, 116, 125, 137, 142, 151, 155, 159, 164, 168, 171, 178) and the second profile
SDERXBO0002 (isolates number 4 and 10) have shown 100% genetic similarity between
isolates. All three isolates (10, 22, 43) of S. Infantis belong to one profile SINFXBO0001.
In the case of S. Typhimurium one profile was observed STYPXB0O001 in all four

isolates.

Key words: pigs, slaughter, Enterobacteriaceae, Salmonella, antimicrobial

resistance, PFGE

Scientific field: Veterinary medicine

Field of academic expertise: Hygiene and technology of food of animal origin

UDK number: 579.67 : 637.5' 64 : 615.28
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1. UVOD

Salmoneloza je infektivna bolest domacih i1 divljih Zivotinja koju izazivaju gram-
negativne bakterije iz roda Salmonella. Do danas je iz razli¢itih vrsta ki¢menjaka
izolovano preko 2500 razli¢itih serotipova ovog roda, od kojih je vise od 200 izolovano
I kod ljudi. Manji broj serotipova je visoko adaptiran na pojedine vrste domacina,
izazivajuci teSke septikemicne oblike bolesti. Najveci broj serotipova ipak nije adaptiran
na pojedine domacine pa pripadaju grupi tzv. specijes nespecificnih serotipova. Na
farmama svinja sa klini¢kim oblicima salmoneloze, u Evropi je najée$ce izolovana S.
Typhimurium, dok je u SAD to S. Choleraesuis. S obzirom da je moguénost
iskorenjivanja bolesti minimalna, preduzimaju se razliite mere za njenu kontrolu, a
programi Su zasnovani na testiranju uzoraka sa farmi, kao i uzoraka sa klanica. Znacaj
salmoneloze se ogleda pre svega u tome Sto je salmoneloza zarazna bolest koja
opterecuje savremenu proizvodnju svinja. Pored toga, znacajna je 1 sa aspekta
bezbednosti hrane Zzivotinjiskog porekla zbog svog zoonotskog karaktera, a na kraju
znacaj se ogleda u uticaju ove infekcije na zdravlje svinja 1 ekonomiku proizvodnje. U
okviru zemalja EU postoji legislativa koja obavezuje zemlje ¢lanice da sprovode
monitoring salmoneloze u priplodnim zapatima kao i farmama tovnih svinja.

Najces¢i izazivaci alimentarnih toksikoinfekcija su S. Enteritidis, S. Typhimurium i
S. Wirchov. Gotovo sve salmonele su primarni stanovnici digestivnog trakta zivotinja.
Najcesci izvori salmonela su domace Zivotinje (svinje, goveda, ovce) 1 zivina (kokoske,
patke, guske, ¢urke). Zarazene Zivotinje izluCuju salmonele preko izmeta, sekreta i
ekskreta, a salmonele kod zarazenih Zivotinja nalaze se i u njthovom mleku, mesu, kao i
u jajima kod zivine. Domace Zivotinje veoma cesto mogu biti samo kliconose, a da ne

pokazuju nikakve znakove bolesti. Kod obolelih Zivotinja salmoneloza se ispoljava u



vidu septikemije ili zapaljenja digestivnog trakta. Upotreba kontaminirane hrane za
zivotinje pogoduje Sirenju salmoneloza.

Prema izvestaju Instituta za javno zdravlje Srbije ,,.Dr Milan Jovanovi¢ Batut u
2014. godini bilo je 1512 potvrdenih slucajeva salmoneloze, a od toga 470 u Vojvodini i
1042 u Centralnoj Srbiji. Prema uzrasnoj dobi, najzastupljenija su bila deca sa dve
godine i osobe preko 60 godina. Najée$¢i uzro¢nik je bila Salmonella Enteritidis i
otkrivena je u 67 slu¢ajeva alimentarnih epidemija.

Posle pileceg mesa, svinje i svinjsko meso predstavljaju drugi po ucestalosti izvor
salmoneloza kod ljudi u Evropi. Od ukupno 533 izolata salmonela sakupljenih iz 17
zemalja Clanica EU, Danska je prijavila najvec¢i broj izolata (92), zatim Belgija (62),
Rumunija (59), i Nemacka (57). Najzastupljeniji serotip je bio S. Typhimurium sa
uces¢em od 27,8%, zatim S. Derby 24,4% i monofazna S. Typhimurium. Procenjuje se
da je 15 do 23% svih slucajeva salmoneloza kod ljudi u Evropskim zemljama povezano
sa konzumiranjem svinjskog mesa. U SAD statisticki modeli predvidaju da svake
godine priblizno 100.000 slucajeva salmoneloze kod ljudi se vezuje za konzumiranje
svinjskog mesa, sa troskovima na godiSnjem nivou od oko 80 miliona dolara.

Upotreba antibiotika, promotera rasta u intenzivnoj proizvodnji svinja i Zivine
pogodovala je razvoju rezistencije kod nekih bakterija. 1z tih razloga od januara 2006.
godine regulativom EC No 1831/2003 zabranjena je upotreba svih antimikrobnih lekova
kao aditiva za hranu za zivotinje. Upotreba antibiotika kod Zivotinja danas je predmet
velike zabrinutosti i straha ¢ovecanstva od pojavljivanja novih multirezistentnih sojeva
bakterija potencijalno opasnih po zdravlje ljudi. U lancu ishrane postoji veliki rizik od
prenoSenja multirezistentnih patogenih uzro¢nika sa Zivotinja na ljude.

Nalaz bakterija roda Salmonella u brisevima sa trupova zaklanih svinja predstavlja
indikator higijene proizvodnog procesa. Kontaminacija trupa moze nastati kao posledica
tehni¢kih greSaka tokom procesa obrade (npr. slucajno zarezivanje creva ili izlazak
fecesa iz anusa). Salmonele prezivljavaju u okruzenju u klanici, a posebno ih je tesko
ukolniti sa opreme. LoSa higijena osoblja u klanici moze rezultirati kontaminacijom
trupova, a medusobnim dodirom trupova dolazi do unakrsne kontaminacije. Dokazana
je veza izmedu svinja kao rezervoara Salmonella u fecesu i kontaminiranih polutki na
liniji klanja. Ustanovaljeno je da 70% kontaminiranih polutki poti¢e od svinja koje su

bile nosioci, dok je 30% bila unakrsna kontaminacija.



Blagovremeno utvrdivanje prisustva salmonela kod svinja je od vitalnog znacaja iz
viSe razloga. Prvo pomaze doktorima veterinarske medicine da direktno na farmi na
osnovu dobijenih izolata i antibiograma odrede odgovarajucu terapiju kod klinicki
obolelih svinja. Drugo, unapredenjem interventnih mera moze se smanjiti prevalencija
salmonela kod svinja. Na kraju, najveca korist jeste u tome da $to manji broj kliconosa
dospe u klanicu. Na taj nacin smanjuje se rizik od kasnije kontaminacije trupa na liniji
klanja i eventualnih alimentarnih infekcija ljudi.

Bez ikakve sumnje, danas se zZivi u vremenu u kome hrana predstavlja vrlo vazan
¢inilac svakodnevnog zivota savremenog drustva. Svakako, to ujedno namece vrlo
ozbiljne zahteve proizvodaCima hrane u smislu eliminisanja mnogih faktora koji
ugrozavaju zdravlje ljudi. Salmonele sasvim sigurno predstavljaju vrlo cest uzrok
navedenih poremecaja. Stoga, njihova kontrola mora da bude sastavni deo integrisanog
programa kontrole namirnica od “farme do trpeze”.

Imaju¢i u vidu napred navedeno, kao i ograniCena saznanja iz ove oblasti, ova
disertacija je imala za cilj da se utvrdi zastupljenost salmonela u uzorcima briseva sa
trupova svinja u razli¢itim fazama proizvodnje i sadrzaja ileuma, izvrSi njihova

fenotipizacija, genotipizacija i utvrdi osetljivost na antimikrobne lekove.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Osnovne karakteristike porodice Enterobacteriaceae

Porodica Enterobacteriaceae predstavlja heterogenu i veoma brojnu grupu bakterija
koje su stanovnici digestivnog trakta ljudi i zivotinja, a putem fecesa dospevaju u
spoljasnju sredinu gde mogu kontaminirati zemljiste, vodu i biljke. Naziv je dobila od
reci enteron sto na grékom jeziku znaci crevo. Bakterije iz ove porodice su sastavni deo
svakog lanca ishrane u prirodi i mogu se naci u svim delovima sveta, kako u tropskim
tako i u predelima koji su stalno pod snegom i ledom (Winn i sar., 2006). Taksonomski,
porodica Enterobacteriaceae ima 53 roda sa preko 170 vrsta. Nomenklatura
Enterobacteriaceae je kompleksna i bazirana je na biohemijskim i antigenim
karakteristikama. Primena novih tehnologija, kao $to je DNK hibridizacija, rezultirala je
brojnim promenama u klasifikaciji Enterobacteriaceae. Neki od ovih rodova su izraziti
patogeni i izaziva¢i velikog broja razli¢itih oboljenja kod Iljudi, koji se mogu
manifestovati kao septikemija, pneumonija, meningitis, infekcije urinarnog trakta,
infekcije organa za varenje i dr. Bakterije iz ove porodice se nalaze u crevnoj flori,
genitalnim organima, usnoj i nosnoj Supljini, na kozi i drugim delovima ¢ovekovog
organizma. Veliki broj patogenih bakterija proizvodi toksine koji su opasni za
metabolizam ¢elije domacina (Winn i sar., 2006).

Bakerije porodice Enterobacteriaceae su mali Gram negativni, nesporogeni Stapici.
Vecina rodova su pokretni jer poseduju peritrihijalne flagele. Bakterije iz rodova
Tatumella, Shigella i Klebsiella nisu pokretne. Fakultativni su anaerobi i veéina vrsta
raste pri 37 °C, mada neke vrste bolje rastu pri 25-30 °C. Dobro rastu na medijumu sa
peptonom i ekstraktom mesa, dok neke vrste zahtevaju prisustvo D-glukoze kao jedinog



izvora ugljenika i energije. Druge vrste zahtevaju prisustvo vitamina i aminokiselina u
podlogama. Uopsteno, oksidaza su negativne, a katalaza varijabilne i redukuju nitrate do

nitrita izuzev roda Erwinia (Public Health England, 2015).

2.2. Istorijat, nomenklatura i taksonomija salmonela

Prve podatke o infekciji salmonelama kod pacijenata obolelih od tifusne groznice
iznosi jos 1873. godine engleski lekar William Budd. Tada jo§ uvek nepoznat uzro¢nik
bio je povezan sa fekooralnom kontaminacijom vode. Tokom 1884. godine George
Gaffky kultivisao je tifoidni bacil koji je Eberth prethodno ustanovio 1880. godine u
uzorcima slezine i mezenterijalnih limfnih ¢vorova nemackog pacijenta preminulog od
tifusa. Mikroorganizam sada poznat kao Salmonella suis je prvi put izolovan kod svinja
od strane tehniCara Theobald Smith-a 1885. godine. Medutim, ime je dobio po
veterinaru Daniel EImer Salmon-u 1886. godine, koji je bio u timu istrazivaca, koji su
ga u to vreme razmatrali kao uzro¢nika klasi¢ne kuge svinja. Ovo je bio samo pocetak
vezan za otkri¢e ovog uzroc¢nika, pa su novi serotipovi otkrivani gotovo svake godine.
Najpre su sojevi salmonela izolovani iz razliitih klinickih uzoraka poreklom od
razli¢itth domacina, razmatrani kao razlicite vrste. Tako su im davana imena kao na
primer tada “Eberthella typhosa“, a danas S. Typhi. Analiza O i H antigena koja je
najpre bila inicirana od strane White-a 1926. godine, a zatim i prosirena po Kauffmann-
u 1941. godine rezultovala je otkrivanjem velikog broja serotipova. Imena serotipova su
obi¢no bila vezana za geografsko poreklo serotipa gde je bio prvi put izolovan (npr. S.
London). Koncept jedan serotip - jedna vrsta koji je najpre bio primenjivan, kasnije je
postao neodbranjiv, iz razloga Sto vecéina serotipova nije mogla biti diferencirana
biohemijskim testovima. Od 1944. do 1963. godine postojale su preporuke da bi trebalo
da postoje samo tri vrste salmonela: S. typhosa, S. choleraesuis i S. kauffmannii.
Kauffmann je 1966. godine podelio rod Salmonella na cetiri podroda na osnovu
biohemijskih reakcija (I - IV): S. kauffmannii — podrod I; S. salamae — podrod II; S.
arizonae - podrod Ill i S. houtenae - podrod IVV. Tokom 1980. godine objavljena je

odobrena lista naziva bakterija u kojoj je bilo uklju¢eno pet vrsta salmonela: S.



arizonae, S. choleraesuis, S. enteritidis, S. typhi i S. typhimurium. Na osnovu genetskih
istrazivanja zasnovanih na tehnologiji termalne hibridizovane DNK, Leminor je 1982,
godine sve serotipove uvrstio u jednu vrstu koju je oznacio kao S. choleraesuis. U
okviru ove vrste postojalo je 6 podvrsta: S. choleraesuis subsp. choleresuis, S.
choleraesuis subsp. salamae, S. choleraesuis subsp. arizonae, S. choleraesuis subsp.
diarizonae, S. choleraesuis subsp. houtenae i S. choleraesuis subsp. bongori. Nova
podvrsta S. choleraesuis subsp. indica je kasnije pridodata 1986. godine. Zbog zabune
koja je nastala usled istovremenog koris¢enja naziva S. choleraesuis i za vrstu i za
serotip 1987. godine predlozen je naziv S. enterica sa slede¢im podvrstama: S. enterica
subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica
subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae, S. enterica subsp. bongori i S. enterica
subsp. indica. Ovakva podela nije bila prihva¢ena od strane komisije Medunarodnog
komiteta za sistematiku bakterija pa je na osnovu genetske sli¢nosti vrsta definisana kao
grupa sojeva koji imaju vise od 70% sli¢nosti DNK-DNK hibridizacijom pri Tm
vrednosti ispod 5°C. Primenom ovog principa 1989. godine, rod Salmonella je podeljen
u dve vsrte: S. enterica i S. bongori. U okviru S. enterica nalazi se sada Sest podvrsta: S.
enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S.
enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae i S. enterica subsp. indica
(Wray i Wray, 2000). Danas, White-Kauffmann-Le Minor sema objavljena od strane
Grimont i Weill-a iz ,,Instituta Paster” iz Pariza definise 2579 serotipova u okviru roda
Salmonella (Tabela 2.2) (Grimont i Weill, 2007).

Tabela 2.2. Prisustvo razlicitih serotipova u svakoj wvrsti i podvrsti salmonela
(Grimont 1 Weill, 2007)

Vrsta i podvrsta Broj serotipova
S. enterica subsp. enterica (I) 1.531
S. enterica subsp. salamae (1) 505
S. enterica subsp. arizonae (111a) 99
S. enterica subsp. diarizonae (111b) 336
S. enterica subsp. houtenae (1V) 73
S. enterica subsp. indica (VI) 13
S. bongori (V) 22
Ukupno 2.579




2.3. Morfoloske, kulturelne i biohemijske osobine salmonela

Bakterije roda Salmonella su pravi Stapiéi, uglavnom pokretni, sa peritrihijalnim
flagelama, rastu na hranljivom agaru, aero-anaerobi, fermentuju glukozu, Cesto sa
produkcijom gasa, redukuju nitrate u nitrite, oksidaza test su negativne i katalaza
pozitivne (D'Aoust i sar., 1985). Postoje i izuzeci pa su serotipovi S. Gallinarum i S.
Pullorum nepokretani (Skrinjar, 2001). Veéina sojeva salmonela su prototrofni tj. ne
zahtevaju prisustvo faktora rasta i mogu da rastu u medijumu sa minimalnim sadrzajem
glukoze kao izvorom ugljenika i energije i amonijumovog jona kao izvora azota.
Optimalna temperatura rasta je 37°C (D'Aoust i sar., 1985). Neki serotipovi koji su
adaptirani na domacine (npr. Typhi, Paratyphi A, Gallinarum) su auksotrofni i zahtevaju
jedan ili vise fakora rasta. Sledece biohemijske karakteristike se koriste za identifikaciju
salmonela: ne hidrolizuju ureu, ne vrSe dezaminaciju triptofana i fenilalanina, ne
produkuju acetoin, ne fermentuju laktozu, adonitol, sukrozu, salicin i 2-ketoglukonat.
Vodonik sulfid produkuju iz tiosulfata, vrSe dekarboksilaciju lizina i ornitina, rastu na
Simmons citratnom agaru, hidrolizuju 4-metilumbeliferin kaprilat (MUCAP). Neki
serotipovi se ponaSaju drugacije, pa tako na primer S. Typhi ne vrsi dekarboksilaciju
ornitina i ne raste na Simmons citratnom agaru.

Jedan od najvaznijih parametara koji uti¢e na rast mikroorganizama je temperatura.
Bakterijske celije rastu u okviru potpuno odredenog temperaturnog raspona. Taj raspon
rasta odreden je minimalnom temperaturom, ispod koje su celije metabolicki neaktivne,
i maksimalnom temperaturom, iznad koje c¢elije ne rastu. lzmedu tih ekstrema je
optimalna temperatura rasta pri kojoj ¢elije najbrze rastu i razmnozavaju se (Durakovi¢ i
sar., 2002). Salmonella spp. raste na temperaturi od 5,2-46,2°C, a optimalna temperatura
je u opsegu od 35 do 43°C (Tabela 2.3.) (ICMSF 1996). Delovanje temperature
zamrzavanja ima Stetan uticaj na opstanak Salmonella spp., ali ne rezultira unistavanjem
mikroorgnizma. Postoji pocetni pad broja mikroorganizama na temperaturi mrznjenja
kao rezultat oSteCenja bakterijske celije. Medutim, na nizim temperaturama Salmonella

spp. ima sposobnost prezivljavanja (Jay i sar., 2003). Istrazivanja Strawn i Dayluk



(2010) su pokazala da Salmonella spp. prezivljava na uzorcima papaje i manga, tokom
180 dana na temperaturi -20 °C.

Otpornost Salmonella spp. na dejstvo visokih temperatura zavisi od sastava hrane,
pH vrednosti i aktivnosti vode (aw ). Otpornost na visoke temperature se povecava
shodno smanjenju aktivnosti vode u hrani. Hrana koja je bogata mastima sa niskom
aktivnoSku vode, kao npr. ¢okolada i kikiriki puter mogu imati protektivno dejstvo na
salmonele pri visokim temperaturama. U uslovima niske pH vrednosti, otpornost
Salmonella spp. na visoke temperature se smanjuje (Jay i sar., 2003; Shachar i Yaron
2006; Podolak i sar., 2010).

Salmonele rastu u sirokom opsegu pH vrednosti od 3,8-9,5 sa optimalnim opsegom od
7-7,5 (ICMSF, 1996). Minimalne pH vrednosti na kojima Salmonella spp. moze da raste
zavise od temperature, prisustva soli, nitrita i raznih vrsta kiselina u hrani. Isparljive
masne kiseline kao na primer mle¢na, limunska i siretna imaju intenzivnije baktericidno
dejstvo u odnosu na organske kiseline (Bell i Kyriakides 2002; Jay i sar., 2003).

Voda je osnovni rastvarac i vazna je za svaku reakciju u zivom organizmu. Iz tih
razloga udeo vode znacajno uti¢e na rast i razmnozavanje mikroorganizama. Jedinica
mere za potrebe mikroorganizama za vodom se izrazava kao aktivnost vode (aw).
Aktivost vode ima znacajan uticaj na rast i prezivljavanje Salmonella spp. Optimalni
opseg se krece od 0,99 do 0,93. Prema literaturnim podacima Salmonella spp. moze da
prezivi mesecima ili ¢ak i godinama u hrani sa niskom aktivnosku vode kao $to je npr.

crni biber, ¢okolada, zelatin (ICMSF 1996; Podolak i sar., 2010).

Tabela 2.3. Opseg temperature, pH vrednosti i aw za rast Salmonella spp. (ICMSF
1996; Podolak i sar., 2010)

Minimalno Optimalno Maksimalno

Temperatura 5.2 35-43 46.2

pH 3.8 7-1.5 9.5

Aktivnost vode 0.93 0.99 >0.99




2.4. Epidemioloski znacaj salmonela

Razli¢iti serotipovi salmonela imaju razli¢ite domacine. Neki serotipovi su patogeni
isklju¢ivo za Coveka kao na primer S. Typhi i S. Paratyphi, dok drugi serotipovi (S.
Typhimurium i S. Newport) inficiraju razlic¢ite vrste (Miller i Pegues, 2000; Rabsch i
sar., 2002). Netifoidalne salmoneloze ljudi obi¢no prouzrokuje nekoliko desetina
serotipova. U meduvremenu, sve viSe 1 viSe serotipova se izoluje narocito od
imunokompromitovanih pacijenata. Kljuéni faktor koji definise odredeni serotip
salmonele kao wuspeSnog patogena je njegova sposobnost da preko odredenih
molekularnih mehanizama ude u nefagocitnu ¢eliju domacina, i da se prilagodi Sirokom
krugu domacina (Garcia-del Portillo, 2001).

Molekularna osnova patogeneze salmoneloza je dosta proucavana. Inicijalni korak
podrazumeva ulazak u citosol ¢elije domacina i modifikaciju aktina, $to dovodi do
nabiranja Celijske membrane i ulaska bakterije u celiju domacina (Hayward i
Koronakiss, 2002). Bakterijski produkti takode imaju sposobnost da aktiviraju puteve
koji omogucavaju da se izbegne odbrambeni sistem domacina. Smatra se da se
jedinstveni faktori virulencije kod salmonela nasleduju horizontalnim transferom gena i
njihovom integracijom u bakterijski hromozom. Jedan od primera je i gen virulencije
nazvan “Salmonella Pathogenicity Islands” (SPI). ldentifikovano je pet takvih SPI gena
koji se Cesto nalaze kod razli¢itih serotipova. Ovi geni se nalaze na plazmidima, Cesti su
kod mnogih sojeva, a odgovorni su za specifi¢tnu interakciju, $to omogucava da
salmonele postanu adaptirani na svog domacina (Marcus i sar., 2000).

Salmonella Choleraesuis je prvi serotip salmonele koji je izolovan od svinja
(Salmon i Smith, 1886) i to samo dve godine nakon sto je salmonela prvi put izolovana
od strane Gafkija 1884. godine (Le Minor, 1994). Serotipovi salmonela se razlikuju na
osnovu njihovih somatskih i flagelarnih antigena. Na osnovu vrste koju inficiraju
(Uzzau i sar., 2000) serotipovi salmonela se mogu podeliti na: 1. serotipove Koji
prouzrokuju tifoidne salmoneloze kod jedne vrste (specijes specifi¢ni serotipovi, kao na
primer Salmonella Typhi kod ljudi); 2. serotipovi udruzeni sa jednom vrstom domacina,

ali mogu da prouzrokuju bolest 1 kod drugih domacina (specijes adaptirani serotipovi



kao na primer Salmonella Choleraesuis i Salmonella Typhisuis kod svinja) (Timoney i
sar., 1988; Selander i sar., 1990); 3. Velika vecina drugih serotipova koji retko
prouzrokuju sistemsku infekciju, ali mogu da kolonizuju digestivni trakt razli¢itih vrsta
zivotinja (specijes nespecificni serotipovi kao na primer Salmonella Typhimurium i
Salmonella Derby (Fedorka-Cray i sar., 2000).

Postoji nekoliko nacina prenosa salmonela, a najucestali je putem kontaminirane
hrane zivotinjskog porekla, sto potvrduju brojna istrazivanja. Salmoneloze ljudi se
svrstavaju u grupu najucestalijih i ekonomski najznacajnijih zoonoza. Po ucestalosti
zauzimaju drugo mesto odmah iza kampilobakterioze (EFSA, 2011; EFSA, 2015).
Uredbom Evropske komisije (EC 2160/2003) o kontroli salmonela i drugih uzro¢nika
zoonoza koji se prenose hranom, propisano je sprovodenje mera u svrhu otkrivanja i
kontrole salmonela kao i drugih uzro¢nika zoonoza u svim relevantnim fazama
proizvodnje, prerade i distribucije, a posebno na nivou primarne proizvodnje,
ukljuc¢ujué¢i hranu za zivotinje, kako bi se smanjila njihova rasirenost i rizik koji
predstavljaju za javno zdravlje.

U skladu sa izvestajem Evropske agencije za bezbednost hrane (European Food
Safety Authority - EFSA) o rezultatima utvrdivanja prevalencije bakterija roda
Salmonella kod svinja za klanje sprovedenim u okviru zemalja Evropske unije (EU),
infekcije svinja za klanje salmonelama predstavljaju zna€ajan rizik za kontaminaciju
mesa svinja te, putem unosa u lanac hrane i moguca posledi¢na oboljenja ljudi. Sigurno
rukovanje sirovim mesom i odgovarajuca toplotna obrada (kuvanje) su mere od izuzetne
vaznosti za smanjenje rizika za oboljenje ljudi putem kontaminiranog mesa svinja.

Tokom 2009. godine u zemljama EU prijavljeno je ukupno 108.164 slucajeva
salmoneloze kod ljudi, Sto predstavlja smanjenje broja obolelih za 17,4% u odnosu na
2008. godinu. Ovo ukazuje na uspesno sprovodenje nacionalnih programa kontrole
Salmonella, kao i na uspe$snu primenu adekvatnih mera u lancu proizvodnje hrane.
Tokom 2009. godine u EU Salmonella je izolovana iz pileeg mesa u 5,4% uzoraka, u
¢ure¢em mesu 8,7% i u svinjskom mesu u 0,7% uzoraka. Salmonella je takode nadena i
u mle¢nim proizvodima, voéu i povréu (EFSA 1 ECDC, 2013). Istrazivanja na
klanicama svinja tokom 2006. i 2007. godine koja su obuhvatila 24 zemlje ¢lanice EU,
su pokazala prevalenciju Salmonella u limfnim ¢évorovima od 10,3%, dok je na

trupovima svinja poreklom iz 13 zemalja EU prevalencija bila 8,3% (EFSA, 2008).
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U 2014. godini potvrdeno je 88.715 slucaja salmoneloze od strane 28 ¢lanica
zemalja EU, $to predstavlja incidencu pojave od 23,4 slucaja na populaciju od 100.000
ljudi. U istoj godini zabelezeno je 65 slucaja smrtnog ishoda od strane 11 ¢lanica
zemalja EU sa incidencom od 0,15% na 43.955 potvrdenih slu¢aja (EFSA, 2015).

Inficirane svinje mogu biti kliconoSe 1 intermitentno izlucivati salmonele izmetom u
okolinu. Izlu¢ivanje uzrocnika podstaknuto je stresom pa veliku ulogu u tome ima
pravilan postupak prilikom utovara i transporta zivotinja od mesta nabavke do klanice
uz uvazavanje nacela dobrobiti zivotinja.

Salmoneloza je oboljenje zeludaéno-crevnog trakta ljudi 1 Zivotinja. Salmoneloze su
primarno bolesti domacih zivotinja, koje se na Coveka prenose konzumiranjem hrane
animalnog porekla, kontaminirane salmonelom (Yan i sar., 2003).

Najces¢i izazivaci alimentarnih toksikoinfekcija su S. Enteritidis, S. Typhimurium i
S. Wirchov. Gotovo sve salmonele su primarni stanovnici digestivnog trakta zivotinja.
Najces¢i izvori salmonela su domace zivotinje (svinje, goveda, ovce) i zivina (kokoske,
patke, guske, ¢urke). Inficirane zivotinje izlucuju salmonele preko izmeta, sekreta i
ekskreta, a salmonele kod zarazenih Zivotinja se nalaze i u njihovom mleku, mesu, kao i
u jajima kod zivine. Domace Zivotinje veoma cesto mogu biti samo kliconoSe, a da ne
pokazuju nikakve znakove bolesti. Kod obolelih Zivotinja salmoneloza se ispoljava u
vidu septikemije ili zapaljenja digestivnog trakta. Upotreba kontaminirane hrane za
zivotinje pogoduje Sirenju salmoneloza. Alimentarne toksikoinfekcije, izazvane
salmonelama najceS€e nastaju konzumiranjem kontaminiranog mesa 1 mesnih
preradevina (mesne salate, mleveno meso, kobasice za mazanje i sveze sirove kobasice),
mleka i proizvoda od mleka (sladoled, sir, kremovi), jaja (sveza, smrznuta, osusena),
riba, rakova i Skoljki. Pojava salmoneloza kod ljudi dovodi se u vezu sa prljavim
rukama kliconoSe ili obolelog, kao 1 upotrebom zagadenog pribora i posuda. Izvori
infekcije salmonelama mogu biti i zarazeni glodari, kuéni ljubimci i ¢ovek. Infekcija

bakterijama iz roda Salmonella najcesc¢e ima sledeci tok (Bem,1991):

HRANA ZA ZIVOTINJE — ZIVOTINJE — HRANA — COVEK

Hrana poreklom od zdravih zivotinja, moze se naknadno kontaminirati

salmonelama: nehigijenskim postupcima obrade hrane, upotrebom higijenski neispravne
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vode, izlu¢evinama zarazenih glodara, preko insekata, kao 1 neadekvatnim postupcima u
toku transporta, ¢uvanja i distribucije hrane. Salmoneloze kod ¢oveka mogu nastati
nakon konzumiranja mesa, mleka i jaja, koja poti¢u od zarazenih Zivotinja i njihovih
proizvoda, ili naknadno kontaminiranih salmonelom. Kontakt sa zarazenim zivotinjama
1 vodom su znatno redi nacin prenoSenja salmonela. Salmoneloze se kod ljudi javljaju
tokom cele godine, a naj¢esce leti i po¢etkom jeseni. Oboljenje se javlja sporadi¢no ili u
vidu epidemija u porodici ili kolektivnim ustanovama, kao Sto su vrtiéi, skole, restorani
i bolnice. Od unosa kontaminirane hrane pa do pojave prvih znakova bolesti moze pro¢i
od 6 do 72 sata, a najceSce se bolest manifestuje u periodu od 12 do 36 sati. Vreme
pojave prvih simptoma bolesti, kao i intenzitet oboljenja zavise od stepena
kontaminacije namirnice, ali i od opSteg stanja obolelog. Da bi doSlo do bolesti u
organizam je potrebno uneti oko 10° Zivih ¢elija S. Pullorum po gramu namirnice, ili
svega nekoliko zivih éelija S. Typhi. Kod veéine vrsta salmonela potrebno je uneti 10°
do 10° ¢elija/g namirnice. Infektivna doza, kada su u pitanju infekcije salmonelama,
varira i zavisi od soja 1 imunoloskog statusa pacijenta. Dostupni podaci ukazuju na to da
infekcija moze nastati ingestijom 10 — 45 bakterijskih ¢elija. Infektivna doza je niza
ukoliko se salmonele nalaze u namirnicama sa visokim sadrZajem masti 1 proteina, koji
Stite bakterijsku ¢eliju od uticaja niskog pH Zeludacnog soka (Blaser i Newman, 1982;
D'Aoust i sar., 1985; Lehmacher i sar., 1995).

Na infekcije salmonelama su osetljivija deca, rekovalescenti, trudnice, dojilje, stari i
osobe koje ve¢ boluju od neke bolesti (Isaacs, 2005). Salmoneloze obi¢no pocinju naglo
sa groznicom, bolovima u trbuhu, muc¢ninom, prolivom i povra¢anjem. Stolice su retke,
neprijatnog mirisa, zelenkaste boje. Uz navedene simptome javljaju se i glavobolja,
poviSena temperatura, malaksalost i pospanost. Obilna povracanja i prolivi mogu
dovesti do dehidratacije organizma, kada mogu nastati i izrazito teSka oboljenja: artritis,
meningitis, sepsa i upala plu¢a. Smrtni ishod kao rezultat salmoneloze je veoma retka,
javlja se u svega 1-2% slucajeva. Obolele osobe potrebno je obavezno staviti pod
nadzor lekara. Posle akutne faze bolesti, salmonele se Cesto duze vremena zadrzavaju u
crevima ili se naseljavaju u Zuénom mehuru, jetri ili bubrezima. U takvim slu¢ajevima
osobe koje su prelezale salmonelozu, bez ikakvih znakova oboljenja mogu 1 u toku vise
meseci izlu€ivati salmonele. 1z tih razloga neophodna je zdravstvena kontrola svih

radnika zaposlenih u prehrambenoj industriji i u objektima u kojima se preraduje ili
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priprema hrana. Razvijeni su razli¢iti programi nadzora na globalnom nivou, ali i
nacionalni u razli¢itim zemljama u cilju pra¢enja epidemiologije salmoneloza i
antimikrobne rezistencije salmonela, kako bi se na vreme utvrdio izvor infekcije, faktori
rizika i pravovremeno izvrsilo ispitivanje epidemije (Yan i sar., 2003).

Prema zvani¢nom izveStaju o zaraznim bolestima u 2012. godini, koji objavljuje
Institut za javno zdravlje Srbije ,,.Dr Milan Jovanovi¢ Batut na teritoriji Republike
Srbije je registrovano 15.677 lica obolelih od crevnih zaraznih bolesti. U grupi crevnih
zaraznih bolesti animalne salmoneloze zauzimaju tre¢e mesto sa 1550 slucajeva
obolevanja, procentualnim uceséem 9,89% i incidencijom 21,56/100.000 stanovnika.
Na teritoriji Republike Srbije registruje se trend pada stope incidencije salmoneloza.
Najvisa specificna incidencija registrovana je u uzrasnoj grupi 0-4 godine
(157,19/100.000), a najniza u uzrasnoj grupi 40—-49 i 60 i vise godina (10,69/100.000,
odnosno 10,96/100.000). U 2012. godini je registrovan jedan smrtni ishod kod osobe
zenskog pola starije od 60 godina, obolele od salmoneloze sa teritorije NiSavskog
okruga. Registrovane su 63 epidemije salmoneloza u kojima je put prenosa bila hrana,
sa ukupno 483 obolele osobe, od kojih je 139 osoba hospitalizovano, Sest epidemija sa
neutvrdenim putem prenosa, sa 18 obolelih i dve hospitalizovane osobe i cetiri
epidemije sa kontaktnim putem prenosa, 66 obolelih i jednim hospitalizovanim licem.
Najces¢i uzrocnik salmoneloze kod ljudi bila je S. Enteritidis (Institut za javno zdravlje
Srbije, 2012).

Prema izveStaju Instituta za javno zdravlje Srbije ,,Dr Milan Jovanovi¢ Batut*
(2015) u 2014. godini bilo je 1512 potvrdenih slucajeva salmoneloze, a od toga 470 u
Vojvodini i 1042 u Centralnoj Srbiji. Prema uzrasnoj dobi, najzastupljeniji su bila
deca sa dve godine i osobe preko 60 godina. Najce$¢i uzrocnik je bila Salmonella
Enteritidis i otkrivena je u 67 slucajeva alimentarnih epidemija (Institut za javno
zdravlje Srbije, 2015).

U SAD se procenjuje da oko 1,2 milion ljudi godisnje oboli od netifoidnih oblika
salmoneloza (CDC, 2012). Klinicki se infekcija salmonelom manifestuje
gastroenteritisom, mu¢ninom, povrac¢anjem, prolivom, a moze biti pracena i poviSenom
temperaturom. Kod malog broja pacijenata (<5%) razvija se invazivna forma
salmoneloze, pracena  ekstragastrointestinalnom infekcijom koja  ukljucuje

bakterijemiju, koja u manjem procentu (5-10%), kasnije moze pre¢i u lokalizovanu
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formu (Lesser i Miller, 2003). Invazivni oblici salmoneloznih infekcija mogu biti
prouzrokovani razli¢itim serotipovima, a u patogenezi zajednicko za sve serotipove je
adhezija i ulazak salmonela u epitelne ¢elije crevnih resica. Adhezija je proces za koji je
klju¢no postojanje nekoliko vrsta fimbrija ili pila salmonela. Invazija crevnih resica je
osnovna karakteristika i to je osobina koju poseduju svi serotipovi salmonela. Bakterije
roda Salmonella imaju sposobnost da invadiraju nefagocitne celije crevnog epitela
prouzrokujué¢i gastroenteritis. One se umnoZavaju prevashodno u limfaticnom tkivu
gastrointestinalnog sistema (Pajerove ploce). Progresija bolesti ka sistemskoj infekciji
zahteva dolazak salmonela do mezenterijalnih limfnih ¢vorova i njihov transport preko

fagocitnih ¢elija do jetre i slezine (Groisman i Mouslim, 2000; Santos i sar., 2001).

2.5. Svinje i meso svinja kao izvor salmoneloza kod ljudi

Infekcija svinja adaptiranim serotipovima Typhisuis i Choleraesuis obi¢no dovodi
do tifusa svinja, koji se karakteriSe teSkom sistemskom boles¢u koja Cesto zavrSava
letalno. Patogeneza infekcije kod svinja sa specijes nespecificnim serotipovima
salmonela je prilicno zanemarivana do skoro. Mada ove infekcije mogu rezultovati
pojavom entericne forme 1 fatalne sistemske infekcije, inficirane svinje mogu biti 1
asimptomatski nosioci ovih serotipova na tonzilama, u crevima i limfaticnom tkivu
digestivnog trakta (GALT — ,,gut associated lymphoid tissue*) (Wood i sar., 1989;
Fedorka-Cray i sar., 2000). Ovakve svinje su klicono$e i glavni rezervoari salmonela i
predstavljaju vaznu pretnju za zdravlje zivotinja i ljudi. Dobro poznavanje serotipova
koji inficiraju svinje treba da bude osnova za razvoj i procenu efikasnog monitoringa i
kontrolnih mera (Boyle i sar., 2007).

Tokom pedesetih 1 Sezdesetih godina proslog veka, S. Choleraesuis ukljucujuéi i
varijetet Kunzendorf je bio predominantan serotip kod svinja Sirom sveta (Fedorka-Cray
i sar., 2000). Sada je S. Choleraesuis visoko zastupljena u Americi i Aziji, a retko se
nalazi kod svinja u Australiji i zemljama zapadne Evrope (Wilcock i Schwarts, 1992;
Fedorka-Cray i sar., 2000). Svinje mogu biti inficirane sa nekoliko serotipova, a pojava

pojedinih serotipova je delimi¢no geografski odredena (Fedorka-Cray i sar., 2000;
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Loynachan i sar., 2004). Svi serotipovi izolovani od svinja se razmatraju kao opasni za
javno zdravlje prema Evropskoj agenciji za bezbednost hrane (EFSA, 2006b). Medutim,
Sirom sveta najcesce izolovani netifoidni serotipovi izolovani iz svinja i svinjskog mesa
su S. Typhimurium ukljucujuéi varijetet Copenhagen i S. Derby (Lettelier i sar., 1999;
Gebreyes i sar., 2004; EFSA, 2006Db).

Posle pileceg mesa, svinje 1 svinjsko meso predstavljaju drugi po ucestalosti izvor
salmoneloza kod ljudi u Evropi (EFSA, 2014). Od ukupno 533 izolata salmonela
sakupljenih iz 17 zemalja ¢lanica EU, Danska je prijavila najveci broj izolata (92),
zatim Belgija (62), Rumunija (59), i Nemacka (57). Najzastupljeniji serotip je bio S.
Typhimurium sa uce$¢em od 27,8%, zatim S. Derby 24,4% i monofazna S.
Typhimurium (EFSA, 2015).

S. Enteritidis je najznacajniji serotip koji prouzrokuje salmonelozu kod ljudi u
mnogim zemljama. Medutim, znacajno je smanjenje infekcija prouzrokovanih S.
Enteritidis preko jaja tokom 2005. i 2006. godine u Evropskim zemljama (Gillespie i
Elsom 2005; Mossong i sar., 2006), a S. Typhimurium sada postaje predominantni
serotip izolovan od ljudi u Evropi i svinje su mozda najvazniji izvor infekcije ovim
serotipom u ovim zemljama. Procenjuje se da je 15 do 23% svih slucajeva salmoneloza
kod ljudi u Evropskim zemljama povezano sa konzumiranjem svinjskog mesa (Borch i
sar., 1996; Berends i sar., 1998). Relativni znacaj svinjskog mesa kontaminiranog
salmonelama kao izvora salmoneloze kod ljudi u evropskim zemljama verovatno ¢ée biti
i ve¢i, zbog opadanja slu¢ajeva uzrokovanih sa S. Enteritidis. U SAD statisticki modeli
predvidaju da svake godine priblizno 100.000 slu¢ajeva salmoneloze kod ljudi se vezuje
za konzumiranje svinjskog mesa, sa troSkovima na godiSnjem nivou od oko 80 miliona
dolara (Miller i sar., 2005).

Rizik za javno zdravlje od infekcije salmonelama konzumacijom kontaminiranog
svinjskog mesa zavisi od viSe faktora koji ukljuuju nivo infekcije na farmi svinja,
higijene tokom obrade trupova u klanici uslova pri skladistenju mesa i distribuciji i
kona¢no od rukovanja svezim mesom od strane potrosaca. Kao prvi korak u
integrisanom evropskom pristupu u kvantitativno mikrobioloskoj proceni rizika
(QMRA- ,,Quantitative microbial risk assessment), EFSA priprema da izvede QMRA
za salmonelu kod svinja, od farme do trpeze (Borch i sar., 1996; Hill i sar., 2003; Mann
i sar., 2004; EFSA, 2006b).
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U Danskoj je u primeni Nacionalni program za kontrolu salmonela koji je integrisan
u lanac proizvodnje svinja od ,,farme do trpeze“. Tokom uzgoja vrsi se ispitivanje
uzoraka krvi svinja seroloskim metodama, dok se na klanici rade seroloska ispitivanja
mesnog soka. U periodu od 1993. kada je program implementiran, pa do 1998. godine
bakterioloskim pregledom uzoraka uoceno je znafajno smanjenje incidencije infekcije
svinja salmonelama i to za 50%, odnosno sa 14,7% na 7,2% na manjim farmama i sa

22% na 10,4% na velikim farmama svinja (Christensen i sar., 2002).

2.5.1. Nalaz salmonela na trupovima svinja

Predstavnici porodice Enterobacteriaceae su S$iroko rasprostanjeni i vecina su
komensali, kao $to su na primer pojedini sojevi E.coli, ali ima i patogenih vrsta koje
predstavljaju znacajnu opasnost po javno zdravlje. Kontaminacija sirovina, u ovom
slucaju trupova svinja, odnosno mesa je najées¢e posledica primenjenih postupaka u
primarnoj proizvodnji 1 zavisi od primene dobre proizvodacke/higijenske prakse duz
lanca proizvodnje mesa, naroCito tokom operacija klanja 1 dalje obrade. Indikator
mikroorganizmi, predstavljaju informaciju o higijeni procesa i neadekvatnim
postupcima koji su kori$¢enjni tokom proizvodnje. Predstavnici enterobakterija
predstavljaju dobar indikator higijene i poStovanja dobre proizvodne/higijenske prakse,
jer se relativno brzo i jednostavno otkrivaju.

Nalaz bakterija roda Salmonella u brisevima sa trupova zaklanih svinja predstavlja
indikator higijene proizvodnog procesa. Kontaminacija trupa moze nastati kao posledica
tehnickih greSaka tokom procesa obrade (npr. slucajno zarezivanje creva ili izlazak
fecesa iz anusa). Salmonele prezivljavaju u okruZenju u klanici, a posebno ih je tesko
ukolniti sa opreme. LoSa higijena osoblja u klanici moZe rezultirati kontaminacijom
trupova, a medusobnim dodirom trupova dolazi do unakrsne kontaminacije. Berends i
sar. (1997) su dokazali vezu izmedu svinja kao rezervoara Salmonella u fecesu i
kontaminiranih polutki na liniji klanja. Ustanovaljeno je da 70% kontaminiranih polutki
potic¢e od svinja koje su bile nosioci, dok je 30% bila unakrsna kontaminacija.

Ispitivanja u Srbiji su pokazala da je salmonela izolovana sa koZe svinja kod 46,7%

pregledanih trupova sa kojih su uzeti brisevi neposredno posle omamljivanja (Karabasil
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i sar., 2012a). U tom ispitivanju na klanici A je salmonela nadena kod 20% trupova pri
prvom uzorkovanju, odnosno kod 53,3% trupova pri drugom uzorkovanju, dok je na
klanici B 66,7% trupova bilo pozitivno na prisustvo salmonele. Brisevi su u Klanici A
uzorkovani sa tri mesta na trupu (grudi, but i koren repa), a u klanici B sa dva mesta na
trupu (grudi 1 but). Najces¢i nalaz salmonela bio je na grudima 30%, dok je iz uzoraka
buta i korena repa bio nizi i iznosio je 23,3% odnosno 13,3%. Serotipovi salmonela koji
su izolovani sa trupova svinja nakon omamljivanja su S. Typhimurium, S. Mbandaka, S.
Senftenberg, S. Menston i S. Bredeny. U drugom delu istrazivanja istog autora, koje se
odnosilo na ispitivanje zastupljenosti salmonela na trupovima svinja nakon obrade na
klanici A, nije utvrdeno prisustvo salmonele ni u jednom uzorku sa grudi, buta i korena
repa. Od pregledanih 30 trupova u klanici B, salmonela je izolovana sa tri trupa iz brisa
grudi, dok su uzorci buta bili negativni. Izolovani su serotipovi S. Mbandaka i S.
Bredeney (Krabasil i sar., 2012b).

Najcesc¢e izolovani serotipovi iz uzoraka svinja (Anon, 2002) u vecini zemalja EU
su: S. Typhimurium (57%), S. Derby (10,4%), S. Bovismorbificans (3,2%), S. Infantis
(2,9%) i S. Branderburg (2%). Sa druge strane najéeSce izolovani serotipovi iz mesa
svinja su: S. Typhimurium (37%), S. Derby (18%), S. Infantis (4%), S. Enteritidis (1%) i
S. Anatum (1%).

Nalaz salmonela na trupu svinja po zavrsnoj obradi prema podacima iz Italije je 6%
(Bonardi i sar., 2003), gvajcarske 0,2% (Sauli i sar., 2003), Velike Britanije 5,3%
(Davis i sar., 2000), Nemacke 4,7% (Kdashborer i sar., 2000).

Salmonele spadaju medu vaznije patogene bakterije, a meso svinja jedan je od
glavnih izvora infekcije ljudi. U Belgiji su prema podacima iz 2008 godine registrovana
3944 slucaja infekcije salmonelama od cega je Salmonella Typhimurium (57%) bio
najcesc¢i serotip (NRSS, 2008). Smatra se da je stvaran broj infekcija ljudi znatno veci
od zabelezZenih, jer jedan broj ostaje neprijavljen (EFSA, 2008). Da bi se utvrdili izvori
kontaminacije salmonelama u lancu proizvodnje mesa, znacajan podatak predstavlja
informacija o nalazu ovih bakterija na farmi (Korsak i sar., 2003). Prilikom transporta
svinja od farme do klanice prevalencija salmonela se povecava, $to ukazuje na to da se
radi o unakrsnoj kontaminaciji. Unakrsna kontaminacija u klanici predstavlja znacajan
problem sa aspekta bezbednosti hrane, a boravkom duzim od 12 casova svinja u

stocnom depou povecava se i mogucnost kontaminacije (Karabasil i sar., 2007; De
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Busser 1 sar., 2011). U prilog ovoj ¢injenici govori podatak da je utvrden sedam puta
¢es¢i nalaz salmonela u uzorcima svinja uzetih iz sto¢nog depoa u odnosu na uzorke
svinja sa farme (Hurd i sar., 2001). Ispitivanja Karabasil i sar., (2012c) ukazuju da je
sto¢ni depo za svinje redovno kontaminiran salmonelama. Od ukupno 72 pregledana
uzorka, 9 (12,50%) je bilo pozitivno na salmonele. Salmonela je utvrdena na slede¢im
povrSinama: pod istovarne rampe (22,22%), koridor istovarna rampa — sto¢ni depo
(33,33%), pod boksa u stocnom depou (22,22%), koridor sto¢ni depo — boks za
omamljivanje (22,22%). Ispitivanjem uzoraka sa zidova bokseva, vode iz napajalica
sto¢nog depoa, kanala za odvod fekalija 1 prolaza od sto¢nog depoa do koridora nije
ustanovljeno prisustvo salmonele. U istom radu, ispitivanja su pokazala da je iz uzoraka
briseva povrSina boksa za omamljivanje salmonela ustanovljena u 61,11% (18/11)
uzoraka. Serotipizacijom je utvrdeno da dobijeni izolati i u stocnom depou i u boksu za
omaljivanje pripadaju S. Typhimurium i S. Mbandaka. Ova ispitivanja ukazuju da su
povrsine u sto¢nom depou, kao i u boksu za omamljivanje redovno kontaminirane
salmonelom, i da mogu predstavljati izvore unakrsne kontaminacije zivotinja pa i
trupova na liniji klanja svinja.

U drugim ispitivanjima sprovedenim na pet klanica u Srbiji (Petrovi¢ i sar., 2008)
ispitivana je raSirenost salmonele na trupovima zaklanih svinja nakon obrade i
ustanovljena je kontaminacija salmonelom na klanici A od 1,85%, na klanici B od

6,06%, C od 3,7%, D od 1,85%, dok na klanici E nije ustanovljeno prisustvo salmonela.

2.5.2. Monitoring i nadzor salmoneloze

Razli¢ite vrste zivotinja mogu oboleti od salmoneloze i predstavljati potencijalni
rezervoar infekcije ljudi. Salmonela moze da ude u lanac ishrane preko trupova
kontaminiranih fecesom na klanici tokom proizvodnje, ili prilikom rukovanja hranom
(Daniels i sar., 2002). Medutim, infekcija ljudi moze da nastane preko kontaminirane
vode, kuénih ljubimaca, i egzoti¢nih Zivotinja (Ackman i sar., 1995). Mere koje se
preduzimaju za kontrolu prenoSenja salmonela su efektivni nacin za prevenciju

salmoneloze.

18



Premortalni pregled zivotinja treba da omogu¢i da se za klanje koriste samo
vizuelno ciste i zdrave zivotinje, ali se njime ne mogu otkriti svinje koje u intestinalnom
traktu ili na svojoj kozi nose patogene mikroorganizme. Razli¢iti procesi na liniji klanja
imaju za cilj dobijanje higijenski ispravnog i bezbednog mesa, ali istovremeno nose i
rizik od kontaminacije trupova prilikom manipulacije. Izvori kontaminacije na liniji
klanja svinja su brojni i mogu poticati od samih zivotinja (fekalni sadrzaj, faringealni
sadrzaj) i iz sredine u kojima se zivotinje nalaze (sto¢ni depo, oprema). Vrlo cesto,
kontaminacija trupa nastaje tokom evisceracije, pa je postovanje dobre proizvodne
prakse i higijene same klanice od presudnog znacaja (Karabasil i sar., 2008).

Masine u kojima se obavlja uklanjanje dlake, mogu takode predstavljati izvor
kontaminacije salmonelama. Feces iz analnog otvora moze kontaminirati masinu, pa se
na taj nacin mogu kontaminirati sledec¢i trupovi koji dolaze na obradu. Bakterijska
rekontaminacija trupova se moze smanjiti ako se za pranje masina koristi vruc¢a voda
temperature 60 do 62°C. Nakon surenja se zaostala dlaka sa trupa uklanja opaljivanjem
pri ¢emu se unistavaju i mikroorganizmi prisutni na kozi, ali ni ova operacija ne mora
uvek da bude efikasna. Tokom surenja pri temperaturi od 60 do 62 °C moze do¢i do
ostecenja epitela, a potom prilikom uklanjanja dlake u narednoj fazi mikroorganizmi
mogu biti potisnuti u subepitelijalnom tkivu (Karabasil i sar., 2008).

Prevalencija salmonela u sveZzem mesu je u direktnoj vezi sa nalazom kod Zzivih
zivotinja i zavisi od daljeg tehnoloskog procesa kom se podvrgavaju trupovi zaklanih
svinja. Blagovremeno utvrdivanje prisustva salmonela kod svinja je od vitalnog znacaja
iz viSe razloga. Prvo pomaze doktorima veterinarske medicine da direktno na farmi na
osnovu dobijenih izolata i antibiograma odrede odgovarajucu terapiju kod klinicki
obolelih svinja. Drugo, unapredenjem interventnih mera moze se smanjiti prevalencija
salmonela kod svinja. Na kraju, najveca korist jeste u tome da $§to manji broj kliconosa
dospe u klanicu. Na taj na¢in smanjuje se rizik od kasnije kontaminacije trupa na liniji
klanja i eventualnih alimentarnih infekcija ljudi (Karabasil i sar., 2008).

Kolonizacija salmonela i prouzrokovanje bolesti kod pojedinih Zivotinjskih vrsta
razlikuje se u vremenu, regionu, sezoni i metodologiji ispitivanja. Neki serotipovi poti¢u
gotovo iskljucivo iz odredenih izvora. Primeri ovih serotipova su S. Enteritidis, koja se
najéescée izoluje iz jaja (St Louis i sar., 1988) i S. Choleraesuis koja se uglavnom nalazi

kod svinja (Turk i sar., 1992). Podaci o prevalenciji pojedinih serotipova salmonela i
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sojeva za svaku Zzivotinjsku vrstu je vazna komponenta programa epideimoloSkih
nadzora. Serotipovi salmonela ustanovljeni kod razli¢itih vrsta zivotinja koje se koriste
u ishrani ljudi se razlikuju medu sobom, ali takode moze biti preklapanja. Na primer,
USDA je prijavila u periodu 1999-2000, da je pet najcescih serotipova salmonela kod
tovne junadi S. Typhimurium, S. Anatum, S. Dublin, S. Montevideo i S. Newport (Yan i
sar., 2003). Serotipovi Derby, Typhimurium, Heidelberg, Worthington i Mbandaka su
prijavljeni kao najcesc¢i kod svinja (Davies i sar., 1997), a kod zivine kao najcesce
izolovani serotipovi prijavljeni su Heidelberg, Kentucky, Hadar, Typhimurium i
Thompson (Sarwari i sar., 2001). Takode, postoje zna¢ajna preklapanja kod najcesce
izolovanih serotipova salmonela kod Zzivotinja koje se koriste u ishrani ljudi i kod
salmonela izolovanih od ljudi. Programi nadzora na salmonelama koji prate
prevalenciju i antimikrobnu osetljivost humanih i zivotinjskih izolata su od klju¢nog
znacaja za javno zdravlje.

Programi nadzora na medunarodnom, nacionalnom, regionalnom i lokalnom nivou
su uspostavljeni za pracenje epidemija salmonelama, geografske distribucije 1
antimikrobne rezistencije. Tokom 1996 godine, CDC, FDA i USDA su osnovali
Nacionalni sistem za pracenje antimikrobne rezistencije da bi prospektivno pratili
promene u antimikrobnoj osetljivosti zoonotskih patogena iz klini¢kih uzoraka
poreklom od ljudi i zivotinja, zdravih farmskih Zivotinja i trupova zaklanih zivotinja na
klanicama. Ovaj program je dizajniran da prati prevalenciju i antimikrobnu rezistenciju
izolata salmonela izolovanih od ljudi 1 zivotinja. Uzorci od zivotinja ukljucuju
dijagnosticke izolate i izolate sa klanica dok uzorci od ljudi ukljucuju uglavnom
dijagnosticke izolate, a godiSnje se objavljuju izvestaji o rezultatima monitoringa (Yan i
sar., 2003).

Cilj monitoringa i kontrolnih programa je obezbediti zdravstveno bezbednu
namirnicu kroz integrisani lanac proizvodnje i samim tim spreciti pojavu bolesti kod
ljudi i na taj nacin odrzati poverenje potrosaca. Mere za kontrolu salmoneloze se mogu
implementirati na tri nivoa: na farmi, zatim tokom transporta i u klanici, i posle klanja
pri rasecanju, obradi, prodaji i pripremi hrane kod kuce. Implementacija programa
monitoringa 1 koordinacija kontrolnih mera na klanici i posle klanja se koriste Sirom

sveta za prevenciju netifoidnih infekcija kod ljudi (Mossel i sar., 2003; Chen i sar.,
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2006; Padungtod i Kaneene, 2006; EFSA, 2006b; Hamilton i sar., 2007; Larsen i sar.,
2007; Rajic i sar., 2007).

ProSireni nacionalni monitoring i kontrolni programi na nivou farme su uglavnom
sprovodeni u evropskim zemljama (regulativa EC 2160/2003; Asai i sar., 2002, 2006;
EFSA, 2006b; Hamilton i sar., 2007; Larsen i sar., 2007; Rajic i sar., 2007). Jedino su
skandinavske zemlje prijavile malu prevalenciju za salmonele EFSI. U Svedskoj
monitoring na farmi i na klanici su implementirani kao i obavezuju¢i i na dobrovoljnoj
osnovi, koris¢enjem uglavnom izolaciju za procenu kontaminacije salmonelama
(Wahlstrom i sar., 2000; EFSA, 2006b). Danski, britanski, irski i nemacki programi su
zasnovani na seroloSkom ispitivanju uzoraka mesnog soka uzetih na klanici, ¢ime su
kategorisane farme svinja prema riziku da se u klanicu unese salmonela (Nielsen i sar.,
2001; Davies i sar., 2004; EFSA, 2006b; Merle i sar., 2007). Belgijski i holandski
programi monitoringa su sli¢ni, ali su seroloski pregledi trenutno bazirani na pregledu
uzoraka krvi ili seruma od svinja na samoj farmi (EFSA, 2006b; Boallaerts i sar., 2007;
Hanssen i sar., 2007). Farme koje pripadaju kategoriji sa najve¢im rizikom za unosenje
salmonela u klanicu su potpomognuti nacionalnim programom vlade za redukovanje
salmonela na farmi (EFSA, 2006a,b).

Monitoring na prisustvo Salmonella u mesu svinja i proizvoda poreklom od
svinjskog mesa, su duzne da primenjuju sve zemlje clanice EU. Monitoring je baziran
na uzimanju uzoraka briseva u klanicama sa povrSine trupova i/ili uzoraka mesa. Prvog
juna 2014. godine regulativa EU EC No. 2073/2005 pro$irena je amandmanom broj
217/2014, u kome se smanjuje broj prihvatljivih Salmonella pozitivnih uzoraka sa 5 od
50 (10%) na 3 od 50 (6%) (EFSA, 2015). Tokom 2014. godine, u zemljama EU ispitano
je 68.134 uzorka svezeg svinjskog mesa, od cega je 0,5% bilo pozitivno na prisustvo
Salmonella. U poredenju sa 2013. godinom kada je od 78.624 ispitanih uzoraka, 0,7%
bilo pozitivno, uocen je znacajan pad prevalencije.

U seroloskim ispitivanjima tokom 2014. godine predvidenim monitoringom na
nivou EU, ucestvovalo je 10 zemalja Clanica §to je znacajno manje u odnosu na
prethodne godine (16 u 2013. god., 16 u 2012. god., 16 u 2011. god.). Od ukupno 2037
ispitanih uzoraka, u 57% je bila potvrdena S. Typhimurium, koja je poslednjih pet
godina dominantan serotip. Podaci iz 2012. godine ukazuju da je procentualna
zastupljenost S. Typhimurium bila 72,8%. S. Typhimurim je u 2014. godini bila
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utvrdena u 9 od 10 zemalja koje su ucestvovale u ispitivanju. Druga po ucestalosti u
ovom ispitivanju je bila S. Derby, koja je potvrdena u 17,5% uzoraka i prisutna u 7 od
10 zemalja. Sledeca po zasupljenosti je bila monofazna S. Typhimurium sa uces¢em od

8,4% 1 potvrdena je bila u Poljskoj, Malti, Velikoj Britaniji i Italiji (EFSA, 2015).

2.6. Patogeneza i klini¢ka slika netifoidnih

salmoneloznih infekcija svinja

Infekcija svinja salmonelama nastaje orofekalnim putem. U zavisnosti od
inokulisane doze, u eksperimentima sa peroralnom inokulacijom svinja sa S.
Typhimurium, infekcija moze rezultovati razli¢itim klinickim znacima i ekskrecijom
velikog broja bakterija putem fecesa (Loynachan i Harris, 2005). Neka ispitivanja su
pokazala da gornji respiratorni putevi i pluéa mogu biti ulazna vrata za infekciju
salmonelama (Fedorka-Cray i sar., 1995; Proux i sar., 2001). Skorasnji izvestaji su
ukazali na moguénost prenosenja S. Typhimurium preko vazduha kod zalu€enih svinja
na bliskoj udaljenosti (kohabitacija) (Oliveira i sar., 2006, 2007).

Nespecifiéni faktori odbrane u usnoj duplji su od prvorazrednog znacaja u odbrani
organizma od infekcije. Salmonele koje produ ovu barijeru mogu da kolonizuju tonzile.
Nepcane tonzile su Cesto tesko inficirane kod svinja i ne bi ih trebalo stoga potcenjivati
kao izvor kontaminacije prilikom klanja (Kuhnel i Blaha, 2004). Nakon ingestije,
salmonele ulaze u tonzile u mekom nepcu i perzistiraju u tonzilarnim Kkriptama
(Fedorka-Cray i sar., 1995). Potom, salmonele moraju da prezive nizak pH u Zelucu.
Dokazano je da se salmonele adaptiraju proizvodnjom kiselih Sok proteina i da na taj
na¢in mogu da prezive kiselu sredinu do pH 3 (Audia i sar., 2001). Bakterije koje
prezive pasazu kroz zeludac, putuju dalje do tankog creva gde se susrecu sa drugim
antibakterijskim faktorima uklju¢uju¢i Zucne soli, lizozim i defenzine. PoSto je
koncentracija zu¢nih soli u gornjim delovima creva visoka, salmonele prevashodno
kolonizuju ileum, cekum i kolon. Adherencija na intestinalnu sluznicu u distalnim
delovima creva je uopsteno smatrano prvim korakom u patogenezi salmoneloznih

infekcija svinja (Althouse i sar., 2003).
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Nakon adhezije, salmonele invadiraju intestinalni epitel. Dokazano je da salmonele
invadiraju apsorptivne enterocite, M ¢elije i peharaste celije (Schauser i sar., 2004).
Bakterije se nalaze intracelularno ili slobodne u citoplazmi ili vezane za Celijsku
membranu (Schauser i sar., 2005).

Brzo umnozavanje S. Typhimurium u digestivnom traktu svinja posledi¢no indukuje
proinflamatorni odgovor kojim se objasnjava da su u vecini slu¢ajeva S. Typhimurium
samo u tankom crevu, dok sporo umnozavanje S. Choleraesuis omogucava da izbegne
imunitet domacina i posledicno poc¢ne da se $iri izvan creva i izazove sistemsku
infekciju (Paulin i sar., 2007).

Polimorfonuklearni granulociti u gastrointestinalnom traktu ¢ine prvu liniju odbrane
protiv infekcije salmonelama. Neefikasno delovanje polimorfonuklearnih granulocita
protiv salmonela moze stvoriti moguénost za kolonizaciju i umnozavanje patogena ¢ime
se stvaraju uslovi da inficirane svinje postanu kliconose ili da ispolje klini¢ke simptome
bolesti (Stabel i sar., 2002). Influks polimorfonuklearnih granulocita, je medutim ,,ma¢
sa dve ostrice”. Sa jedne strane, prisustvo velikog broja neutrofilnih granulocita u
digestivnom traktu svinja omogucava domaéinu da savlada infekciju salmonelama
(Foster i sar., 2003). S druge strane, oSteCenje indukovano aktiviranim neutrofilnim
granulocitima se smatra glavnim uzrokom patoloskih promena u gastrointestinalnom
traktu salmoneloznih svinja (Tukel i sar., 2006).

Patogeneza sistemske infekcije svinja sa S. Typhimurium nije dovoljno razjasnjena.
Uopsteno je prihvaceno da se salmonele Sire u organizmu putem vaskularnog sistema ili
limfe i inficiraju unutrasnje organe mada to jo§ kod svinja nije istrazeno u potpunosti.
Kolonizacija mezenterijalnih limfnih ¢vorova, slezine i jetre moze rezultirati sistemskim
I lokalnim imunskim odgovorom (Dlabac i sar., 1997). Makrofage su ¢elije od znacaja
za diseminaciju salmonela u unutras$nje organe. U makrofagima se salmonele replikuju
veoma brzo (Hueffer i Galan, 2004). Imunski sistem svinja se medutim razlikuje u
odnosu na druge sisare (Scharek i Tedin, 2007). Kod svinja S. Typhimurium stize vrlo
brzo u jetru i slezinu posle eksperimentalne inokulacije, ali se izgleda u njima ne
replikuje ili ¢ak biva uklonjena iz ovih organa za nekoliko dana od inokulacije (Boyen i
sar., 2008a). Salmonele najpre inficiraju digestivni trakt, a potom i limfne ¢vorove
digestivnog trakta. Ovde su makrofage od klju¢nog znacaja u uklanjanju salmonela i

sprecavanju nastanka perzistentne infekcije.
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Brumme i sar., (2007) su dokazali da SPI-2 delecija u mutantnom soju nije uspela da
dovede do bolesti 1 klinickih simptoma kod svinja, ali ova delecija nije rezultovala
smanjenjem stope kolonizacije. Monociti svinja i polimorfonuklearni granulociti
odgovaraju u in vitro uslovima na S. Typhimurium fagocitozom, oksidativnim praskom
i donekle intracelularnim ubijanjem. Monociti dobijeni od razli¢itih svinja se znacajno
razlikuju u proizvodnji reaktivnih vrsta kiseonika (slobodni radikali) i njihovoj
sposobnosti da ubijaju bakterije. Interesantno, visoka produkcija reaktivnih vrsta
kiseonika ne koincidira sa pove¢anim intracelularnim ubijanjem salmonela (Riber i
Lind, 1999).

Infekcija svinja sa S. Typhimurim moze rezultovati dugotrajnim asimptomatskim
kliconostvom (Wood i sar., 1991). Ponekad je tesko ustanoviti kliconostvo kod zivih
svinja bakterioloskim ili seroloskim metodama pa ove svinje mogu da izmaknu
programima monitoringa i predstavljaju zdravstveni rizik za druge svinje i Coveka. Stres
indukovana ekskrecija S. Typhimurium kod svinja kliconoSa koje se transportuju u
klanicu moZe prouzrokovati kontaminaciju opreme za transport i depoa, razultujuéi u
transmisiji salmonela medu svinjama pre klanja (Isaacson i sar., 1999; Larsen 1 sar.,
2003; Boughton i sar., 2007). lako mehanizam ove stres indukovane ekskrecije
salmonela nije poznat postoje indicije da kateholamini mozda imaju klju¢nu ulogu.
Dokazano je da S. Typhimurium moze da ,,0seti* kateholamine i da po¢ne intenzivno da
se umnozava (Rahman i sar., 2000).

Salmoneloza se kod svinja javlja najces¢e kod intenzivno gajenih svinja na
farmama, i mada je klinicka manifestacija oboljenja retka, kod prasadi na sisi i
tovljenika, infekcija je prilicno Cesta. Ispitivanja u Holandiji su pokazala da su na 24%
farme svinje inficirane salmonelom, na 25% nisu inficirane, a na 50% farmi je utvrdena
intermitentna infekcija. Niska ucestalost salmoneloze kod prasadi na sisi je posledica
postojanja kolostralnog imuniteta, mada je u eksperimentalnim uslovima dokazano da
se moze javiti 1 kod tek oprasene prasadi. Oboljenje se javlja u celom svetu sa razlicitim
procentom prevalencije, morbiditeta i mortaliteta. Ispitivanje sprovedeno u Ajovi u
SAD je pokazalo da je salmonela bila prisutna u 11% slucajeva pneumonija svinja, u
9% slucajeva enteropatija i 58% slucajeva septikemi¢nih stanja. S. Choleleraesuis je

-----

Typhimurium je drugi po ucestalosti uzro¢nik salmoneloze svinja i izaziva enterokolitis.
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Pored njih S. Heidelberg se pominje kao uzro¢nik kataralnog enterokolitisa kod mladih
svinja (Zimmerman i sar., 2012). Klini¢ki se salmoneloza kod svinja moze javiti u
septikemicnoj formi, formi enterokolitisa 1 drugih rede prisutnih oblika kao §to su
kazeozni limfadenitis, meninogoencefalitis, intersticijalna ili gnojna pneumonija.
Septikemi¢na forma se obi¢no javlja kod zalucenih svinja, a uzro¢nik je najcesce S.
Choleraesuis. Ovaj oblik se moZze javiti 1 kod prasadi na sisi, a kod krmaca moze dovesti
do pojave abortusa. Klinickim pregledom moze se ustanoviti inapetenca, letargija, febra,
dispneja, cijanoza abdomena i ekstremiteta, a dijareja ne mora biti konstantno prisutan
nalaz. Ovaj oblik salmoneloze se najceS¢e javlja kao posledica stresa. Salmonelozni
enterokolitis se naj¢esce javlja od zaluCenja pa do Cetvrtog meseca zivota. Oboljenje
moze biti akutno ili hroni¢no, a najces¢e se izoluje S. Typhimurium, a rede S.
Choleraesuis. Bolest se karakteriSe profuznom vodenastom dijarejom zute boje, a
kasnije uz primese sluzi i krvi. Zivotinje su febrilne, dehidrirane i bez apetita
(Zimmerman i sar., 2012).

Blagovremeno utvrdivanje infekcije kod svinja je od prvorazrednog znacaja iz vise
razloga. Prvo omogucava veterinarima da na farmi odrede odgovarajucu terapiju
klinicki manifestne salmoneloze. S druge strane, ucinjene interventne mere mogu
smanyjiti prevalenciju salmonela kod svinja. Na kraju, najveca korist jeste u tome da $to
manji broj kliconosa dospe u klanicu, ¢ime se smanjuje rizik od potencijalne kasnije
kontaminacije trupova na liniji klanja i posledi¢cnih eventualnih infekcija ljudi

(Karabasil i sar., 2008).

2.7. Antimikrobna rezistencija kod salmonela

Najveci broj antimikrobnih lekova koji su do danas otkriveni, koriste se istovremeno
I u humanoj i u veterinarskoj medicini (gentamicin, ampicilin, amoksicilin). Neki
antimikrobni lekovi kao $to su na primer enrofloksacin i flumekvin razvijeni su samo za
upotrebu u veterinarskoj medicini, a pripadaju grupi fluorohinolona koji se koriste i u
terapiji ljudi (npr. ciprofloksacin). Ovo je vrlo bitno sa aspekta osetljivosti na

antimikrobne lekove, jer rezistencija prema jednom leku iz grupe moze predstavljati i
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rezistenciju prema celoj podgrupi ili grupi antimikrobnih lekova (beta-laktamski
antibiotici, makrolidi, linkozamidi). Upotreba antibiotika, promotora rasta u intenzivnoj
proizvodnji svinja i zivine pogodovala je razvoju rezistencije kod nekih bakterija. 1z tih
razloga od januara 2006. godine regulativom EC No 1831/2003 zabranjena je upotreba
svih antimikrobnih lekova kao aditiva za hranu za zivotinje (EFSA, 2008). Upotreba
antibiotika kod zivotinja danas je predmet velike zabrinutosti i straha ¢ovecanstva od
pojavljivanja novih multirezistetntnih sojeva bakterija potencijalno opasnih po zdravlje
ljudi. U lancu ishrane postoji veliki rizik od prenoSenja multirezistentnih patogenih
uzro¢nika sa zivotinja na ljude. Geni rezistencije, koji poti¢u od bakterija iz digestivnog
sistema zivotinja, lako mogu da se inkorporiSu u genom uzrocnika bolesti ljudi. Sve
¢es¢i su primeri infekcija zivotinja izazvanih multirezistentnim uzro¢nicima kod kojih
se javlja problem u sprovodenju terapije, a shodno tome namece se i eticko pitanje da li
bolesne zivotinje uopste treba da se lece ili neskodljivo uklone. Najveci broj izolovanih
sojeva Salmonella Enteritidis koji poti¢e od ljudi i Zivotinja osetljiv je na vecinu
antibiotika, odnosno najces¢e nema pojave rezistencije. Navedeni uzro€nik najcesce se
izoluje od obolelih ljudi, a poti¢e od zivine. Obzirom da kod Zivine ne izaziva znacajne
klinicke simptome, infekcija se obi¢no ne tretira antibioticima pa nema Selektivnog
pritiska 1 razvoja rezistencije (Misi¢ i sar., 2006).

Rast obima medunarodne trgovine hrane dovodi do sve vece rasprostranjenosti
salmonela sto reziltira sve ¢esCom pojavom salmoneloze kod ljudi. Pod dejstvom
selektivnog pritiska nametnutog ¢estom upotrebom antibiotika u terapiji domacih
zivotinja salmonele razvijaju veliki broj gena, kompleksa gena ili mutacija koje
izazivaju rezistenciju na antibiotike. Posebnu opasnost predstavljaju multirezistentni
sojevi salmonela koji mogu preneti gene rezistencije na antibiotike i na druge vrste
mikroorganizama. Obi¢no samo nekoliko serotipova salmonela ima epidemioloski 1
epizootioloski znacaj u pojedinim regionima. Dominantni serotipovi se menjaju tokom
vremena i razlikuju u zavisnosti od zemlje i regije. Zbog toga je od izuzetne vaznosti
identifikacija i karakterizacija dominantnih serotipova salmonela kod Zivotinja i ljudi,
posebno onih koji nose gene rezistencije na odredene antibiotike. Genetskom analizom
salmonela izolovanih od ljudi i Zivotinja moZe se utvrditi postojanje i Sirenje istih ili
slicnih dominantnih klonova salmonela nosioca gena rezistencije. Medunarodno

priznate metode za tipizaciju salmonela su serotipizacija i fagotipizacija, kao i
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ispitivanje rezistencije na antibiotike. U slucajevima kada je potrebno da se izvrsi
dodatna diskriminacija unutar serotipova i fagotipova kod izolata koji su izazvali
trovanje kod pacijenata, koristi se metoda gel elektroforeze sa visokom moci
razdvajanja u pulsiraju¢em polju (PFGE) (Vidanovi¢ i sar., 2008).

Ocigledno povecanje antimikrobne rezistencije kod netifoidnih serotipova salmonela
je ve¢ dokazano ranih devedesetih godina proslog veka i od tada je postao globalni
problem (Su i sar., 2004; Alcaine i sar., 2007). lako su infekcije ljudi prouzrokovane
netifoidnim serotipovima salmonela obi¢no samoogranicavajuce, efikasna antimikrobna
terapija je od klju¢nog znacaja kod sistemskih infekcija (Chiu 1 sar., 1999; Su 1 sar.,
2004; Hsu i sar., 2005; Alcaine i sar., 2007). Sistemske infekcije se obi¢no javljaju kod
osoba sa imunodeficijencijom (odojcad, stare osobe, pacijenti na hemioterapiji), zatim
kod osoba sa gastricnim hipoaciditetom, u trudno¢i i pacijenata sa drugim primarnim
bolestima. Zajedno osobe sa ovakvim stanjima ¢ine takozvani YOPI (young, old,
pregnant, immunodeficient) segment populacije (Mossel i sar., 2003). Ova grupa
obuhvata negde oko 10 do 15% ukupne populacije. Rizi¢na grupa pacijenata ukljucuje 1
osobe sa transplantiranim organima, pacijente sa limfoproliferativnim bolestima,
obolele od HIV infekcije, pacijente sa protetskim zglobovima i vaskularnim graftovima
(Lesser i Miller, 2003). Pojava antimikrobne rezistencije kod salmonela privlaci sve
viSe paznje poslednjih godina. Terapija odgovaraju¢im antimikrobnim sredstvom je od
krucijalnog znacaja kod teskih slucajeva salmoneloza i kod pacijenata sa povecanim
rizikom od metastatske infekcije. Pojava antimikrobne rezistencije kod salmonela moze
rezultovati slabim efektima terapije ili u potpunom izostanku efekata.

Ispitivanja su pokazala (MacDonald i sar., 1987) da je povecana prevalencija izolata
salmonela rezistentnih prema najmanje jednom antibiotiku od 16% tokom 1979.-1980.,
do 24% tokom 1984.-1985., i do 29% tokom 1989.-1990. Takode, postoji trend pojave
multiple rezistencije prema ampicilinu, hloramfenikolu ili kanamicinu, streptomicinu,
sulfonamidima i tetraciklinima kod odredenih serotipova u poslednjih nekoliko godina
(Gebreyes i sar., 2000; Zansky i sar., 2002). U skorije vreme, opisani su izolati
salmonela rezistentni prema trecoj generaciji cefalosporina (npr. ceftriakson) (Zansky i
sar., 2002) Sto predstavlja posebnu zabrinutost poSto se ceftriakson i fluorohinoloni
koriste kao lekovi izbora u terapiji invazivnih formi salmoneloza. Pored toga, postoji

trend smanjenja osetljivosti na ciprofloksacin medu izolatima S. Typhi i S. Paratyphi
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(Threlfall i sar.,, 2001). lako netifoidne salmonele ostaju osetljive prema
ciprofloksacinu, potencijalni gubici terapijskih efekata ovog antibiotika i fluorohinolona

moze imati nesagledive posledice po javno zdravlje (Allen i Poppe, 2002).

2.7.1. Mehanizmi rezistencije

Porast broja rezistentnih bakterija predstavlja neizbeznu posledicu upotrebe
antibiotika i shodno tome pracenje antimikrobne rezistencije pruza bitne informacije
neophodne za razumevanje Sirenja rezistencije i upravo je srazmerna porastu upotrebe
antibiotika.

Mehanizmi rezistencije bakterija su obi¢no zasnovani na mehanizmu delovanja
odgovaraju¢eg antimikrobnog leka. Na primer, mehanizam delovanja fluorohinolona
zasnovan je na inhibiciji DNK giraze §to otezava stvaranje superprstena i ozbiljno
remeti prostorne odnose DNK. Usled ovoga se hromozomska DNK degradira u male
nefunkcionalne fragmente. Rezistencija nastaje kao posledica modifikacije ciljanog
enzima na fluorohinolone tj. DNK giraze (Jezdimirovi¢, 2010). Dok su salmonele
sustinski rezistentne prema nekim lekovima, kao S$to je vankomicin (molekuli
vankomicina su preveliki da bi prosli kroz ¢elijski zid gram negativnih bakterija), mnogi
mehanizmi rezistencije se sticu preko mutacija ili sticanjem gena antimikrobne
rezistencije (Randall i Woodward, 2002; Sefton, 2002, Velhner i sar., 2014).

Produkcija B-laktamaza od strane salmonela je najce$¢i mehanizam odgovoran za
rezistenciju na P-laktamske antibiotike. ldentifikovano je nekoliko vrsta (-laktamaza
(TEMs, OXAs, 1 dr.) na plazmidima salmonela. ProSireni spektar B-laktamaza je naden na
plazmidima Salmonella Typhimurium izolovanih od obolelih ljudi (AitMhand i sar., 2002).

Poslednjih godina, brojni su izvestaji koji pokazuju da izolati salmonela nose
plazmide sa blacmy-2 genom koji proizvodi jedan enzim AmpC slican B-laktamazi koji
daje rezistenciju prema mnogim cefalosporinima i amoksicilinu sa klavulanskom
kiselinom. U jednom ispitivanju sekvencioniranjem DNK blacmy kasete gena od 15
ceftriakson rezistentnih salmonela otkrivena je rezistencija na ceftriakson kod svih
testiranih izolata posredovana sa CMY-2 genom (Carattoli i sar., 2002). CMY-4

posredovana cefamicinaza je takode otkrivena kod bakterija roda Salmonella (Zhao i
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sar., 2001). Rezistencija salmonela prema fluorohinolonima je dokazana preko nekoliko
mehanizama ukljucujuéi promenu permeabilnosti membrane, aktivaciju efluks pumpi ili
mutacije gena za DNK girazu (gyrA ili gyrB) i/ili topoizomerazu (parC ili parE)
(Nakaya i sar., 2003, Velhner i sar., 2014).

2.7.2. Prenosivost rezistencije

Geni rezistencije se medu bakterijama prenose na razliCite nacine ukljucujuci
konjugaciju, transformaciju i transdukciju (Sefton, 2002). Vrlo vazan nacin preko koga
salmonele i druge vrste bakterija stiCu gene za antimikrobnu rezistenciju je preko
integrona. Integroni su mobilni genetski elementi koji se nalaze na plazmidima,
transpozonima ili su integrisani u bakterijskom hromozomu (Bennett, 1999). Prenosenje
gena rezistencije udruzenih sa integronima se javlja preko specifi¢nih rekombinacija 1

pokazuje tendenciju da prelazi barijeru vrste (Bennett, 1999).

2.7.3. Rezistencija na vise antimikrobnih lekova

ili multirezistentne salmonele

Veliki broj izolata salmonela su poznati kao rezistentni na veéi broj antimikrobnih
lekova. S. Typhimurium definitivni tip 104 (DT104) izolati su Cesto rezistentni prema
ampicilinu, hloramfenikolu, streptomicinu, sulfametoksazolu i tetraciklinima (ACSSuT)
(Rankin i sar., 2002) i DT193 izolati ¢esto pokazuju AKSSuUT (K je kanamicin)
rezistenciju (Gebreyes i Altier, 2002). Multirezistentni izolati poseduju gene na
hromozomima koji kodiraju ACSSuUT pentarezistenciju, ali gen koji kodira AKSSuUT
pentarezistenciju u DT193 je naden na plazmidu (Gebreyes i Altier, 2002). Pored toga,
DT 104 sojevi su izolovani sa rezistencijom na druge lekove ukljucujuéi cefalosporine i
fluorohinolone (Daly i Fanning, 2000). DT104 izolati poseduju dva integrona, jedan §to
stvara rezistenciju prema streptomicinu (aadA2) i (sull) i drugi prema ampicilinu

(blapse-1) 1 sulfametoksazolu (sull). Izmedu ovih integrona na DT104 hromozomu
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locirani su geni koji kodiraju hloramfenikol (cmlA) i tetraciklin (tetR i tetA) rezistenciju
(White i sar., 2001).

Multirezistencija S. Newport je od posebnog znadaja za javno zdravlje. Cest je nalaz
da je S. Newport rezistentna prema ampicilinu, cefalotinu, hloramfenikolu,
streptomicinu, sulfametoksazolu, tetraciklinu i potpuno ili intermedijerno rezistentna
prema ceftriaksonu (Zansky, 2002). Povecava se procenat izolata S. Newport Kkoji
pokazuju rezistenciju prema najmanje 9 razliCitih antimikorbnih lekova ukljucujuéi
amoksicilin/klavulanska  kiselina, ampicilin, cefoksitin, ceftiofur, cefalotin,
hloramfenikol, streptomicin, sulfametoksazol i tetraciklin (Rankin i sar., 2002).

Ispitivanje osetljivosti salmonela izolovanih od Zivine, goveda i svinja na antibiotike
u Srbiji (MiSi¢ 1 sar., 2006), su pokazala postojanje multirezistencije kod 17,15%

izolata, pri ¢emu su svi multirezistentni izolati poticali od zivine.

2.7.4. Antimikrobna rezistencija salmonela izolovanih od svinja

Nivo rezistencije na antibiotike se razlikuje izmedu razli¢itih serotipova. Salmonella
Enteritidis, na primer, pokazuje samo ograni¢enu stecenu rezistenciju u poredenju sa
drugim vaznim netifoidnim serotipovima (Su i sar., 2004). Stecena antimikrobna
rezistencija je ces¢a kod Salmonella Typhimurium. S. Typhimurium sojevi Koji
pripadaju fagotipu DT104 su Cesto simultano rezistentni na pet antimikrobnih lekova
(ampicilin, hloramfenikol, streptomicin, sulfonamidi i tetraciklin) (Helms i sar., 2005).
Fagotip DT104 se Cesto izoluje iz svinjskog mesa (Threlfall, 2000; Gebreyes i sar.,
2004). Tokom 1998. godine doslo je do Sirenja epidemije salmoneloze u Danskoj
prouzrokovane sa S. Typhimurium DT104, gde oboleli ljudi nisu mogli da se izlece
postoje¢im antibioticima zbog Cega se dogodilo i1 nekoliko smrtnih slucajeva.
EpidemioloSkim ispitivanjima je utvrdeno da su rezervoar infekcije u Danskoj bile
svinje, a Salmonella Typhimurium DT 104 se isti¢e kao jedan od $kolskih primera
posledica upotrebe antibiotika kao promotora rasta u proizvodnji svinja (MiS$i¢ i sar.,
2006). Drugi fagotipovi koji se €esto izoluju od svinja kao §to su DT120 i DT193 su
neizostavno rezistentni prema vise antimikrobnih lekova (Gebreyes i sar., 2004). Sojevi

S. Typhimurium rezistentni prema 10 i viSe antimikrobnih lekova su takode opisani
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(Poppe 1 sar., 2002). Zbog Sirenja rezistencije na konvencionalne antibiotike, proSireni
spektar cefalosporina i fluorohinolona postaju lekovi izbora u terapiji salmoneloza kod
ljudi (Stoycheva 1 Murdjeva, 2006). Fluorohinoloni se takode cesto koriste u terapiji
teske enteri¢ne groznice uzrokovane salmonelama kod razlicitih vrsta zivotinja (Carter i
Quinn, 2000; Jones, 2004; Hall i German, 2005). Medutim, ovo je dovelo do toga, da se
danas redovno izveStava o rezistenciji na ove antibiotike kod sojeva izolovanih od
svinja i svinjskog mesa (Gazouli i sar., 1998; Molbak i sar., 1999; Baraniak i sar., 2002;
Chiu i sar., 2002; Wang i sar.,, 2006; Talavera-Rojas i sar., 2007). Sojevi S.
Typhimurium rezistentni prema viSe antibiotika su takode prisutni i u populacijama
»antimicrobial free swine production systems* svinja, uprkos odsustvu selekcije medu
mikroorganizmima (Thakur i sar., 2007). Klinicki eksperimenti sa novom generecijom
antimikrobnih lekova (azitromicin i gatifloksacin) koji su efikasni protiv
multirezistentnih sojeva salmonela su u toku (Boyle i sar., 2007). Ipak, povecana
multipla antimirkobna rezistencija udruzena sa serotipovima poreklom iz svinjskog
mesa kao na primer S. Typhimurium i S. Derby mogu postati ozbiljne opasnosti po
ljudsko zdravlje u bliskoj buduénosti (Hald i sar., 2003; Akiba i sar., 2006; Butaye i
sar., 2006; Vo i sar.,, 2006; Alcaine i sar., 2007). Pored toga opisano je da S.
Choleraesuis i S. Typhimurium mogu da stvaraju hibridne plazmide sastavljene od gena
virulencije sa jedne strane i gena antimikrobne rezistencije sa druge strane §to verovatno
predstavlja jo§ vecu opsanost za javno zdravlje (Chu i Chiu, 2006). Izolovani su i sojevi
salmonela koji stvaraju beta-laktamaze proSirenog spektra delovanja (BLPS ili od
engelskog izraza ESBL — ,,extended spectrum beta-lactamases). Sojevi koji stvaraju
BLPS otporni su na sve beta-laktamske antibiotike izuzev karbapenema i u nekim
slucajevima cefamicina. Produkcija BLPS se dokazuje dvostrukim disk difuzionim
testom (ESBL testom) ili tzv. ,,produZzenim antibiogramom‘ na osnovu sinergizma
izmedu amoksicilina sa klavulanskom kiselinom i nekog od cefalosporina III generacije
(cefotaksim ili ceftazidim). Kada je zona inhibicije oko ceftazidima ili cefotaksima
prosirena na strani amoksicilina sa klavulanskom kiselinom zakljucuje se da soj stvara
BLPS i proglaSava rezistentnim na sve peniciline 1 cefalosporine (MiSi¢ 1 sar., 2006).
Ispitivanja u Austriji su pokazala postojanje rezistencije sojeva salmonela izolovanih
iz svinjskog, juneceg i pileCeg mesa. U tom ispitivanju 42% ispitanih sojeva su bili

rezistentni prema fluorohinolonima, 33% prema tetraciklinima, 27% prema
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streptomicinu i 17% prema ampicilinu (Mayrhofer i sar., 2004). Sli¢na ispitivanja u
Holandiji su pokazala postojanje rezistencije kod 32,7% sojeva salmonela na
fluorohinolone, 21,5% na tetracikline, 43,9% na ampicilin, 58,9% na trimetoprim,
48,6% na trimetoprim/sulfametoksazol i 0,9% na florfenikol (MARAN, 2002). U Srbiji
su rezistentni sojevi Salmonella spp. izolovani sa 40,57% trupova Zivine i 25% trupova
svinja. 25% izolovanih salmonela sa trupova svinja je bilo rezistentno prema
amoksicilinu i 25% prema sulfametoksazolu. Medutim, autori navode alarmantnu
¢injenicu rasirenosti rezistencije izolata S. Typhimurium, sa uées¢em od 76,92% iz
uzoraka zivine i 33,33% kod uzoraka iz svinja. lzolati od obe vrste su najéesée bili
rezistentni prema amoksicilinu i sulfametoksazolu (Petrovi¢ i sar., 2008).

Da bi se smanjio broj rezistentnih patogenih mikroorganizama farmeri, veterinari,
preradivaci mesa, lekari kao i drzavni organi uprave pa sve do potrosaca koji bi trebalo
da budu edukovani, treba da rade zajedno da bi sprecili nepravilnu i preteranu upotrebu
antimikrobnih lekova. U primarnoj proizvodnji treba primeniti principe preduslovnih
programa koji podrazumevaju primenu GHP i GMP tj. dobre higijenske i dobre
proizvodne prakse. Na taj nacin ¢e se spreciti ili umanjiti rizik od pojave oboljenja kod
Zivotinja, a samim tim i potreba za antimikrobnom terapijom. Ukoliko je terapija ipak
neophodna mora se aplikovati samo na pravilan nacin i uz nadzor veterinara. U
objektima za klanje i preradu mesa primenom preduslovnih programa i HACCP
koncepta moze biti znaCajno umanjena moguénost kontaminacije mesa sadrzajem

digestivnog trakta odnosno rezistentnim zoontoskim patogenima (Petrovic i sar., 2008).

2.8. Metode za identifikaciju salmonela

Nadzor salmonela u razli¢itim fazama lanca ishrane predstavlja vazan element u
istrazivanju epidemija izazvnih hranom. Efikasnost laboratorijskih metoda za izolaciju i
identifikaciju salmonela su od sustinskog znacaja za monitoring salmonela. Tokom
vremena razvijale su se metode koje su dokumentovane u naucnim literaturama, a
kasnije prihvacene od medunarodnog tela za standardizaciju koje se primenjuju u

laboratorijama Sirom sveta. Vazno je medutim napomenuti da postoje razliCite
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procedure za izolacju salmonela, od kojih se zahteva da imaju visoku osetljivost i
specificnost, uz istovremenu jednostavanost, brzinu i ekonomsku pristupacnost.
Medutim, ni jedna metoda ne ispunjava sve navedene kriterijume i nije optimalna za sve
namene. Stoga je preporucljivo da se konsultuje literatura pre izbora metode za
odredenu svrhu. Molekularne metode se uvode kao alternativa koja ima prednosti u
pogledu brzeg dobijanja rezultata, jednostavnijeg postupka, ali imaju nedostatak u
pogledu cene kostanja (WHO, 2003).

Danas se koristi medunarodni standard, horizontalna metoda za otkrivanje
Salmonella ukljuc¢uju¢i Salmonella Typhi i Salmonella Paratyphi. Ovaj standard se
primenjuje na proizvode predvidene za ishranu ljudi i Zivotinja kao i na uzorke iz

zivotne sredine u zoni proizvodnje hrane i rukovanja hranom.

2.8.1. Konvencionalna serotipizacija

Diferenciranje izolata salmonela se moze raditi na razli¢ite nacine, Sto je vrlo vazno
sa epidemioloSkog aspekta. Broj novih serotipova se stalno povecava, pa je tako na
primer, 26 novih serotpiova otkriveno 1999., 12 tokom 2000., a 22 tokom 2001. godine
I dodato u Kauffmann-White Semu (Popoff i sar., 2001). Epidemioloski je vrlo vazno
razlikovati pojedine izolate salmonela, zbog toga $to definitivna tipizacija salmonela
moze pomo¢i u utvrdivanju izvora infekcije i pracenju trenda antimikrobne rezistencije
kod pojedinih serotipova. Pored konvencionalne serotipizacije na osnovu antigene
strukture, koriste se i napredne tehnike za pronalazanje porekla pojedinih izolata (Yan i
sar., 2003).

Serotipizacija salmonela je naj¢esc¢i metod koji se koristi za razlikovanje sojeva, koji
su sa epidemioloskog aspekta najmanje bakterijske jedinice ciji izolati dele iste
fenotipske i genotipske odlike. Serotipizacija omogucava razlikovanje sojeva na osnovu
njihovog somatskog (O), kapsularnog (Vi, ukoliko ga ima) i flagelarnog (H) antigena u
razli¢ite serotipove. O antigen je po svojoj strukturi polisaharid i deo je ¢elijskog
povrSinskog lipopolisaharida, a oznafava se odgovaraju¢im brojevima. U vecini
klini¢kih laboratorija, inicijalna serotipizacija zapo€inje koriS¢enjem polivalentnog O

antiseruma $to omoguéava grupisanje salmonela u razli¢ite O grupe oznacene velikim
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slovima. Na primer, S. Typhimurium pripada grupi B, a S. Enteritidis grupi D. Mnoge
salmonele imaju difaznu produkciju flagelarnih antigena i svaki soj moze spontano i
reverzibilno da se razlikuje izmedu ove dve faze sa razli¢itim setovima H antigena. U
fazi 1 ili specifi¢noj fazi, razli¢iti antigeni su ozanceni malim slovima, a u fazi 2 ili
grupnoj fazi, antigeni se oznacavaju brojevima. U jednoj bakterijskoj Celiji obi¢no je
jedan antigen eksprimiran u odredenom vremenu (Vos i sar., 1995; Dauga i sar., 1998).

Od dve vrste salmonela, S. enterica i S. bongori, preko 99% serotipova je grupisano
u vrstu S. enterica i blizu 60% od njih pripada podvrsti enterica (podvrsta 1). Termini
serotip i serovar (oba se mogu skratiti sa ,,ser) se naizmeni¢no koriste, ali skorija
preporuka je da se koristi termin serotip umesto termina serovar. Novootkriveni
serotipovi podvrste enterica (podvrsta |) se nazivaju imenima prema geografskom
podrucju gde je serotip prvi put izolovan. Da bi se izbegla zabuna oznacavanje
serotipova se pise romanskim slovima (bez italika), a prvo slovo se pise veliko. Na
primer, serotip Enteritidis u okviru podvrste enterica se piSe kao Salmonella enterica
subsp. enterica ser. Enteritidis ili jednostavnije skraceno kao Salmonella Enteritidis
(Brenner i sar., 1998; Brenner i sar., 2000).

Za izvodenje serotipizacije, suspenzija izolata salmonela se meSa i inkubira sa
panelom razli¢itih antiseruma koji prepoznaju specificne O ili H epitope. Obimna Sema
serotipizacije se koristi za determinaciju pojedinih serotipova u Kauffmann-White
identifikacionom sistemu. Zbog njihove Siroke prihvaéenosti kao metod za
diferenciranje sojeva salmonela, serotipizacija je postala vrlo vazna u javnom zdravlju.
lako serotipizacija daje osnovne podatke o salmonelama, ograniCenja ipak postoje.

Stoga, su neophodne dodatne preciznije tehnike tipizacije (Popoff i sar., 2001).

2.8.2. Fagotipizacija

Fagotipizacija je vrlo korisna sa aspekta epidemiologije u diferencijaciji sojeva u
okviru odgovarajucéeg serotipa. Fagotipizacija koristi selektivnu sposobnost bakteriofaga
da inficiraju odredene sojeve salmonela omogucéavajuéi razlikovanje pojedinaénih
izolata. Razlic¢iti bakteriofagi imaju sposobnost da selektivno inficiraju izolate

salmonela zahvaljuju¢i razlikama u fagnom receptoru na povrsini bakterijske celije
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(Schmieger, 1999). Kada je odgovaraju¢i fagni receptor lociran na povrsini Celije,
bakteriofag ¢e inficirati bakteriju i lizirati ¢eliju. Oznake fagotipa, su dodeljene
specifiénim sojevima bakterija na osnovu poretka faga koji imaju sposobnost da liziraju
¢elije i formiraju plakove u bakterijskoj kulturi. Fagotipizacija se koristi da opise
pandemijske klonove salmonela, kao §to su S. enterica serovar Typhimurium definitivni
tip 104 (DT104) koji prouzrokuje teSko oboljenje gastrointestinalnog sistema i, Koji
najcesce pokazuje multiplu rezistenciju prema antimikrobnim lekovima. Iz razloga $to
je fagotipizacija tehnicki zahtevna tehnika i zahteva odrZavanje razli¢itih bioloski
aktivnih zaliha faga, obi¢no se primenjuje u referentnim laboratorijama i institucijama

od znacaja za javno zdravlje (Hickman-Brenner i sar., 1991).

2.8.3. Molekularna tipizacija

Diferencijacija izolata salmonela i pronalazenje izvora infekcije kod pojave
epidemija moZe biti postignuto koriS¢enjem molekularnih tehnika tipizacije. Ove
metode tipizacije Kkoriste digestiju enzimima restrikcionim endonukleazama,
amplifikaciju nukleinskih kiselina, ili tehniku sekvencioniranja nukleotida. Svaka od
ovih tehnika ima svoje prednosti i nedostatke. Posledi¢no, izbor odgovarajuce
molekularne tehnike tipizacije zavisi od razli¢itih faktora, a pre svega veli¢ine samog

uzorka, vremena, i resursa koje imamo za tipizaciju.

2.8.3.1.  Tehnike bazirane na restrikcionoj digestiji

Elektroforeza u pulsirajuéem polju jednosmerne struje (Pulsed-field Gel
Electrophoresis - PFGE) i analiza polimorfizma duzine restrikcionih fragmenata
(,,restriction fragment length polymorphism analysis® - RFLP) su bazirane na izolaciji
DNK i analizi restrikcionih fragmenata. PFGE odvaja DNK pod uslovima
naizmenicnog polariteta omogucujuéi 20 puta vecu rezoluciju DNK fragmenata nego
Sto se dobija upotrebom standardne gel elektroforeze (Schwartz i Cantor, 1984). Kada
se koristi istovremeno sa “rare cutting” enzimima, PFGE profil obezbeduje DNK

fingerprint bakterijskog genoma. Pored PFGE, RFLP analiza se moze Kkoristiti
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koris¢enjem “frequent cutting” enzima za ograni¢avanje DNK. Zbog velikog broja
nastalih fragmenata, elektroforeza je posle pracena ,southern blot“ tehnikom
kori§éenjem proba za ponavljajuée elemente DNK (Bailey i sar., 2002). Ceste tacke za
,blotting* ukljucuju ribozomalne RNK sekvence (ribotipizacija) i razli¢ite insercione
elemente u bakterijskom genomu (tipizacija insercionih sekvenci - IS). PFGE se smatra
superiornom u odnosu na ostale zbog toga $to je to zlatni standard za druge molekularne
metode subtipizacije salmonela (Bender i sar., 2001) i znatan broj Salmonella PFGE
profila se nalazi u “PulseNet” bazi podataka Centra za kontrolu i prevenciju bolesti
(CDC). ,,PulseNet“ je nacionalna molekularna mreza za subtipizaciju bakterija,
uzro¢nika bolesti prenosivih hranom koju je je osnovao CDC. Mreza omogucava brzo
poredenje fingerprintova kroz elektronsku bazu obezbedujuéi kriti¢ne podatke za rano
prepoznavanje i pravovremeno istrazivanje u sluc¢aju epidemija (Yan i sar., 2003).
Elektroforeza u pulsiraju¢em elektricnom polju karakteriSe bakterije u subtipove
daju¢i odgovaraju¢e DNK sekvence nakon digestije bakterijske genomske DNK
restrikcionim enzimima. Tokom ovog postupka, bakterijska DNK se razdvaja i kasnije
iseca enzimima do DNK fragmenata (Stjepanovi¢ i sar., 2007). Ovi enzimi vrse isecanje
DNK na mestima gde je prisutna kratka, specificna sekvenca. Restrikcioni enzimi daju 8
— 25 traka DNK (bendovi) koje sadrze 40 — 600 kilobaznih parova (Wiedman, 2002).
Obzirom na to da se fragmenti DNK molekula ove veli¢ine ne mogu razdvajati
standardnim elektroforetskim tehnikama, koristi se posebna tehnika elektroforeze, pri
¢emu se menja smer elektricnog polja, ¢ime se postize razdvajanje DNK fragmenata
koji se kasnije vizuelizuju bojenjem etidijum bromidom. Ovako dobijeni fragmenti
uporeduju se sa ve¢ postojeCom bazom podataka i na taj nain se utvrduje stepen
srodnosti proucavanog bakterijskog soja. Tokom kontinualne elektroforeze, DNK
fragmenti velicine 30-50 kb migriraju istom brzinom bez obzira na veli¢inu, §to se na
gelu uocava kao jedna difuzna traka. Medutim, ukoliko su fragmenti DNK primorani da
menjaju smer kretanja tokom elektroforeze, fragmenti razliCitih veli¢ina bice
medusobno razdvojeni. Sa svakom novom preorijentacijom elektricnog polja, manji
DNK fragmenti ¢e poceti da se kreCu u novom smeru brze nego oni vece molekulske
mase. Usled toga, ve¢i DNK fragmenti zaostaju iza, obezbedujuci separaciju od manjih

DNK fragmenata (Raseta, 2014).
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U jednoj genotipizaciji i epidemioloskom istrazivanju S. Enteritidis, PFGE je dao
napredniji nivo razlikovanja u poredenju sa analizom plazmida i ribotipizacijom (Ridley i
sar., 1998). PFGE proizvodi ukupno 32 razli¢ita profila dok se analizom plazmida dobija
samo 18 razli¢itih profila, a ribotipizacijom tri. Glavni nedostatak PFGE je vreme, jer je

za set analiza neophodno od 1 do 5 dana u zavisnosti od koriS¢enog protokola.

2.8.3.2.  Tehnike bazirane na amplifikaciji

Razvijene su razli¢ite tehnike za odredivanje genetske varijabilnosti koje su bazirane
na amplifikaciji specificnih 1 nespecificnih delova genoma. Ove metode ukljucuju
wamplified fragment length polymorphism“ (AFLP), ,,random amplified polymorphic
DNA PCR*“ (RAPDPCR), ,.arbitrary primed PCR*“ (AP-PCR) i ,repetitive element
PCR* (Rep-PCR). AFLP vezuje restikcionu digestionu analizu i PCR amplifikaciju za
odredivanje srodnosti sojeva bakterija (Vos i sar., 1995). Druge metode bazirane na
PCR tipizaciji za razlikovanje bakterijskih izolata se oslanjaju na amplifikaciju profila,
bez DNK restrikcije. Dve od ovih tehnika su RAPD-PCR i AP-PCR, koje su sli¢ne
metodama PCR subtipizacije (Kantama i sar., 1996).

RAPD, u kombinaciji sa PFGE i fagotipizacijom su koris¢eni u analizi Salmonella
Enteritidis izolovane u bolnickim epidemijama (Skibsted i sar., 1998) i dokazano je da je

da RAPD vrlo korisna dopunska tehnika u ispitivanju epidemija (Vesalovic i sar., 1991).

2.8.3.3.  Tehnike zasnovane na sekvencioniranju nukleotida

Ove tehnike koriste polimorfizam sekvenci DNK u okviru specifi¢nih target
sekvenci za razlikovanje sojeva. Jedna od ovih tehnika ukljucuje multilokusno
sekvencioniranje (MLST). Kada se MLST koristi u proceni izolata salmonela, podaci
ukazuju da sposobnost ove metode u razlikovanju tipiziranih izolata nudi prednosti nad
serotpizacijom i PFGE (Spratt, 1999; Kotetishvili i sar., 2002).
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3.

CILJ | ZADACI RADA

Cilj ove doktorske disertacije je da se utvrdi zastupljenost salmonela u uzorcima

briseva sa trupova svinja u razli¢itim fazama proizvodnje (nakon omamljivanja,

zavrsene obrade i hladenja) i1 iz sadrzaja ileuma, izvr$i njihova fenotipizacija,

genotipizacija i utvrdi osetljivost na antimikrobne lekove.

Da bi se ostvario postavljeni cilj, utvrdeni su sledec¢i zadaci:

1.

Formirati bazu podataka o poreklu Zivotinja, na¢inu transporta, na¢inu ishrane i
boravku u depou;

Izvrsiti izolaciju Salmonella spp. iz uzoraka briseva sa trupova svinja nakon
omamljivanja, zavrSene obrade i hladenja;

Izvrsiti izolaciju Salmonella spp. iz sadrzaja ileuma;

Odrediti broj Enterobacteriaceae iz uzoraka briseva sa trupova svinja nakon
omamljivanja, zavrSene obrade i hladenja;

Izvrsiti fenotipizaciju izolata salmonela;

Izvrsiti ispitivanje osetljivosti izolovanih serotipova salmonela na antimikrobne
lekove disk difuzionom metodom i E-testom;

Izvrsiti genotipizaciju salmonela izolovanih sa trupova svinja i iz sadrzaja

ileuma;
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Formiranje baze podataka o poreklu Zivotinja, na¢inu

transporta, nacinu ishrane i boravku u depou

Ispitivanje je sprovedeno na jednoj klanici srednjeg kapaciteta iz okoline Beograda.
Prilikom posete klanici, vrSeno je 1 anketiranje, odnosno prikupljanje podataka o:
poreklu svinja (farma, otkup), mestu nabavke, nacinu ishrane (suva, tecna,
kombinovana), telesnoj masi svinja, starosti, duZini trajanja transporta, duzini boravka u
stocnom depou, eventualnom meSanju svinja u sto¢nom depou sa svinjama drugog
porekla 1 higijeni depoa. Anketiranje je sprovodeno jednom nedeljno tokom 10 nedelja.

Primer ankete je dat u tabeli 4.1.1.
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Tabela4.1.1. Anketa

Anketa br. Br. nedelje: I =11 =1 =1V -V -VI-VII - VIl - IX- X
Datum: Dan u nedelji: pon — ut — sre - ¢et — pet
Poreklo svinja: 1. Farma

2. Otkup

Napomena: ukoliko se radi o farmi, kojeg je kapaciteta?

Mesto nabavke:

Nadin ishrane:

1. Tecna

2. Cvrsta

3. Kombinovana

Napomena (ukoliko je moguce navesti koje komponente
hrane su koris¢ene):

Masa svinje: 1. 70-80 kg
2. 80-90 kg
3. 90-100 kg
4. 100-110 kg
5. Preko 110 kg
Starost svinje: 1. 3-6 meseci
2. 6-9 meseci
3. 9-12 meseci
4. 12-15 meseci
5. Preko 15 meseci
Drugo:
Koliko dugo je trajao
transport:
Koliko dugo su
Zivotinje boravile u
depou od momenta
istovara do momenta
klanja:
Da i je doslo do 1. Da
mesanja Zivotinja u 2. Ne
depou:
Higijena depoa je: 1. Dobra
2. Zadovoljavajuca
3. Losa
Napomena (ukoliko je pod 2 i 3 navesti $ta je razlog tome):

Napomena:

Napomena:
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4.2. Opis linije klanja u ispitivanom objektu

Linija klanja svinja je automatizovana i transport duz linije se obavlja pomocu
konvejerskog sistema. Prema satnom kapacitetu na ovoj liniji se zakolje i obradi od 100
- 110 svinja po Casu. Svinje se iz sto¢nog depoa uvode preko koridora u kome se
obavlja pranje svinja vodom pod pritiskom (prskanje), do automatizovanog boksa za
pojedina¢no omamljivanje, koje se obavlja elektricnom strujom, visokog napona,
pomocu kljesta. Prilikom omamljivanja elektricna kljeSta se postavljaju na glavu
zivotinje, tacnije elektrode se postavljaju na obe slepoocnice iza baze usiju. Elektri¢na
struja izaziva elektroSok koji se manifestuje epileptiformnim napadom, padom Zivotinje,
gubitkom svesti i gréevima misica.

Nakon omamljivanja, iskrvarenje svinja se vrS$i u horizontalnom polozaju, na
konvejerskom stolu, sa specijalno konstruisanim odvodima za krv i mokracu.
Iskrvarenje se obavlja u roku od 10s nakon omamljivanja, ubodom u vrat, presecanjem
velikih krvnih sudova.

Posle iskrvarenja, trupovi svinja, se podizu na visoki kolosek, kacenjem lanca za
zadnju nogu svinje. Od tog momenta, linija klanja postaje automatizovana i svinje salje
ka bazenu za Surenje. Pre Surenja svinjski trupovi se peru vodom u specijalno
konstruisanim masinama koje sadrze gumene biceve, Cija je svrha da se smanji
kontaminacija bazenske vode za Surenje skidanjem ostataka necistoca i krvi.

Bazen za Surenje svinja je zatvorenog tipa, gde trupovi prolaze u vertikalnom
poloZzaju, u periodu od 45-60s. Temperatura vode iznosi 61°C.

Posle Surenja dlaka se skida maSinski koriS¢enjem Sel masina (golijat ili maSina za
skidanje ¢ekinja). Linija automatski skida lance sa zadnje noge trupa svinje, i trup upada
horizontalno u masinu za skidanje dlaka. Prilikom okretanja valjaka, skidaju se cekinje i
struze epidermis koagulisan prilikom Surenja.

Masine izbacuju trupove svinjske na stolove na kojima se isecaju usi 1 o€i, skida
rozina papaka i oslobadaju tetive na metatarzalnim delovima zadnjih nogu, preko kojih
se trupovi kace na raspinjace, a zatim podizu na visoki kolosek, i od tog momenta kreée

ponovo automatizovani kolosek.
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Potom, trup svinje ulazi u kabinet, gde rotirajuci bi¢evi ostranjuju visak dlake, krvi 1
epidermisa. Nakon toga, svinjski trupovi se opaljuju u kabinetu za plinsko opaljivanje,
pri visokoj temperaturi, nakon ¢ega dobijaju zlatno zutu boju, a nagorela koza se polira
u kabinetu za poliranje kombinovanom upotrebom vode i gumenih biceva.

Na visokom koloseku se potom vr$i podvezivanje rektuma specijalno napravljenim
pistoljem sa rotiraju¢im pokretom.

Na platformi za evisceraciju, vrsi se vadenje zeludacno-crevnog trakta sa
mezenterijumom, slezine, pankreasa, a eviscerirani organi se potom stavljaju u posude
konvejerskog stola, na kome se obavlja veterinarsko sanitarni pregled.

Na platformi za vadenje grudnih organa i jetre, uzima se uzorak dijafragme za
utvrdivanje prisustva trihinele. Grudni organi se kace na kuke, obelezavaju, i
automatizovanom linijom $alju na veterinarsko sanitarni pregled.

Trupovi svinja se potom rasecaju po medijalnoj liniji ki¢menog stuba na dve
polovine pomocu elektri¢ne testere na platformi za rasecanje trupova. Sa svinjskih
polutki, se potom u predelu buta, leda, grebena i vrata, kao i u mamarnoj regiji popusta
potkozno masno tkivo kako bi se ubrzalo hladenje mesa. Masno tkivo grudne i trbusne
regije ostaje na polutkama za vreme hladenja. Nakon toga se vadi kicmena mozdina 1
oba bubrega.

Na kraju obrade polutke se peru vodom pod pritiskom, ¢ime se odstranjuju krv i
opiljci kostiju, a manjim delom i mikroorganizmi. Posle veterinarsko sanitarnog
pregleda polutki, 1 obelezavnja pecatima, trupovi se upucuju na hladenje.

Dijagram toka linije klanja prikazan je na shemi 4.2.1.
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Shema 4.2.1.  Dijagram toka na liniji klanja

Omamljivanje

N/

Iskrvarenje

N/

Kacenje na kuke, podizanje na visoki kolosek

-

Surenje

<

Mehanicko skidanje dlake

G

Sagorevanje ostalih ¢ekinja

<

Rucno izbrijavanje 1 pranje

<

Oslobadanje 1 podvezivanje rektuma

&

Vadenje usnog kanala i ocnih jabucica

<

Evisceracija (vadenje grudnih organa)

AV 4

Rasecanje trupa (obelezavanje 1 uzimanje uzoraka za trihineloskopiju)

A4

Popustanje sala

AV

Vadenje mozga 1 kicmene mozdine

N

Vadenje bubrega

A4

ZavIsno pranje

A4

Hladenje
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4.3. Uzorkovanje

Za ispitivanje su uzorkovani brisevi sa 100 trupova svinja kao i sadrzaj ileuma.
Uzorkovanje je trajalo deset nedelja, svake nedelje se rotirao dan uzorkovanja, kako bi

se obuhvatili svi dani u nedelji.

4.3.1. Uzimanje uzoraka briseva sa trupova zaklanih svinja

Uzimani su brisevi sa trupova nakon omamljivanja, zatim nakon zavrsene obrade, a
pre hladenja i 24h posle pocetka hladenja. Brisevi su uzimani sa obe polovine (polutke)
istog trupa, Sto ¢ini 200 uzoraka briseva nakon omamljivanja, 200 nakon zavrSene
obrade 1 200 briseva nakon hladenja, odnosno ukupno 600 briseva za ispitivanje na
prisustvo salmonela i odredivanje broja enterobakterija.

Uzorkovanje je vrseno abrazivnim sunderima dimenzije 3,8%7,6 cm u stomaher kesi
(3M Food Safety, Nemacka), koji su specijalno namenjeni za uzorkovanje briseva sa
trupova svinja. Pre uzorkovanja, sunderi su hidratisani sa 10 ml Maximum Recovery
Dileunt (Merck, Nemacka). Prilikom uzorkovanja u klanici, sunderi su vadeni iz
stomaher kese sterilnom rukavicom i vrSeno je uzorkovanje, nakon ¢ega su sunderi
vraéani u obeleZzene stomaher kese koje su potom hermeticki zatvarane.
Transportovanje uzoraka, vrseno je pri kontrolisanom temperaturnom rezimu od 1-4°C.
Bakteriolosko ispitivanje zapoceto je u roku od 1 ¢asa od uzimanja uzoraka u skladu sa

standardom SRPS EN ISO 7218:2008.

4.3.2. Uzimanje uzoraka sadriaja ileuma

Od istih trupova zaklanih svinja (100), nakon faze evisceracije, uzorkovan je sadrzaj

ileuma. lleum je prethodno u klanici iseCen u duzini od 15 cm iz crevnog trakta i
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prenesen u sterilnu stomaher kesu. Nakon transporta uzoraka u kontrolisanim uslovima,

u laboratoriji je asepti¢no odvojen sadrzaj ileuma i zapoceto bakteriolosko ispitivanje.

4.4. lzolacija i identifikacija Salmonella spp.

4.4.1. lzolacija Salmonella spp.

Izolacija Salmonella spp. vrSena je prema standardu SRPS EN ISO 6579:2008,
Mikrobiologija hrane i hrane za Zivotinje - Horizontalna metoda za otkrivanje
Salmonella spp.

U laboratoriji su uzorci prethodno obogaceni neselektivnom te¢nom podlogom,
dodavanjem 90 ml puferisane peptonske vode (Torlak, Srbija), homogenizovani u
trajanju od dva minuta i inkubisani pri 37°C£1°C tokom 18+2h ¢asa.

Nakon toga, prenesen je 0,1 ml kulture u epruvetu koja sadrzi 10 ml Rappaport-
Vasiliadis bujon (RVS bujon, Himedia, India ) dok je istovremeno 1ml prenesen u
epruvetu koja sadrzi 10 ml Muller—Kauffmann tetrationat/novobiocin bujon (MKTTn
bujon, Himedia, India). Potom je inokulisani RVS bujon inkubisan pri 41,5£1°C tokom
24+3h, a inokulisani MKTTn bujon 37°C+1°C tokom 24+3h.

Posle inkubacije iz RVS bujona preneto je pomocu eze na povrsinu dve Petrijeve
ploce, koje sadrze selektivnu podlogu za izolaciju Ksiloza lizin dezoksiholat agar (XLD
agar, Torlak, Srbija) do iscrpljenja tako da se dobiju dobro izolovane pojedina¢ne
kolonije. Postupak je ponovljen inokulacijom i na drugu selektivnhu podlogu Brilliant
Green agar (BG agar, Torlak, Srbija). Dobijena kultura na MKTTn bujonu inokulise se
na dve Petrijeve ploce sa selektivnom podlogom Ksiloza lizin dezoksiholat agar i
paralelno na Brilliant Green agar (BG agar, Torlak, Srbija). Ploce se okrenu, tako da je
dno gore i stave u inkubator pri temperaturi od 37°C+1 °C tokom 24+3h.

Nakon inkubacije, pregledane su podloge i tipi¢ne kolonije, koje na XLD agaru
imaju crno srediSte i svetlu prozirnu zonu crvenkaste boje, a na BG agaru su

karakteristi¢no svetlo ruzicaste boje presejane su na hranljivi agar.

45



Izolacija Salmonella spp. u uzorcima sadrzaja ileuma vrSena je prema istom
standardu SRPS EN ISO 6579:2008, Annex D, Otkrivanje Salmonella spp. u fecesu
Zivotinja i u uzorcima iz Zivotne sredine u primarnoj fazi proizvodnje. U laboratoriji,
uzorci su prethodno obogacéeni neselektivnom te¢nom podlogom, dodavanjem 90 ml
puferisane peptonske vode (Torlak, Srbija), homogenizovani u trajanju od dva minuta i
inkubisani pri 37°C+1 °C tokom 18+2h. Plo¢e sa modifikovanim polu¢vrstim
Rappaport-Vassiliadis agarom (MSRV, Biokar Diagnostics, Francuska) inokulisane su
dobijenom kulturom, i inkubisane pri 41,5 °C + 1 °C tokom 24 h + 3 h. Ako je ploca
negativna posle 24 h, inkubira se tokom sledec¢ih 24 h + 3 h. Nakon toga sledi selektivna
izolacija 1 identifikacija na ¢vrstim podlogama.

Radi potvrdivanja, uzeto je po pet kolonija sa svake selektivne podloge i presejeno

na hranljivi agar (HA, Torlak, Srbija) i inkubirano pri 37°C+1 °C tokom 24+3h.

4.4.2. ldentifikacija Salmonella spp.

4.4.2.1.  Biohemijsko potvrdivanje

Za biohemijsko i serolosko potvrdivanje salmonela kori§¢ene su Ciste kulture. Za
biohemijsko potvrdivanje koris¢en je identifikacioni kit za Enterobacteriaceae i druge
Gram negativne bakterije, APl 20E kit (BioMérieux®, France). Na plasti¢noj traci
nalazi se 20 mikrotuba, koje sadrze dehidrovane podloge. Dvadesetprva reakcija
oksidaze je izdvojena sa panela i radila se posebno, ali je sastavni deo u identifikaciji.
Prema uputstvu proizvodaca, mikrotube se inokuliSu bakterijskom suspenzijom starom
od 18-24h, pripremljenu u 5 ml rastvora 0,85% NaCl. Tokom inkubacije pri 36°C + 2°C
tokom 18-24h, metabolicka aktivnost bakterija dovodi do promene boje mikrotuba pre
ili nakon dodavanja reagensa. Reakcija je o€itana prema priloZenom uputstvu, a

identifikacija uradena prema identifikacionom softveru proizvodaca.
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4.4.2.2.  Serolosko potvrdivanje Salmonella spp.

Za identifikaciju salmonela polivalentnim i monovalentnim serumima prema
Kauffmann-White shemi odnosno standardu ISO/TR 6579-3:2014, kori$¢eni su
antiserumi proizvodaca Instituta za javno zdravlje Srbije ,,Dr Milan Jovanovi¢ Batut® i
Statens Serum Institute (Danska). Aglutinacija je radena na mikroskopskoj plocici i €itana
na direktnoj svetlosti i crnoj pozadini. Postupak je bio sledeci: nanese se jedna kap
antiseruma (oko 10 ul) na mikroskopsku plo¢icu i pomesa sa ispituju¢om kulturom.
Pozitivna rekacija se manifestovala pojavom aglutinata (krpica), a negativha homogenom

mlecnom te¢noscu. Vreme ocitavanja reakcije je definisano uputstvom proizvodaca.

4.5. Odredivanje broja Enterobacteriaceae

Uporedo sa ispitivanjem na prisustvo Salmonella spp. u uzorcima briseva vrseno je
odredivanje broja Enterobacteriaceae, prema standardu SRPS 1SO 21528-2,
Mikrobiologija hrane i hrane za Zivotinje - Horizontalna metoda za otkrivanje i
odredivanje broja Enterobacteriaceae - Deo 2: Metoda brojanja kolonija.

Odredivanje broja Enterobacteriaceae je vrSeno pravljenjem serije pojedinac¢nih
decimalnih razblaZenja uzorka za ispitivanje tako $to je pomocu sterilne pipete preneto
u svaku od dve sterilne Petrijeve ploce po 1 ml uzorka za ispitivanje. Ponavljan je
opisani postupak sa daljim razblaZenjima, koriS¢enjem nove sterilne pipete za svako
razblazenje. U svaku Petrijevu plocu naliveno je priblizno 10 ml ljubicastocrvenog
zuénog agara sa glukozom (VRBG, Himedia, India) koji je posle pripreme ohladen u
vodenom kupatilu na 44°C i 47°C. Vreme koje protekne izmedu inokulacije Petrijevih
ploca i trenutka kada se podloga naliva u ploce ne sme da prede 15 minuta.

Inokulat se pazljivo izmeSa sa podlogom, horizontalnim pokretima, i podloga se
ostavi da o¢vrsne u Petrijevim ploCama koje se postave na hladnu povrSinu. Posle
potpunog oc¢vrs¢avanja smeSe, doda se pokrivni sloj od priblizno 15 ml

ljubicastocrvenog Zzu¢nog agara sa glukozom da bi se sprecio sliveni rast i postigli
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poluanaerobni uslovi. Nakon o¢vr§¢ivanja, okrenu se pripremljene plo¢e i inkubiraju u
inkubatoru podeSenom na 37 °C tokom 24 h £ 2 h.

Karakteristi¢ne kolonije su ruzi€aste do crvene ili purpurne boje (sa oreolima taloga
ili bez njih). Potom su izbrojane ploce koje sadrze manje od 150 karakteristi¢nih
kolonija, i slu¢ajnim izborom izabrano je pet kolonija koje su biohemijskim testovima
potvrdivane. Na ploCe sa hranljivim agarom brazdanjem se zaseje svaka od kolonija
izabranih za potvrdivanje. Ove ploce su inkubisane pri 37 °C tokom 24 h = 2 h. Od
testova za biohemijsko potvrdivanje koriS¢ena je reakcija oksidaze i test fermentacije

glukoze. Preracunavanje je vrSeno prema standardu 1SO 7218:2007.

4.6. Odredivanje antimikrobne osetljivosti Salmonella spp.

4.6.1. Disk difuziona metoda

Za ispitivanje antimikrobne osetljivosti disk difuzionom metodom izabrano je tri do
pet ispituju¢ih kolonija koje nisu bile starije od 24h, i prenete u 4-5 ml sterilnog
fizioloskog rastvora (0,9% NaCl), i snazno promesane na vorteks meSalici. Suspenzija
bakterija 0,5 McFarland skale, §to iznosi priblizno 1-2 x 108 bakterija/ml je koriséeno za
dalji rad. Izabrane kolonije inkubisane su tokom noc¢i na neselektivnoj podlozi (hranljivi
agar, Torlak, Srbija). U roku od 15 minuta, sterilan bris je potapan u pripremljeni
inokulum i rotiran je nekoliko puta uz gornji unutrasnji zid epruvete da bi se izbacio
viSak tecnosti. Nakon toga je izbrazdana Citava povrSina Petri plo¢a sa Muller Hinton
agarom (BD, Becton, Dickinson and Company, USA) tri puta, okrecuéi pri tome ploce
za 60 stepeni izmedu brazdi kako bi se postiglo jednako rasporedivanje inokuluma.
Ploce su potom ostavljene 15 minuta kako bi povrSinska vlaga bila upijena pre
nanoSenja diskova natopljenih odgovaraju¢im antibiotikom. Izabrani su odgovarajuci
diskovi 1 preneti pomocu pincete u asepti¢énim uslovima na povrSinu agara. Diskovi su
lagano pritisnuti kako bi dosli u kontakt sa agarom. Pripremljene plo¢e sa agarnom
stranom okrenute su na gore i prenesene u inkubator na temperaturu od 36 + 1°C tokom

16 do 18 sati u aerobnim uslovima.
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Nakon inkubacije, ocitavanje je vrSeno sa donje strane Petrijeve ploce, tako Sto je
ploca usmeravana ka izvoru svetlosti 1 oitavana vrednost pomocu plasti¢nog lenjira u
milimetrima, pri ¢emu je vrednost zaokruzivana na nablizi ceo broj. Prilikom
ocitavanja, podrazumevalo se da je zona inhibicije rasta zona oko diska antibiotika U
kojem nema nikakvog rasta. Zone su imale izgled kruga. Ukoliko je soj rezistentan na
odredeni antibiotik, tada nije bilo nikakve zone inhibicije, ve¢ je soj rastao i1 ispod
samog diska. Vrednost — zona na osnovu koje je procenjivano da li je osetljiv ili
rezistentan je preuzeta od EUCAST (European Commission on Antimicrobial
Susceptibility Testing, 2015).

Za disk difuzionu metodu koriS¢eni su slede¢i diskovi: NA-30 Nalidiksinska
kiselina, CAZ 30 Ceftazidim, CIP-5 Ciprofloksacin, SXT- Sulfametoksazol-
Trimetoprim, AM-10 Ampicilin, C- 30 Hloramfenikol, MEM-10 Meropenem, GM-10
Gentamicin i TE-30 Tetraciklin.

46.2. ETEST

Za odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije koriS¢en je E test. E test je
difuzioni test za odredivanje MIC tj. minimalne inhibitorne koncentracije datog
antibiotika, izrazene u pg/ml, koje ¢e inhibirati rast odredene bakterije pod definisanim
eksperimentalnim uslovima.

E test je tanka, inertna i neporozna plasti¢na traka. Jedna strana (A) trake na sebi ima
skalu za citanje vrednosti MIC u pg/mL i Sifru od dva ili tri slova na drSci -
identifikacionu oznaku antibiotika.

Kao referentna podloga za E test je koris¢en Muller Hinton agar kao i u disk
difuzionoj metodi. Inokulum je pripreman identi¢no kao i u disk difuzionoj metodi.
Najpre je emulgovano nekoliko dobro izolovanih kolonija sa ploc¢e hranljivog agara
inkubiranih preko no¢i u odgovaraju¢éem medijumu za suspenziju kako bi se postiglo
potrebno zamucenje prema McFarland standardu. Potom je potopljen sterilan Stapi¢ za
uzimanje brisa u suspenziju inokuluma i odstranjena je suvi$na te¢nost pritiskom Stapica
o unutras$nji zid epruvete za testiranje. Pazljivo je zasejana Citava povrSina agara tri

puta, svaki put uz okretanje plo¢e za oko 60 stepeni kako bi se inokulum ravnomerno
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rasporedio. PloCe su potom ostavljene da se suviSna vlaga apsorbuje oko 15 do 20
minuta tako da povrSina bude potpuno suva pre postavljanja E test traka sa gradijentom.

E test trake sa gradijentom su postavljene tako da strana na kojoj se nalazi MIC skala
bude okrenuta nagore (ka poklopcu ploce) i da maksimalna koncentracija bude najbliza
ivici ploce vode¢i racuna da Citava traka u potpunosti bude u dodiru sa povrSinom agara.
Kada su ispod trake uoCeni vazdusni dZepovi, radeno je odstranjivanje blagim
pritiskanjem trake (bez pomeranja trake) vrhom pincete, pocev od strane sa najnizom
koncetracijom ka suprotnoj strani. Kada je postavljena, traka viSe nije pomerana.

Nakon zavrSene inkubacije, oko E test traka javljala se zona inhibicije oblika elipse.
Ocitavanje se vrsilo uzimanjem onog broja gde se porasle kolonije dodiruju sa E test
trakom, 1 ta vrednost predstavlja MIC antibiotika. U ispitivanju su kori$¢ene sledece E test
trake: Nalidiksinska kiselina - NA 0.016-256 mg/l, Ceftazidim - TZ 0.016-256 pg/ml,
Ciprofloksacin - ClI 0.002-32 pg/ml, Trimetoprim - TR 0.002-32 pg/ml, Ampicilin - AM
0.016-256 pg/ml, Hloramfenikol - CL 0.016-256ug/ml, Meropenem - MP 0.002-32ug/ml,
Gentamicin - GM 0.016-256 pg/ml i Tetraciklin - TC 0.016-256 pg/ml.

4.7. Gel elektroforeza u pulsirajuéem polju (PFGE)

PFGE metoda se obavljala po protokolu U.S. CDC PulseNet protocol (One-Day 24-
28h, Standardized Laboratory Protocol for molecular Subtyping of Escherichia coli
0157:H7, non-typhoidal Salmonella serotypes, and Shigella sonnei by Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE)) (Ribot i sar., 2006).

Za ispitivanje genotipske pripadnosti metodom PFGE izolati salmonela su presejani
na tripton soja agar (TSA, Merck, Nemacka) i inkubisani u vremenu od 18-20 h pri
temperaturi od 37°C. Nakon inkubacije, kolonije salmonela su preneSene u sterilne
epruvete sa puferom za suspenziju celija do opticke gustine od 1,3 do 1,4 na
spektrofotometru talasne duzine 610 nm. Od tako pripremljenih suspenzija po 200 pl je
preneSeno u sterilne Eppendorf epruvete, a zatim dodato po 10 pL (20 mg/ml)
proteinaze K (Invitrogen, USA). Uloga proteinaze K je da oslobodi DNK materijal iz

bakterijske ¢elije. Upotreba rukavica tokom ove faze je bila obavezna, jer se DNK-aze i
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RNK-aze mogu nalaziti na rukama ljudi. Kori$¢ene su plave nitrilne rukavice bez talka
(Unigloves, Germany). Ova suspenzija je zatim meSana sa 200 pl otopljene i na
temperaturi od 50°C SeaKem Gold agaroze (Lonza, USA) i prenesena u kalupe za
razlivanje i pripremu plagova. Nakon hladenja stvrdnuti plagovi su istiskivani iz kalupa
u epruvete sa puferom za lizu ¢elija. Liziranje sa proteinazom K je obavljano u termo
Sejkeru (Bio San, Letonija) na temperaturi od 54°C u trajanju od 16 sati. Kako bi DNK
lanac u celosti bio dostupan restriktivnim enzimima, proteinaza K i sastojci pufera za
liziranje, dovode do razaranja celijskog zida bakterije bez lomljenja i kidanja DNK, §to
je i cilj ovog postupka. Nakon liziranja, plagovi su ispirani u dejonizovanoj vodi dva
puta i u Tris-EDTA puferu Cetiri puta na temperaturi od 50°C u laminarnoj komori
pomocu pipeta. Ovim postupkom su uklonjeni produkti liziranja kao Sto su ostaci
proteinaze i nepozeljne partikule, kako bi se dobio $to Cistiji genom salmonele. Plagovi
su nakon liziranja podvrgnuti digestiji restriktivnim enzimom XBal (Fermentas,
Litvanija) na temperaturi od 37°C u termostatu u trajanju od 16 sati. Nakon digestije
restriktivnim enzimom plagovi su podvrgavani elektroforezi u 1% SeaKem Gold
agarozi. Elektroforeza je vrSena na CHEF DRIII sistemu (Bio-Rad), a njeni parametri su
bili pocetno vreme 2,2 sekunde, zavr$no vreme 63,8 sekundi pri naponu struje od 200
volti. Duzina trajanja elektroforeze je iznosila 18 sati, a temperatura pufera 14°C.
Vizuelizacija fragmenata DNK je vrSena bojenjem etidijum bromidom (Bio-Rad, USA),
a zatim izlaganjem UV zracima. Snimanje je vrSeno GelDoc XR sistemom, a primarna
analiza gela je vrSena GelDoc softverom, dok je analiza fragmenata vrSena FPQuest

softverom (Bio-Rad, USA).

4.8. StatistiCka analiza

U statistickoj analizi dobijenih rezultata izvedenog eksperimenta kao osnovne
statistiCke metode koristili smo deskriptivne statisticke pokazatelje. Ovi pokazatelji su
omogucili opisivanje dobijenih eksperimentalnih rezultata i njihovo tumacenje. Od
deskriptivnih statistiCkih pokazatelja koristili smo: meru centralne tendencije,

standardnu devijaciju, standardnu gresku, aritmeticke sredine, interval varijacije i
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koeficijent varijacije. Dalja statisticka analiza odvija se u zavisnosti da li su
analizirani podaci normalno distribuirani ili ne. Testiranje na normalnost izvedeno je
pomoc¢u Kolmogorov-Smirnov testa. U sluaju normalne distribucije podataka za
poredenje signifikantnih razlika izmedu eksperimentalnih grupa koristili smo
parametarsku analizu varijanse (,,one way analysis of variances®*). U slu€aju kada
distribucija podataka nije normalna upotrebljavana je ne-parametarska Kruskal -
Vallisova analiza varijanse (,,Kruskal Wallis Analysis of Variance on Ranks®). U
sluc¢aju da postoje statisti¢ki signifikantne razlike izmedu grupa, parovi grupa bili su
poredeni izmedu sebe na osnovu parametarskog Tukievog testa, odnosno ne-
parametarskog ,,Dunn's Multiple Comparison® testa i Hi-kvadrat testa. Signifikantnost
razlika ustanovljavana je na nivoima znacajnosti od 5 1 1 %. Svi dobijeni rezultati
prikazani su tabelarno i graficki. Statisticka analiza izvedenog eksperimenta uradena
je u GraphPad Prism verzija 6.00 za Windows, (GraphPad Software, San Diego,
California USA), www.graphpad.com i MS Excel-u.
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5. REZULTATI

5.1. Rezultati obrade podataka o poreklu Zivotinja, na¢inu

transporta, na¢inu ishrane i boravku u depou

Anketom je utvrdeno da su svinje u osam ispitivanih nedelja poticale sa farme, dok
su u prvoj i devetoj nedelji bile iz otkupa, odnosno poticale su od individualnih
proizvodaca. U dve ispitivane nedelje, svinje su poticale iz Surcina (1. 1 9. nedelja), u
drugoj ispitivanoj nedelji iz VrSca, iz Vrbasa tokom Sest nedelja (3., 5., 6., 7., 8.1 10.
nedelja), a iz Obrenovca u Cetvrtoj nedelji ispitivanja. Najzastupljeniji nacin ishrane je
bio kombinovani, dok je u tri slucaja bila zastupljena ¢vrsta hrana (2., 3., 1 4. nedelja).
Masa svinja je u sedam ispitujuc¢ih nedelja bila u opsegu od 90-100 kg, dok je u tri
nedelje bila u opsegu 100-110 kg (1., 2., i 3. nedelja). Svinje mase preko 110 kg bile su
zastupljene u devetoj nedelji ispitivanja. Starost svinja se tokom devet ispitujucih
nedelja kretala u opsegu od 6-9 meseci, dok su tokom devete nedelje svinje bile starosti
od 9-12 meseci. Transport svinja do klanice trajao je od jedan do Cetiri sata. Svinje su u
cetvrtoj nedelji transportovane u toku jednog sata, dok su svinje u prvoj i devetoj nedelji
transpotovane tokom dva sata. Tokom tri sata svinje su transportovane u drugoj, Sestoj i
osmoj nedelji ispitivanja. Transport svinja u trecoj, petoj, sedmoj i desetoj nedelji trajao
je Cetiri sata. Prema rezultatima ankete svinje su boravile u stoénom depou od jedan do
Cetrnaest ¢asova. Tokom jednog sata u desetoj nedelji, tokom dva sata u tre¢oj i sedmoj
nedelji, tokom tri sata u osmoj i devetoj nedelji, tokom pet sati u prvoj, drugoj i petoj

nedelji, tokom dvanaest sati u Sestoj nedelji 1 tokom Cetrnaest sati u Cetvrtoj nedelji.
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Tokom svih deset nedelja nije doSlo do meSanja svinja u stoénom depou sa svinjama

drugog porekla, a higijena je bila na zadovljavaju¢em nivou.

5.2. Nalaz Salmonella spp. u brisevima uzetim sa trupova

5.2.1. Rezultati izolacije Salmonella spp. iz uzoraka briseva sa trupova

svinja nakon omamljivanja, nakon zavrsene obrade i nakon hladenja

Od ukupno ispitanih 100 trupova svinja tokom deset nedelja u 41% je dokazano

prisustvo Salmonella spp. nakon omamljivanja, dok je nakon zavrSene obrade potvrdeno

u 2% ispitanih trupova. Prevalencija Salmonella spp. u brisevima sa trupova svinja po

ispituju¢im nedeljama data je u tabeli 5.2.1.1.

Tabela5.2.1.1. Prevalencija Salmonella spp. u brisevima sa trupova svinja po

ispituju¢im nedeljama

; Nakon Nakon zavrsene Nakon

Nedelja 'IcBrLOpJ)ova omamljivanja obrade hladenja

Broj (%) Broj (%) | Broj (%)
1. 10 8 80 0 0 0 0
2. 10 6 60 0 0 0 0
3. 10 9 90 2 20 0 0
4, 10 6 60 0 0 0 0
5. 10 4 40 0 0 0 0
6. 10 5 50 0 0 0 0
7. 10 1 10 0 0 0 0
8. 10 2 20 0 0 0 0
9. 10 0 0 0 0 0 0
10. 10 0 0 0 0 0 0
Ukupno 100 41 41 2 2 0 0

Nalaz salmonela, tokom deset nedelja uzorkovanja, nakon omamljivanja kretao se u

opsegu od 0 do 90 %. Nakon zavrSene obrade, salmonele su izolovane samo sa dva

trupa u trecoj nedelji ispitivanja.
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Da bi se dobili podaci o Sto potpunijoj distribuciji salmonela na trupovima,
uzimani su brisevi sa obe polovine trupa. Jedino u brisevima uzetim sa obe polovine
trupa nakon omamljivanja utvrden je nalaz salmonela. Rezultati tih ispitivnja

prikazani su u tabeli 5.2.1.2.

Tabela 5.2.1.2. Prevalencija Salmonella spp. u brisevima uzetim nakon omamljivanja

sa obe polovine trupa

Nalaz Salmonella spp. nakon omamljivanja sa obe
i Broj polovine trupa

Nedelja trupova Jednostrano Obostrano

Broj (%) Broj (%)
1. 10 8 80 0 0
2. 10 6 60 0 0
3. 10 9 90 3 30
4, 10 6 60 1 10
5. 10 4 40 1 10
6. 10 5 50 1 10
7. 10 1 10 0 0
8. 10 2 20 0 0
9. 10 0 0 0 0
10. 10 0 0 0 0
Ukupno 100 41 41 6 6

Iz tabele 5.2.1.2. se moze videti da je u trecoj nedelji Salmonella spp. izolovana
obostrano sa tri trupa svinja, dok je u cetvrtoj, petoj i Sestoj nedelji izolovana sa po
jednog trupa.

Salmonele su ¢esce izolovane iz briseva uzetih sa jedne polovine u odnosu na nalaz

u brisevima uzetim sa obe polovine ispitanih trupova (p<0,01).

5.2.2. Rezultati izolacije Salmonella spp. iz sadriaja ileuma

Od ukupno ispitanih 100 uzoraka sadrzaja ileuma zaklanih svinja tokom deset
nedelja u 5% uzoraka dokazano je prisustvo Salmonella spp. Rezultati nalaza

Salmonella spp. u sadrzaju ileuma po nedeljama ispitivanja dati su u tabeli 5.2.2.1.
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Tabela 5.2.2.1. Prevalencija Salmonella spp. u uzorcima sdrZzaja ileuma zaklanih

svinja po nedeljama ispitivanja

. ) . o Sadrzaj ileuma

Nedelja Broj zaklanih svinja -

Broj (%)
1. 10 0 0
2. 10 0 0
3. 10 1 1
4. 10 0 0
5. 10 0 0
6. 10 0 0
7. 10 1 1
8. 10 0 0
9. 10 2 2
10. 10 1 1
Ukupno 100 5 5

5.2.3. Struktura prevalencije Salmonella spp. na trupovima svinja i

sadrZaju ileuma

Dobijeni rezultati strukture prevalencije Salmonella spp. na trupovima svinja po

fazama obrade i u sadrZaju ileuma prikazani su graficki na grafikonu 5.2.3.1.

20, 0%

® Nakon omamljivanja
® Nakon zavrSene obrade
Nakon hladenja
® Sadrzaj ileuma
Grafikon 5.2.3.1. Struktura prevalencije Salmonella spp. na trupovima svinja po

fazama obrade i1 sadrzaju ileuma
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Analizirajuci prevalenciju Salmonella spp. na trupovima svinja ustanovljena je veéa
prevalencija u brisevima uzetim sa trupova nakon omamljivanja nego u brisevima
uzetim nakon obrade i hladenja (p<0,01). Nalaz salmonela u brisevima trupa nakon
omamljivanja, u odnosu na nalaz u sadrzaju ileuma je bio znacajno veci (p<0,01), a
znacajna razlika je utvrdena i u nalazu salmonela u brisevima trupova nakon hladenja u
odnosu na nalaz u sadrzaju ileuma (p<0,05). Medutim, nije utvrdena znacajna razlika u
nalazu salmonela u brisevima trupova nakon obrade i sadrzaju ileuma (p>0,05).

Dobijeni rezultati strukture prevalencije Salmonella spp. na trupovima svinja nakon

omamljivanja, na jednoj odnosno drugoj polovini trupa, prikazani su na grafikonu 5.2.3.2.

m Jednostrano
® Obostrano

Grafikon 5.2.3.2. Struktura prevalencije Salmonella spp. na trupovima svinja nakon

omamljivanja na jednoj i obe polovine trupa

5.3. Rezultati odredivanja broja Enterobacteriaceae iz uzoraka
briseva sa trupova svinja nakon omamljivanja, nakon zavrSene

obrade i nakon hladenja

U cilju ocene higijene u procesu proizvodnje trupova svinja, pored ispitivanja
prisustva salmonela, uradeno je i odredivanje broja enterobakterija. Rezultati tih
ispitivanja sa deskriptivnim statistickim parametrima prikazani su u tabeli 5.3.1. Broj
Enterobacteriaceae (logio CFU/cm?) u brisevima sa trupova svinja tokom deset nedelja

ispitivanja prikazan je u prilogu u tabeli 9.1.
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Tabela5.3.1. Rezultati odredivanja broja Enterobacteriaceae (logio CFU/cm?) u
brisevima sa trupova svinja i deskriptivni statisticki parametri
n x SD SE CV (%) | Xmax | X min
Nakon | 409 | 170ab | 082 | 00823 | 4611 | 385 | 045
omamljivanja
Nakon
zavrsene 100 0,78ac 0,40 0,0400 51,48 2,20 0,15
obrade
Nakon 33 | 013bc | 005 | 00080 | 3466 | 020 | 0,10
hladenja

Statisticka signifikantnost prikazana je istim slovima: a, b, c¢ - p<0,01

Statistickom analizom ustanovljeno je da je prosecan broj Enterobacteriaceae bio

najmanji nakon hladenja (0,13+0,05 logio CFU/cm?), §to je znadajno manje (p<0,01) od

prose¢ne vrednosti nakon omamljivanja (1,79+0,88 logio CFU/cm?) i proseéne vrednosti

nakon obrade (0,78+0,46 logio CFU/cm?). Najveéi koeficijent varijacije zabelezen je

nakon obrade (51,48%), a najnizi nakon hladenja (34,66%). Prose¢ne vrednosti broja

Enterobacteriaceae u razli¢itim fazama prikazane su na grafikonu 5.3.1.

Log 10 (CEU/cm?)

Nakon omamljivanja

Grafikon 5.3.1.

Nakon zavrSene obrade

—_—
p——
1

Nakon hladenja

Prose¢ne vrednosti broja Enterobacteriaceae u razli¢itim fazama

58



5.4. Rezultati fenotipizacije izolata salmonela

Incidencija izolovanih serotipova salmonela iz ispitivanih uzoraka prikazana je u

tabeli 5.4.1. Utvrdena su tri serotipa. Najéescée je izolovan serotip S. Derby (90,74%),
potom S. Infantis (5,56%) i S. Typhimurium (3,7%) (Grafikon 5.4.1). S. Derby je

izolovana iz briseva nakon omamljivanja, nakon obrade i iz sadrZaja ileuma, dok je S.

Infantis bila utvrdena samo u uzorcima briseva nakon omamljivanja. S. Typhimurium je

bila izolovana samo iz sadrzaja ileuma kod dve svinje (3,7%).

Tabela5.4.1. Incidencija serotipova Salmonella izolovanih iz briseva sa trupova
svinja i sadrzaja ileuma
Nalaz . Nalaz_ Nalaz . Nalaz_
: . izolovanih | . .| izolovanih
Nalaz izolovanih . izolovanih .
. . : serotipova . serotipova
i izolovanih | serotipova serotipova X
Serotip . nakon iz
serotipova nakon " nakon . s
omamljivanja zavrsene hladenja sadrzaja
obrade ileuma
n % n % n % n % n %
S. Derby 49 190,74 | 44 | 9362 | 2 | 100 | O 0 3 60
S. Infantis 3 | 5,56 3 6,38 0 0 0 0 0 0
S.Typhimurium | 2 | 3,70 0 0 0 0 0 0 2 40
Ukupno 54 | 100 | 47 100 2 | 100 | O 0 5 | 100
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5,6% 3,7%

m S. Typhimurium
B S. Derby
= 8. Infantis

Grafikon 5.4.1.  Struktura distribucije serotipova salmonela izolovanih sa trupova

svinja i sadrzaja ileuma

Rezultati serotipizacije izolata Salmonella spp. pokazuju da je iz uzoraka briseva
uzetih nakon omamljivanja najc¢esce izolovana S. Derby (93,62%) (p<0,01). Utvrden je
signifikantno veéi broj ovog serotipa u odnosu na S. Infantis izolovanu sa trupova nakon
zavreSene obrade (p<0,01). Graficki prikaz strukture izolovanih serotipova S. Derby dat
je na grafikonu 5.4.2.

0% 5|,56%

3,70%

B Ukupan br. nakon omamljivanja

m Ukupan br. nakon zavrSene
obrade

® Ukupan br. nakon hladenja

B Ukupan br. iz sadrzaja ileuma

Grafikon 5.4.2.  Graficki prikaz strukture izolovanih serotipova S. Derby sa trupova

svinja i sadrzaja ileuma
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S. Typhimurium je izolovana jedino iz uzoraka sadrzaja ileuma. Graficki prikaz

distribucije sojeva salmonela izolovanih iz briseva uzetih sa trupova u razli¢itim fazama

ispitivanja i1 u sadrZaju ileuma dat je na grafikonu 5.4.3.

250
200

150 +

u S. Typhimurium
B S. Derby
S. Infantis

100

50

Nakon omamljivanja

Nakon zavrsene obrade

S. Typhimurium
Nakon hladenje

Sadrzaj ileuma

Grafikon 5.4.3.  Graficki prikaz distribucije serotipova salmonela po fazama

ispitivanja i u sadrzaju ileuma

Analizom prisustva Salmonella spp. po serotipovima bez obzira na fazu

uzorkovanja, ustanovljen je najces¢i nalaz serotipa S. Derby u odnosu na S. Infantis i S.
Typhimurium.

5.5. Rezultati ispitivanja osetljivosti izolovanih serotipova
salmonela na antimikrobne lekove

Osetljivost izolovanih serotipova salmonela na antimikrobne lekove ispitivana je
disk-difuzionom metodom i E-testom.
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5.5.1. Rezultati ispitivanja osetljivosti na antimikrobne lekove disk-

difuzionom metodom

Rezultati ispitivanja osetljivosti izolovanih serotipova salmonela na antimikrobne

lekove dobijeni disk difuzionom metodom prikazani su u tabeli 5.5.1.1.

Tabela 5.5.1.1. Rezultati ispitivanja osetljivosti izolovanih serotipova salmonela na

antimikrobne lekove dobijeni disk difuzionom metodom

Broj |  Osetljivi izolati Rezistentni izolati

Antimikrobni lekovi ispitanih ; .
izolata Broj (%) Broj (%)
Nalidiksinska kiselina NA-30 270 235 87,04 35 12,96
Ceftazidim CAZ-30 270 270 100 0 0
Cip-30 270 270 100 0 0
g(l]‘rametoksazol-trlmetoprlm 270 970 100 0 0
Ampicilin AM-10 270 250 92,60 20 7,41
Hloramfenikol C-30 270 250 92,60 20 7,41
Meropenem MEM-10 270 270 100 0 0
Gentamicin GM-10 270 270 100 0 0
TetraciklinTE-30 270 0 0 270 100

Svi ispitivani izolati salmonela su bili osetljiv na pet antimikrobnih lekova
(ceftazidim, ciprofloksacin, sulfametoksazol-trimetoprim, meropenem i gentamicin), a
rezistentni na tetraciklin. Kod svih ostalih ispitanih antimikrobnih lekova ustanovljena
je visoka osetljivost ispitivanih izolata salmonela. Rezistencija se kretala od 7,41% za
ampicilin i hloramfenikol, do 12,96% za nalidiksinsku kiselinu. Na grafikonu 5.5.1.1.

dat je graficki prikaz osetljivosti salmonela na antimikrobne lekove.
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Grafikon 5.5.1.1. Graficki prikaz osetljivosti salmonela na antimikrobne lekove

Rezultati ispitivanja osetljivosti S. Derby, S. Infantis i S. Typhimurium na antimikrobne

lekove dobijeni disk difuzionom metodom prikazani su u tabelama 5.5.1.2 — 5.5.1.4.

Tabela 5.5.1.2. Rezultati ispitivanja osetljivosti S. Derby na antimikrobne lekove

dobijeni disk difuzionom metodom

Antimikrobni lekovi Broj ispitanih Osetlji_vi izolati Rezistent_ni izolati
izolata Broj (%) Broj | (%)
Nalidiksinska kiselina
NA-30 245 245 100 0 0
Ceftazidim CAZ-30 245 245 100 0 0
Ciprofloksacin Cip-30 245 245 100 0 0
Sulfametoksazol-
trimetoprim SXT 245 245 100 0 0
Ampicilin AM-10 245 240 97,96 5| 2,04
Hloramfenikol C-30 245 240 97,96 5 2,04
Meropenem MEM-10 245 245 100 0 0
Gentamicin GM-10 245 245 100 0 0
TetraciklinTE-30 245 0 0 245 100

Svi izolati S. Derby su bili osetljivi na 6 antimikrobnih lekova (nalidiksinska kiselina,

ceftazidim, ciprofloksacin, sulfametoksazol-trimetoprim, meropenem i gentamicin).
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Tabela 5.5.1.3. Rezultati ispitivanja osetljivosti S. Infantis na antimikrobne lekove

dobijeni disk difuzionom metodom

Broj | Osetljivi izolati | Rezistentni izolati

Antimikrobni lekovi ispitanih . )
izolata Broj (%) Broj (%)
Nalidiksinska kiselina NA-30 15 0 0 15 100
Ceftazidim CAZ-30 15 15 100 0 0
Ciprofloksacin Cip-30 15 15 100 0 0
Sulfametoksazol-trimetoprim SXT 15 15 100 0 0
Ampicilin AM-10 15 15 100 0 0
Hloramfenikol C-30 15 15 100 0 0
Meropenem MEM-10 15 15 100 0 0
Gentamicin GM-10 15 15 100 0 0
Tetraciklin TE-30 15 0 0 15 100

Svi ispitani izolati S. Infantis su bili osetljivi na 7 antimikrobnih lekova (ceftazidim,

ciprofloksacin, sulfametoksazol-trimetoprim, ampicilin, hloramfenikol, meropenem i

gentamicin), a rezistentni na dva antimikrobna leka (nalidiksinska kiselina i tetraciklin).

Tabela 5.5.1.4. Rezultati ispitivanja osetljivosti S. Typhimurium na antimikrobne

lekove dobijeni disk difuzionom metodom

Broj | Osetljivi izolati | Rezistentni izolati

Antimikrobni lekovi ispitanih . .
izolata Broj (%) Broj | (%)
Nalidiksinska kiselina NA-30 10 0 0 10 100
Ceftazidim CAZ-30 10 10 100 0 0
Ciprofloksacin Cip-30 10 10 100 0 0
Sulfametoksazol-trimetoprim SXT 10 10 100 0 0
Ampicilin AM-10 10 10 0 10 100
Hloramfenikol C-30 10 0 0 10 100
Meropenem MEM-10 10 10 100 0 0
Gentamicin GM-10 10 10 100 0 0
Tetraciklin TE-30 10 0 0 10 100

Svi ispitivani izolati S. Typhimurium su bili osetljivi na 5 antimikrobnih lekova (ceftazidim,

ciprofloksacin, sulfametoksazol-trimetoprim, meropenem i gentamicin), a rezistentni na Cetiri

antimikrobna leka (ampicilin, hloramfenikol, nalidiksinska kiselina i tetraciklin).
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5.5.2. Rezultati ispitivanja osetljivosti izolovanih serotipova

salmonela na antimikrobne lekove dobijene E-testom

Ispitivanjem osetljivosti izolovanih salmonela na antimikrobne lekove E-testom
obuhvaceno je 30 izolata Salmonella spp., od ¢ega 23 izolata S. Derby, 3 izolata S.
Infantis 1 4 izolata S. Typhimurium. U tabeli 5.5.2.1. dati su rezultati ispitivanja

osetljivosti salmonela na antimikrobne lekove dobijeni E-testom.

Tabela 5.5.2.1. Rezultati ispitivanja osetljivosti izolovanih serotipova salmonela na

antimikrobne lekove dobijeni E-testom

Broj Osetljivi izolati Rezistentni izolati

Antimikrobni lekovi ispitanih . .

Zolats Broj (%) Broj (%)
Nalidiksinska kiselina
NA 0.016-256 mg/L 30 23 76,7 ! 23,3
Ceftazidim TZ 0.016-
256 pg/ml 30 30 100 0 0
Ciprofloksacin CI 0.002- 30 24 80 6 20
32 pg/ml
Trimetoprim TR 0.002- 30 30 100 0 0
32 pg/ml
Ampicilin AM 0.016-
256 ug/ml 30 27 90 3 10
Hloramfenikol CL
0.016-256pg/ml 30 26 86,6 4 14,4
Meropenem MP 0.002- 30 30 100 0 0
32pg/mi
Gentamicin GM 0.016-
256 pg/ml 30 30 100 0 0
Tetraciklin TC 0.016-
256 pg/ml 30 0 0 30 100

Svi ispitani izolati salmonela su osetljivi na Cetiri antimikrobna leka (ceftazidim,
trimetoprim, meropenem i gentamicin), a rezistentni na tetraciklin. Kod svih ostalih
ispitanih antimikrobnih lekova ustanovljena je visoka osetljivost izolata salmonela.
Rezistencija se kretala od 10% za ampicilin, 14,4% za hloramfenikol, 20% za
ciprofloksacin i do 23,3 % za nalidiksinsku kiselinu. Na grafikonu 5.5.2.1. dat je

graficki prikaz osetljivosti salmonela na antimikrobne lekove.

65



Osetljivi
Rezistentni

Grafikon 5.5.2.1. Graficki prikaz osetljivosti Salmonella spp. na ispitivane

antimikrobne lekove dobijene E-testom

Rezultati ispitivanja osetljivosti S. Derby, S. Infantis i S. Typhimurium na

antimikrobne lekove dobijeni E-testom prikazani su u tabelama 5.5.2.2. - 5.5.2.4.

Tabela 5.5.2.2. Rezultati ispitivanja osetljivosti S. Derby na antimikrobne lekove
dobijeni E-testom

Antimikrobni lekovi Broj ispitanih Osetl.jivi izolati Rezister_ltni izolati

izolata Broj (%) Broj (%)
s m m o o
e 5 ] w0 o
S vite 5w w0 o
;)Fr(;?ze t:_’?g tg‘,; |R 23 23 100 0 0
e 5 2] w0 o
0016 2560l B » | o] o
e P 5w w| o o
Gormen o s m w| o o
J%ti?'zﬂé”@?m. 23 0 0 23| 100
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Svi izolati S. Derby su bili osetljivi na osam antimikrobnih lekova (nalidiksinska
kiselina, ceftazidim, ciprofloksacin, trimetoprim, ampicilin, hloramfenikol, meropenem

i gentamicin), a rezistentni na tetraciklin.

Tabela 5.5.2.3. Rezultati ispitivanja osetljivosti S. Infantis na antimikrobne lekove

dobijeni E-testom

Antimikrobni lekovi Broj ispitanih Oset_ljivi izolati Rezistent_ni izolati

izolata Broj (%) Broj | (%)
S o] o o] mw
g%ffé%lztélgn u-lg;ml 3 3 100 0 0
00059 pgiml_ I o] o
S 1 o we| o]
A s | o] o
0016 2560l 3| 5| 00 o| o
e P o we| o]
G s w0 o
g.%tieé?lzlgzsnpg/:m 3 0 0 3| 100

Svi izolati S. Infantis su bili osetljivi na sedam antimikrobnih lekova (ceftazidim,
ciprofloksacin, trimetoprim, ampicilin, hloramfenikol, meropenem i gentamicin), a

rezistetni na tetraciklin i nalidiksinsku kiselinu.
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Tabela 5.5.2.4. Rezultati ispitivanja osetljivosti S. Typhimurium na antimikrobne

lekove dobijeni E-testom

i ispitani Osetljivi izolati | Rezistentni izolati

Antimikrobni lekovi Broj |sp|tan|h J_ :
izolata Broj | (%) Broj | (%)

Nalidiksinska kiselina
NA 0.016-256 mg/L 4 0 0 4 100
Ceftazidim TZ 0.016-
256 pg/ml 4 4 100 0 0
Ciprofloksacin ClI
0.002-32 pg/ml 4 4 100 0 0
Trimetoprim TR 0.002- 4 4 100 0 0
32 pg/mi
Ampicilin AM 0.016-
256 pg/ml 4 1 25 3 75
Hloramfenikol CL
0.016-256pg/ml 4 0 0 41 100
Meropenem MP 0.002- 4 4 100 0 0
32ug/ml
Gentamicin GM 0.016-
256 pg/ml 4 4 100 0 0
Tetraciklin TC 0.016-
256 pig/ml 4 0 0 4 100

Svi izolati S. Typhimurium su bili osetljivi na pet antimikrobnih lekova (ceftazidim,
ciprofloksacin, trimetoprim, meropenem i gentamicin), a rezistentni na nalidiksinsku
kiselinu, hloramfenikol i tetraciklin. Rezistencija na ampicilin utvrdena je kod 75%

ispitanih izolata.

5.6. Rezultati genotipizacije salmonela izolovanih sa trupova svinja

i sadrzaja ileuma

Genotipizacijom je bilo obuhvaceno 20 izolata S. Derby, tri izolata S. Infantis i Cetiri
izolata S. Typhimurium. Analizom podataka pomocu FPQest softvera dobijeni su PFGE
profili ili genotipovi. Profilima su dodeljeni kodovi koji su se sastojali od prvog slova
vrste bakterije, tri slova serovara, dva slova kori§¢enog restriktivnog enzima i

cetvorocifrenog broja pocev od 0001. Kod S. Derby su utvrdena dva PFGE profila
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medusobne sli¢nosti od 98%. Prvi profil SDERXB0001, kome su pripadali izolati 13,
31, 46, 55, 65, 79, 111, 116, 125, 137, 142, 151, 155, 159, 164, 168, 171, 178, i drugi
profil SDERXB0002 kome su pripadali izolati 4 i 10. Izolati unutar ova dva profila su
imali 100% medusobne sli¢nosti (Slika 5.5.1.).

Kod S. Infantis utvrden je jedan profil, SINFXB0001 kome su pripadala sva tri
izolata (10, 22, 43). Kod S. Typhimurium je utvrden takode samo jedan profil
STYPXBO0001 kome su pripadala sva Cetiri izolata.

55 60 65 70 .7|5 4 80 85 90 95 ID Sample Serotype
4 S. Derby
10 S. Derby
m S. Derby
116 S. Derby
125 S. Derby
137 S. Derby
142 S. Derby
151 S. Derby
155 S. Derby
159 S. Derby
164 S. Derby
168 S. Derby
n S. Derby
178 S. Derby
13 S. Derby
- 3 S. Derby
46 S. Derby
55 S. Derby
65 S. Derby
79 S. Derby
Py 10 S. Infantis
22 S. Infantis
43 S. Infantis
179 S. Typhimurium
181 S. Typhimuriul m
183 S. Typhimuriul m
184 S. Typhimuriul m
Slika 5.6.1. Dendogram elektroforetske sheme dobijen sa enzimom Xbal -

genom DNK izolata S. Derby, S. Infantis i S. Typhimurium iz
FPQuest programa koji pokazuje koeficijent sli¢nosti izmedu

ispitivanih izolata
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6. DISKUSIJA

Infekcije prouzrokovane Salmonella spp. predstavljaju globalni problem, iz razloga
Sto dovode do znacajnog morbiditeta i mortaliteta kako u populaciji ljudi tako i
zZivotinja, i posledi¢no znacajnih ekonomskih $teta. Izmedu ljudi i zivotinja salmonele se
Sire orofekalnim putem obi¢no konzumiranjem kontaminirane hrane i vode. 1z tih
razloga blagovremena detekcija Salmonella spp. u hrani obezbeduje mogucnost
prevencije ulaska kontaminirane hrane u lanac ishrane. lzvori kontaminacije trupova
tokom klanja ukljucuju inficirane svinje kao i izvore kontaminacije koji su povezani sa
okolinom. Postoje razli¢iti indikator mikroorganizmi koji se mogu koristiti u
proizvodnji hrane za procenu higijene kao i bezbednosti proizvodnje hrane. Prisustvo
pojedinih indikator mikroorganizama moze biti posmatrano kao rezultat direktne ili
indirektne kontaminacije hrane fekalnim materijama. Prisustvo bakterija iz familije
Enterobacteriaceae se cCesto koristi kao indikator higijene procesa proizvodnje, s
obzirom da se nalaze kako u okruZenju tako i u digestivnom sistemu toplokrvnih
zivotinja. Imaju¢i u vidu navedeno, upravo su ovo 1 bili razlozi pra¢enja salmonela i
Enterobacteriaceae duz linije klanja svinja.

Iz literature je poznato (Karabsil i sar., 2008) da se prevalencija salmonela kod
svinja povecava nakon transporta i klanja u poredenju sa nalazom na samoj farmi.
Uzrok ovome moze biti duzi transport svinja kao i produzeni boravak u stoénom depou.
Svinje se mogu inficirati direktno preko kontaminirane hrane i vode, kontaktom sa
drugim zivotinjama ili indirektno putem kontaminiranih povrSina. U jednom ispitivanju
tokom transporta prevalencija salmonela se povecala za jednu tre¢inu Sto ukazuje da se
radi o unakrsnoj kontaminaciji. Kasnije je bakterioloSkom analizom utvrdeno da je pet

od Sest pregledanih briseva bilo je pozitivno, dok su uzorci limfnih ¢vorova i ceklani
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sadrzaj bili negativni na prisustvo salmonele. Ovaj podatak ide u prilog Cinjenici da
unakrsna kontaminacja predstavlja znaCajan problem sa aspekta bezbednosti hrane
(Alban i Stark, 2002; Kranker i sar., 2001). U naSem ispitivanju, duZina transporta
svinja do klanice se kretala od jedan do Cetiri ¢asa. Tako na primer, u petoj i sedmoj
nedelji naSeg ispitivanja transport je trajao Cetiri Casa sa prevalencijom salmonela nakon
omamljivanja od 40% u petoj i 10% u sedmoj nedelji. U tre¢oj nedelji transport je trajao
tri Casa sa prevalencijom salmonela od 90% nakon omamljivanja. Iz navedenih
podataka se ne moze zakljuciti da je duzina transporta bila u direktnoj povezanosti sa
nalazom salmonela na trupovima svinja na klanici.

Prema rezultatima ankete svinje su boravile u stocnom depou klanice od jedan do
Cetrnaest Casova. U tre¢oj, osmoj i devetoj nedelji ispitivanja, boravak svinja u stoénom
depou je trajao tri casa sa prevalencijom salmonela od 90% u trec¢oj nedelji, 20% u
osmoj nedelji, a u devetoj nedelji nalaz je bio negativan. Primera radi, u ¢etvrtoj nedelji
ispitivanja boravak zivotinja u sto¢nom depou bio je najduzi, a prevalencija salmonela
je bila 60%. Uporednom analizom vremena boravka i nalaza salmonela kod zaklanih
svinja na klanici ne moze se sa tacnosc¢u rec¢i da postoji korelacija, odnosno veza izmedu
duzine boravka svinja u stocnom depou i nalaza salmonela na trupovima.

Kako bi smo dobili ta¢nije i pouzdanije rezultate ispitivanja nalaza salmonela i
Enterobacteriaceae, uzorkovanje je obuhvatilo obe polutke trupa. Prema literaturnim
podacima (EFSA, 2011) uzorkovanje briseva nakon omamljivanja i njihovo dalje
mikrobiolosko ispitivanje na prisustvo salmonela nam daje sliku o uticaju transporta i
boravka Zivotinja u sto¢nom depou na potencijalnu kontaminaciju trupova. Uzorkovanje
nakon zavrSene obrade vezano je za kontrolu higijene procesa proizvodnje, dok je
uzorkovanje nakon hladenja vezano za status trupa nakon celokupnog procesa
proizvodnje, jer kao takav ulazi u lanac ishrane. Uzimanje uzoraka ilealnog sadrzaja
daje nam sliku nalaza sojeva salmonela koji poticu sa farme, ali nam daje i moguénost
poredenja ovih sojeva salmonela sa sojevima izolovanim u klanici.

U naSem ispitivanju Salmonella je izolovana sa 41 trupa od 100 ispitanih (41%)
nakon omamljivanja. Sa obe strane trupa salmonela je izolovana sa 6 trupova, $to ¢ini
da je 47 od 200 pregledanih briseva sa trupova svinja posle omamljivanja bilo
pozitivno. Ovakav nalaz je slican nalazu koji je ustanovljen od strane Karabasil i sar.

(2012b), gde je 46,7% ispitanih trupova svinja bilo pozitivno na prisustvo Salmonella
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posle omamljivanja. Svakako, opste je poznato da prisustvo salmonela na trupu moze u
velikoj meri zavisiti od njenog prisustva u gastrointestinalnom traktu. Pored toga, uticaj
moze imati i nacin obrade kao i1 opSte higijenske mere koje se primenjuju prilikom
proizvodnog procesa. Kontaminacija u fazi omamljivanja je ograni¢ena na ve¢ prisutnu
bakterijsku mikrofloru na samom trupu zivotinje kao i na mikrofloru koja se moze
preneti sa povrSina sa kojima trup dolazi u kontakt. U drugom ispitivanju u Srbiji
(Petrovi¢ i sar., 2008) ustanovljena je niza prevalencija Salmonella u poredenju sa
nasim rezultatima: na klanici A 1,85%, na klanici B 6,06%, na klanici C 3,7% i na
klanici D 1,85%. Visa prevalencija ustanovljena u naSem ispitivanju sugeriSe
mogucnost da se veci broj svinja unakrsno kontaminira prilikom procesa klanja. LoSa
higijenska praksa i neadekvatno rukovanje hranom moze rezultovati unakrsnom
kontaminacijom u objektima za proizvodnju i preradu mesa (Perez-Rodriques i sar.,
2010). Kada se kontaminirani trupovi obraduju u klanici, glavni faktori rizika su ne
pridrzavanje higijenskih mera 1 principa dezinfekcije (Jankovi¢ i sar., 2012). Iz tih
razloga, higijenske mere moraju biti striktno postovane. Svakako je da higijena sto¢nog
depoa ima presudni znacaj, jer se mikroflora sto¢nog depoa, preko koze svinje moze
preneti u samu klanicu. 1z tih razloga vrlo je bitno redovno sprovoditi mehanic¢ko
¢iS¢enje, sanitarno pranje i dezinfekciju stocnog depoa. Pored toga na klanje se mogu
upucivati samo svinje koje su €iste, odnosno, neophodno je omoguciti pranje svinja pre
ulaska u prostor klanice. Na klanici na kojoj je radeno ovo ispitivanje, pranje svinja je
obavljano na koridoru od depoa do samog ulaska u klanicu, §to je sigurno imalo uticaja
na smanjenje kontaminacije ispitivanih trupova nakon omamljivanja. Medutim, i pored
preduzetih mera, kontaminacija trupova salmonelom posle omamljivanja je i dalje bila
na zna¢ajnom nivou. Na primer, dokazano je da je prisustvo Salmonella sedam puta
vece kod svinja 1z stocnog depoa nego kod istih svinja na farmi (Hurd i sar., 2001a). U
eksperimentalnim uslovima svinje mogu biti inficirane S. Typhimurium za relativno
kratko vreme tokom boravka u kontaminiranim boksevima i ovaj serotip se moZze
izolovati iz fecesa i cekalnog sadrzaja 30 do 60 minuta posle izlaganja infektivnom
agensu (Hurd i sar., 2001a, 2001b).

Znacajno manji broj pozitivnih trupova, ustanovljen posle obrade (2%), a pre
hladenja ukazuje na to da se procedure na liniji klanja posle omamljivanja striktno

postuju. Pojava Salmonella na trupovima svinja posle obrade je razli¢ita u zavisnosti od
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zemlje, te je tako u Italiji 6% (Bonardi i sar., 2003), 0,2% u Svajcarskoj (Sauli i sar.,
2003), 5,3% u Velikoj Britaniji (Davis i sar., 2000) i 4,7% u Nemackoj (Késhborer i
sar., 2000). Nasi rezultati ukazuju na znacaj primene dobre higijenske i proizvodacke
prakse u Klanici. Na liniji klanja kriticnu tacku predstavlja postupak evisceracije. Treba
imati u vidu c¢injenicu da se kontaminacija moze desiti iako ne postoji vidljiva
kontaminacija fecesom. Iz tih razloga, posebna paznja mora biti posvecana ovoj
proceduri. Prilikom evisceracije osim spoljasnje povrSine trupa, moze se desiti
kontaminacija unutrasnje strane trupa. Zakonska regulativa EU ne predvida kontrolu
briseva sa unutrasnje strane trupa, ali bi svakako trebalo 1 to imati na umu tim pre §to je
u naSem ispitivanju uzorkovanje ilealnog sadrzaja rezultovalo nalazom 5% pozitivnih
uzoraka na prisustvo Salmonella. U ovim slu¢ajevima inaparentni nosioci mogu da
kontaminiraju povrSine u sto¢nom depou i tako da postanu izvor infekcije odnosno
kontaminacije za druge zivotinje. Ovaj rizik se posebno povecava produzenim
boravkom svinja u stocnom depou (De Busser i sar., 2011).

U postupku evisceracije, naro€itu paznju treba posvetiti odvajanju anusa od samog
trupa, jer se pri tom postupku preko noza vrlo lako mogu kontaminirati trupovi
prisutnom mikroflorom. Iz tih razloga ovaj posao bi trebalo da bude poveren dobro
obucenim radnicima. Pored toga, postoji moguénost upotrebe i1 plasticnih kesa koje
zatvaraju analni otvor i na taj nacin se smanjuje rizik od potencijalne kontaminacije.
Iako na ispitivanoj klanici nisu koriS¢ene plasticne kese za zatvaranje anusa, moze se
zakljuciti da se postupak evisceracije obavljao po principima dobre proizvodne prakse,
pa je i procenat kontaminacije trupova bio na relativno niskom nivou. Ustanovljena
kontaminacija je najverovatnije poticala iz prethodnih faza proizvodnje, mada je
poznato da i Surenje i uklanjanje dlake redukuju broj salmonela ¢ak do 97% (Karabasil i
sar., 2008). Poznato je da su salmonele osetljive prema temperaturi visoj od 60°C (Li i
sar., 2016). Na klanici gde je sprovedeno ovo ispitivanje temperetura Surenja je bila
izmedu 60 i 62 °C, pa se moze pretpostaviti da je to imalo velikog zna¢aja u smanjenju
kontaminacije trupova. Medutim, ova operacija ne mora uvek da bude efikasna, jer
usled oStecenja epitela prilikom Surenja, a potom prilikom uklanjanja dlake u narednoj
fazi, moze do¢i do potiskivanja mikroorganizama u subepitelijalno tkivo (Karabasil i
sar., 2008). lako je poznato da su salmonele osetljive prema visim temperaturama, ipak

treba imati u vidu da se u tankovima za Surenje salmonele mogu na¢i u organskom
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materijalu (npr. feces) 1 preziveti proces Surenja (Arguello 1 sar., 2012). Iz tih razloga
ovaj proces moze predstavljati kritiénu kontrolnu ta¢ku. Uklanjanje dlake i poliranje
trupova nakon Surenja mogu prouzrokovati unakrsnu kontaminaciju pre svega zbog
moguceg izlaska fecesa iz anusa usled povecanog pritiska na sam trup (Smid 1 sar.,
2012). Prilikom sagorevanja zaostalih ¢ekinja mogu preZiveti mikroorganizmi koji
kasnije prilikom poliranja u masini za poliranje mogu biti razneseni po celom trupu
(Pearce i sar., 2004). Imajuci u vidu €injenicu da je opremu vrlo ¢esto nemoguce oprati i
dezinfikovati do sterilnog stanja, opisani su slucajevi perzistentne kontaminacije opreme
za poliranje (Hald i sar., 2003). Ipak neki autori sam proces poliranja ne smatraju
znacajnom kriticnom tackom u smislu rekontaminacije (Pearce 1 sar., 2004).

Ponekad se moZe desiti da se nakon Surenja sa trupova ne izoluju salmonele, ali da
se izoloju na kraju linije obrade (Gerats, 1990). Ovo ukazuje da postupci evisceracije,
rasecanja i druge operacije svakako imaju udela u krajnjoj kontaminaciji trupa.
Bakterijska rekontaminacija trupova se smanjuje upotrebom vruée vode (preko 60°C) za
pranje opreme na klanicama. Tokom radnog vremena kontaminacija i unakrsna-
kontaminacija se ne mogu izbe¢i (Berends i sar., 1995). Analizom nasih rezultata
utvrdeno je prisustvo salmonela nakon omamljivanja i nakon zavrSene obrade kod dva
trupa u trecoj nedelji ispitivanja, koja se moze pripisati gore navedenim uzrocima. Pri
unakrsnoj kontaminaciji dolazi do prenosa mikroorganizama sa kontaminiranih povrsina
trupova na one koje nisu kontaminirane prilikom direktnog kontakta, putem vazduha,
vode ili povrSina opreme. NajceS¢e do unakrsne kontaminacije dolazi usled loSe
higijene opreme sa kojom trupovi dolaze u kontakt. Medutim, u literaturi nema
podataka o uticaju konvejerskog sistema na kontaminaciju samih trupova svinja.
Pretpostavlja se da su radnici vazniji izvor kontaminacije nego oprema koja se koristi za
klanje 1 obradu trupa svinja posto su ruke, nozevi 1 kanije za nozeve mnogo ¢esce 1 vise
kontaminirani salmonelama (Gerats, 1990; Berends i sar., 1995). Sto se ti¢e pregleda
mesa i zasecanja na trupu, sam ¢in pregleda bi trebalo da podrazumeva vizuelni pregled,
jer patoloske promene koje se u danasnje vreme sreCu na mesu svinja u Evropi
praktiéno nemaju uticaj na zdravlje ljudi ve¢ na sam kvalitet mesa (Berends 1 sar.,
1993). Neposredno pre hladenja trupovi se peru hladnom vodom, S$to moze imati
dvojake efekte. Sa jedne strane, uklanja se jedan deo povrSinske mikroflore. Sa druge

strane, postoji moguénost da se mikroorganizmi prenesu sa jednog mesta na drugo.
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Prema istrazivanju Mackey i Roberts (1993) pranje trupova vodom nije imalo efekta na
smanjenje povrsinske kontaminacije. Po zavrSenoj obradi na trupu svinja se nalazi oko
102 do 10* mezofila. Enterobakterije, koliformi i E. coli su ¢esti kontaminenti trupova
svinja (Mackey i Roberts, 1993). Ukoliko se na kraju procesa obrade na trupu nalaze
salmonele, a nadalje se ne poStuje temperaturni rezim hladenja ispod 7 °C, tada broj
salmonela moze znacajno da poraste (Karabasil i sar., 2008).

U naSem ispitivanju posle 24 casa hladenja salomonele nisu ustanovljene na
trupovima. Ovakav nalaz se moZe objasniti smanjenjem broja salmonela do
nedetektabilnog nivoa usled delovanja niske temperature, kao i usled opadanja
aktivnosti vode usled strujanja vazduha u komorama za hladenje. Opseg temperature na
kojima je mogu¢ rast Salmonella spp. se kreé¢e izmedu 5,2 i 46,2°C, a optimalna
temperatura za rast je 35 do 43°C (ICMSF, 1996). Salmonella moze da prezZivi na
niskim temperaturama, kao 1 proces zamrzavanja (Jay 1 sar., 2003). Svakako, odrzavanje
hladnog lanca tokom proizvodnje moze da smanji prisustvo Salmonella u hrani.
Ukoliko temperatura skladistenja nije ispod 7°C, Salmonella moze da se replikuje u
hrani. Za razliku od usitnjenog mesa koje sadrzi masti koje mogu da zastite salmonele
od niskih temperatura, koza trupova se vrlo brzo susi, §to nadalje nije pogodna sredina
za salmonele (Karabasil i sar., 2013). Negativan nalaz na prisustvo salmonela na
trupovima je veoma znacajan sa aspekta bezbednosti hrane Zivotinjskog porekla i zastite
zdravlja ljudi, a u ovom slu¢aju ukazuje na to da je temperaturni reZzim od 0 do 4 °C Koji
se koristio, uz strujanje vazduha bio odgovaraju¢i i prakticno onemogucio izolaciju
salmonela nakon hladenja.

Jedan od glavnih zahteva regulative EU 2073/2005 (Regulativa 2073/2005) jeste da
kontaminacija trupova svinja salmonelama mora biti kontrolisana odnosno proverena
pre procesa hladenja. Monitoring moZze biti sproveden na dva razli¢ita koraka u klanici.
Najpre, trupovi mogu biti uzorkovani pre hladenja radi procene higijene procesa tokom
klanja u skladu sa ovom regulativom. Potom uzorkovanje moze biti sprovedeno posle
hladenja, ali pre rasecanja radi procene ulaska potencijalno kontaminirane hrane u lanac
ishrane (EFSA, 2011). Postoji nekoliko istrazivanja u kojima je praceno prisustvo
Salmonella na trupovima posle hladenja, i u svim je dokazano znacajno smanjenje
kontaminiranih trupova (De Busser i sar., 2011; Arguello i sar., 2012). Znacajno

smanjenje kontaminacije se objasnjava direktnim uticajem niskih temperatura na
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bakterijske ¢elije, kao i suSenjem povrSine trupova usled strujanja hladnog vazduha
(Arguello i sar., 2012). Medutim, istrazivanja Vanantwerpen i sar. (2016) su pokazala
da hladenje ne redukuje broj salmonela pozitivnih trupova, odnosno da hladenje ne
elimini$e prisutne salmonele na trupovima. Ovi autori su poredili metod brisa i metod
destrukcije kao naCine uzorkovanja sa trupova posle hladenja, 1 ustanovili ve¢i broj
pozitivnih nalaza metodom destrukcije. Iako se ovim metodom oSte¢uju trupovi, ovi
autori sugeriSu upotrebu ovog metoda jer se klasi¢nim uzorkovanjem briseva, nalazi
manji broj salmonela pozitivnih uzoraka u poredenju sa metodom destrukcije. Iz tih
razloga su zahtevi Regulative EU 2073/2005 takvi, da se uzorkovanje vrsi iskljucivo pre
hladenja. Vanantwerpen i sar. (2016) objasnjavaju da prilikom hladenja salmonele i
dalje ostaju zive, medutim, usled promene temperature, pH i osmolariteta dolazi
najverovatnije do nastanka vrlo ¢vrste adherencije bakterijskih celija 1 koze koja
onemogucava izolaciju salmonela iz klasi¢no uzorkovanih briseva.

Iz izlozenog se moze videti da kontaminacija svinjskog mesa moZe nastati u
razli¢itim fazama, po€ev od same farme pa potom u klanici tokom proizvodnje. Svi
¢inioci u proizvodnji bi trebalo da koriste dobru proizvodnu praksu kako bi se smanjio
potencijalni rizik za potrosate. Ukoliko se fokus interesovanja usmeri samo ka
klanicama 1 liniji proizvodnje moZe se desiti da interventne mere koje se tu preduzimaju
ne budu dovoljne za prevazilazenje kontaminacije salmonelom. Isto tako, nepostovanje
dobre proizvodne prakse moze rezultirati pove¢anom kontaminacijom, iako su na farmi
preduzimane sve preventivhe mere i dobra proizvodna praksa. Iz tih razloga se
celokupan proces proizvodnje mora posmatrati kao jedan jedinstveni sistem ¢iji je cilj
dobijanje kvalitetnog i zdravstveno bezbednog mesa sa najnizim mogu¢im hazardom za
potroSaca.

Dokazana je povezanost izmedu izolovanih salmonela i broja Enterobacteriaceae na
trupovima svinja pre hladenja (Corbellini 1 sar., 2016). Jedno od najvaznijih mesta za
kontaminaciju koze svinja enterobakterijama na liniji klanja je boks za omamljivanje
(Avery i sar., 2002). TehnoloSka operacija skidanja koze, koja se primenjuje ponekad
pri klanju krmaca, takode nosi visok rizik kontaminacije mesa enterobakterijama
(Aslam i sar., 2003).

U ovom ispitivanju je ustanovljeno da je proseCan broj Enterobacteriaceae bio

najmanji nakon hladenja (0,13+0,05 logio CFU/cm?), §to je statisticki signifikantno
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manje (p<0,01) od prosecne vrednosti nakon omamljivanja (1,79+0,88 logio CFU/cm?) i
prose¢ne vrednosti nakon obrade (0,78+0,46 logio CFU/cm?). U ispitivanju Pinto
Arrunda i sar. (2004) kod polutki svinja nakon evisceracije i rasecanja utvrden je
prose¢no manji broj Enterobacteriaceae na trupovima svinja (0,55 £ 1,01 logio
CFU/cm?), u odnosu na 0,78 * 0,46 logio CFU/cm? u nasem ispitivanju. Nesto veée
prisustvo enterobakterija (1,05 + 0,78 logio CFU/cm?) je ustanovljeno u ispitivanju
Raseta i sar. (2015) na jednoj klanici u Srbiji.

U jednom ispitivanju u Irskoj broj Enterobacteriaceae se kretao od 1,7 do 6,3 logio
CFU/cm? tokom uzorkovanja u razli¢itim fazama obrade trupova. Nakon Surenja i
opaljivanja uoCeno je znacajno smanjenje broja Enterobacteriaceae, dok je posle
poliranja 1 evisceracije uoceno znafajno povecanje. U istom ispitivanju autori
naglasavaju da se nakon omamljivanja, iskrvarenja i evisceracije povecava broj
enterobakterija usled fekalne unakrsne kontaminacije (Wheatley i sar., 2014). Isti autori
su nakon omamljivanja ustanovili 4,1, 3,81 i 3,25 logio CFU/cm? enterobakterija u
predelu buta, vilica i stomaka $to je znacajno vise u poredenju sa nasim nalazima. Nize
vrednosti dobijene u naSem ispitivanju, mogu se objasniti boljom higijenom sto¢nog
depoa u kome borave svinje pre klanja, ali i postupkom tuSiranja svinja pre samog
omamljivanja.

Znacajno smanjenje broja enterobakterija nakon hladenja ustanovljeno je kako u
naSem ispitivanju tako i u ispitivanju Wheatley i sar., (2014). Medutim apsolutne
vrednosti broja enterobakterija bile su ve¢e na trupovima posle hladenja u ispitivanju
Wheatley i sar. (2014) u poredenju sa nasim ispitivanjem — na vilicama, stomaku i butu
2,42, 2,68 i 2,04 logio CFU/cm?. Imajuci u vidu mikrobioloske kriterijume iz regulative
EU Br. 2073/2005, gde se broj enterobakterija manji od 2 logio CFU/cm? smatra
prihvatljivim, moze se zakljuciti da je u naSem ispitivanju nakon hladenja kontaminacija
trupova enterobakterijama bila na prihvatljivom nivou (Regulativa EU 2073/2005).
Prose¢na vrednost enterobakterija posle obrade iznosila je 0,78+0,46 log CFU/cm? §to
se prema Vodicu za primenu mikrobioloskih kriterijuma za hranu (2011) moze smatrati
zadovoljavaju¢im. Ovakvi podaci ukazuju da su u klanici ispoStovani principi dobre
higijenske i proizvodne prakse.

U ovom ispitivanju je utvrdeno tri serotipa: S. Derby, S. Infantis i S. Typhimurium.

Najcesce je bila izolovana S. Derby (90,74 % izolata), potom S. Infantis (5,56 % izolata)
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i na kraju S. Typhimurium (3,7 % izolata). Skorija istrazivanja sprovedena u Srbiji
(Karabasil i sar., 2012b) su pokazala prisustvo S. Typhimurium, S. Mbandaka, S.
Senftenberg, S. Menston i S. Bredeny na trupovima svinja nakon omamljivanja. U
zemljama Evropske unije naj¢eS¢e izolovani serotipovi sa trupova svinja su S.
Typhimurium (57%), potom S. Derby (10,4%), S. Bovismorbificans (3,2%), S. Infantis
(2,9%) i S. Branderburg (2%) (Anonymous, 2002). Najce$¢e izolovani serotipovi
Salmonella iz svinjskog mesa su: S. Typhimurium (37%), S. Derby (18%), S. Infantis
(4%), S. Enteritidis (1%) and S. Anatum (1%). Poznato je da infekcija sa S.
Typhimurium moze rezultovati dugotrajnim klicono$tvom (Wood i sar., 1991). Ponekad
nije moguce ustanoviti kliconose standardnim bakterioloSkim i seroloSkim metodama
dijagnostike, 1 iz tih razloga latentno inficirane zivotinje predstavljaju veliki rizik za
javno zdravlje. lzolovani serotipovi u ovom ispitivanju pripadaju grupi specijes
nespecifi¢nih serotipova koji mogu kolonizovati digestivni trakt razlicitih vrsta Zivotinja
i ljudi (Fedorka-Cray i sar., 2000). U nasem istrazivanju, S. Typhimurim je izolovana
samo iz ilealnog sadrzaja, $to nas navodi na zakljucak da poti¢e sa farme odakle su
svinje dopremljene. U devetoj nedelji ispitivanja S. Derby je izolovana iz ilealnog
sadrzaja, dok je nalaz sa briseva trupa nakon omamljivanja, nakon zavrSene obrade i
izolovan od svinja na klanici kao 1 klani¢nog okruZenja bila S. Derby i ¢inila je 52,8%
svih izolata. Drugi po ucestalosti izolat je bila S. Meleagridis (13,4%) a treci S.
Typhimurium (9,3%). S. Infantis je u ovom istrazivanju bila ustanovljena u 1,6%
ispitanih uzoraka (Li i sar., 2016). U nasem ispitivanju S. Derby je takode bila najcesce
izolovan serotip. Moze se pretpostaviti da ovaj serotip opstaje u uslovima sredine u
samoj klanici predstavljajuéi tako deo rezidentne mikroflore koja moze predstavljati
rizik za posledi¢nu kontaminaciju kako svinja pre klanja, tako i zaklanih svinja na liniji
klanja. Prema istrazivanju Foley i sar., (2008) serotipovi Derby i Typhimurium
predstavljaju nejcesce serotipove izolovane od svinja kako iz klini¢kih uzoraka tako i sa
trupova prilikom kontrole na klanicama. Pored toga, S. Derby se Cesto izoluje i od
obolelih ljudi od salmoneloze u razli€¢itim zemljama (L1 1 sar., 2016). Prema istraZzivanju
Pires i sar. (2016) najzastupljeniji serotipovi u SAD su S. Derby, S. Agona i S.
Johannesburg. Navedeni podaci kao i rezultati naseg istrazivanja, ukazuju da se serotip

Derby sve ¢esce izoloje iz uzoraka poreklom od svinja, pa se tako i u budu¢nosti moze
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ocekivati porast prevalencije ovog serotipa. Imajuci u vidu da se na klanicama u Srbiji
vrlo Cesto dovoze svinje iz razli¢itih delova zemlje, a ponekad i svinje iz druguh
zemalja prilikom uvoza, moze se pretpostaviti da se u samim klanicama 1 sto¢nim
depoima moze stvoriti vrlo raznovrsna populacija kako razli¢itih serotipova salmonela
tako 1 genotipova pojedinog serotipa, koji dalje izazivajuci kontaminaciju predstavljaju
znacaju opasnost po ljudsko zdravlje.

Razli¢iti antibiotici koji su otkriveni do danas, se koriste kako u humanoj tako i u
veterinarskoj medicini. Primeri takvih antibiotika su gentamicin, ampicilin i
amoksicilin. Neki antimikrobni lekovi, kao $to su enrofloksacin 1 flumekvin su razvijeni
samo za upotrebu u veterinarskoj medicini. Kori$éenje antibiotika kao promotora rasta u
intenzivnoj farmskoj proizvodnji svinja i Zivine imalo je uticaja na razvoj rezistencije
kod nekih bakterija. 1z tih razloga je koriS¢enje promotora rasta zabranjeno u EU od
2006. godine. U naSem istrazivanju rezultati ispitivanja osetljivosti izolovanih
serotipova salmonela na antimikrobne lekove dobijeni E-testom pokazali su rezistenciju
prema tetraciklinu. Rezistencija je ustanovljena i prema nalidiksinskoj kiselini (23,3%),
ciprofloksacinu (20%), ampicilinu (10%) i hloramfenikolu (14,4%). U drugom
ispitivanju sprovedenom u Srbiji, salmonele izolovane sa trupova svinja su pokazale
rezistenciju prema amoksicilinu i sulfametoksazolu (Petrovi¢ 1 sar. 2008). Takode,
postoje podaci o klonalnom S$irenju S. Infantis u Srbiji gde su mutacije na genima za
topoizomerazu gyrA i parC dovele do povecane rezistencije na fluorohinolone (Velhner
1 sar.,, 2014). Ispitivanja u Austriji su pokazala rezistenciju razli¢itih serotipova
Salmonella poreklom iz hrane prema fluorohinolonima u 42%, tetraciklinima 33%,
streptomicinu 27% 1 ampicilinu u 17% uzoraka (Mayrhofer i sar., 2004). Istrazivanja u
Kini o antimikrobnoj osetljivosti izolata Salmonella izolovanih od svinja sa klanice su
pokazala rezistenciju prema tetraciklinu kao najucestaliju kod 55,7% izolata,
trimetoprim-sulfametoksazolu (22,8%), ampicilinu (20,3%) i nalidiksinskoj Kiselini
(12,7%) (Li 1 sar., 2016). Gebreyes i sar. (2002) su otkrili dva najcesc¢a pentarezistentna
fenotipa. Prvi je bio rezistentan prema ampicilinu, hloramfenikolu, streptomicinu,
sulfametoksazolu i tetraciklinu (AmCmStSuTe fenotip) dominantno pripadnika DT104
fagotipa. Drugi je bio rezistentan prema ampicilinu, kanamicinu, streptomicinu,
sulfametoksazolu i tetraciklinu (AmKmStSuTe fenotip) najceS¢e pripadnika DT193

fagotipa. Postoji takode trend razvoja multiple rezistencije prema ampicilinu,
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hloramfenikolu ili kanamicinu, streptomicinu, sulfonamidima i tetraciklinima kod nekih
serotipova u poslednje vreme (Gebreyes et al., 2002), $to je delimi¢no potvrdeno i u
ovom ispitivanju. Prisustvo patogena koji pokazuju rezistenciju prem odredenom
antibiotiku u hrani omogucava njihovo Sirenje preko lanca ishrane na ljude
prouzrokujuci infekcije. Ustanovljena stopa rezistencije je u skladu sa nalazima i drugih
autora (Botteldoorn i sar., 2004). Od ispitanih antimikrobnih lekova u veterinarskoj
klini¢koj praksi se narocito Cesto koriste tetraciklini i ampicilin, dok se ciprofloksacin
koristi vrlo ¢esto u humanoj medicini, a drugi lek iz grupe fluorohinolona, enrofloksacin
razvijen je posebno za upotrebu u veterinarskoj medicini. Ovo je posebno znacajno, jer
je poznato da rezistencija prema jednom antibiotiku iz grupe ponekad moze
predstavljati i rezistenciju prema ¢itavoj grupi antibiotika.

Pod dejstvom selektivnog pritiska nametnutog masovnom upotrebom antibiotika u
odgoju zivotinja salmonele razvijaju ili sti¢u veliki broj gena, kompleksa gena ili
mutacija koje izazivaju rezistenciju na antibiotike. Posebnu opasnost predstavljaju
multirezistentni sojevi salmonela koji mogu preneti gene rezistencije na antibiotike i na
druge vrste mikroorganizama (Vidanovi¢ i sar., 2008).

U nasem istrazivanju S. Derby je bila najces¢e izolovana, a ustanovljena su dva
PFGE profila medusobne sli¢nosti 98%. lzolati unutar ova dva profila su imali 100%
medusobne slicnosti. PFGE se danas smatra vaznim metodom molekularne tipizacije
salmonela i vrlo znacajnim metodom u epidemioloskim ispitivanjima gde prakti¢no
predstavlja “zlatni standard” (Villalon i sar., 2011). Kod S. Infantis i S. Typhimurium
utvrden je jedan profil, kome su pripadala sva tri odnosno Cetiri izolata. Ovi rezultati
ukazuju da izolati imaju vrlo visoku genetsku sli¢nost sugeriSuci da su sto¢ni depo kao i
vozila za transport svinja primarni izvor kontaminacije salmonelama svinja za klanje.
Medutim, neke svinje su bile inficirane najverovatnije jo$ na farmi, s obzirom da je kod
pet svinja ustanovljeno prisustvo salmonela u sadrzaju ileuma. Pored toga, treba imati u
vidu i ispitivanja Hurd i sar. (2001a,b) koja ukazuju da se kod eksperimentalno
inficiranih svinja salmonele mogu ustanoviti u digestivnom traktu ve¢ 30 do 60 minuta
nakon ekspozicije uzro¢niku.

U pojedinim geografskim regionima obi¢no samo nekoliko serotipova salmonela
ima epidemioloski i epizootioloski znac¢aj. Dominantni serovarijeteti S& menjaju tokom

vremena i razlikuju se u zavisnosti od zemlje i regije. Zbog toga je izuzetno vazna
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identifikacija 1 karakterizacija dominantnih serovara salmonela kod zivotinja i ljudi,
posebno onih koji nose gene rezistencije na odredene antibiotike. Zbog dominacije
nekih serovarijeteta i fagotipova, kada je potrebno dodatno razdvajanje unutar serovara i
fagotipa, koristi se DNK genotipizacija. U slucaju kada je potrebno da se uporede izolati
koji su prouzrokovali trovanja ljudi sa izolatima iz hrane ili od zivotinja, Koristi se
metoda visoke moguénosti razdvajanja, kao Sto je elektroforeza u pulsiraju¢em polju.
Zahvaljuju¢i visokom stepenu razdvajanja, rezultati PFGE omogucavaju da se sa
visokim stepenom pouzdanosti donose odluke u sprovodenju epizootioloskih i
epidemioloskih programa rada (Vidanovic¢ 1 sar., 2008).

Poznato je da je S. Derby jedan od najc¢es¢ih serotipova kod svinja u Evropi i SAD,
ubrajajudi se u deset najcescih serotipova izolovanih od obolelih ljudi. S. Derby se ¢esto
izoluje kod svinja i ljudi u Nemackoj, a kontaminirano svinjsko meso je identifikovano
kao moguéi izvor prenoSenja sa svinja na ljude (Hauser et al., 2011). Za preveniranje
ulaska ovog serotipa u lanac ishrane primarne mere ukljuCuju primenu dobre
proizvodacke prakse kako na farmi tako i u samoj klanici. Zbog rastuc¢e opasnosti od
pojave rezistencije prema antimikrobnim lekovima koja je jednim delom nastala i zbog
sve Sire upotrebe antibiotika u stoc¢arskoj proizvodnji, kontrola salmoneloznih infekcija
u primarnoj proizvodnji i efikasni epidemioloSki nadzor moraju biti implementirani radi

odredivanja potencijalnih puteva Sirenja infekcije (Valdezate i sar., 2005).
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata ispitivanja izvedeni su slede¢i zakljucci:

1.

Uporednom analizom vremena boravka svinja u depou i nalaza salmonela na
trupovima svinja nije utvrdena korelacija, odnosno veza izmedu duZzine boravka
svinja u depou i nalaza salmonela na trupovima.

Prisustvo Salmonella spp. je dokazano na 41% ispitanih trupova svinja nakon
omamljivanja, 2% nakon zavrSene obrade, dok nakon hladenja salmonele nisu
dokazane, a u sadrzaju ileuma salmonele su dokazane u 5% uzoraka.

Najmanji prosecan broj Enterobacteriaceae, na trupovima svinja, utvrden je
nakon hladenja (0,13+0,05 logio CFU/cm?), i znadajno je manji (p<0,01) od
proseénog broja nakon omamljivanja (1,79+0,88 logio CFU/cm?) i nakon
zavr$ene obrade (0,78+0,46 logio CFU/cm?),

Tipizacijom izolovanih Salmonella spp. najc¢esée je identifikovan serotip S.
Derby (90,74%), potom S. Infantis (5,56%) i S. Typhimurium (3,7%).

Profil rezistencije salmonela na antimikrobne lekove poreklom sa briseva trupova
i sadrzaja ileuma dobijen disk difuzionom metodom pokazao je da su svi ispitivani
izolati salmonela bili osetljivi na pet antimikrobnih lekova (ceftazidim,
ciprofloksacin, sulfametoksazol-trimetoprim, meropenem i gentamicin), a
rezistentni na tetraciklin. Kod ostalih antimikrobnih lekova rezistencija se kretala
od 7,41% za ampicilin i hloramfenikol, do 12,96% za nalidiksinsku kiselinu.
Ispitivanjem osetljivosti izolovanih salmonela na antimikrobne lekove pomocu
E-test-a utvrdena je osetljivost na Cetiri antimikrobna leka (ceftazidim,

trimetoprim, meropenem i gentamicin), a rezistencija na tetraciklin. Kod ostalih
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antimikrobnih lekova rezistencija se kretala od 10% za ampicilin, 14,4% za
hloramfenikol, 20% za ciprofloksacin i 23,3% za nalidiksinsku kiselinu.

Genotipizacijom izolata salmonela dobijena su Cetiri genetska profila. Kod S.
Derby su utvrdena dva PFGE profila medusobne sli¢nosti od 98%. Izolati unutar
ova dva profila su imali 100% medusobne sli¢nosti. Kod S. Infantis utvrden je
jedan profil, kome su pripadala sva tri izolata, a kod S. Typhimurium je utvrden

takode samo jedan profil kome su pripadala sva Cetiri izolata.
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8. PRILOG

PRILOG A

Tabela 9.1. Broj Enterobacteriaceae (logio CFU/cm?) u brisevima sa trupova
svinja tokom deset nedelja ispitivanja.
Oznaka trupa | Nakon omamljivanja | Nakon zavrSene obrade | Nakon hladenja
1. 2,65 1,00 0
2. 2,00 1,15 0
3. 2,95 1,05 0,10
4. 3,30 1,15 0
5. 3,00 1,05 0
6. 3,40 1,15 0,20
7. 2,90 1,05 0,10
8. 2,80 1,20 0,10
9. 2,40 1,10 0,10
10. 2,50 1,15 0,15
11. 2,40 0,70 0
12. 2,00 0,60 0
13. 2,90 0,80 0
14, 2,45 0,30 0
15. 2,25 0,75 0
16. 2,75 0,95 0
17. 2,85 1,00 0
18. 2,75 1,15 0,15
19. 2,00 0,60 0
20. 2,25 0,95 0
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Oznaka trupa | Nakon omamljivanja | Nakon zavrSene obrade | Nakon hladenja
21. 2,80 1,35 0,20
22, 2,05 1,05 0,10
23. 3,05 1,20 0,20
24. 2,15 1,05 0,10
25. 2,80 1,25 0,20
26. 3,00 1,60 0,10
217. 3,25 1,90 0,10
28. 3,85 2,20 0,10
29. 3,15 1,80 0,10
30. 3,55 2,15 0,20
31. 2,40 0,85 0
32. 2,15 0,80 0
33. 2,50 1,00 0,10
34. 2,15 0,60 0
35. 2,45 0,85 0
36. 1,95 0,65 0
37. 2,15 0,70 0,10
38. 1,60 0,65 0
39. 2,35 0,95 0
40. 1,65 0,65 0
41, 1,95 0,95 0,10
42, 1,55 0,65 0
43, 1,75 0,75 0
44, 1,20 0,40 0
45, 2,15 0,80 0,10
46. 2,05 0,80 0
47. 1,95 0,70 0
48. 1,60 0,90 0,10
49. 1,85 0,70 0
50. 1,55 0,90 0
51. 1,55 0,70 0
52. 1,55 0,80 0,20
53. 1,80 0,65 0
54. 1,75 0,90 0
55. 1,80 0,50 0
56. 1,20 0,55 0
57. 1,25 0,65 0
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Oznaka trupa | Nakon omamljivanja | Nakon zavrSene obrade | Nakon hladenja
58. 0,95 0,50 0
59. 1,50 0,75 0,20
60. 1,40 0,65 0
61. 0,85 0,20 0
62. 1,25 1,10 0,10
63. 1,40 0,75 0,10
64. 1,15 0,55 0
65. 1,20 0,80 0,20
66. 0,95 0,50 0
67. 0,60 0,30 0
68. 0,95 0,20 0
69. 1,45 0,70 0,10
70. 1,45 0,90 0,10
71. 1,25 0,40 0
72. 1,10 0,15 0
73. 1,15 0,30 0
74. 1,30 0,70 0,20
75. 1,00 0,35 0
76. 1,95 0,90 0,10
77. 2,20 1,05 0,10
78. 2,20 0,85 0,20
79. 2,10 1,10 0
80. 1,75 0,75 0
81. 0,75 0,30 0
82. 0,60 0,25 0
83. 0,70 0,45 0
84. 0,45 0,15 0
85. 0,80 0,30 0
86. 0,90 0,40 0
87. 0,75 0,35 0
88. 0,85 0,35 0
89. 0,80 0,30 0
90. 1,15 0,35 0
91. 0,75 0,30 0
92. 0,60 0,75 0
93. 0,70 0,70 0
94. 0,45 0,55 0
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Oznaka trupa | Nakon omamljivanja | Nakon zavrSene obrade | Nakon hladenja
95. 0,80 0,25 0
96. 0,90 0,20 0
97. 0,75 0,35 0
98. 0,85 0,75 0
99. 0,80 1,15 0
100. 1,15 0,60 0
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PRILOG 1

H3jaBa 0 ayTopcTBY

Nwme u npe3ume aytopa: Jacua Kypespymmh

bpoj nnaekca: 15/8

HzjaBbyjem

J1a je TOKTOPCKa AMCepTAaIlyja Mo HaCJIOBOM:
denoTunuzaImja, TCHOTUITH3AIM]a U OCET/BMBOCT Ha aHTUMUKPOOHE JIEKOBE

Salmonella spp. u3om0BaHKX ca TPyIOBa 3aKJaHUX CBHIbA

® PC3yJTaT COIICTBCHOI' UCTPAKKUBAYUKOI pajiad;

e Jla nucepTalvja y UEJIWHU HU y JeIOBUMA HHje OWia MpeioKeHa 3a CTHIIAmhE
Ipyre OUIUIOME MpeMa CTYAHjCKUM MporpaMuMa APYTUX BHUCOKOIIKOJICKUX
yCTaHOBA;

e Jla Cy pe3yJTaTH KOPEKTHO HAaBEJIEHU U

® Jla HUCAM KpIIHO/JIa ayTOpCcKa IpaBa U KOPUCTHO/JIa MHTEIEKTyaJIHy CBOJUHY
JIpYTUX JIMILA.

IHornuc ayropa

VY beorpany,
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PRILOG 2

M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT paja

Nwme u npe3ume aytopa: Jacua Kypespymmh

bpoj nnaekca: 15/8
Crynujcku mporpam: JlokTOpCKe aKkageMCcKe CTyIuje
Hacnos pana @deHoTunU3alMja, TEHOTHNM3AIMja U OCET/BUBOCT Ha

aHTUMUKpoOHe siekoBe Salmonella spp. w3onoBanux ca
TPYIIOBa 3aKJIaHUX CBHbA

Menrop: [Ipod. np. Hehessko Kapabacun

WzjaBbyjeM nAa je 1ITamMmaHa Bep3Mja MOI'  JOKTOPCKOT paja HMCTOBETHA
EJICKTPOHCKO] BEp3Uju KOjy caMm Tpenao/la paaud mnoxpameHa y Jururainom
peno3utopujymy YHuBepsurera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM J1a ce oOjaBe MOjU JIMYHM TMOJAAIM BE3aHM 3a JOOHjame aKaJgeMCKOT
Ha3WBa JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME W Mpe3uMe, ToJIMHA U MECTO pohema U IaTyMm
onopane paja.

OBM IMYHM TOJAIlM MOTY c€ O0jaBUTH HAa MpPEKHUM CTpaHWIAMa UTHUTAITHE
OMONMOTEKe, Yy EJIEKTPOHCKOM KaTaJiory W Yy TNyOJuKanujamMa YHHBEpP3UTETa Y

beorpany.

IHoTrnuc ayropa

VY beorpany,
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PRILOG 3

H3jaa o kopumhemwy

Ognanthyjem YHuBep3uTeTcky 6ubnuoreky ,,Cetozap Mapkosuh® na y Jlururanuu
penozuTopujyM YHuBep3uTera y beorpamy yHece MOjy TOKTOPCKY AMCEPTAIMjy MO
HaCIJIOBOM:

deHoTHIIM3AIM]a, TCHOTHIIM3AllMja M OCETJHMBOCT Ha AaHTUMHKPOOHE JIEKOBE
Salmonella spp. n3onoBanux ca TPynoBa 3aKJIaHUX CBUbA

KOja je M0je ayTOPCKO JIEJO.

Hucepranjy ca cBUM MpWIO3UMa Mpeaao/ia caM y eJIeKTPOHCKOM dopmary
MIOT'OJTHOM 32 TPAjHO apXHBHPAHE.

Mojy JOKTOpCKY AMcepTalyjy MoxpameHy Yy JWrutanHoM perno3suTopujymy
VYHuBepsuteta y beorpaay u 1ocTynHy y OTBOPEHOM MPHUCTYIy MOTY Jia KOPHCTE CBH
KOJU TIOIITYjy OJpende caapskaHe y omaOpaHoM Tumy juleHIle KpeaTuBHe 3ajeqHule
(Creative Commons) 3a K0jy caM ce OJUTy4HO/Ja.
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IHoTrnuc ayropa

VY beorpany,
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