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SAZETAK

Hrana Zzivotinjskog podrijetla predstavlja mogucéi izvor patogenih sojeva Escherichia coli
opasnih za ljude. Iako su vec¢ina sojeva crijevni komenzali, pojedini mogu uzrokovati crijevne
(intestinalne) i izvancrijevne (ekstraintestinalne) infekcije. Njihova patogenost povezana je s
prisutnoS¢u gena za Cimbenike virulencije, pripadnos$éu filogrupi te s biokemijskim
svojstvima kod pojedinih serovarova.

U ovom istrazivanju pretrazeno je 100 izolata bakterije E. coli izdvojenih iz uzoraka mesa i
obrisaka trupova razliCitih vrsta zivotinja. Izolatima su odredene biokemijske karakteristike
VITEK2 sustavom, a molekularnim metodama odredena je prisutnost gena za ¢imbenike
virulencije i pripadnost filogrupi.

U izolatima je dokazana prisutnost patogrupa: EAEC (EAST1), ETEC (STII), EPEC (eae),
EXPEC (cnfl, cnf2) i EHEC/VTEC (vtx1, vix2). Najucestalija patogrupa je EAEC (20%),
dokazana u izolatima podrijetlom od mesa peradi, divljaci, svinja i goveda. Patogrupe EPEC
(9%) 1| EXPEC (6%) takoder su dokazane u potonjima, dok su patogrupe ETEC (5%) i VTEC
(2%) dokazane u izolatima podrijetlom od divlja¢i 1 svinja. NajviSe gena za Cimbenike
virulencije ustanovljeno je u izolatima podrijetlom od divljaci.

Biokemijskom karakterizacijom izolata ustanovljena je povezanost izmedu prisustva eae gena
I aktivnosti alkalinizacije sukcinata. Osim toga, takoder je primjetna povezanost izmedu
prisustva cnfl gena i aktivnosti enzima arilamidaze prema tirozinu.

Pomocu lancane reakcije polimerazom (engl. polymerase chain reaction — PCR) izolati su
svrstani u filogrupe. Najucestalije filogrupe bile su A (38%) i B1 (36%) u koje je svrstana
vecina pretrazivanih izolata. Od ostalih filogrupa, s manjom ucestalo$¢u, bile su zastupljene
filogrupe B2 (4%), C (3%), D (9%), E (4%) i F (6%). Rezultati statisti¢ke analize prikazuju
povezanost izmedu podrijetla izolata i pripadnosti filogrupi, §to ukazuje na sklonost
odrzavanja filogrupa unutar odredenih domacina (Zivotinjskih vrsta). Takoder, prikupljeni
podaci prikazuju nova saznanja o filogenetskoj strukturi E. coli u domacih i divljih Zivotinja
na podruc¢ju Republike Hrvatske.

Prikazani rezultati ukazuju kako hrana razliitog Zivotinjskog podrijetla predstavlja

potencijalni izvor crijevnih i izvancrijevnih patogenih E. coli.

Kljucne rijeci: Escherichia coli, geni za ¢cimbenike virulencije, filogrupa, biokemijske

karakteristike



ABSTRACT

INTRODUCTION: Escherichia coli (E. coli) is a Gram negative, aerobic and facultatively
anaerobic, non-sporogenic, rod-shaped bacterium, member of the Enterobacteriaceae family.
While most strains are intestinal commensal bacteria, some can cause intestinal and
extraintestinal infections. Their pathogenicity is linked to the presence of virulence genes,
phylo-group and in some strains to biochemical characteristics.

Pathogenic and commensal (nonpathogenic) E. coli can be differentiated in several ways.
According to virulence genes and clinical symptoms pathogenic E. coli are divided in seven
pathogenic groups: enterotoxigenic E. coli (ETEC), enteropathogenic E. coli (EPEC),
enterohemorrhagic E. coli (EHEC), enteroadherent E. coli (EAEC) or enteroaggregative E.
coli (EaggEC), enteroinvasive E. coli (EIEC), diffusely adherent E. coli (DAEC) and
extraintestinal pathogenic E. coli (EXPEC).

Pathogenic and nonpathogenic E. coli are divided in four main phylo-groups (A, B1, B2 and
D), but according to the latest research there are now eight phylo-groups (A, B1, B2, C, D, E,
F and I). Commensal and strains that cause intestinal disease mainly belong to A and B1
phylo-group, while extraintestinal strains mostly belong to B2 phylo-group and D in lower
incidence.

Food of animal origin presents a possible source of pathogenic Escherichia coli that pose a
danger for human health. Aim of this study is to determine biochemical proprerties, presence
of virulence genes and phylo-group affiliation of E. coli strains isolated from foods of
different animal origin and carcass swabs from the area of the Republic of Croatia. The
properties of the strains will be compared and will provide an insight to the presence of

potentially pathogenic strains and their characteristics.

MATERIAL AND METHODS: A total of 100 E. coli isolates were analysed in this study.
The strains were isolated from meat (poultry, game, pigs and cattle) and carcass swabs (pigs
and cattle). Biochemical characteristics of the strains were determined using VITEK2 system.
Using molecular methods, the strains were tested for the presence of virulence genes and
assigned to a phylogroup. A group of 17 specific virulence genes (ipaH, aggR, aaiC, It, stp,
sth, STI, STII, bfp, vtx1, vtx2, eae, saa, hlyA, EAST1, cnfl, cnf2) was tested for determination

of pathogroups in foods of different animal origin.



RESULTS: Using specific virulence genes the presence of pathogroups EAEC (EAST1),
ETEC (STH), EPEC (eae), EXPEC (cnfl, cnf2) and EHEC/VTEC (vtx1, vtx2) was confirmed.
Pathogroup EAEC was detected in strains isolated from samples of different animal origin
(poultry, game, pigs and cattle) with the highest prevalence (20%). Pathogroups EPEC (9%)
and EXPEC (6%) were also detected in strains isolated from the latter, while ETEC (5%) and
VTEC (2%) were detected in strains isolated from game and pigs. Some strains isolated from
poultry, game and pigs had more than one virulence gene detected in one strain, which shows
that a lot of virulence genes are located on mobile genetic elements and that assigning a strain
of E. coli to a specific pathogroup is very complicated.

Most of the virulence genes (EAST1, STII, eae, cnfl, cnf2, stx1, hlyA) were detected in strains
isolated from game and a connection between the source of the isolate and the presence of
virulence genes was confirmed statistically (p=0.004). Contamination of the meat and the
high percentage of virulence genes could be explained with inadequate shot placement,
eviscertation of the animal on the field and improper storage of the meat.

Biochemical characteristics of the strains were very similar. Comparing them with the
presence of virulence genes, this study determined a link between the presence of eae
virulence gene and succinate alkalinization which was confirmed statistically. Except from
the above, a link between the presence of cnfl virulence gene and the enzyme tyrosine
arylamidase was also confirmed.

This study analyzed the occurence and distribution of phylo-gruops in 100 E. coli strains
isolated from poultry, game, pigs and cattle. Using polymerase chain reaction (PCR) the
isolates were assigned to a phylo-group. Most of the strains were assigned to A (38%) and B1
(36%) phylo-group and other strains were represented in a lower incidence: B2 (4%), C (3%),
D (9%), E (4%) and F (6%). Results of statistical analysis demonstrate that phylo-groups are
associated with the source of the strain (p=0.039) and the results provide a knowledge in

phylogenetic structure of E. coli isolated from domestic animals in the Republic of Croatia.

CONCLUSIONS: In this study the most prevalent pathogenic group of E. coli was EAST
(20%). The following are EPEC (9%), EXPEC (6%), ETEC (5%) and VTEC (2%). Listed data
shows a distribution and presence of pathogenic goups in food of different animal origin.
Most virulence genes were present in meat from game which confirms that game is a

significant source of pathogenic E. coli.



Most strains were assigned to A and B1 phylo-groups, which confirms that most commensal
and intestinal pathogenic E. coli belong in these phylo-groups.

Statistical analysis shows a link between the origin of the sample and phylo-group affiliation,
which confirms that phylo-groups have a tandency towards specific hosts.

For most strains researched in this study, biochemical characteristics were very similar and
had no relevance. Their comparison with the presence of virulence genes shows a link
between the presence of eae virulence gene and succinate alkalinization and cnfl and tyrosine
arylamidase, but for further conclusions more strains of this virulence characteristics have to
be tested.

Results presented in this research indicate that foods of different animal origin represents a

source of intestinal and extraintestinal pathogenic E. coli.
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1. UvOD

Bakterija Escherichia coli (E. coli) je prema Gramu negativna, fakultativno anaerobna,
Stapicasta bakterija koja pripada rodu Escherichia i porodici Enterobacteriaceae, ubikvitarni
je mikroorganizam te u¢estao komenzal u crijevima brojnih Zivotinjskih vrsta i ljudi. lako je
crijevni komenzal, pojedini serovarovi mogu uzrokovati crijevne i izvancrijevne infekcije.
Njihova patogenost povezana je s prisutnoS¢u gena za ¢imbenike virulencije, pripadnos$éu
filogrupi te, kod pojedinih serovarova, s biokemijskim svojstvima.

Patogene i komenzalne (nepatogene) E. coli mogu se razlikovati na vise nacina. One patogene
su, prema kombinaciji gena za ¢imbenike virulencije i klini¢kim simptomima koje uzrokuju,
podijeljene na sedam patogrupa/patotipova: enterotoksigena E. coli (ETEC), enteropatogena
E. coli (EPEC), enterohemoragi¢na E. coli (EHEC), enteroadherentna E. coli (EAEC) ili
enteroagregativna (EAgQEC), enteroinvazivna E. coli (EIEC), difuzno adherentna E. coli
(DAEC) i ekstraintestinalna patogena E. coli (EXPEC). Veéina patogenih i nepatogenih E. coli
svrstana je u cCetiri glavne filogenetske grupe: A, B1, B2 i D (ISHII i sur., 2007.). Komenzalni
sojevi i oni patogeni koji uzrokuju crijevne infekcije ve¢inom pripadaju grupama A i B1, dok
izvancrijevni sojevi pretezno pripadaju filogrupi B2, ali i grupi D, no s manjom ucestalosti.
Istrazivanja genoma bakterije omogucila su usavrSavanje postoje¢ih metoda za odredivanje
filogrupa, izmedu ostalog i razvoj nove metode lancane reakcije polimerazom (engl.
polymerase chain reaction — PCR) kojom se E. coli dijeli na osam filogrupa: A, B1, B2, C, D,
E, Fil (CLERMONT isur., 2013.).

Brojna istrazivanja su prou¢avala povezanost izmedu pato-i filogrupa, pa tako i ESCOBAR-
PARAMO 1 sur. (2004.) koji su ustanovili ucestalost pojavljivanja EPEC sojeva unutar B1 i
B2 grupe, sklonost EHEC sojeva prema A i B1 grupama te ETEC sojeva A, B1 i C grupama.
Prisutnost EAEC i DAEC sojeva dokazana je u svim grupama osim grupe E, a EXPEC sojevi
pripadali su uglavnom grupi B2, te s manjom ucéestalo$¢u grupi D.

Hipoteza ovog istrazivanja jest postojanje povezanosti izmedu biokemijskih karakteristika,
gena za ¢imbenike virulencije, filogrupa i podrijetla izolata E. coli.

Cilj rada je odrediti biokemijska svojstva, prisutnost gena za Cimbenike virulencije |
pripadnost filogrupi za sojeve podrijetlom od razli¢itih vrsta zivotinja u svrhu njihove
usporedbe i pruzanja uvida u prisutnost potencijalno patogenih sojeva u uzorcima iz razli¢itih

podrucja Republike Hrvatske.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

2.1. Biokemijske karakteristike i izdvajanje izolata E. coli

Za razlikovanje bakterijske wvrste E. coli od ostalih pripadnika porodice
Enterobacteriaceae koriste se pojedinac¢ni biokemijski testovi ili gotovi biokemijski nizovi s
veéim brojem biokemijskih svojstava, kao $to su primjerice BBL, APl 20E, API 32 i VITEK2
(HABRUN, 2014.). Bakterija E. coli koristi jednostavne izvore dusSika i ugljika za svoje
metabolicke i energetske potrebe. Fermentacija glukoze uz proizvodnju Kiseline i plina
osnovna je karakteristika E. coli, a fermentacija ostalih ugljikohidrata ovisi o njihovoj
moguénosti pretvaranja u glukozu ili njezine derivate. E. coli pripada grupi mikroorganizama
koji proizvode kiseline (poput octene, mravlje, mlijeéne i jantarne) te etanol, ¢ime spustaju
pH te mijenjaju boju indikatora metilnog crvenila (metil-crveno pozitivna). Negativnhom
reakcijom na Voges-Proskauer (VP) testu ustanovljeno je da E. coli ne proizvodi 2,3-
butandiol i acetoin. Takoder, jedna od osnovnih karakteristika E. coli je mogucnost
fermentacije laktoze, §to je omoguceno prisutno$¢u enzima [-galaktozidaze, a od ostalih
biokemijskih osobitosti treba navesti proizvodnju indola te nemogucnost iskoriStavanja citrata
I ureje. Primjena navedenih pojedina¢nih biokemijskih testova razvojem novih tehnologija
uglavnom je napustena, a za dokazivanje bakterijskih vrsta pretezno se upotrebljavaju vec
spomenuti komercijalno dostupni nizovi biokemijskih testova, zbog jednostavne primjene,
specifi¢nosti i to¢nosti rezultata (BETTELHEIM, 1994.; QUIN i sur., 1994.).

U Tablici 1. navedene su biokemijske reakcije karakteristi¢ne za E.coli.



Tablica 1. Biokemijske karakteristike E. coli (izvor: QUIN i sur., 1994.)

Biokemijski test Reakcija
Proizvodnja indola +
Metilno crvenilo +

Vogel-Proskauer -

Citrat -

Urea -

Fenilalanin deaminaza -

Hidrogen sulfid -

Lizin dekarboksilaza (+)

Ornitin dekarboksilaza d

Likvefakcija Zelatine -

Porast u KCN bujonu -

OPNG (beta-galaktozidaza) +
Dulcitol d
Inozitol -
Laktoza +
Maltoza +
Manitol +
Manoza +

Ramnoza (+)
Sorbitol +

Saharoza d
Ksiloza +

Crveni pigment -

+ =90 — 100% sojeva pozitivno, (+) = 76 — 89% sojeva pozitivno, d = 26 — 75% sojeva
pozitivno, (-) = 11 — 25% sojeva pozitivno, - = 0 — 10% sojeva pozitivno



Kako bi izdvajanje i razlikovanje E. coli od drugih bakterija iz porodice
Enterobacteriaceae bilo jednostavnije, koriste se selektivne kromogene hranjive podloge na
kojima se porast pojedinih mikroorganizama moze razlikovati na temelju iskoristavanja
ugljikohidrata ili drugih spojeva. Medu najznacajnijim Karakteristikama veéine E. coli je
sposobnost stvaranja B-glukuronidaze, sto je i dokazano u priblizno 97% sojeva (KILIAN i
BULOW, 1976.; RICE i sur., 1990.). Ova osobina omoguéila je razvoj &vrste hranjive
podloge Tryptone Bile X-glucuronide (TBX) za pouzdano, jednostavno i brzo izdvajanje i
razlikovanje pB-glukuronidaza pozitivne E. coli od preostalih 3-4% [-glukuronidaza
negativnih pripadnika. Potrebno je naglasiti da pojedine E. coli, koje pripadaju patogrupi
enterohemoragi¢nih E. coli (EHEC), nemaju sposobnost stvaranja B-glukuronidaze. Takoder,
pojedine E. coli patogrupe EHEC proizvode verotoksine (verotoksigene E. coli — VTEC).
Najznacajniji predstavnik VTEC je serotip O157:H7, koji uz navedeno svojstvo karakterizira
nedostatak sposobnosti fermentacije sorbitola, a $to je karakteristika priblizno 75-94% svih
ostalih sojeva E. coli. Potonja biokemijska karakteristika doprinijela je razvoju selektivnih
medija, kao Sto je Sorbitol-MacConkeyeva hranjiva podloga (SMAC). S obzirom na ¢injenicu
da sojevi E. coli serogrupe 0157, pored navedenih fenotipskih karakteristika ne fermentiraju
ramnozu te su ve¢inom rezistentni na cefixim i telurit, $to nije sluc¢aj kod ne-O157 E. coli, ove
biokemijske karakteristike, odnosno njihove kombinacije iskoriStene su za unapredenje
specifi¢nosti selektivnih hranjivih podloga i poboljsanje izdvajanja Serogrupe O157, kao
primjerice. CT-SMAC hranjive podloge dodatkom sorbitola, cefixima i telurita. Potonja
hranjiva podloga nije zadovoljavaju¢a u izdvajanju ostalih VTEC te nije pouzdana u
izdvajanju svih O157, jer su pojedini sojevi sorbitol pozitivni, B-glukuronidaza pozitivni ili ne
rastu na CT-SMAC hranjivoj podlozi (THOMSON-CARTER, 2001.). Takoder je moguce
izdvajanje sorbitol negativnih kolonija koje ne pripadaju skupini enterohamoragié¢nih E. coli
(EHEC), ve¢ enteropatogenim E. coli (EPEC), enterotoksigenim E. coli (ETEC) ili
enteroinvazivnim E. coli (EIEC) (OJEDA i sur., 1995.).

Za razliku od serogrupe 0157, drugi VTEC sojevi vrlo su razli¢iti po genotipu, serotipu i
ostalim fenotipskim karakteristikama. Prema biokemijskim svojstvima i porastu na
uobicajenim hranjivim podlogama imaju svojstva sli¢na netoksigenim sojevima, a njihova je
identifikacija iz izmeta, hrane ili drugih izvora vrlo slozena. Primjer biokemijske raznolikosti
VTEC sojeva prikazuju SOUZA i sur. (2010.) koji su analizom 38 sojeva s 28 biokemijskih

testova sojeve svrstali u 14 biotipova. Time su uputili na veliku raznolikost metabolickih



osobitosti VTEC sojeva, koji se prema biokemijskim 1 fenotipskim obiljezjima ne razlikuju od
nepatogenih E. coli.

Atipic¢ne biokemijske reakcije prikazali su ARYA i sur. (2008.) istrazivanjem VTEC sojeva
izdvojenih iz izmeta teladi s proljevom. Ustanovili su sposobnost tvorbe ureaze za 11 izolata
(26,82%) i negativnu reakciju pri fermentaciji ramnoze za njih 28 (68,29%). Tijekom
razvojnih istrazivanja selektivnih kromogenih hranjivih podloga za dokazivanje VTEC
serogrupa, ustanovljeno je da su svi od 45 istrazenih sojeva B-glukuronidaza pozitivni
(VERHAEGEN i sur., 2015.).

Istrazivanje LECLERCQ i sur. (2001.) ukljucivalo je 180 E. coli sojeva, od kojih je 55
pripadalo O157:H7, njih 19 O157:H(-) i 106 sojeva ne-O157 koji posjeduju (76) ili ne
posjeduju (30) vtx gene. IstraZeni izolati izdvojeni su iz izmeta ljudi, zivotinja i uzoraka hrane.
Rezultati prikazuju biokemijsku razli¢itost E. coli O157:H7 od ostalih istrazenih sojeva za
pozitivne reakcije orntin dekarboksilaze i ureaze te negativne reakcije arginin dihidrolaze, 5-
ketoglukonata, B-glukuronidaze i sorbitola.

Od ostalih patogrupa vazno je navesti osobitosti EIEC sojeva koji se ¢esto biokemijski

razlikuju od ostalih E. coli. Tako je primjerice 70% EIEC sojeva laktoza negativno. Sojevi
ove patogrupe su biokemijski, genetski i patogenetski usko vezani uz bakterije roda Shigella,
te poput njih, osim $to ne frementiraju laktozu, pretezno su lizin dekarboksilaza negativni te
nisu pokretni. Od ostalih karakteristika navodi se nemoguc¢nost koristenja natrijevog acetata
(53% sojeva) i fermentacije muktata (59% sojeva) (DOYLE i PADHYE, 1989.).
Navedeno potvrduje istrazivanje SILVA i sur. (1980.) provedeno na 97 izolata EIEC,
ve¢inom izdvojenih iz izmeta pacijenata s proljevom, koji su bili lizin dekarboksilaza
negativni, dok je medu 12 izolata, pripadnika serogrupe O124, njih pet (41,67%) bilo
nepokretno.

HARNETT i GYLES (1984.) provodili su istrazivanja na ETEC sojevima izdvojenim
iz goveda i svinja te ne-ETEC sojevima izdvojenim iz svinja s ciljem dokazivanja povezanosti
serogrupa i biokemijskih reakcija. Od biokemijskih karakteristika navedena je fermentacija
adonitola uglavnom zamijecena u izolata serogrupe O101, unutar koje je od ukupno 19
analiziranih sojeva pozitivnu reakciju imalo deset ETEC sojeva i Sest ne-ETEC sojeva.

Nemogucénost razlikovanja ETEC sojeva od ostalih E. coli opisali su BRAATEN i
MYERS (1977.) biokemijskom analizom 18 ETEC i 15 ne-ETEC sojeva izdvojenih iz izmeta
teladi s proljevom. Niti jednom od 64 koristene biokemijske reakcije nije ustanovljena razlika

izmedu patogenih i nepatogenih sojeva.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leclercq%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11230449

Biokemijska raznolikost ekstraintestinalnih patogenih E. coli (EXPEC) opisana je
istrazivanjem DAVIES (1976.) koji je, analizirajuci biotipove E. coli izdvojene iz uzoraka
pacijenata s mokra¢nim infekcijama, pomoéu API 20 E sustava, ustanovio da testovi
proizvodnje lizin i ornitin dekarboksilaze (69% i 71% sojeva) i fermentacije saharoze (41%
sojeva) pomazu u razlikovanju biotipova. Na osnovi dobivenih rezultata, 574 izolata
podijeljeno je u biotipove, od kojih je 42% svrstano u njih dva, a preostalih 332 izolata u 53
razli¢ita biotipa. Sli¢ne rezultate dobili su GARGAN i sur. (1982.) pretrazivanjem 514 sojeva
izdvojenih iz pacijenata s mokra¢nim infekcijama koriste¢i APl 20 E sustav. Analizirani
sojevi takoder su pripadali u dva dominantna biotipa, identi¢na onima zabiljezenim
prethodnim istrazivanjem. Uz navedeno, prikazani su rezultati pojedinac¢nih biokemijskih
reakcija u kojima je vecéina pretrazenih sojeva bila pokretljiva (66%) i pokazivala pozitivnu
reakciju na dulcitol (72%) i sorbozu (66%), dok je nesto manje od pola sojeva imalo pozitivu
reakciju na rafinozu (46%) i 5-ketoglukonat (49%).

GODBOUT-DeLASALLE i HIGGINS (1986.) istrazivali su biotipove E. coli
pretrazuju¢i 506 izolata iz uzoraka mlijeka, mokrace, izmeta i tkiva razliitih vrsta zivotinja.
Rezultati istrazivanja prikazuju 54 razli¢ita biokemijska profila od kojih 65% pripada u tri
dominantna biotipa prisutna u svim zivotinjskim vrstama. Usporedbom ostvarenih rezultata s
istrazivanjem DAVIES (1976.), ustanovili su dva od tri biotipa ve¢ prijavljena kao
dominantna.

Biokemijska karakterizacija bakterijskih vrsta ukljucuje reakcije izolata na raznolik niz
biokemijskih testova, od fermentacije Secera do odredivanja aktivnosti enzima. Premda
bakterijska vrsta E. coli posjeduje karakteristicna biokemijska svojstva, izolati su ucestalo
biokemijski varijabilni. Prema navedenim istrazivanjima, primjetno je da biokemijska

karakterizacija nije dovoljna za odredivanje patogenosti soja.



2.2.Vrste patogenih E. coli

Bakterija E. coli prisutna je u crijevima kao komenzalna bakterija, ali pojedini sojevi

mogu uzrokovati infekcije u ljudi i Zivotinja. Od onih koje mogu prouzrociti infekcije navode
se crijevne ili intestinalne patogene i izvancrijevne ili ekstraintestinalne patogene E. coli
(EXPEC). Crijevne patogene E. coli su s obzirom na kombinaciju gena za Cimbenike
virulencije i klinickih simptoma podijeljene na sedam patogrupa/patotipova: enterotoksigena
E. coli (ETEC), enteropatogena E. coli (EPEC), enterohemoragi¢na E. coli (EHEC),
enteroadherentna E. coli (EAEC) ili enteroagregativna (EAQgQEC), enteroinvazivna E. coli
(EIEC) i difuzno adherentna E. coli (DAEC).
Zbog velike mogucnosti izmjene genetskog materijala, podjela E. coli u patogrupe je oteZana i
slozena, $to su potvrdili CLEMENTS i sur. (2012.) navodeé¢i dvije novoustanovljene
patogrupe. Prva je adherentno invazivna E. coli (AIEC) koja ne uzrokuje alimentarne
intoksikacije, ali se smatra da je povezana s Chronovom bolesti, iako nije razjasnjena
prisutnost AIEC kao simptoma ili uzroka bolesti, a druga je patogrupa Shiga toksin
producirajuée enteroagregativne E. coli (STEAEC) odgovorne za epidemiju 2011. godine u
Njemackoj.

Infekcije i intoksikacije ljudi patogenim intestinalnim E. coli nastaju konzumacijom
kontaminirane hrane, vode ili izravnim kontaktom s ljudima i Zivotinjama. U zemljama u
razvoju ETEC, EPEC i EAEC glavni su uzrok proljeva s mogu¢im fatalnim posljedicama u
djece, prvenstveno zbog losih higijenskih uvjeta, nemogucénosti laboratorijske dijagnostike i
adekvatnog lijeCenja (QUADRI i sur., 2005a.; QUADRI i sur., 2005b; GONZALES i sur.,
2013.). Istrazivanje GONZALES i sur. (2013.) navodi prevalenciju E. coli koje uzrokuju
proljev kod djece u Boliviji. U njihovu istrazivanju izdvojeni su izolati iz uzoraka izmeta
djece s proljevom ili bez njega. Prema rezultatima, najvise izolata pripadalo je patogrupama
EAEC (11,2% izdvojeno iz izmeta djece s proljevom i 7,4% izdvojeno iz izmeta djece bez
proljeva), EPEC (5,8% izdvojeno iz izmeta djece s proljevom i 4,0% izdvojeno iz izmeta
djece bez proljeva) i ETEC (6,6% izdvojeno iz izmeta djece s proljevom i 4,8% izdvojeno iz
izmeta djece bez proljeva). U razvijenim zemljama infekcije navedenim patogrupama su
blage, dok su EHEC, te sve ces¢e EAEC i STEAEC, glavne patogrupe povezane s
alimentarnim infekcijama i intoksikacijama.

SHAH i sur. (2009.) prikazuju podatke istrazivanja prema kojima su ETEC najcesce
dokazani uzroé¢nici ,,putnickog proljeva“ u Juznoj Americi (33,6%), Africi (31,2%), juznoj
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(30,6%) i jugoistocnoj Aziji (7,2%). EAEC su sljede¢i naj¢es¢i uzrocnici proljeva u Juznoj
Americi (24,1%), Africi (1,8%) i juznoj Aziji (16%). Od ostalih uzroénika ,putni¢kog
proljeva“ autori navode EPEC u Juznoj Americi (14,3%), Africi (7,7%) 1 jugoisto¢noj Aziji
(18%), te DAEC u Juznoj Americi (6,2%) i juznoj Aziji (2,91%).

Pregled patogrupa i njihovih osobitosti prikazan je u Tablici 2.



Tablica 2. Klinicke, patoloske i epidemioloske karakteristike patogrupa E. coli

Patogrupa Klini¢ka slika Patologija PodloZnost Ahezini/invazija Toksini
Akutni/kroni¢ni Prianjajuce i Mlada djeca u -
EPEC proljev, brisuée lezije na zemljama u bfp, intimin, Paa,
povracanje, tankom crijevu  razvoju, putnici LPF, Iha, EhaA
blaga
temperatura
Prianjanje na Djeca u
Vodenasti mukozu tankog zemljama u Kolonizacijski It, st,
ETEC proljev, crijeva pomoéu  razvoju, putnici faktori, Paa ClyA
dehidracija faktora
kolonizacije,
lucenje toksina
Upala i Ljudi svih Ipa Shigella
Bacilarna narusavanje dobi, ¢esce enterotoxin 1 i
EIEC dizenterija stabilnosti djeca u 2 (ShET1i
mukozne zemljama u ShET2),
membrane; razvoju stx
uglavnom
debelo crijevo
Hemoliti¢ko- Djeca i starije
uremicki osobe u Intimin, Paa,
Krvavi proljev, sindrom, razvijenim ToxB, (Efa)-1,LPF, vitx (stx)
EHEC hemoliti¢ko- hemoragi¢ni zemljama saa, EibG, EhaA,
uremicki kolitis, OmpA, lha
sindrom prianjajuce i
brisuce lezije na
debelom crijevu
Vodenasti Formiranje Djecau
proljev, blaga biofilma, zemljama u AAF, Tia EAST1, ShET],
EAEC temperatura, hemoragi¢na  razvoju, putnici HIyE
iscrpljenost nekroza
mikrovila
DEAEC Akutni proljev Afa/ Dr adhezini -
Mokraéne
infekcije, Izvancrijevne papA, sfa, foc, afa,
ExXPEC neonatalni infekcije fimA, fimH, hlyD, cnf1,
meningitis, iroN, Iha, cnf2, cdt
sepsa, kpsMT,ompT
pneumonija

*bfp — fimbrije koje oblikuju snopove (engl. bundle forming pili); Paa — svinjski protein prianjanja i brisanja;
LPF — dugacke polarne fimbije; Iha — IrgA homologni adhezin; It — termolabilni enterotoksin; st — termostabilni
enterotoksin; ClyA — Citolizin A; IpA — Invazijski plazimdski antigen; stx — shiga toksin, ToxB — Toksin B;
(Efa)-1 — E. coli faktor za adherenciju; saa — STEC autoaglutiniraju¢i adhezin; EibG — E. coli imunoglobulin
vezuéi protein; EhaA — autotransportni protein; OmpA — protein vanjske membrane A; vtx — verotoksini; AAF —
agregativne adherentne fimbrije; Tia — toksigeni invazijski lokusi A; eastl — EAEC termostabilni enterotoksin 1;
ShET1 — Shigella enterotoksin 1; HIyE — helolizin E; Afa/Dr — fimbrijski/nefimbrijski adhezini; papA — P
fimbrije; sta — S fimbrije; foc — F1C fimbrije; fimA/fimH — tip 1 fimbrije; iroN — receptor za siderofore; kpsMT —
kapsule 11 grupe; ompT — proteaza vanjske membrane; hlyD — citoliticki proteinski toksin; cnfl i cnf2 —
cititoksi¢ni nektotizirajuéi faktor 1 i 2; cdt — citoletalni toksin (engl. cytolethal distending toxin)



2.2.1. Enterotoksigena E. coli (ETEC)

Sojevi ETEC najces¢i su uzrocnici proljeva u djece iz nerazvijenih zemalja, a takoder
Su poznati kao uzrocnici ,,putni¢kog proljeva“ u turista koji posjecuju takve zemlje. Proljev
uzrokovan enterotoksigenim sojevima je vodenast i uzrokuje tesku dehidraciju ako se ne
uspostavi ravnoteza izmedu iona i gubitka vode u crijevu. Infekcija je rezultat konzumacije
kontaminirane hrane i vode. PovrSinske vode glavni su izvor infekcije u nerazvijenim
zemljama, a ljudi dolaze u kontakt s mikroorganizmom prilikom kupanja i/ili kori$tenja vode
za pice te pripremu hrane (BEGUM i sur., 2005.).

Osim navedenog, sojevi ETEC patogrupe naj¢esci su uzro¢nici kolibaciloze u mladih
zivotinja, prvenstveno prasadi i teladi (NAGY i1 FEKETE, 2005.). Enterotoksigena
kolibaciloza uzrokuje znacajne gubitke u dvije starosne grupe prasadi: sisajuce i odbijene.
Osim u teladi i prasadi, ETEC je dokazan kao uzro¢nik proljeva u janjadi, zdrebadi i pili¢a
(NAGY i FEKETE, 1999.).

Dokumentirani su brojni slucajevi infekcija/intoksikacija i izdvajanja ETEC sojeva iz
hrane Zivotinjskog podrijetla u zemljama diljem svijeta. Kao primjer navodi se istrazivanje
SACK i sur. (1977.) koji su od 240 sojeva izdvojenih iz uzoraka hrane zivotinjskog podrijetla
u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD), u njih 8% potvrdili prisustvo ETEC, iako niti
jedan proizvod nije povezan s izbijanjem epidemije. Istrazivanje REIS i sur. (1980.) navodi da
je pretragom hamburgera i kobasica u Brazilu kao ETEC potvrdeno 1,5% od 1200 pretrazenih
izolata. Primjer intoksikacije veceg broja ljudi opisan je slu¢ajem zabiljezenim u §vedskom
restoranu gdje je 60 osoba od njih 106, koje su konzumirale salatu od Skampa i gljiva,
primljeno u bolnicu s abdominalnim bolovima i proljevom, a daljnjim istrazivanjem izvora
potvrdeno je prisustvo termolabilnih enterotoksina E. coli u hrani (DANIELSSON i sur.,
1979.).

Sojevi ETEC fermentiraju laktozu, pripadaju brojnim somatskim (O) serogrupama,
proizvode enterotoksine i posjeduju brojne kolonizacijske faktore koji im omogucuju
kolonizaciju tankog crijeva (QUADRI i sur., 2005b.). Specifi¢ni viruletni faktori kao §to su
enterotoksini i brojni kolonizacijski faktori, razlikuju sojeve ETEC od ostalih patogenih E.
coli koje uzrokuju proljev.

Infekcija bakterijama patogrupe ETEC zapocinje kolonizacijom tankog crijeva te
njihovim vezanjem za enterocite. ETEC ne prodiru i ne oStecuju stanicu ve¢ izluuju toksine
uzrokujué¢i neupalni vodeni proljev. Sojevi ETEC proizvode dvije vrste enterotoksina:
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termolabilni (LT) i termostabilni (ST). Oba toksina ulaze u stanicu preko vanjske membrane.
LT je fizioloski, strukturalno i antigeno sli¢an toksinu uzro¢nika kolere (GILL i
RICHARDSON, 1980.), a ST se dijeli na dva glavna genotipa: STa (ST-I) i STb (ST-II).
Sojevi ljudskog podrijetla proizvode STa, dok je STb pretezno zivotinjskog podrijetla.
Takoder postoje dva podtipa STa toksina, a to su termostabilni toksin ljudskog podrijetla STh
(STIb) i termostabilni toksin svinjskog podrijetla STp (STla). Potonje oznake u uporabi su
zbog prijasnjih istrazivanja prema kojima se smatralo da je STh ljudskog podrijetla (,,h* od
engl. human), a STp svinjskog podrijetla (,,p* od engl. porcine), no ustanovljena je prisutnost
obaju gena koji kodiraju toksine u ETEC izolata izdvojenih iz izmeta ljudi (MOSELY i sur.,
1983.; BOLIN i sur., 2006.)

Termolabilni i termostabilni toksini stimuliraju aktivnost adenil-ciklaze, odnosno
guanil-ciklaze, sto dovodi do konstantnog stvaranja cikli¢kog adenozin-monofosfata (CAMP)
i ciklickog gvanozin-monofosfata (cGMP), a time i do niza reakcija ¢iji je konaéni rezultat
smanjena resorpcija iona Na+ i Cl-, te gubitak iona i vode u crijevu (PAVANKUMAR i
SANKARAN, 2008.). Vidi Sliku 1.

Pri¢vrséivanje ETEC na stijenku crijeva posredovano je antigenim kolonizacijskim
faktorima — fimbrijskim strukturama prisutnim na povrSini bakterije koje imaju sklonost
prema receptorima na povrsini epitelnih stanica. Prvi identificirani je kolonizacijiski antigeni
faktor CFAI, koji se najcesce povezuje s ETEC infekcijama (JANSSON i sur., 2006.).

Vazno je napomenuti da se kolonizacijski faktori i toksini nalaze na plazmidu zbog cega je
velika moguénost horizontalnog prijenosa gena na druge mikroorganizme (PAVANKUMAR i
SANKARAN, 2008.).

Za karakterizaciju ETEC, uz dokazivanje toksina i kolonizacijskih faktora, koristi se
takoder serotipizacija (ORSKOV i sur., 1976.). lako je opisana velika raznolikost somatskih
(O) antigena unutar patogrupe ETEC, istrazivanjem opSirne baze temeljene na podacima iz
razli¢itih zemalja, WOLF (1997.) je zakljucio kako najveéi broj sojeva pripada sljede¢im O
grupama: O6, 078, 08, 0128 i 0153.
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Slika 1: Patogeneza infekcije sojevima ETEC (izvor: Anon.1)
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2.2.2. Enteropatogena E. coli (EPEC)

Enteropatogena E. coli primarno uzrokuje proljev u novorodencadi i djece mlade od dvije
godine u nerazvijenim zemljama, kojima naj¢esc¢e uzrokuje akutni vodenasti proljev, iako su
prijavljeni brojni slu¢ajevi kroni¢nog proljeva. Osim obilnog vodenog proljeva, ¢esto su
prisutni simptomi poput povracanja i blago povisene temperature (NATARO i KAPER,
1998.).

Patogeneza infekcije EPEC u ljudi moze se podijeliti u tri faze. Prva faza ukljucuje
adherenciju i kolonizaciju crijeva, nakon koje slijedi prenoSenje efektornih proteina u
eukariotsku stanicu putem sekrecijskog sustava tipa Il (T3SS) te blisko prianjanje
bakterijskog mikroorganizma na eukariotsku stanicu posredstvom specifi¢nog proteina
intimina, kodiranog eae genom. Sekrecijski sustav tip III slozena je bakterijska struktura koja
omoguéuje Gram-negativnim bakterijama prenosenje efektornih proteina, ¢imbenika
virulencije koji utjecu na promjene u stanici domacina, izravno u citoplazmu domacina. Kako
bi se pri¢vrstili za enterocite, EPEC koriste T3SS kojim u stanicu domacina prenose
translokacijski receptor za intimin (engl. Translocated intimin receptor — Tir). Nakon ulaska u
stanicu, Tir se veze za intimin, protein bakterijske vanjske membrane (COBURN i sur.,
2007.). Navedeno uzrokuje formiranje karakteristi¢nih ,,prianjaju¢ih i brisuc¢ih“ lezija koje
ukljucuju prisno prianjanje bakterijskog mikroorganizma na crijevnu mukozu uz formiranje
karakteristi¢énih morfoloSkih promjena koje nalikuju ¢asama (engl. ,,cupping) i pijedestalnu
formaciju, ¢ija je krajnja posljedica gubitak mikrovila (TENNANT i sur., 2009.), prikazano na
Slici 2. Nastajanje karakteristicnih prianjaju¢ih i briSuc¢ih lezija kodirano je genima na
patogenom otoci¢u kromosoma zvanom ,lokusom brisanja enterocita“ (engl. locus of
enerocite effacement — LEE) koji kodira protein vanjske membrane intimin, efektorne
proteine, translokacijski intimin receptor (Tir) te sekrecijski sustav tip 111 (T3SS).

Sojevi EPEC patogrupe mogu se podijeliti na tipicne (tEPEC) i atipi¢ne (aEPEC).
Tipicni EPEC sojevi posjeduju EAF plazmid (EPEC adherentni faktor) koji kodira
lokaliziranu adherenciju na epitelnim stanicama posredstvom bfp (engl. bundle forming pilus)
gena, dok atipi¢ni ne posjeduju taj plazmid, zbog cega se sojeve E. coli koji su eae+bfp+
klasificira kao tipicne, a one koji su eae+bfp- kao atipicne (OCHOA i CONTRERAS, 2011.).
Istrazivanje TRABULSI i sur. (2002.) prikazuje razlike izmedu tipi¢ne i atipi¢ne EPEC.
Pripadnici tipi¢ne EPEC medu vodec¢im su uzro¢nicima proljeva djece u zemljama u razvoju
te medu rjedima u industrijski razvijenim zemljama, u kojima su atipicne EPEC od
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znacajnijih uzro¢nika proljeva. Takoder, jedini rezervoar tipi¢ne EPEC su ljudi, dok rezervoar
atipicne mogu biti 1 ljudi 1 Zzivotinje. Osim navedenog, razlikuju se u genetskim
karakteristikama, serotipovima, virulentnim karakteristikama i ¢injenici da je atipicna EPEC
blisko vezana uz Shiga toksin producirajucu E. coli (STEC).

Analizom vecéeg broja EPEC sojeva, tipi¢nih i atipi¢nih, World Health Organisation
(WHO) 1987. prihvac¢a 12 serogrupa: 026, 055, 086, O111, 0114, 0119, 0125, 0126,
0127, 0128, 0142 i 0158, dok daljnja istrazivanja provedena na atipi¢nim i tipicnim EPEC
sojevima izdvojenim u Ujedinjenom Kraljevstvu, Brazilu i Italiji, prikazuju podatke o ¢esto
izdvojenim serotipovima tipiénog EPEC medu kojima prevladavaju: O55:H6, O86:H34,
O111:[H2], O114:H2, O119:[H6], O127:H6, O142:H6, O142:H34, te atipicnog EPEC medu
kojima prevladavaju: O26:H[11], O55:[H7], O55:H34, O86:H8, Olllac:[H8], O111:H9,
0O111:H25, O119:H2, O125ac:H6, O128:H2.

MOURA i sur. (2009.) prouc¢avali su vezu izmedu tipi¢nih i atipi¢nih EPEC sojeva
zivotinjskog i1 ljudskog podrijetla. Istrazivanje su proveli na 42 atipi¢na i sedam tipi¢nih
EPEC sojeva izdvojenih iz ljudi i zivotinja (kuéni ljubimci — macke i psi, farmske zivotinje —
goveda, ovce, kuniéi i divlje zivotinje — majmuni) pretraZivanjem karakteristicnih gena za
¢imbenike virulencije te klonalne sli¢nosti koriste¢i gel elektroforezu u pulsirajuéem polju
(engl. pulsed-field gel electrophoresis — PFGE) i tipizaciju sojeva sekvenciranjem vise lokusa
(engl. multilocus sequence typing — MLST). Analize gena za ¢imbenike virulencije atipi¢nih
EPEC sojeva izdvojenih iz Zivotinjskih uzoraka pokazale su da mogu uzrokovati proljev u
ljudi, a rezultati PFGE-a i MLST-a su ukazali na klonalnu povezanost izmedu ljudskih i
zivotinjskih izolata. Prema ostvarenim rezultatima, MOURA i sur. (2009.) zakljucili su da
zivotinje kao rezervoar atipicnih EPEC mogu imati ulogu izvora infekcije za ¢ovjeka, te ljudi,
koji su takoder rezervoar atipicnog EPEC, mogu predstavljati izvor infekcije za Zivotinje,
stoga mogucénost nastajanja ciklusa medusobnih infekcija ljudi i Zivotinja ne smije biti

zanemarena.

14



Bacterial
Membranes

Type Il Secretion
System

Dimerized
Tir

EspF ENTEROCYTE

.
P
e
-

o
-
-
-
-
-
-
5
-
-

S
=
-

=
-

Tight
Junction

GUT LUMEN

Bundle-
Forming
Pilus

CYTOPLASM

H,0
Electrolytes

INTERSTITIUM

Slika 2: Patogeneza infekcije sojevima EPEC (izvor: Anon. 1)

15



2.2.3. Enterohemoragi¢na E. coli (EHEC)

EHEC je patogrupa E. coli koje uzrokuju pojavu proljeva ili krvavog proljeva (hemoragi¢ni
kolitis) u ljudi. Osim navedenog, mogu uzrokovati hemoliticko-uremicki sindrom (HUS) ¢&iji
je krajnji rezultat zatajenje bubrega (Anon. 2, 2016.). Goveda su prirodni rezervoar EHEC te
je priblizno 75% izbijanja bolesti povezano s konzumacijom govedih proizvoda (NGUYEN i
SPERANDIO, 2012.). Osim u goveda, ustanovljena je takoder u drugih prezivaca (koze i
ovce), ali i drugih zivotinjskih vrsta koje mogu biti izvori infekcije, poput svinja, kuénih
ljubimaca, peradi te Zivotinja u zooloSkim vrtovima (GYLES, 2007.). Infekcije najceSce
nastaju konzumacijom sirovog ili nedovoljno toplinski obradenog mesa 1 mlijeka,
konzumacijom kontaminiranog voca, povréa, vode za pice, nepasteriziranog soka od jabuke i
ostale nepreradene hrane.

Najvazniji ¢imbenik virulencije EHEC su shiga toksini (stx), uobicajenog naziva
verotoksini (vtx), koji su kodirani bakteriofagom. EHEC koje posjeduju stx/vtx uobi¢ajno se
nazivaju Shiga toksin producirajuée E. coli (STEC) ili verotoksigene E. coli (VTEC).
Verotoksini se sastoje od podjedinica A i B — dok podjedinica A inhibira sintezu proteina
domacina i poti¢e apoptozu, podjedinica B vazna je zbog specifi¢nog vezanja za glikolipid
globotriaosylceramid-3 (Gb3). U covjeka, EHEC kolonizira debelo crijevo i otpusta
verotoksine koji se vezu za endotelne stanice s Gb3 receptorima, ¢ime toksini ulaze u krvotok
i Sire se organizmom. Tkiva i stanice u kojima je ustanovljen Gb3 razlikuju se medu
domacinima. Ljudi, primjerice, imaju visoku razinu Gb3 u bubreznom glomerularnom
endotelu, koje je i osnovno mjesto stvaranja lezija povezanih s HUS-om (akutno zatajenje
bubrega, trombocitopenija i hemoliticna anemija). Goveda su glavni rezervoar EHEC, ali za
razliku od ljudi, kolonizacija u odraslih goveda je asimptomatska, jer goveda nemaju izrazen
Gb3 na krvozilnom endotelu. lako su Gb3 receptori ustanovljeni na endotelu krvnih Zila
bubrega i mozga goveda, verotoksini se ne mogu vezati za krvne zile u zeluano-crijevnom
traktu goveda (NGUYEN i SPERANDIO, 2012.). Patogeneza infekcije VTEC prikazana je na
Slici 3.

Nadalje, verotoksini su podijeljeni u dvije grupe: vtx1 i vtx2, a grupe u podtipove: vtx1
(vtxa, vixlc i vixld) i vix2 (vtx2b, vix2c, vix2d, vix2d, vix2e, vix2f i vix2g). Vazno je
napomenuti da sposobnost verotoksigenih E. coli za uzrokovanje bolesti u ljudi ovisi 0
podtipu verotoksina. Sojevi kojima je dokazano prisustvo vtx2c podtipa najcesce su izdvojeni
iz pacijenata oboljelih od HUS-a, dok su sojevi kojima je dokazan podtip vtx2d ili vtx2e

najéesce izdvojeni iz pacijenata s nekompliciranim proljevom i u asimptomatskih nosioca
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(ISHII i sur., 2007.). Prema navedenim spoznajama, istrazivac¢i su zakljucili kako je
subtipizacija gena za verotoksine koristan instrument za identifikaciju virulentnih sojeva i
predvidanje potencijalnog rizika za zdravlje ljudi.

EPEC i EHEC su usko povezani i dijele mnoge osobitosti, izmedu ostalog nacin
kolonizacije crijeva putem prianjajucih i briSucih lezija, koje nastaju kao posljedica djelovanja
intimina kodiranog eae genom (HARTLAND i LEONG, 2013.). Osim intimina, BARDIAU i
sur. (2010.) navode brojne druge faktore adherencije povezane s VTEC, primjerice F18
fimbrijske adhezine, kojima se bakterija pricvrs¢uje na F18 receptore enterocita u prasadi
¢ime zapocinje kolonizacija, odnosno VTEC/ETEC infekcija. RIPPINGER i sur. (1995.)
opisuju dva tipa F18 adhezina (F18ab i F18ac) povezanih s VTEC i ETEC sojevima
izdvojenim iz odbijene prasadi s kolibacilozom i prasadi s edemskom bolesti. Prema
istrazivanju CHENG i sur. (2005.), F18ab je uglavhom povezan s VTEC sojevima, dok je
F18ac uglavhom povezan s ETEC sojevima. Nadalje, PATON i sur. (2001.) opisuju
izdvajanje saa gena (STEC autoaglutiniraju¢i adhezin) dokazanog u eae-negativnom
0O113:H21 soju povezanom s izbijanjem epidemije HUS-a u Australiji. Od ostalih adhezina
BARDIAU i sur. (2010.) opisuju Efal koji posreduje bakterijskom prianjanju na crijevnu
stijenku te ToxB koji doprinosi adherenciji bakterije na crijevni epitel stimulacijom
proizvodnje EspA i EspB (dva translokacijska proteina) i intiminskog receptora (Tir). Oba
gena prisutna su u EHEC i EPEC sojevima te mogu biti vazni za njihovu adherenciju. Gen za
adherenciju koji se takoder povezuje s EHEC i EPEC je paa (svinjski protein prianjanja i
brisanja), dokazan u EHEC O157:H7 i 026 te EPEC sojevima izdvojenim u pasa, kuniéa i
svinja.

VTEC moze biti prisutan u crijevima brojnih zivotinjskih vrsta, ali glavni rezervoar i
izvor sojeva virulentnih za ljude su prezivaci, osobito sojeva O157 serogrupe. Pojedini sojevi,
koji ne pripadaju 0157, dokazani su kao uzro¢nici proljeva u teladi. Sojevi patogeni za telad
posjeduju LEE, proizvode vtx1l i pripadaju serogrupama: 026, 0111, 0118, O5. U
Njemackoj, soj pripadnik EHEC O118 ucestalo je izdvojen iz teladi s proljevom. Osim $to
uzrokuje oboljenja u teladi, takoder je dokazan njegov zoonotski potencijal. Uz potonje,
istrazivanja provedena u Brazilu takoder navode sve ucestalije izdvajanje sojeva VTEC u
teladi s proljevom nego u onoj zdravoj (CAPRIOLI i sur., 2005.).

U malih prezivaca opisan je slu¢aj izbijanja epidemije meningoencefalitisa i septikemije kod

jednomjesecne jaradi uzrokovan EHEC/VTEC O157:H7. U uzrokovanju bolesti kod kunica i
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presadi, EHEC O157:H7 navodi se kao nevazan, uz iznimku soja EHEC O153:H- povezanog
s izbijanjem krvavog proljeva i bolesti slicnoj HUS-u u domacéih kunic¢a (Anon. 2, 2016.).
Sojevi VTEC mogu uzrokovati proljev u prasadi nakon odbica i edemsku bolest. Iz svinja s
edemskom bolesti najée$¢e su izdvojeni sojevi antigenih formula 0141:K85, 0138:K84 i
0139:K82 koji se normalno nalaze u debelom crijevu, ali se u uvjetima stresa naglo razmnoze
i progire u tanko crijevo uz proizvodnju vix2e toksina (NAGLIC i sur., 2005.).
Smatra se da svinje nisu vazan izvor EHEC O157 kao ni drugih VTEC sojeva povezanih s
infekcijama u ljudi. Europske zemlje, SAD i Japan prijavljuju ucestalost pojave sojeva EHEC
0157 u izmetu svinja s rasponom od 0,2% do 2% (CAPRIOLI i sur., 2005.).

lako se serogrupa O157 najcesce povezuje s VTEC infekcijama u ljudi, epidemioloska
istrazivanja navode kako je njih 20-50% uzrokovano sojevima koji pripadaju drugim
serogrupama (SCALLAN i sur., 2011.). Istrazivanje SON i sur. (2014.) ukazuje na deset
klini¢ki najznacajnijih serogrupa povezanih s VTEC infekcijama: 026, 0103, 0111, 0145,
0157, 091, 0113, 0128, 045, 0104:H4 i O121.
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Slika 3: Patogeneza infekcije sojevima EHEC (VTEC) (izvor: Anon. 1)
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2.2.4. Enteroinvazivna E. coli (EIEC)

Enteroinvazivne E. coli su biokemijski, genetski i patogeno sli¢ne bakterijama iz roda
Shigella. Klini¢ki su simptomi oboljenja sli¢ni jer je ciljano mjesto infekcije debelo crijevo na
kojem uzrokujuju upalu i ulceraciju mukoze te pacijenti Cesto razviju simptome bacilarne
dizenterije, zbog ¢ega se proljev uzrokovan EIEC klini¢ki ne razlikuje od one uzrokovane
bakterijama roda Shigella (PRATS i LLOVET, 1995.). Rezervoar EIEC bakterija su inficirani
ljudi zbog ¢ega bilo koja hrana ili voda kontaminirana izmetom moze postati direktan izvor
infekcije (Anon. 3, 2012.).

Osim bacilarne dizenterije u ljudi, takoder uzrokuju keratokonjuktivitis u pokusnih zamorcica
(SILVA i sur., 1980.).

Infekcija EIEC je sloZeni proces u kojem sudjeluju ¢imbenici virulencije kodirani
kromosomom i plazmidom. Kolonizacija i prezivljavanje bakterija u Zelucano-crijevnom
sustavu ovisna je o prisutnosti velikog plazmida (pInv). Bakterije kojima nije ustanovljen
navedeni plazmid ne uzrokuju keratokonjuktivitis u zamoréica te se smatraju avirulentnim.
Vecina funkcija za prezivljavanje i kolonizaciju povezane su s proteinima kodiranim na
fragmentu pinv plazmida. Fragment sadrzi gene odgovorne za invaziju, izlazak te Sirenje
bakterije na okolne stanice, inhibiciju autofagije, regulaciju imunosnog odgovora domacina i
kodiranje sekrecijskog sustava tipa Il (T3SS) (GOMES i sur., 2016.).

U ljudi, EIEC i bakterije roda Shigella prodiru kroz epitelne stanice, razmnozavaju se
unutar njih i kre¢u kroz citoplazmu Sireci se na okolne stanice (Slika 4.). Sojevi EIEC ulaze u
stanicu domacina putem M stanica (limfati¢no tkivo) prisutnih u crijevnoj mukozi. Dolaskom
u laminu, bakterijski mikroorganizam je fagoliziran makrofagom i dendritickim stanicama
(GOMES i sur., 2016.). Nakon izlaska iz makrofaga bakterije pomo¢u T3SS prenose
efektorne proteine u epitelne stanice uzrokuju¢i razmjestaj citoskeleta u domacina i
mikropinocitozu ¢ime olaksavaju invaziju. U sljedecoj fazi bakterija poti¢e stvaranje aktinskih
repova koje koristi za kretanje unutar stanice (PAVANKUMAR i SANKARAN, 2008.), a
steCena pokretljivost pomaze bakterijskom mikroorganizmu Sirenje u okolne stanice
(CROXEN i sur., 2013.).

Cimbenici virulencije koji takoder sudjeluju u infekciji EIEC/Shigella su Shigella
enterotoksin 1 i 2 (ShET1 i ShET2), odgovorni za pojavu vodenog proljeva. Od ostalih su
opisani Pic i SepA, odgovorni za crijevnu sekreciju u modelu misjeg tkiva te stx koji je
prisutan samo u Shigella dysenteriae 1 i gotovo identican stx1 kojeg stvaraju STEC sojevi

(CROXEN i sur., 2013.).
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EIEC se najéeS¢e povezuje sa somatskim grupama O28ac, 029, Oll2ac, 0124,
0135,0136, 0143, 0144, 0152, 0159, 0164 i 0167, a u posljednje vrijeme i s 0121 1 0173
(BEUTIN i sur., 1997.). Istrazivanje FAUNDEZ i sur. (1988.) na izolatima EIEC izdvojenim
iz izmeta djece s proljevom i bez njega utvrduje pripadnost serogrupama O28ac, 0124, 0143
i O144. Takoder treba napomenuti da ve¢ina EIEC sojeva izraZzava somatske antigene koji su
povezani ili identi¢ni kao oni u bakterija roda Shigella.

Prijavljeni su brojni slucajevi izbijanja bolesti povezanih s EIEC, a poneki se povezuju
s hranom — tako YAMAMURA i sur. (1992.) opisuju slu¢aj alimentarne intoksikacije
uzrokovane ,,godofuom* (vrstom tofua). Nakon konzumacije navedene namirnice, 670 (73%)
od ukupno 918 osoba prijavilo je simptome poput proljeva, vruéice, bolova u trbuhu i
povracanja. Daljnjim analizama izdvojen je soj enteroinvazivne E. coli O164:H- iz 22 od
ukupno 32 pretrazena uzorka izmeta prikupljena od oboljelih osoba, u pet od ukupno deset
uzoraka prikupljenih od radnika koji su radili tofu te jedan izolat izdvojen iz uzorka hrane

(preostali tofu).
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Slika. 4: Patogeneza infekcije sojevima EIEC (izvor: CROXEN i sur., 2013.)
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2.2.5. Enteroagregativna ili Enteroadherentna E. coli (EAEC)

Enteroagregativna E. coli se u ranijim istrazivanjima smatrala oportunistickim patogenom
povezanim s proljevom u imunokompromitiranih ljudi (primjerice onih oboljelih od HIV-a) i
neuhranjene djece u zemljama u razvoju. Simptomi koji se povezuju s EAEC su vodenasti
proljev, slaba vrué¢ica i iscrpljenost. Novija istrazivanja povezuju EAEC s ,,putni¢kim
proljevom®, proljevom u industrijski razvijenim zemljama te izbijanjima bolesti uzrokovanih
hranom u Europi i Aziji, poput slucaja izbijanja epidemije hemoliticko-uremi¢kog sindroma
(HUS) i hemoragi¢nog kolitisa u Njemackoj 2011. godine, gdje je soj EAEC 0104:H4
uzrokovao smrt 54-ero ljudi i 855 sluc¢ajeva HUS-a. Ovaj soj je, osim agregativnih fimbrija
koje ga povezuju s EAEC, posjedovao i verotoksin (JENSEN i sur., 2014.).

Rezervoar EAEC joS$ nije odreden, ali smatra se da su to ljudi. Infekcije se Cesto
opisuju kao alimentarne prvenstveno putem kontaminirane vode (JENSEN i sur., 2014.).
Kako bi istrazili zivotinje kao mogucéi rezervoar EAEC, CASSAR i sur. (2004.) su pretrazili
1227 izolata E. coli izdvojenih iz izmeta krava, ovaca i svinja, koriste¢i pAA gen, ali nisu
dokazali prisustvo EAEC sojeva. Istrazivanjem PUNO-SARMIENTO i sur. (2013.) dokazano
je prisustvo aggR gena u izolatima izdvojenih iz izmeta ku¢nih ljubimaca (7,4% pasa s
proljevom, 3,9% pasa bez proljeva te jedna macka bez proljeva). BIBBAL i sur. (2014.)
istrazivali su klaonicki otpad kao moguci izvor kontaminacije za rijeke, ali nisu dokazali
prisustvo EAEC u otpadnim vodama. Prema dosadasnjim spoznajama, sojevi EAEC rijetko su
izdvojeni iz Zivotinja, ali ih se ne moze iskljuc¢iti kao potencijalni izvor zaraze za ¢ovjeka
(JENSEN i sur., 2014.). Sumnje da su zivotinje moguci izvor infekcije za ljude opisali su
SCAVIA i sur. (2008.) navodeci prezivace kao moguéi izvor EAEC, prema slucaju izbijanja
epidemije u Italiji povezanog s konzumacijom ov¢jeg sira napravljenog od nepasterziranog
mlijeka.

Od ¢imbenika virulencije, WEINTRAUB (2007.) i JENSEN i sur. (2014.) navode da
pojedini sojevi posjeduju plazmid na kojem se nalazi veliki broj gena koji kodiraju ¢imbenike
virulencije kao sto su EAST1 i agregativne adherentne fimbrije (AAF/I i AAF/II). Pojedini
sojevi mogu posjedovati patogene otocice, kao primjerice genomski otoci¢ koji kodira aaiC
gen povezan sa sekrecijskim sustavom tip VI, Shigella patogeni oto¢i¢ koji kodira
enterotoksine i mucinoliti¢ne gene, Yersinia patogeni oto€i¢ koji kodira gen za jersinijabaktin
(Ybt) siderofore i hly patogeni otoCi¢ koji kodira hemolizin i P fimbrije (WEINTRAUB,
2007.; JENSEN i sur., 2014.). Veliki udio ¢imbenika virulencije je pod kontrolom gena
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zvanog aggR, koji kontrolira ekspresiju faktora adherencije, disperzin proteina i velik broj
gena kodiranih na kromosomu (KAUR i sur., 2010.).

Infekcija EAEC u ljudi odvija se u tri faze. Prva faza zapocinje adherencijom na
crijevne stanice posredstvom EAEC fimbrija, koje se takoder nazivaju agregativne adherentne
fimbrije (engl. aggregative adherence fimbriae — AAF/I i AAF/II), nakon Cega bakterija
proizvodi velike koli¢ine sluzi ¢ime zapocCinje stvaranje biofilma na crijevnoj mukozi.
Stvaranje biofilma glavna je karakteristika ove patogrupe uz karakteristicnu adherenciju na
crijevnoj mukozi koja izgledom podsjeca na naslagane cigle (engl. ,, stacked-brick*) (KAUR i
sur., 2010.) (Slika 5.). Nakon stvaranja biofilma, daljnje oStecenje crijevnog epitela uzrokuju
toksini, medu kojima su plazmidom kodirani toksin (pet), termostabilni toksin (EAST1) koji
je, premda karakteristi¢an za ovu patogrupu, takoder dokazan u patogrupama EPEC, ETEC i
EHEC, Shigella enterotoksin 1 (Shetl) te serin-proteaza transporter i upalni medijatori.

Serotipizacija EAEC sojeva pokazala se neprikladnom za identifikaciju zbog velike
raznolikosti izmedu sojeva i velikog broja takozvanih ,,hrapavih* (engl. rough) sojeva, u kojih

izostaje ekspresija somatskog antigena.
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Slika 5.: Patogeneza sojevima EAEC (izvor: CLEMENS i sur., 2012.)
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2.2.6. Difuzno adherentna E. coli (DAEC)

Difuzno adherentne E. coli karakteristicne su po difuzno adherentnoj kolonizaciji
stanica u crijevima, kojom bakterija ravnomjerno prekrije cijelu povrsinu stanice. Istrazivanja
su pokazala prisutnost bakterija ove patogrupe u crijevima djece s proljevom i bez njega, zbog
Cega je DAEC kao uzro¢nik proljeva upitan. SCALETSKY i sur. (2002.) prikazali su rezultate
ispitivanja izolata izdvojenih iz izmeta djece s proljevom i bez njega te ustanovili prisutnost
DAEC u obje kategorije ispitanika. Prema navedenom, zakljuéili su da prisustvo DAEC nije
nuzno povezano s pojavom proljeva, osim u djece starije od 12 mjeseci. Sli¢ne rezultate dobili
su MANSAN-ALMEIDA i sur. (2013.) istrazivanjem DEAC sojeva izdvojenih iz izmeta
djece i odraslih s proljevom i bez njega. Rezultati istrazivanja prikazuju jednaku ucestalost
DAEC sojeva u djece s proljevom i bez njega te ¢eS¢u prisutnost patogrupe u odraslih s
proljevom nego u onih koji nisu imali simptome. Zaklju¢ili su da DEAC sojevi izdvojeni iz
djece i odraslih s Afa/Dr genima za ¢imbenike virulencije predstavljaju dvije razli¢ite
bakterijske populacije, te da u crijevima djece DEAC sojevi s ¢imbenicima virulencije mogu
biti normalni stanovnici crijevne mikroflore.

Patogrupe DAEC i EAEC su sve ¢es¢e odgovorne za pojavu akutnog i kroni¢nog
proljeva u ljudi, no njihov rezervoar je i dalje nepoznat. Mogu li Zivotinje biti rezervoar
navedenog patogena, istrazivali su WANI i sur. (2013.) na izolatima E. coli iz izmeta teladi i
janjadi s proljevom i bez njega. Buduéi da ni u jednom od 728 uzoraka nisu ustanovljeni geni
povezani s DAEC, zakljuc¢ili su da janjad i telad nisu rezervoar ove patogrupe.

DAEC su karakteristiéni zbog svoje difuzne adherencije koja je zamije¢ena na
kulturama epitelnih Hep-2 stanica, te ih se moze podijeliti u dvije grupe. Prvu grupu DAEC
ukljucuju sojevi koji posjeduju Afa/Dr adhezine, te su povezani s infekcijama mokraénog
sustava (pijelonefritis, cistitis, asimptomatska bakteriurija) i crijevnim infekcijama, dok drugu
ukljuéuju sojevi E. coli koje sudjeluju u difuznoj adherenciji (ADA-I) i mogu uzrokovati
proljev kod novorodencadi (SERVIN, 2005.).
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2.2.7. Ekstraintestinalna patogena E. coli (EXPEC)

Ekstraintestinalna patogena E. coli (EXPEC) posjeduje virulentne osobitosti koje joj
omogucavaju invadiranje, kolonizaciju i uzrokovanje infekcija izvan Zzeluc¢ano-crijevnog
sustava. Najucestalija oboljenja ljudi uzrokovana sojevima EXPEC ukljucuju infekcije
mokra¢nog sustava, meningitis novorodencadi i sepsu. JOHNSON i sur. (1991.) opisuju
EXPEC kao grupu E. coli s virulentnim ¢imbenicima poput adhezina, sustava za odvajanje
zeljeza, toksina i polisaharidnih ovojnica. Rezultati analiza JOHNSON i sur. (2003a.)
prikazuju EXPEC kao E.coli izolate koji sadrze dva ili vise ¢imbenika virulencije: papA i/ili
papC (P fimbrije), sta/foc (S i F1C fimbrije), afa/dra (Dr antigen vezu¢i adhezini), kpsMT 11
(kapsula Il grupe) i iutA (aerobaktin receptor).

Osim u ¢ovjeka, EXPEC sojevi mogu uzrokovati izvancrijevne infekcije u farmskih
zivotinja i kuénih ljubimaca. Rezultati brojnih istrazivanja prikazuju povezanost ¢imbenika
virulencije EXPEC izdvojenih iz ljudi i zivotinja, $to ukazuje na zoonotski potencijal
patogrupe. Istrazivanje DEZFULIAN i sur. (2003.) provedeno na 18 sojeva izdvojenih iz
prasadi i teladi sa septikemijom prikazuje velik broj virulentnih faktora koji su inace prisutni
u ExXPEC sojeva podrijetlom od ljudi. GIRARDEAU i sur. (2003.) su, usporeduju¢i 18
EXPEC sojeva povezanih s upalama mokra¢nog sustava u ljudi, 14 sojeva povezanih s
bakterijemijom i 19 sojeva povezanih s bakterijemijom u teladi i prasadi, ustanovili veliku
sli¢nost u ¢imbenicima virulencije izmedu ljudskih i Zivotinjskih izolata.

EXPEC sojevi mogu biti izdvojeni iz hrane, prvenstveno mesa peradi, ali i goveda i
svinja u manjoj ucestalosti. Uzimajuci u obzir navedeno, postoji moguénost da je EXPEC
patogrupa ,,novi‘ patogen koji se prenosi hranom (SMITH i sur., 2007.).

JOHNSON i sur. (2003b.) prikazuju rezultate prisutnosti i pripadnosti serogrupi za
sojeve EXPEC izdvojene iz 21 od 55 pretrazenih uzoraka piletine. Izolati su svrstani u 16
serogrupa i u vecini je dokazana serogrupa O7 (pet izolata), O78 (tri izolata) i O120 (tri
izolata). BLANCO i sur. (1996.) analizirali su sojeve izdvojene iz mokrace ljudi s infekcijom
mokraénog sustava na prisutnost gena za ¢imbenike virulencije i serogrupe. Njihovi rezultati
prikazuju prisutnost vecine ¢imbenika virulencije u sojeva svrstanih u 10 serogrupa (01, 02,
04, 06, 07, 014, 018, 022, O75 i 083). JAKOBSEN i sur. (2010.) dokazali su prisutnost
EXPEC u mesu peradi i svinja, te daljnjom grupnom analizom (engl. cluster analysis) i
analizom gena za ¢imbenike virulencije ustanovili sli¢nost izmedu izolata izdvojenih iz mesa

peradi, svinja i mokrace ljudi oboljelih od infekcija mokra¢nog sustava.
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Istrazivanjem 346 uzoraka hrane (222 uzoraka povréa, 74 uzoraka voca i 50 uzorka sirovog
mesa) prikupljenih na trznici, JOHNSON i sur. (2005.) dokazali su EXPEC jedino u pure¢em
mesu, pri ¢emu je 12 izolata izdvojeno iz 10 pretrazenih uzoraka. Prema rezultatima
istrazivanja, JOHNSON i sur. (2003b.) i JOHNSON i sur. (2005.) navode kako je dokaz
EXPEC ¢est u mesu peradi.

De RYCKE i sur. (1997.) opisuju CNF kao grupu toksina prisutnih u ljudi i zivotinja, koji
uzrokuju citopatski u¢inak na HelLa stanicama te in vivo nastajanje nekrotoksi¢nih lezija
prilikom intradermalne inokulacije kuni¢a. Navedeni ¢imbenik virulencije imenovan je
citotoksi¢énim nekrotiziraju¢im faktorom (CNF) te je E. coli koja posjeduje CNF prozvana
nekrotoksigenom E. coli (NTEC). CNF se dijeli na cnfl i cnf2, medu kojima postoje mnoge
razli¢itosti. Tako je cnfl kodiran kromosomom te uzrokuje crijevne i izvancrijevne infekcije
ljudi i Zivotinja, dok je cnf2 kodiran plazmidom te uzrokuje septikemiju i enterokolitis u
prezivaca. DUFFY (2011.) potvrduje prijasnje istaZivanje navodeéi prisustvo cnfl gena u
ljudi, goveda, prasadi, pasa i konja s proljevom, septikemijom, infekcijama mokraénog
sustava i unutarnjih organa, dok je cnf2 gen izdvojen iz goveda i ovaca s proljevom i
septikemijom. Takoder, navode kako uloga navedenih gena u uzrokovanju bolesti u ljudi

putem hrane kao izvora infekcije nije razjaSnjena.
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2.3. Filogrupe

Patogene i nepatogene (komenzalne) E. coli podijeljene su u Cetiri glavne filogenetske
grupe (A, B1, B2 i D). Ova podjela temeljena je na metodi prema CLERMONT i sur. (2000.),
koji su razvili jednostavnu visestruku PCR metodu s tri para pocetnica (engl. Triplex PCR) u
svrhu jednostavnijeg svrstavanja sojeva u navedene filogrupe. Daljnja istrazivanja genoma
bakterije omogu¢ila su CLERMONT i sur. (2013.) usavrSavanje navedene i razvoj nove
metode visestrukog PCR-a koji koristi ¢etiri para pocetnica (engl. Quadruplex PCR). Ovom
se metodom E. coli mogu podijeliti u osam filogrupa (A, B1, B2, C, D, E, Fi ).

Komenzalni sojevi i sojevi koji uzrokuju crijevne infekcije ve¢inom pripadaju grupama A i
B1, dok oni ekstraintestinalni pripadaju pretezno filogrupi B2 te u manjoj mjeri grupi D.
Rezultati analiza prikazuju kako sojevi nisu nasumicno rasporedeni unutar filogrupa te da
svrstavanje E. coli u filogrupe moze imati klinicki znac¢aj (CLERMONT i sur., 2013.).

Provedena su brojna istrazivanja kako bi se odredila povezanost izmedu ¢imbenika
virulencije i pripadnosti filogrupi. Tako su ESCOBAR-PARAMO i sur. (2004.) proucavali
povezanost genetske pozadine s ekspresijom c¢imbenika virulencije i ustanovili da EPEC
sojevi pripadaju uglavnom grupama Bl i B2, EHEC sojevi grupama A i B1, iako serotip
0157:H7 uglavnom pripada gupi E. ETEC sojevi pripadaju grupama A, Bl i C, dok je
prisutnost EAEC i DAEC sojeva dokazana u svim grupama osim grupe E. EXPEC sojevi
pripadaju uglavnom grupi B2, te s manjom ucestalos¢u grupi D. Takoder, autori navode kako
se patogrupe EHEC, ETEC i EIEC, koje su odgovorne za akutni i teSki proljev te povezane s
proizvodnjom toksina i/ili invazijom na eukariotsku stanicu, nalaze samo u grupama A, B1, C
i E, dok su patogrupe EPEC, EAEC i DAEC povezane s uzrokovanjem kroni¢nog i blagog
proljeva prisutne u svim filogrupama (Tablica 3.).

Medu ¢imbenicima virulencije najéesce Su istrazivani vix (verotoksin) geni odgovorni
za proizvodnju enterotoksina i eae gen odgovoran za prianjanje bakterije uz crijevnu stijenku
te njihova raspodjela u filogrupe. lako je eae gen veé¢inom prisutan u VTEC, istrazivanjem
ISHII i sur. (2007.) nije dokazano njegovo prisustvo. Prema rezultatima njihova istrazivanja,
ve¢ina VTEC sojeva svrstana je u filogrupu B1 (njih 97%), a sojevi su izdvojeni iz izmeta
prezivaca (koza, ovca i jelen) i svinja. Osim vtx, sojevi su posjedovali gen adherentnog
faktora saa (njih 87%) i ¢imbenik virulencije enterohemolizin (kodiran ehxA genom). Sojevi

kojima je dokazano prisustvo eae gena (EPEC) bili su prisutni kod vecine Zivotinja i
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ravnomjerno rasporedeni unutar svih ¢etiriju filogrupa zbog ¢ega su autori zakljuéili da EPEC
sojevi ne zahtijevaju specifi¢nu filogenetsku pozadinu.

Istrazivanje GIRARDEAU i sur. (2005.) potvrduje sklonost VTEC sojeva prema
filogrupi B1, $to su dokazali istrazuju¢i VTEC sojeve izdvojene iz uzoraka hrane, izmeta
goveda, mlije¢nih krava i oboljelih ljudi te ustanovili da je 70% sojeva pripadalo filogrupi B1,
a 19% filogrupi A.

Pretpostavku odrzavanja patogenih sojeva unutar odredenih filogrupa potvrdili su i
HYON-JI i sur. (2012.) ispitivanjem 162 E. coli izdvojene iz razli¢itih matriksa hrane. Od
izdvojenih sojeva njih 90% pripadalo je grupama A i B1, dok su tri izolata (izolat iz govedine,
ribe i svinjetine) potvrdeni kao patogeni (VTEC, ETEC i EPEC) te im je odredena pripadnost
filogrupi B1. AFSET i sur. (2008.) su istrazivanjem atipicnih EPEC (eae+, bfp-) sojeva
izdvojenih iz izmeta djece oboljele od proljeva i izmeta zdrave djece ustanovili kako su sojevi
zastupljeni u svim filogrupama, ali je vec¢ina pripadala filogrupi B2 te potom Bl. Rezultati
istrazivanja ROLLAND i sur. (1998.) prikazuju 13 EIEC sojeva koji su metodom enzimske
elektroforeze na vise lokusa (engl. multilocus enzyme electrophoresis — MLEE) svrstani u
filogrupe B1 (0sam sojeva), A (Cetiri soja) i B2 (jedan soj).

BALDY-CHUDZIK i sur. (2008.) istrazivali su prisutnost ¢imbenika virulencije
odgovornih za adherenciju i proizvodnju toksina te pripadnost filogrupi u komenzalnih E. coli
sojeva izdvojenih iz izmeta razli¢itih vrsta zivotinja iz zooloSkog vrta. Rezultati prikazuju da
svi izolati izdvojeni iz biljozdera s dokazanim genima za ¢imbenike virulencije (eae, eastl,
ehxA, stx1 i stx2) pripadaju filogrupi B1. Izolati mesozdera i svezdera s dokazanim genima za
¢imbenike virulencije (estl, estll, eastl, stx1) ¢esc¢e su pripadali grupi A, uz iznimku jednog
izolata s dokazanim eae i sx1 genima te svrstanim u filogrupu B1, kao i tri izolata s
dokazanim cnf2 genom svrstanima u filogrupu B2. Rezultati usporedne analize ukazuju na to
da su komenzalne E. coli iz filogrupe B1 izdvojene iz biljozdera najbolje prilagodene
domacinu, dok se za izolate mesozdera i svezdera to odnosi na grupu A.

Njihovu pretpostavku potvrdili su CARLOS i sur. (2010.) istrazivanjem Sojeva
izdvojenih iz izmeta podrijetlom od ljudi i Zivotinja te ustanovili prisutnost filogrupa A i Bl u
svih izolata, uz vecinsku pripadnost filogrupi A za one izdvojene iz ljudi, svinja (svezderi) i
pilica, dok su izolati iz krava, koza i ovaca (biljozdera) pretezno svrstani u filogrupu B1.

Drugacije rezultate prikazuje istrazivanje GORDON i COWLING (2003.) koji su
postavili hipotezu da populacija E. coli ovisi o klimatskim faktorima, prehrani i tjelesnoj masi
domacina. Rezultati analize izolata izdvojenih iz izmeta razli¢ith domacina
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(nedomestificirani kraljeSnjaci koji zive na podru¢ju Australije) prikazuju dominaciju
filogrupe B2 u biljozdera i svezdera, a kod ptica i mesozdera B1. S obzirom na njihovu
hipotezu, navode primjer filogrupe B2 koja prevladava kod biljozdera koji imaju manje od 6
kilograma, ali s povec¢enjem tjelesne mase, filogrupa B2 postaje manje ucestala te se povecava
ucestalost filogrupe B1. Jednako je zapaZzeno kod svezdera kod kojih je ucestalost filogrupe A
proporcionalna povecanju tjelesne mase domacina.

Jedne od najcesc¢ih izvancrijevnih bakterijskih infekcija u ljudi i zivotinja su one
mokraénog sustava, primarno uzrokovane ekstraintestinalnim patogenim E. coli (EXPEC).
Analizom filogrupa ustanovljeno je da EXPEC najéesc¢e pripadaju filogrupama B2 i D. Pored
izolata ljudskog podrijetla, brojna istrazivanja navode hranu zivotinjskog podrijetla kao izvor
infekcije za ljude. Tako su, primjerice, JAKOBSEN i sur. (2010.) izolate E. coli bolesnika s
upalama mokra¢nog sustava, zdravih ljudi, mesa brojlera i svinja pretrazili na prisutnost gena
virulencije povezanih s EXPEC. Dokazali su prisutnost gena (papA, papC, sfaS i dr.)
povezanih s upalama mokra¢nog sustava ljudi u mesu brojlera i svinja i tako ukazali na njihov
moguci utjecaj na zdravlje ljudi. Analizom filogrupa veéina istrazivanih sojeva podrijetlom od
ljudi svrstana je u filogrupu B2 te potom D. lIzolati Zivotinjskog podrijetla ve¢im dijelom
svrstani su u filogrupe A i B1, ali su posjedovali manje virulentnih gena za razliku od sojeva
pripadnika grupa B2 i D. Daljnje grupne analize (engl. cluster analysis) ¢imbenika virulencije
pokazala su sli¢nosti izolata ljudskog i Zivotinjskog podrijetla i time ukazala na moguci
zoonotski potencijal mesa brojlera i svinja.

Sli¢ne rezultate prikazali su JOHNSON i sur. (2005.) analizirajuéi filogrupe za 12
sojeva EXPEC izdvojenih iz deset uzoraka pureéeg mesa medu kojima je 0sam sojeva
svrstano u filogrupu B2 i njih tri u filogrupu D.

Istrazivanje IRANPOUR i sur. (2015.) ukazuje na sli¢ne rezultate analize filogrupa
prema kojima su E. coli izdvojene iz mokrace ljudi oboljelih od infekcija mokraénog sustava
najvecim dijelom svrstane u filogrupu B2, dok su ostale bile zastupljene u manjem postotku.

Vazno je istaknuti da svaka filogrupa ima sklonost prema odredenom domacdinu i
odrzavanju odredenih ¢imbenika virulencije, premda klonovi svih filogrupa horizontalnom
izmjenom mogu preuzeti bilo koji gen. Mogué¢nost horizontalne izmjene gena povecava
raznolikost unutar pato- i filogrupa, sto bakterijskom mikroorganizmu omogucava
prezivljavanje i Sirenje putem klonova najbolje prilagodenih nositelju koje koristi kao

rezervoar. Pojedine patogrupe i filogrupe E.coli prisutne su u svim vrstama zivotinja, dok su
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pojedine vezane uz vrstu, $to je najbolje vidljivo u sojeva VTEC ¢iji su rezervoar prezivadi,

posebice goveda, a najzastupljeniji su unutar filogrupe B1.

Tablica 3.: Raspodjela patogrupa unutar filogrupa (prema: ESCOBAR-PARAMO
i sur., 2004.)

Filogrupa Patogrupa
A EHEC, EAEC, DAEC, ETEC, EIEC, EPEC
Bl EPEC, EHEC, EAEC, DAEC, ETEC, EIEC
B2 EPEC, EAEC, DAEC, ExPEC
C EHEC, EAEC, DAEC, ETEC, EIEC, EPEC
D EAEC, DAEC, EXPEC, EPEC
E EHEC , ETEC, EIEC, EPEC, EAEC,

DEAEC

F EAEC, DAEC, EPEC
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3. OBRAZLOZENJE TEME

Dosadasnja istrazivanja E. coli izdvojenih iz razli¢itih vrsta uzoraka (hrana
zivotinjskog podrijetla, izmet, mokra¢a) ukazuju na rasprostranjenost patogenih sojeva u ljudi
i zivotinja i njihovu potencijalnu opasnost za ljudsko zdravlje. Prikupljanje podataka o E. coli
bitno je za javno zdravstvo u svrhu proucavanja postojeéih i onih novih patogrupa (primjerice
STEAEC), njihovih rezervoara, izvora infekcije, nacina $irenja, mehanizama djelovanja, koji
su specifiéni za svaku patogrupu te drugih osobitosti. Kako bi se lak$e izdvojili i
karakterizirali patogeni sojevi, koriste se brojne fenotipske i genotipske metode, S$to
podrazumijeva primjenu raznih hranjivih podloga, serotipizaciju sojeva, odredivanje
molekularnih karakteristika izolata — prvenstveno prisutnost gena za ¢imbenike virulencije
koji su jedini objektivni dokaz patogenosti — odredivanje pripadnosti filogrupi te
sekvencioniranje.

Zastupljenost podataka dobivenih istrazivanjima s ciljem karakterizacije i usporedbe
svojstava E. coli izdvojenih iz hrane u Hrvatskoj je mala. Dosadasnja istrazivanja uzoraka
hrane Zzivotinjskog podrijetla provedena u naSoj zemlji bila su pretezno usmjerena na
dokazivanje prisutnosti VTEC, prvenstveno serogrupe E. coli O157 te odredivanju prisutnosti
gena za ¢imbenike virulencije i filogrupa u sojeva E. coli koji uzrokuju uginuce zivotinja.
Ovim istrazivanjem ispitani su izolati E. coli izdvojeni iz mesa i obrisaka trupova podrijetlom
od razli¢itih zivotinjskih vrsta u svrhu odredivanja njihova zoonotskog potencijala.

Cilj ovog istrazivanja je:

e Odrediti biokemijske karakteristike izolata

e Molekularnim metodama ustanoviti prisutnost odredenih virulentnih faktora i, na
temelju ostvarenih rezultata, najucestalije patogrupe

¢ Na temelju kombinacije gena odrediti najzastupljenije filogrupe

e Usporediti biokemijske karakteristike, prisutnost virulentnih gena i pripadnost
filogrupi te ustanoviti mogucu povezanost izolata

e Na osnovi dobivenih rezultata izvesti zakljucke 0 specifi¢nim karakteristikama E. coli

U navedenim uzorcima
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Materijal

U svrhu istrazivanja pretrazeno je 100 sojeva E. coli izdvojenih iz uzoraka podrijetlom od
peradi, goveda, svinja i divlja¢i zaprimljenih u svrhu redovitog mikrobioloskog ispitivanja u
razdoblju od 2013. do 2015. godine.

Pretrazeno je ukupno 27 sojeva izdvojenih iz pile¢eg mesa, Koji ukljucuju trupove brojlera,
strojno otkosteno meso (SOM) i mesne pripravke. Nadalje, izdvojeno je i ispitano ukupno 14
bakterijskih sojeva iz dostavljenih uzoraka mesa divlja¢i (meso jelena obi¢nog, jelena
lopatara, muflona, srne i divlje svinje). Istrazivanjem je obuhvaéeno i 30 sojeva izdvojenih iz
uzoraka podrijetlom od svinja, koji su ukljucivali obriske trupova, svjeZze meso i mljeveno
meso, dok je preostalih 29 sojeva koristenih u istrazivanju izdvojeno iz uzoraka govedeg

podrijetla, a koji su ukljucili obriske trupova, svjeze meso, mljeveno meso i mesne pripravke.

4.2. Metode

4.2.1. Mikrobioloska pretraga

Za izdvajanje bakterijskih sojeva koriStene su sljedece metode:

- HRN 1SO 16649-2:2011: Mikrobiologija hrane i sto¢ne hrane — Metoda brojenja
beta-glucuronidasa pozitivne Escherichia coli - 2. dio: Brojenje kolonija pri 44 °C uporabom
5-bromo-4-chloro-3-indolyl beta-D-glucuronide (ISO 16649-2:2001) — kao rutinska metoda
pretrazivanja uzoraka;

- Postupak neselektivnog namnazanja mikroorganizama pri 37 °C tijekom 18-24 sata
u puferiranoj peptonskoj vodi — BPW (engl. Buffered Peptone Water, Merck, Darmstadt,
Njemacka), odabran prema preporuci Europskog referentnog laboratorija za Verotoksigene
Escherichia coli (EU-RL VTEC) za dokaz gena aggR, aaiC, ipaH, It, sth i stp;

- HRN CEN ISO/TC 13136:2013: Mikrobiologija hrane i hrane za zivotinje — Metoda
temeljena na lanc¢anoj reakciji polimerazom u stvarnom vremenu (PCR) za dokazivanje
prisutnosti patogena koji se prenose hranom — Horizontalna metoda za dokazivanje Shiga
toksin producirajuce bakterije Escherichia coli (STEC) i odredivanje O157, O111, 026, 0103
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i 0145 serotipova (ISO/TS 13136:2012; CEN ISO/TS 13136:2012), koja izmedu ostalog nudi
upotrebu BPW kao bujona za neselektivno namnazanje.

HRN ISO 16649-2:2011 je metoda odredivanja broja B-glukuronidaza pozitivne E.
coli u kojoj nakon inokulacije 1 mililitra uzorka i zalijevanja s Tryptone Bile X-glucuronide -
TBX (Merck, Darmstadt, Njemacka) hranjivom podlogom slijedi inkubacija pri 44 °C tijekom
18 do 24 sata. Kao bujon za namnaZzanje, odabrana je BPW jer omoguc¢uje mikroorganizmu
namnazanje u mediju bez inhibitornih faktora. Nakon inkubacije u BPW pri 37 °C tijekom
18-24 sata, uslijedilo je nacijepljivanje na dvije selektivne kromogene hranjive podloge,
Sorbitol-MacConkey — SMAC (Merck, Darmstadt, Njemacka) i TBX, koje se inkubiraju pri
37 °C tijekom 18-24 sata. Karakteristicne bakterijske kolonije porasle na TBX hranjivoj
podlozi su zeleno-plave boje (B-glukuronidaza pozitivne), a one nekarakteristi¢ne su bijele
boje (B-glukuronidaza negativne). Na SMAC hranjivoj podlozi karakteristicne bakterijske
kolonije su crveno-ruzi¢aste. Karakteristicne i nekarakteristicne bakterijske kolonije
precijepljene su na krvni agar s dodanom ovc¢jom krvi te eskulinom — EKA (Merck,
Darmstadt, Njemacka; Biognost, Zagreb, Hrvatska) postupkom nacijepljivanja i iscrpljivanja
materijala i inkubirane pri 37 °C tijekom 18-24 sata u svrhu porasta ¢istih bakterijskih kultura
s jasno izdvojenim kolonijama. Karakteristi¢ne bakterijske kolonije E. coli koje su na krvnom
agaru sivkaste, glatke, konveksne, s 3-hemolizom ili bez nje, precijepljene su na BH bujon
(engl. Brain heart broth, Merck, Darmstadt, Njemacka) s dodatkom 50% glicerola i

pohranjene na -80°C do daljnjih pretrazivanja.

4.2.2. Biokemijske pretrage

Biokemijske karakteristike izolata odredene su VITEK2 sustavom (Biomerieux,
Marcy-I'Etoile, Francuska). U svrhu odredivanja biokemijskih svojstava, bakterijski izolat je
nacijepljen na EKA te je nakon inkubacije pri 37 °C tijekom 18 do 24 sata na karakteristi¢énim
bakterijskim kulturama provedena biokemijska identifikacija uporabom automatiziranog
sustava na nacin da je bakterijska kultura razmucena u 3 mililitra fizioloske otopine kako bi se
dobila gusto¢a 0,5 do 0,63 prema McFarlandovoj ljestvici. U svrhu odredivanja bakterijske
vrste i biokemijskog profila za tako pripremljenu suspenziju izdvojenog mikroorganizma
koristene su VITEK2 GN Kartice, koje raspolazu s 47 biokemijskih reakcija.

Uz VITEK2 sustav, kao dokaz aktivnosti f-glukuronidaze koristena je TBX hranjiva podloga.
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4.2.3. Molekularne metode

Pohranjeni izolati koriSteni su u molekularnim pretragama kako bi se dokazala
prisutnost ¢imbenika virulencije i pripadnost filogrupi. U svrhu izdvajanja DNA, bakterijski
sojevi su nakon odmrzavanja nacijepljeni na EKA te inkubirani pri 37 °C tijekom 18-24 sata.
Iz poraslih bakterijskih kultura izdvojena je DNA na nacin da je uSica eze (10 pl) porasle
bakterijske kulture razmucéena u 100 ul destilirane vode bez enzima koji razgraduju DNA i
RNA (LONZA, Basel, Svicarska), suspenzija kuhana 20 minuta na 95 °C te potom
centrifugirana 1 minutu na 14000 g. Za sve molekularne pretrage koriSten je PCR, a
uspjesnost umnazanja provjerena je kapilarnom elektroforezom koriste¢i QIAexcel (Qiagen,

Hilden, Njemacka).

4.2.3.1. Dokazivanje prisutnosti ¢cimbenika virulencije

Izdvojeni sojevi E. coli pretrazeni su na prisutnost gena vtx1, vtx2, eae, hlyA, aggR,
aaiC, ipaH, bfpA, saa, eastl, stp, sth, Itp, STI (STa) i STII (STh), cnfl i cnf2 visestrukim i
konvencionalnim PCR-om. Istrazivanje prisutnosti EAEC patogrupe provedeno je dokazom
aggR, aaiC i EAST1 gena. Kako bi se dokazala prisutnost navedenih gena, koristen je
konvencionalni PCR, pri ¢emu su za dokaz aggR i aaiC gena odabrane pocetnice i uvjeti
umnazanja prema metodi EU-RL Method 5 ,,Detection of Enteroaggregative Escherichia coli
in Food by Real Time PCR Amplification of the aggR and aaiC genes“, a odredivanje
prisutnosti EAST1 gena (koji kodira EAST1) istrazeno je metodom prema YAMAMOTO i
ECHEVERRIA (1996.).

Odredivanje prisutnosti EIEC provedeno je dokazom ipaH gena konvencionalnim
PCR-om, a pocetnice i uvjeti umnazanja odabrani su prema metodi EU-RL Method 07
,,Detection of Enteroinvasive Escherichia coli in food by Real Time PCR amplification of the
ipaH gene®. Odredivanje prisustva tipicnih EPEC provedeno je pretrazivanjem izolata na bfp
gen konvencionalnim PCR-om prema GUNZBURG i sur. (1995.), dok je za odredivanje
prisutnosti EHEC (VTEC) i atipicne EPEC dokazom stx1, stx2, eae, hlyA i saa gena koriStena
metoda visestrukog PCR-a prema PATON i PATON (2002.).

Odredivanje prisutnosti ETEC i EXPEC patogrupa provedeno je dokazom STI, STII,
cnfl i cnf2 gena koristenjem visestrukog i konvencionalnog PCR-a prema PASS i sur.
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(2000.), dok je za odredivanje prisutnosti It, stp i sth gena koriSten konvencionalni PCR, a
pocetnice i uvjeti umnazanja odabrani su prema metodi EU-RL Method 8 ,,Detection of
Enterotoxigenic Escherichia coli in food by Real Time PCR Amplification of the It, sth and
stp genes, encoding the heat-labile and heat-stable enterotoxins®.

Za jednostruki PCR koriSten je HotStarTag MasterMix kit (Qiagen, Hilden,
Njemacka), dok je za visestruki PCR koristen Multiplex PCR kit (Qiagen, Hilden, Njemacka).
Za svaku PCR reakciju koristene su 10 uM radne otopine pocetnica te su reakcije slagane
tako da koncentracija svake od pocetnica u smjesi bude jednaka. Reakcijska mjeSavina
ukupnog volumena 20 pl za gene aggR, aaiC, ipaH, bfpA, stp, sth, It,cnfl, cnf2 i EAST1
sadrzavala je 10 ul PCR Master Mix-a, 7 ul RNase-Free/DNase-Free vode, 1 pl smjese
pocetnica i 2 ul DNA. Reakcijska mjesavina ukupnog volumena 20 ul za detekciju gena vix1,
vtx2, eae, hlyA i saa visestrukim PCR-om sadrzavala je 10 ul Multiplex PCR Master Mix-a, 3
ul Q otopine, 5 pl smjese pocetnica i 2 ul DNA. Reakcijska mjeSavina ukupnog volumena 20
ul za gene STI i STl sadrzavala je 10 ul Multiplex PCR Master Mix-a, 6 pul RNase-
Free/Dnase-Free vode, 2 ul smjese pocetnica i 2 pul DNA.

UmnaZanje pojedinih gena provedeno je prema sljede¢im uvjetima:

e UmnaZzanje gena aggR, aaiC, ipaH, stp, sth i It provedeno je pomoc¢u uredaja Proflex
(Applied Biosystems, Foster City, SAD) te GeneAmp PCR System 2700 (Applied
Biosystems, Foster City, SAD) pod sljede¢im uvjetima: poc¢etna denaturacija pri 95 °C
15 minuta, nakon koje je uslijedilo 40 ciklusa denaturacije pri 94 °C 30 sekundi,
vezanja pocetnica pri 56 °C 30 sekundi, umnazanja pri 72 °C 30 sekundi i zavr$no
produljivanje lanaca pri 72 °C 7 minuta.

e Umnazanje gena bfp provedeno je pomocu uredaja Proflex (Applied Biosystems,
Foster City, SAD) te GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems, Foster City,
SAD) pod sljede¢im uvjetima: pocetna denaturacija pri 95 °C 15 minuta, potom 29
ciklusa denaturacije pri 94 °C 30 sekundi, vezanja pocetnica pri 56 °C 1 minutu,
umnazanja pri 72 °C 2 minute i zavr$nog produljivanja lanaca pri 72 °C 10 minuta.

e Umnazanje gena EAST1 provedeno je pomocu uredaja Veriti 96 Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems, Foster City, SAD) pod sljede¢im uvjetima: pocetna denaturacija
pri 95 °C 15 minuta, nakon koje je uslijedilo 30 ciklusa denaturacije pri 95 °C 30
sekundi, vezanja pocetnica pri 55 °C 2 minute, umnazanja pri 72 °C 2 minute i

zavr$nog produljivanja lanaca pri 72 °C 10 minuta.
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e Umnazanje gena STI, STII, cnfl i cnf2 provedeno je pomocu uredaja Veriti 96 Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, SAD) pod sljede¢im uvjetima:
pocetna denaturacija pri 95 °C 15 minuta, nakon koje je uslijedilo 35 ciklusa
denaturacije pri 95 °C 30 sekundi, vezanja pocetnica pri 63 °C 30 sekundi, umnazanja
pri 72 °C 30 sekundi i zavr$no produljivanje lanaca pri 72 °C 5 minuta.

e UmnaZanje gena Vix1, vtx2, eae, hlyA i saa provedeno je pomoc¢u uredaja Veriti 96
Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, SAD) pod sljede¢im
uvjetima: pocetna denaturacija pri 95 °C tijekom 15 minuta, nakon koje je uslijedilo
10 ciklusa denaturacije pri 95 °C u trajanju od 1 minute, vezanja pocetnica na 65 °C
tijekom 2 minute i1 produljivanja lanaca 90 sekundi pri 72 °C, potom 5 ciklusa u
kojima se temperatura vezanja pocetnica postupno smanjivala s 65 °C na 60 °C, 10
ciklusa nakon kojeg je uslijedila denaturacija pri 95 °C tijekom 1 minute, vezanje
pocetnica pri 60 °C 2 minute i 90 sekundi produljivanja lanaca pri 72 °C, nakon kojeg
je uslijedilo 10 ciklusa u kojima se vrijeme produljivanja lanaca postupno povecalo s
90 sekundi na 150 sekundi te posljednji korak produljivanja lanaca pri 72 °C kroz 10
minuta.

Patogrupe, pretrazeni geni i Cimbenici virulencije prikazani su u Tablici 4., a pocetnice
koristene u PCR reakcijama, nukleotidni sljedovi i reference u Tablici 5.

Odredivanje podtipa u¢injeno je na izolatima kojima je dokazana prisutnost vix1 i vtx2
gena, u svrhu kojeg je koristena EU-RL Method 006 ,Identification of the subtypes of
Verocytotoxin Encoding genes (vtx) of Escherichia coli by Conventional PCR*.

Odredivanje podtipova vtx1 zahtijeva upotrebu visestrukog PCR-a s tri para pocetnica.
Za visestruki PCR koristen je Multiplex PCR kit (Qiagen, Hilden, Njemacka). Reakcijska
mjesavina viSestrukog PCR-a ukupnog volumena 20 pl sadrzavala je 12 ul Multiplex PCR
Master Mix-a, 4 pl smjese pocetnica u koli¢inama: vixla 2 pl, vtxlc 1 pl, vixld 1 pli 2 pl
DNA. Umnazanje podtipova vixl gena (vtxla, vtxld, vixlc) provedeno je pomocu uredaja
Proflex (Applied Biosystems, Foster City, SAD) pod sljede¢im uvjetima: poc€etna denaturacija
pri 95 °C tijekom 15 minuta, nakon koje je uslijedilo 35 ciklusa denaturacije u trajanju od 50
sekundi pri 94 °C, vezanja pocetnica pri 64 °C 40 sekundi, umnazanja pri 72 °C kroz 1
minutu i zavr$nog produljivanja lanaca pri 72 °C kroz 3 minute.

Odredivanje podtipova vix2 zahtijeva upotrebu konvencionalnog PCR-a za koji je
koriSten HotStarTaq MasterMix kit (Qiagen, Hilden, Njemacka). Reakcijska mjeSavina
konvencionalnog PCR-a ukupnog volumena 20 pl za odredivanje podtipova vitx2a i vtx2d
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sadrzavala je 10 ul PCR Master Mixa, 5 ul RNase-Free/DNase-Free vode, 3 pl smjese

pocetnica i 2 ul DNA. Reakcijska mjesSavina konvencionalnog PCR-a ukupnog volumena 20

ul za odredivanje podtipova vix2b, vtx2c, vtx2e, vix2f i vix2g sadrzavala je 10 ul PCR Master

Mix-a, 6 ul RNase-Free/DNase-Free vode, 2 ul smjese pocéetnica i 2 ul DNA. UmnaZanje

podtipova vtx2gena (vtx2a, vtxbd, vtx2c, vix2d, vix2e, vitx2f, vtx2g) provedeno je pomocéu

uredaja Proflex (Applied Biosystems, Foster City, SAD) pod sljede¢im uvjetima: pocetna

denaturacija pri 95 °C 15 minuta, nakon koje je uslijedilo 35 ciklusa denaturacije pri 94 °C

tijekom 50 sekundi, vezanja pocetnica pri 62 °C 40 sekundi za grupe vtx2a, vtxb i vtx2c ili

64°C 40 sekundi za grupe vtx2d, vtx2e, vtx2f i vtx2g, umnazanja pri 72°C tijekom 1 minute i

zavr$nog produljivanja lanaca pri 72 °C kroz 3 minute. Pocetnice koristene u PCR reakcijama

i nukleotidni sljedovi prikazani su u Tablici 6.

Tablica 4. Patogrupe, pretrazeni geni i ¢imbenici virulencije

Patogrupa Cimbenik Naziv Gen
virulencije

VTEC (EHEC) Toksin Verotoksin 1 vtx1l

VTEC (EHEC) Toksin Verotoksin 2 vtx2
EPEC Adhezin Intimin eae

VTEC (EHEC) Enterohemolizin Enterohemolizin hlyA
EAEC Adhezin Regulator agregativne adherencije aggR
EAEC Adhezin aggR-aktivirani oto¢i¢ C (engl. aggR- aaiC

activated island C)
EIEC Invazijski plazmidski antigen H ipaH
EPEC Adhezin Fimbrije koje oblikuju snopove (engl. bfp
bundle forming pili)

VTEC (EHEC) Adhezin STEC autoaglutiniraju¢i adhezin saa
EAEC Toksin Termostabilni enterotoksin | EAST1
ETEC Toksin Termostabilni toksin STI (stp, sth)
ETEC Toksin Termolabilni toksin Itp
ETEC Toksin Termostabilni toksin ST

EXPEC Citotoksin Citotoksicni nekrotizirajuéi faktor cnfl
EXPEC Citotoksin Citotoksi¢ni nekrotizirajuci faktor cnf2
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Tablica 5. Pocetnice koristene u PCR reakcijama, nukleotidni sljedovi i reference za

dokazivanje gena

Gen KoriStene pocetnice Veli¢ina Referenca
odsjecka
(parova
baza)
vtx1l ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 180 Paton i Paton (2002.)
AGAACGCCCACTGAGATCATC
vix2 GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 255 Paton i Paton (2002.)
TCGCCAGTTATCTGACATTCTG
eae GACCCGGCACAAGCATAAGC 384 Paton i Paton (2002.)
CCACCTGCAGCAACAAGAGG
hlyA GCATCATCAAGCGTACGTTCC 534 Paton i Paton (2002.)
AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT
Pocetnice i uvjeti umnazanja prema EU-RL
aggR GAATCGTCAGCATCAGCTACA 102 Method 5 ,,Detection of Enteroaggregative
CCTAAAGGATGCCCTGATGA Escherichia coli in food by Real Time PCR
amplification of the aggR and aaiC genes*
Pocetnice i uvjeti umnazanja prema EU-RL
aaiC CATTTCACGCTTTTTCAGGAAT 160 Method 5 ,,Detection of Enteroaggregative
CCTGATTTAGTTGATTCCCTACG Escherichia coli in food by Real Time PCR
amplification of the aggR and aaiC genes*
Pocetnice i uvjeti umnazanja prema EU-RL
ipaH CCTTTTCCGCGTTCCTTGA 63 Method 07 ,,Detection of Enteroinvasive
CGGAATCCGGAGGTATTGC Escherichia coli in food by Real Time PCR
amplification of the ipaH gene
bfpA AATGGTGCTTGCGCTTGCTG 326 Grunzberg i sur. (1995.)
GCCGCTTTATCCAACCTGGTA
saa CGTGATGAACAGGCTATTGC 119 Paton i Paton (2002.)
ATGGACATGCCTGTGGCAAC
EAST1 CCATCAACACAGTATATCCGA 111 Yamato i Echeverria (1996.)
GGTCGCGAGTGACGGCTTTG
EU-RL Method 8 ,,Detection of Enterotoxigenic
Escherichia coli in food by Real Time PCR
stp TGAATCACTTGACTCTTCAAAA 136 amplification of the It, sth and stp genes, encoding
GGCAGGATTACAACAAAGTT the heat-labile and heat-stable enterotoxins*
EU-RL Method 8 ,,Detection of Enterotoxigenic
Escherichia coli in food by Real Time PCR
sth GCTAAACCAGYAGRGTCTTCAAAA 147 amplification of the It, sth and stp genes, encoding
CCCGGTACARGCAGGATTACAACA the heat-labile and heat-stable enterotoxins*
EU-RL Method 8 ,,Detection of Enterotoxigenic
Escherichia coli in food by Real Time PCR
Itp TTCCCACCGGATCACCAA 62 amplification of the It, sth and stp genes, encoding
CAACCTTGTGGTGCATGATGA the heat-labile and heat-stable enterotoxins*
STI TTTCCCCTCTTTTAGTCAGTCAACTG 160 Pass i sur. (2000.)
GGCAGGATTACAACAAAGTTCACAG
STH CCCCCTCTCTTTTGCACTTCTTTCC 423 Pass i sur. (2000.)
TGCTCCAGCAGTACCATCTCTAACCC
cnfl GGCGACAAATGCAGTATTGCTTGG 552 Pass i sur. (2000.)
GACGTTGGTTGCGGTAATTTTGGG
cnf2 GTGAGGCTCAACGAGATTATGCACTG 839 Pass i sur. (2000.)

CCACGCTTCTTCTTCAGTTGTTCCTC
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Tablica 6. Pocetnice koristene u PCR reakcijama i nukleotidni sljedovi za odredivanje vtx1 i

vtx2 podtipa

Gen KoriStene pocetnice Veli¢ina odsjecka (parova baza)
CCTTTCCAGGTACAACAGCGGTT
vixla GGAAACTCATCAGATGCCATTCTGG 478
CCTTTCCTGGTACAACTGCGGTT
vtxlc CAAGTGTTGTACGAAATCCCCTCTGA 252
CAGTTAATGCGATTGCTAAGGAGTTTACC
vtx1d CTCTTCCTCTGGTTCTAACCCCATGATA 203
GCGATACTGRGBACTGTGGCC
vtx2a CCGKCAACCTTCACTGTAAATGTG gjg
GGCCACCTTCACTGTGAATGTG
AAATATGAAGAAGATATTTGTAGCGGC
vtx2b CAGCAAATCCTGAACCTGACG 251
GAAAGTCACAGTTTTTATATACAACGGGTA
vtx2c CCGGCCACYTTTACTGTGAATGTA 177
AAARTCACAGTCTTTATATACAACGGGTG
vtx2d TTYCCGGCCACTTTTACTGTG ;;g
GCCTGATGCACAGGTACTGGAC
CGGAGTATCGGGGAGAGGC
vix2e CTTCCTGACACCTTCACAGTAAAGGT 411
TGGGCGTCATTCACTGGTTG
vtx2f TAATGGCCGCCCTGTCTCC 424
CACCGGGTAGTTATATTTCTGTGGATATC
vix2g GATGGCAATTCAGAATAACCGCT 573
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4.2.3.2. Odredivanje pripadnosti filogrupi

Izdvojeni sojevi pretrazeni su na prisutnost gena povezanih s filogrupom visestrukim
PCR-om prema CLERMONT i sur. (2013.) kojom se E. coli dijeli u osam filogrupa (A, B1,
B2, C, D, E, F i I). Prvi korak je izvodenje viSestrukog PCR-a na izolatima, kojim se na
temelju prisutnosti ili odsutnosti Cetiriju gena (chuA, yjaA, TspE4.C2 i arpA) izolat svrstava u
filogrupu. Budu¢i da metoda zahtijeva dodatne analize prilikom svrstavanja izolata u
filogrupe C i E, za pojedine izolate koriSten je PCR specifi¢an za predmetne filogrupe.

Odredivanje filogrupe provedeno je viSestrukim PCR-om uz koristenje Multiplex PCR
kita (Qiagen, Hilden, Njemacka). Reakcijska mjesavina pocetnog PCR-a koji koristi Cetiri
para pocetnica, ukupnog volumena 20 pl, sastojala se od 10 pl Multiplex Master mix , 3 pl Q
otopine, 5 ul smjese pocetnica u koli¢inama: chuA 1 ul, yjaAl pl, TsSpE4.C2 1 ul, arpA2 2 pl i
2 ul DNA. Za svrstavanje izolata u C ili E filogrupu koristena je reakcijska mjeSavina
volumena 20 pl koja se sastojala od 10 pl Multiplex Master mixa, 5 pul Q otopine, 3 pul
pocetnica u koli¢inama: trpBA 1ul te ArpAgpE 2 pl za filogrupu E ili trpAgpC 2ul za
filogrupu C i 2 ul DNA.

PRC umnazanje provedeno je u uredaju Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems, Foster City, SAD) pod sljede¢im uvjetima: pocetna denaturacija pri 95 °C
tijekom 15 minuta, nakon koje je uslijedilo 30 ciklusa denaturacije pri 94 °C u trajanju 5
sekundi, vezivanje pocetnica pri 57 °C (grupa E) ili 59 °C (viSestruki PCR s Cetiri para
pocetnica i grupa C) tijekom 20 sekundi, umnazanja pri 72 °C u trajanju 5 minuta te zavr$nog
produljivanja lanaca pri 72 °C tijekom 7 minuta.

Ciljani geni, nukleotidni sljedovi i pocetnice koriStene u PCR reakciji prikazani su u Tablici 7.
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Tablica 7. Ciljani geni, nukleotidni sljedovi i pocetnice koriStene u PCR reakciji za

odredivanje pripadnosti filogrupi

Gen Koristene pocetnice Veli¢ina
odsjecka

(parova baza)

chuA.1b ATGGTACCGGACGAACCAAC

chuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA 288
yjaA.1b CAAACGTGAAGTGTCAGGAG

yjaA.2b AATGCGTTCCTCAACCTGTG 211
TspE4C2.1 CACTATTCGTAAGGTCATCC

TSpE4C2.2b AGTTTATCGCTGCGGGTCGC 152
AceK AACGCTATTCGCCAGCTTGC

ArpALr TCTCCCCATACCGTACGCTA 400
ArpAgpE.f GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC

ArpAgpE.r GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG 301
trpAgpC.1 AGTTTTATGCCCAGTGCGAG

trpAgpC.2 TCTGCGCCGGTCACGCCC 219
trpBA f CGGCGATAAAGACATCTTCAC

trpBA.I GCAACGCGGCCTGGCGGAAG 489

4.2.4. Verifikacija biokemijskih i molekularnih metoda

Kao pozitivne kontrole prilikom izdvajanja i biokemijske identifikacije koristen je -
glukuronidaza pozitivan soj Escherichia coli ATCC 25922 i B-glukuronidaza negativan soj
Escherichia coli 0157 oznake CO7, dostavljen iz zbirke sojeva EU-RL VTEC (EU-RL
VTEC, Rim, Italija) kao referentni soj za medulaboratorijska ispitivanja.

Za PCR, kao potvrda svakog ciklusa koristena je negativna kontrola — uzorak koji ne
sadrzi ciljane gene (DNK Ccista voda; engl. DNA free water) i pozitivna kontrola — uzorak s

traZzenim genom ili skupinom gena koji sluze kao pokazatelji uspjesne reakcije.
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Izolirane DNA koje su koriStene kao pozitivne kontrole za gene za ¢imbenike virulencije sth
(EA 22), stp i It (EF 451), cnfl (EF 176), cnf2 ( (EF 147), bfp (EF 133), saa (ED 99), hlyA,
eae, stx1 i stx2 (ED 749) dostavljene su iz zbirke sojeva EU-RL VTEC (ljubaznoséu, EU-RL
VTEC, Rim, Italija). Bakterijske kulture koriStene za odredivanje aggR i aaiC te vitx1 i vtx2
podgrupa dostavljene su iz zbirke sojeva EU-RL VTEC kao referentni sojevi za
medulaboratorijska ispitivanja pod sljede¢im oznakama: aggR i aaiC (C679-12), vtxla, vix2a
(D2435), vtxlc, vix2b (D3602), vixld (D3522), vix2b, vtx2c (D2587), vtx2d (D3435), vtx2e
(D3648), vix2f (D3546) i vix2g (D3509). Potvrda umnazanja STI, STIl i EAST1 gena
kontrolirana je umnazanjem izolirane bakterijske kulture oznake P25 dostavljenog iz zbirke
sojeva Laboratorija za dijagnostiku, Veterinarskog zavoda Krizevci (ljubaznoséu dr. sc.
Sukali¢, VZK).

Kontrola umnazanja filogrupa provedena je primjenom pozitivnih kontrola A0 (H5), Al (K-
12), B1 (1A/1), B2 (ED1a), C(H218), D1 (UMNO026), D2 (MO56), E (TA447), F (ROARS) i
Clade V (EIN8) dostavljenih iz zbirke sojeva ljubaznos¢u dr. Oliver Clermont, Inserum,

Francuska.

4.2.5 Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka obavljena je programom Stata 13.1 (Stata Corp., SAD) i
izrazena binarnom varijablom 0/1 (da/ne). Povezanost ucestalosti pojavljivanja pojedinih
vrijednosti provjerene su hi-kvadrat i Fischer exact testom.

Multivarijantna statisticka analiza provedena je primjenom modela logisticke regresije, a U
model su uvrStene varijable koje su statisticki znacajno povezane.
Rezultati s p vrijednostima manjim ili jednakim od 0,05 (< 0,05) smatrani su statisticki

znacajnima.
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5. REZULTATI

5.1. Morfoloske karakteristike bakterijskih izolata

Za izdvajanje E. coli koristene su selektivne kromogene hranjive podloge TBX i
SMAC. Karakteristi¢ni sojevi porasli na TBX hranjivoj podlozi su zeleno-plavi (B
glukuronidaza pozitivni), a oni nekarakteristi¢ni su bijele boje (B-glukuronidaza negativni)
(Slika 6.). Karakteristi¢ni bakterijski sojevi na SMAC hranjivoj podlozi su ruzicasto-crveni,
dok su oni nekarakteristi¢ni bijelo-zute boje (Slika 7.). Svi sojevi opisanih karakteristika
precijepljeni su na krvni agar (EKA). Morfoloski karakteristi¢ni sojevi E. coli na krvnom
agaru su sivkasti, glatki, sjajni, konveksni, s hemolizom ili bez nje (v. Sliku 8.). Ukupno je

pretrazeno 15 PB-glukuronidaza negativnih izolata, dok je njih 85 bilo B-glukuronidaza

pozitivno.

Slika 6.: Prikaz porasta B-glukuronidaza pozitivnih (lijevo) i B-glukuronidaza negativnih
izolata (desno) na TBX selektivnoj hranjivoj podlozi nakon inkubacije pri 37 °C tijekom 24
sata (izdvojeno u Laboratoriju za mikrobiologiju hrane, HVI Zagreb)
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Slika 7.: Prikaz porasta ruzicCasto-crvenih (desno) i bijelo-zutih (lijevo) izolata na SMAC
selektivnoj hranjivoj podlozi nakon inkubacije pri 37 °C tijekom 24 sata (izdvojeno u

Laboratoriju za mikrobiologiju hrane, HVI Zagreb)

Slika 8.: Prikaz porasta nehemoliti¢ne (lijevo) i hemoliticne (desno) E. coli na krvnom agaru
(EKA) nakon inkubacije pri 37 °C tijekom 24 sata (izdvojeno u Laboratoriju za

mikrobiologiju hrane, HVI Zagreb)
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5.2. Biokemijske pretrage bakterijskih izolata

Biokemijska identifikacija izolata provedena je VITEK2 sustavom koji karakterizira izolate
prema 47 reakcija (primjer izgleda izvjesc¢a, Slika 9.).

Rezulati prikazuju podjednake biokemijske karakteristike za pretrazene izolate. Vecina
biokemijskih reakcija identi¢na je za sve izolate, dok su pojedine bile varijabilne. U daljnjem
tekstu opisane su biokemijske reakcije kojima su karakterizirani izolati.

Analzirani izolati imali su ista biokemijska svojstva prema reakcijama: Ala-Phe-Pro-
arilamidaza (APPA), adonitola (ADO), L-pirolidolin (PyrA), L-arabitol (IARL), D-celobioza
(dCEL), beta galaktozidaza (BGAL), proizvodnja vodikovog sulfida (H2S), beta-N-acetil-
glukozaminidaza (BNAG), glumamil arilamidaza pNA (AGLTp), D-glukoza (dGLU),
fermentacija glukoze (OFF), pB-glukozidaza (BGLU), D-maltoza (dMAL), D-manitol
(dIMAN), D-manoza (dMNE), B-iksilozodaza (BXYL), B-alanin arilamidaza pNA (Balap),
lipaza (LIP), palatinoza (PLE), ureaza (URE), D-sorbitol (dSOR), D-tagatoza (dTAG), D-
trehaloza (dTRE), natrijev citrat (CIT), malonat (MNT), agukozidaza (AGLU), B-N-acetil-
galaktozaminidaza (NAGA), fosfataza (PHOS), glicin arilamidaza (GIlyA), lizin
dekarboksilaza (LDC), iskoristivost L-histidina (IHISa), kumarat (CMT), Glu-gli-arg-
arilamidaza (GGAA), iskoristivost L-malata (IMLTa), elmanov reagens (ELLM) i
iskoristivost laktata (ILATa).

Izolati su pokazali varijabilne biokemijske reakcije prema: gama glutamil transferazi
(GGT), L-prolin arilamidazi (ProA), tirozin arilamidazi (TyrA), saharozi (SAC), 5-keto-D-
glukonatu (5KG), alkalinizaciji L-laktata (ILATK), alkalinizaciji sukcinata (SUCT), alfa
galaktozidazi (AGAL), ornitin dekarboksilazi (ODC), beta glukuronidazi (BGUR) i otpornosti
na 0/129 (O129R).

Vecina je izolata za reakcije GGT (90,16%) i ProA (93,44%) iskazivala negativnu
reakciju bez obzira na podrijetlo. Rezultati analize prikazuju pozitivne biokemijske reakcije
za TyrA (70,49%), SUCT (73,77%), AGAL (72,13%) i O129R (73,77%) kod veéine izolata
bez obzira na podrijetlo, dok je vecina izolata iskazivala negativnu biokemijsku reakciju za
5KG (85,25%). Od ostalih varijabilnih svojstava, zamjetno je da svi izolati imaju podjednako
pozitivne (49,18%) i negativne (50,81%) reakcije za SAC bez obzira na njihovo podrijetlo,
dok su izolati podrijetlom od svinja (66,67%) i peradi (55%) imali pozitivhu reakciju na
ILATK za razliku od goveda (68,75%) kojima je vecina izolata iskazivala negativnu reakciju.
Slicno se moze primijetiti pozitivnhom reakcijom na ODC u izolata podrijetlom od divljaci
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(70%) i goveda (75%), za razliku od izolata podrijetlom od peradi (65%) s vecinskom
negativnom reakcijom izolata (Tablica 8.).

Od biokemijskih analiza izdvaja se reakcija alkalinizacije L-laktata (ILATK) za izolate
B-glukuronidaza negativne E. coli izdvojene iz mesa peradi naspram onih B-glukuronidaza
pozitivnih. Rezultati prikazuju pozitivnu reakciju u deset izolata B-glukuronidaza negativne E.
coli prema devet negativnih reakcija i jedne pozitivne u izolata B-glukuronidaza pozitivne E.
coli.

Od atipi¢nih rezultata biokemijskih analiza izdvaja se proizvodnja vodikovog sulfida u

izolata kojemu je ustanovljena prisutnost vtx2 virulentnog gena.
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Slika 9: Primjer izgleda izvjesc¢a biokemijske pretrage VITEK?2 sustavom
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Tablica 8. Rezultati varijabilnih biokemijskih svojstava s obzirom na podrijetlo izolata

Podrijetlo GGT ProA TyrA SAC 5KG ILATk SUCT AGAL ODC BGUR O0O129R
+ - o+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+

Perad 119 1 19 1v 3 8 12 3 17 11 9 17 3 16 4 7 13 10 10 16 4
Divja¢ 0 10 0 10 5 5 5 5 2 8 6 4 7 3 7 3 7 3 9 1 6 4
Svinja 2 13 2 13 12 3 8 7 3 12 10 5 12 3 10 5 7 8 13 2 12 3
Govedo 2 14 1 15 9 7 9 7 1 15 5 11 9 7 11 5 12 4 14 2 11 5

Ukupno 5 56 4 57 43 18 30 31 9 52 32 29 45 16 44 17 33 28 46 15 45 16
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5.3. Molekularne pretrage na gene za ¢imbenike virulencije

Pretrazeno je ukupno 100 izolata E. coli od kojih je u njih 36 (36%) dokazan barem jedan
gen za ¢imbenike virulencije. Ukupno je ustanovljeno 48 gena virulencije, zbog ¢injenice da
ih je vise dokazano u:

e dvama izolatima izdvojenim iz peradi

e Sest izolata izdvojena iz divljaci

e trimaizolatima izdvojenim iz svinja

e jednom izolatu izdvojenom iz goveda

Od 27 pretrazenih izolata izdvojenih iz uzoraka podrijetlom od peradi, u njih deset
(37,04%) dokazano je prisustvo gena za ¢imbenike virulencije. Gen eae dokazan je u pet
(50%) izolata, gen EAST1 dokazan je takoder u pet izolata (50%), medu kojima je jedan izolat
(10%) s dokazanim eae i EAST1 genima te jedan (10%) s dokazanim cnfl i cnf2 genima
(Tablica 9.).

Od 14 pretrazenih izolata izdvojenih iz uzoraka podrijetlom od divlja¢i, u njih 11
(78,57%) dokazan je barem jedan gen za ¢imbenik virulencije. Gen EAST1 dokazan je u osam
izolata (72,73%), gen STII u cetirima izolatima (36,36%), a u pojedinim izolatima su u
jednakom omjeru (9,09%) dokazni eae, hlyA, vtx1, cnfl i cnf2 geni. Medu navedenim, u Sest
izolata dokazano je prisustvo dvaju gena. Od Sest izolata, u ¢etirima su dokazani geni EAST1 i
STII, u jednom izolatu dokazano je prisustvo EAST1 i hlyA gena, dok je u posljednjem

dokazano prisustvo cnfl i cnf2 (Tablica 9.).

Od 30 pretrazenih izolata izdvojenih iz uzoraka svinjskog podrijetla, u njih sedam
(23,33%) dokazano je prisustvo gena za ¢imbenike virulencije. Gen EAST1 dokazan je u trima
izolatima (42,86%), gen cnfl dokazan je u dvama izolatima (28,57%) dok su geni za
¢imbenike virulencije hlyA, cnf2, eae, STII i vtx2 dokazani u pojedinim izolatima u jednakom
omjeru (14,29%). Medu navednim, u trima izolatima dokazano je prisustvo dvaju gena.
Jednom izlatu dokazani su eae i hlyA geni, drugom izolatu dokazni su cnfl i cnf2 geni, dok su
trecem dokazani EAST1 i STII geni (Tablica 9.).
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Od 29 pretraZenih izolata izdvojenih iz uzoraka govedeg podrijetla, u njih osam (27,59%)
dokazano je prisustvo gena za ¢imbenike virulencije. Gen EAST1 dokazan je u cetirima
izolatima (50%), gen cnf2 dokazan je u jednom izolatu (12,5%), a geni eae (25%) i cnfl
(25%) jednako su zastupljeni, pri ¢emu je svaki dokazan u dva izolata. Medu navedenima, u

jednom izolatu je dokazano prisustvo cnfl i cnf2 gena (Tablica 9.).

Od ukupnog broja pretrazenih izolata, u njih 20 (20%) dokazan je gen za ¢imbenike
virulencije EASTL, ¢ime je on najucestaliji. Navedeni gen dokazan je u osam izolata (40%)
podrijetlom od divlja¢i, pet izolata (25%) podrijetlom od peradi, Cetiri izolata (20%)
podrijetlom od goveda i tri izolata (15%) podrijetlom od svinja (Dijagram 1.).

Gen eae dokazan je u devet izolata (9%), od kojih pet (55,56%) ¢ine izolati podrijetlom od
peradi, dva (22,22%) podrijetlom od goveda, jedan izolat podrijetlom od divljaci (11,11%) i
jedan (11,11%) izolat podrijetlom od svinja (Dijagram 1.).

Gen koji kodira termostabilni enterotoksin STII dokazan je u pet izolata (5%) od kojih je
Cetiri (80%) dokazano u izolatima podrijetlom od mesa divljaci i jedan (20%) u izolatu
podrijetlom od svinje (Dijagram 1.).

Prisutnost gena koji kodiraju citotoksin nekrotiziraju¢i faktor 1 cnfl, dokazana je u Sest
izolata (6%), od kojih su po dva bila (33,33%) podrijetlom od svinja, odnosno od goveda
(33,33%), te po jedan izolat (16,67%) podrijetlom od divljaci, odnosno od peradi (16,67%).
Gen koji kodira citotoksin nekrotiziraju¢i faktor 2 cnf2, dokazan je u ¢etirima izolatima (4%)
od kojih je jedan izolat (25%) podrijetlom od peradi, drugi (25%) podrijetlom od divljaci,
tre¢i (25%) podrijetlom od svinje i posljednji (25%) podrijetlom od goveda (Dijagram 1.).

Prisutnost gena koji kodira ¢imbenik virulencije hlyA dokazan je u dvama izolatima (2%),
u jednom izolatu (50%) podrijetlom od divlja¢i i jednom (50%) podrijetlom od svinja
(Dijagram 1.).

Prisutnost gena za verotoksine dokazana je u dvama izolatima (2%) od ukupnog broja
pretrazenih izolata. Gen vtx1 ustanovljen je u izolatu izdvojenom iz divljaci, dok je u izolatu
izdvojenom iz svinje dokazan gen vtx2 (Dijagram 1.). Izolatu kojem je dokazano prisustvo
vtx1 gena, ustanovljena je pripadnost podtipovima vtxlc i vtxld, dok je izolatu kojem je

dokazano prisutsvo vtx2 gena ustanovljena pripadnost podtipu vtx2e.
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Tablica 9. Rezultati molekularnih pretraga izolata na gene koji kodiraju ¢cimbenike virulencije

Broj Vrsta uzorka Geni koji kodiraju ¢imbenike virulencije

uzorka ipaH  aggR aaiC bfp vtx1l vtx2 eae saa hlyA EAST1 STI STI It cnfl  cnf2

[N

Pile¢i trup - - - - - - + - - - - - R R R

SOM B - - B - B B B B B E E E E :

Pile¢i trup - - - - - - - - - - R R R R N

Pile¢i trup - - - - - - - - N N R R R T T

Pile¢i trup - - - - - - + - - - - - - - -

Pile¢i trup - - - - - - - - - - R R R R N

Pileéi trup - - - - - - + - - + - - - - _

Pile¢i trup - - - - - - - - - + R R R R R

O | N| o g | W N

Pile¢i trup - - - - - - - - - - R R R R N

=
o

Pile¢i trup - - - - - - - - - - - - R R R

11 Pile¢i trup - - - - - - - - - - R R R R N

12 Pileci trup - - - - - - - - - - - - R _ R

13 Pile¢i trup - - - - - - + - - - - - R R R

14 Pile¢i trup - - - - - - + - - - - - R R R

15 Pileci trup - - - - - - - - - - R - R _ N

16 Pileéi trup - - - - - - - - - - R R R R N

17 Pileci trup - - - - - - - - - - - - R _ R

18 Pile¢i trup - - - - - - - - - - R - R _ N

19 Pileci trup - - - - - - - - - + - - R R R

20 Pileci trup - - - - - - - - - + - - - - -

21 Pile¢i trup - - - - - - - - - - B B R R N

22 Pile¢i trup - - - - - - - - - - - - R _ R

23 Pileci trup - - - - - - - - - - R - R _ N

24 SOM - - - - - - - - B n ; ; ; ; -

25 Pileci trup - - - - - - - - - - R - R _ -

26 Mesni pripravak - - - - - - - - - - B B R R N

27 Mesni pripravak - - - - - - - - - - B B R R N

- - - - - - + - - - - - - - -
- - - - - - - - - + - - - - -
- - - - + - - - - - - - - - -

Obrisak trupa svinje - - - - - - - - - - - - B B R

43 Obrisak trupa svinje - - - - - + - - - - R R R R R

44 Obrisak trupa svinje - - - - - - - - - + - B B R R

45 Obrisak trupa svinje - - - - - - - - - - B B R R N

46 Obrisak trupa svinje - - - - - - - - - - R R R R N

47 Mljeveno meso - - - - - - - - - - R R R B R

48 Obrisak trupa svinje - - - - - - - - - - R R R R N

49 Obrisak trupa svinje - - - - - - - - - - - B B R R




50

Obrisak trupa svinje

51

Obrisak trupa svinje

52

Obrisak trupa svinje

53

Mljeveno meso

54

Svinjsko meso

55

Obrisak trupa svinje

56

Obrisak trupa svinje

57

Obrisak trupa svinje

58

Obrisak trupa svinje

59

Obrisak trupa svinje

60

Obrisak trupa svinje

61

Obrisak trupa svinje

62

Obrisak trupa svinje

63

Obrisak trupa svinje

64

Mljeveno meso

65

Mljeveno meso

66

Obrisak trupa svinje

67

Obrisak trupa svinje

68

Obrisak trupa svinje

69

Mljeveno meso

70

Mljeveno meso

71

Obrisak trupa svinje

72

Govede meso

73

Obrisak trupa goveda

74

Govede meso

75

Obrisak trupa goveda

76

Obrisak trupa goveda

7

Obrisak trupa goveda

78

Obrisak trupa goveda

79

Govede meso

80

Obrisak trupa goveda

81

Obrisak trupa goveda

82

Mljeveno meso

83

Obrisak trupa goveda

84

Mesni pripravak

85

Mljeveno meso

86

Obrisak trupa goveda

87

Mesni pripravak

88

Mesni pripravak

89

Mljeveno meso

90

Junece meso

91

Obrisak trupa goveda

92

Govede meso

93

Obrisak trupa goveda

94

Obrisak trupa goveda

95

Obrisak trupa goveda

96

Mljeveno meso

97

Mljeveno meso

98

Obrisak trupa goveda

99

Obrisak trupa goveda

100

Mljeveno meso
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8 - Geni za ¢imbenike
virulencije
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Vrsta Zivotinje (podrijetlo uzorka)

Dijagram 1: Graficki prikaz raspodjele gena koji kodiraju ¢imbenike virulencije prema

podrijetlu uzorka



5.4. Zastupljenost patogrupa u izolatima

Provedenim istrazivanjem ustanovljena je najucestalija patogrupa. S obzirom na
dokazane gene koji kodiraju ¢imbenike virulencije, enteroagregativna E. coli (EAEC) s
dokazanim EAST1 (20%) genom najucestalija je patogrupa. Sljedeca po ucestalosti je atipi¢na
enteropatogena E. coli (EPEC) s dokazanim eae genom koji kodira intimin (9%). Nakon
EPEC slijedi ekstraintestinalna patogena E. coli (EXPEC) s dokazanim cnfl (6%) i cnf2 (4%)
genima te enterotoksigena E. coli (ETEC) s dokazanim STII genom (5%). Prisutnost VTEC s

dokazanim vtx1 i vtx2 genima ustanovljena je za dva (2%) izolata.

U pojedinih izdvojenih sojeva dokazana je prisutnost vise od jednog gena za
¢imbenike virulencije. S obzirom na to da se E. coli svrstavaju u patogrupe na osnovi gena
specifi¢nih za patogrupu, prisustvo vise gena u pojedinih sojeva znatno otezava podjelu.
Primjer jednog takvog je izolat podrijetlom od peradi kojemu je dokazan eae gen
karakteristican za EPEC i EAST1 gen karakteristiCan za EAEC. Isti je slucaj s Cetirima
izolatima podrijetlom od divlja¢i i jednom izolatu podrijetlom od svinje s dokazom EAST1
gena, karakteristicnim za EAEC te STII gena, specificnih za ETEC patogrupu. Prema

navedenom, izolati se ne mogu svrstati u samo jednu patogrupu.

Pretrazivanjem izolata na prisustvo gena koji kodiraju ¢imbenike virulencije specifi¢ne
za patogrupu, prisustvo EIEC patogrupe nije dokazano. Takoder, nisu dokazani geni aggR i
aaiC specificni za EAEC patogrupu, kao ni prisustvo tipicnog EPEC. Prisustvo ETEC
patogrupe dokazano je STII genima, dok STI i It geni nisu dokazani. Od gena karakteristi¢nih

za VTEC patogrupu, prisustvo saa gena nije dokazano.
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5.5. Molekularne pretrage izolata na filogrupe

Od 100 pretrazenih izolata E. coli, 38 (38%) svrstano je u filogrupu A, dok je njih 36
(36%) svrstano u filogrupu B1, ¢ime su A i Bl najzastupljenije filogrupe. Nadalje, Cetiri
izolata (4%) svrstana su u filogrupu B2, tri izolata (3%) u filogrupu C, njih devet (9%) u
filogrupu D, zatim cetiri (4%) u filogrupu E, dok je Sest izolata (6%) svrstano u filogrupu F

(Dijagram 2.).

Filogrupe

BA
oB1
oB2

ocC
@D

36% BE

BF

Dijagram 2.: Graficki prikaz raspodjele filogrupa unutar svih izolata

Odredivanje pripadnosti filogrupi provedeno je viSestrukim PCR-om koriste¢i Cetiri para
pocCetnica: arpA, chuA, yjaA i TspE4.C2 (Slika 10.). Prema dobivenim rezultatima, izolat je
svrstan u filogrupu ili su provedene dodatne analize kako bi se odredila pripadnost C ili E
filogrupi (Slikall.).
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chud —

yjad
TspE4.C2 159

- 15 38
A B2 D/E Bl Bl B2 Bl D/E Bl A/C A/C A/C
Slika 10.: Odredivanje pripadnosti izolata filogrupi

[bp]
3000 - 3000

1500
1000

500 trpBA
400

300 ArpAgpE

200

100
50

PK — pozitivna kontrola; NK — negativna kontrola

Slika 11.: Odredivanje pripadnosti izolata E filogrupi

Pretrazeno je 27 izolata podrijetlom od peradi, medu kojima je 11 izolata (40,74%)
svrstano u filogrupu A, ¢ime je najucestalija u uzorcima podrijetlom od peradi. Nakon
potonje, uslijedile su podjednako zastupljene filogrupe B1 (22,22%) i F (22,22%), pri ¢emu je
svaka dokazana u Sest izolata. Dva izolata (7,40%) svrstana su u filogrupu D, a preostala dva
(7,40%) u filogrupu E. Molekularnim pretragama izdvojenih sojeva nije ustanovljena

prisutnost B2, C i | filogrupe. Rezultati su prikazani u Dijagramu 3. i Tablici 10.
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Od 14 pretrazenih bakterijskih sojeva podrijetlom od divlja¢i, A i Bl filogrupe bile su
podjednako zastupljene. Cetiri izolata (28,57%) svrstana su u filogrupu A, dok je njih pet
(35,71%) svrstano u filogrupu B1. Nadalje, dva izolata (14,29%) pripadala su filogrupi D, dva
filogrupi B2 (14,29%) i jedan izolat (7,14%) E filogrupi. Molekularnim pretragama izolata
nije ustanovljena prisutnost F, C i I filogrupe. Rezultati su prikazani u Dijagramu 3. i Tablici
10.

Pretrazeno je 30 izolata podrijetlom od svinja od kojih je 13 (43,33%) svrstano u
filogrupu A i 12 (40%) svrstano u B1 filogrupu, ¢ime su navedene podjednako zastupljene u
istrazenim izolatima. Od preostalih, tri izdvojena soja (10%) pripala su filogrupi D, a po jedan
izolat (3,33%) filogrupi E, odnosno C (3,33%). Molekularnim pretragama izolata nije

ustanovljena prisutnost F, B2 i | filogrupe. Rezultati su prikazani u Dijagramu 3. i Tablici 10.

Odredivanjem filogrupe za 29 izolata podrijetlom od goveda, njih deset (34,49%)
svrstano je u filogrupu A i 13 (44,83%) u filogrupu B1. Ostali rezultati prikazuju jednaku
zastupljenost filogrupa B2 (6,90%), C (6,90%) i D (6,90%), ¢ime su po dva izolata svrstana u
svaku od navedenih filogrupa. Molekularnim pretrazivanjem prisutnost F, E i | filogrupe nije

ustanovljena. Rezultati su prikazani u Dijagramu 3. i Tablici 10.
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Dijagram 3.: Graficki prikaz raspodjele filogrupa prema podrijetlu izolata
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Tablica 10. Rezultati molekularnih pretraga izolata na filogrupe

Broj uzorka Vrsta uzoraka Filogrupa
1 Pile¢i trup E
2 SOM =
3 Pile¢i trup B1
4 Pile¢i trup F
5 Pileci trup A
6 Pile¢i trup A
7 Pileci trup B1
8 Pile¢i trup B1
9 Pile¢i trup A
10 Pileci trup D
11 Pile¢i trup A
12 Pile¢i trup F
13 Pile¢i trup A
14 Pile¢i trup A
15 Pile¢i trup D
16 Pile¢i trup F
17 Pile¢i trup A
18 Pile¢i trup F
19 Pile¢i trup A
20 Pile¢i trup A
21 Pile¢i trup B1
22 Pile¢i trup B1
23 Pile¢i trup B1
24 Strojno otkosteno meso
25 Pile¢i trup E
26 Mesni pripravak A
27 Mesni pripravak A
28 B2
29 D

30 B1
31 B2
32 B1
33 D
34 B1
35 A
36 A
37 A
38 B1
39 B1
40 A
41 E
42 Obrisak trupa svinje B1
43 Obrisak trupa svinje Cc
44 Obrisak trupa svinje

45 Obrisak trupa svinje D
46 Obrisak trupa svinje A
47 Mljeveno meso B1
48 Obrisak trupa svinje A
49 Obrisak trupa svinje D
50 Obrisak trupa svinje A




51 Obrisak trupa svinje Bl
52 Obrisak trupa svinje B1
53 Mljeveno meso A
54 Svinjsko meso A
55 Obrisak trupa svinje A
56 Obrisak trupa svinje D
57 Obrisak trupa svinje B1
58 Obrisak trupa svinje A
59 Obrisak trupa svinje A
60 Obrisak trupa svinje B1
61 Obrisak trupa svinje A
62 Obrisak trupa svinje A
63 Obrisak trupa svinje B1
64 Mljeveno meso E
65 Mljeveno meso B1
66 Obrisak trupa svinje Bl
67 Obrisak trupa svinje B1
68 Obrisak trupa svinje Bl
69 Mljeveno meso A
70 Mljeveno meso B1
71 Obrisak trupa svinje A
72 Govede meso B1
73 Obrisak trupa goveda A
74 Govede meso B2
75 Obrisak trupa goveda A
76 Obrisak trupa goveda A
77 Obrisak trupa goveda A
78 Obrisak trupa goveda A
79 Govede meso B1
80 Obrisak trupa goveda B1
81 Obrisak trupa goveda D
82 Mljeveno meso B1
83 Obrisak trupa goveda D
84 Mesni pripravak B1
85 Mljeveno meso B1
86 Obrisak trupa goveda B1
87 Mesni pripravak C
88 Mesni pripravak B1
89 Mljeveno meso A
90 Juneée meso B1
91 Obrisak trupa goveda C
92 Govede meso B1
93 Obrisak trupa goveda A
94 Obrisak trupa goveda B1
95 Obrisak trupa goveda A
96 Mljeveno meso B2
97 Mljeveno meso B1
98 Obrisak trupa goveda A
99 Obrisak trupa goveda A
100 Mljeveno meso B1
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5.6. Usporedba morfoloskih i biokemijskih karakteristika s prisutnoséu gena Kkoji

kodiraju ¢imbenike virulencije i pripadnosti filogrupi

Pretrazeno je ukupno 15 B-glukuronidaza negativnih izolata, dok je njih 85 bilo B-
glukuronidaza pozitivno. Pojedini izolati B-glukuronidaza pozitivnih i B-glukuronidaza
negativnih izolata izdvojeni iz mesa peradi podrijetlom su iz istih uzoraka, pri ¢emu je iz Sest
uzorka mesa peradi izdvojen po jedan B-glukuronidaza pozitivan i jedan B-glukuronidaza
negativan soj.

S obzirom na ukupan broj pretrazenih izolata, nisu zamije¢ene biokemijski znacajne
razlike izmedu p-glukuronidaza negativnih 1 pozitivnih izolata izdvojenih iz uzoraka
razli¢itog podrijetla. Od varijabilnih biokemijskih svojstava svi B-glukuronidaza negativni
izolati iskazali su pozitivnu rekaciju za tirozin arilamidazu, alkalinizaciju sukcinata i alfa-
galaktozidazu.

Najvise B-glukuronidaza negativnih sojeva izdvojeno je iz mesa peradi. lzolati B-
glukuronidaza pozitivnih kao i B-glukuronidaza negativnih sojeva podrijetlom od peradi
pokazali su podjednake biokemijske reakcije, osim svojstva alkalinizacije L-laktata, za koju je
devet od deset pretrazenih B-glukuronidaza negativnih iskazivalo pozitivnu reakciju, za
razliku od osam B-glukuronidaza pozitivnih izolata koji nisu posjedovali navedeno svojstvo.

Dokazivanjem gena za Cimbenike virulencije u pet izolata (33,33%) od 15 B-
glukuronidaza negativnih, dokazano je prisustvo gena: eae, STII, cnfl, cnf2 i EAST1 (tri
izolata (60%) podrijetlom od peradi te po jedan izolat (20%) podrijetlom od divljaci, odnosno
svinje (20%).

Od ukupno 15 B-glukuronidaza negativnih izolata, njih pet (33,33%) svrstano je u filogrupu
A, Cetiri (26,67%) u filogrupu B1, odnosno u filogrupu F te jedan (6,67%) u filogrupu D,
odnosno filogrupu E.

Od 27 pretrazenih izolata izdvojenih iz mesa peradi, deset (37,04%) su pB-
glukuronidaza negativni, dok ih je 17 (62,96%) B-glukuronidaza pozitivno. U tri (30%)
izolata B-glukuronidaza negativnih sojeva dokazano je prisustvo gena za Cimbenike
virulencije (EAST1, cnfl, cnf2) te su svrstani u filogrupe A, B1 i F. Od ostalih 17 B-
glukuronidaza pozitivnih izolata, u sedam (41,81%) je dokazano prisustvo gena za ¢imbenike
virulencije (eae i EAST1) te su svrstani u filogrupe A, B1, Fi E.

Za B-glukuronidaza pozitivne i B-glukuronidaza negativne izolate izdvojene iz mesa
peradi podrijetlom iz istih uzoraka, rezultati pretraga na gene za ¢imbenike virulencije i
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filogrupe pokazuju razli¢itost. Cetiri (66,66%) pB-glukuronidaza pozitivnih izolata s
dokazanim genima za ¢imbenike virulencije (eae i EAST1) svrstani su u filogrupu A, dok
analizom izolata B-glukuronidaza negativnih bakterijskih sojeva izdvojenih iz istih uzoraka
nije dokazana prisutnost gena za ¢imbenike virulencije, a izolati su svrstani u F i D filogrupe.
Iznimku ¢ine dva izolata izdvojena iz istog uzorka mesa peradi, u kojih je onaj B-
glukuronidaza negativan posjedovao EAST1 gen i pripadao filogrupi A, dok za -
glukuronidaza pozitivan izolat nije dokazano prisustvo gena za ¢imbenike virulencije, a
analizom filogrupa svrstan je u filogrupu B1. Iznimku ¢ine dva izolata izdvojena iz istog
uzorka mesa peradi kojima nije dokazano prisustvo gena za ¢imbenike virulencije, a svrstani
su u Bl filogrupu. Tablica 11. prikazuje raspodjelu B-glukuronidaza pozitivnih i onih
negativnih za sve izolate podrijetlom od peradi, a Tablica 12. prikazuje pojedinacne rezultate
B-glukuronidaza pozitivnih izolata naspram onih negativnih s obzirom na prisutnost gena za
¢imbenike virulencije i pripadnost filogrupi.

Od 14 pretrazenih izolata izdvojenih iz mesa divljaci, jedan (7,14%) je pB-
glukuronidaza negativan, dok je ostalih 13 (92,86%) B-glukuronidaza pozitivno. Uz izolat -
glukuronidaza negativnog bakterijskog soja, iz istog uzorka izdvojen je i B-glukuronidaza
pozitivan. Daljnjim analizama ustanovljeno je da oba izolata posjeduju EAST1 i STII gene i
pripadaju filogrupi A. Od 13 izolata -glukuronidaza pozitivnih izolata, u njih deset (76,92%)
je dokazano prisustvo gena za ¢imbenike virulencije: eae, hlyA, vixl, cnfl, cnf2, EASTL.
Izolati B-glukuronidaza pozitivnih sojeva svrstani su u filogrupe A, B1, B2, D i E (Tablica
11).

Pretrazeno je ukupno 30 izolata podrijetlom od svinje od kojih su dva (6,66%) f-
glukuronidaza negativna. Analizom izolata na gene za ¢imbenike virulencije u jednom je
dokazano prisustvo EAST1 gena i pripadnost filogrupi A. Drugom izolatu nije dokazano
prisustvo pretrazivanih gena za ¢imbenike virulencije, dok je analizom filogrupa svrstan u Bl
filogrupu. Od 28 B-glukuronidaza pozitivnih izolata, u njih Sest (21,43%) dokazani su geni za
¢imbenike virulencije: eae, hlyA, vtx2, cnfl, cnf2, STII i EAST1. Analizom filogrupa izolati -
glukuronidaza pozitivnih bakterijskih sojeva svrstani su A, B1, C i D filogrupu (Tablica 11.).

Od 29 ukupno pretrazenih izolata podrijetlom od goveda, dva (6,90%) su B-glukuronidaza
negativni. Molekularnim analizama nije dokazano prisustvo gena za ¢imbenike virulencije, a
pretragom izolata na filogrupe jedan je svrstan u filogrupu A, dok je drugom odredena
pripadnost Bl filogrupi. Pretragom 27 B-glukuronidaza pozitivnih izolata, u njih osam
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(29,63%) dokazano je prisustvo gena za ¢imbenike virulencije: eae, EAST1, cnfl, cnf2 i
pripadnost filogrupama A, B1, B2, C i D (Tablica 11.).
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Tablica 11. Rezultati usporedbe morfolosih karakteristika izolata s prisutno$¢u virulentnih

gena i pripadnosti filogrupi

B- Prisutnost Geni za Odsutnost Ukupan
Podrijetlo  glukuronidaza gena za ¢imbenike Filogrupa gena za Filogrupa broj
izolata pozitivni (+) i ¢imbenike virulencije ¢imbenike pretrazenih
negativni (-) virulencije virulencije izolata
izolati
+ 7 eae, EAST1 A Bl F 10 A, B1, D, 17
Perad E,F
- 3 EAST1,cnfl, A,B1,D,F 7 A Bl EF 10
cnf2
eae, hlyA, A, B1, B2,
Divlja¢ + 10 vtx1, cnfl, D, E 3 B1,B2,D 13
cnf2, STII,
EAST1
- 1 EAST1, STII A 0 0 1
+ 6 eae, hlyA, A /BLC,D 22 A, B1, D, 28
Svinje vitx2, cnfl, E
cnf2, STII,
EAST1
- 1 EAST1 A 1 Bl 2
+ 8 eae, cnfl, A, Bl, B2, 19 A, Bl, B2, 27
Goveda cnf2, EAST1 CD C,D
- 0 0 2 A, Bl 2
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Tablica 12. Morfoloske i molekularne karakteristike izolata izdvojenih iz istih uzoraka

Uzorak B-glukuronidaza Gen za ¢imbenik Filogrupa
pozitivni (+) i virulencije

negativni (-) izolati

| + eae A
- cnfl, cnf2 F

1 + eae A
- - D

i + EAST1 A
- - F

v + - B1
- EAST1 A

Vv + eae A
- - F

VI + - Bl




5.7. Usporedba biokemijskih karakteristika, prisutnosti gena koji kodiraju ¢imbenike

virulencije, pripadnosti filogrupi i vrsnog podrijetla uzorka

Usporedba biokemijskih karakteristika i prisutnosti gena koji kodiraju ¢imbenike
virulencije ukazuje na povezanost izolata s dokazanim eae genom naspram onih kojima
navedeni gen nije dokazan s obzirom na biokemijsku karakteristiku alkalinizacije sukcinata
pri ¢emu je ustanovljena statisticka znacajnost. Osim ustanovljene povezanosti navedene
reakcije, takoder je ustanovljena povezanost i statisticka znaCajnost za izolate s dokazanim
cnfl genom naspram onih u kojima navedeni gen nije dokazan s obzirom na aktivnost enzima

arilamidaze prema tirozinu.

Predmetnim istrazivanjem najucestalije filogrupe dokazane u svih izolata bile su A
(38%) i B1 (36%) te s manjom zastupljenoséu: B2 (4%), C (3%), D (9%), E (4%) i F (6%).
Od 36 izolata kojima je dokazana prisutnost gena za ¢imbenike virulencije, njih 14 (38,89%)
svrstano je u filogrupu A, dok je 12 izolata (33,33%) svrstano u filogrupu B1, ¢ime su potonje
najucestalije, dok je isti broj izolata (5,56%) svrstan u filogrupe B2, C, D, E i F (Dijagram 4.).

Najvise gena za ¢imbenike virulencije izdvojeno je iz izolata podrijetlom od divljaci.
Od ukupno 14 pretrazenih bakterijskih sojeva, u njih 11 (78,57%) ustanovljena je prisutnost
barem jednog gena za Cimbenike virulencije. Rezultati analize filogrupa prikazuju one
najucestalije u sojeva s dokazanim genima za Cimbenike virulencije, pri ¢emu su Cetiri
(36,36%) svrstana u filogrupu A i Cetiri (36,36%) u filogrupu B1. Od ostalih, jedan izolat
(9,210%) svrstan je u filogrupu B2, jedan (9,10%) u filogrupu D i jednom je bakterijskom
izolatu (9,10%) ustanovljena pripadnost filogrupi E (9,10%).
Najucestalija patogrupa ustanovljena u sojevima podrijetlom od divlja¢i je EAEC s
dokazanim EAST1 genom u osam (72,73%) izolata. Od navedenih, tri izolata (37,5%)
svrstano je u filogrupu B1, ¢etiri (50%) u filogrupu A i jedan (12,5%) u filogrupu D.
Prisutnost ETEC patogrupe s dokazanim STII genom potvrdena je u Cetiri bakterijska izolata
(36,36%) kojima je takoder dokazano prisustvo EAST1 gena. Tri izolata (75%) s dokazanim
STII genom svrstana su u filogrupu A, dok je jedan izolat (25%) pripadao filogrupi B1.
Prisutnost EXPEC patogrupe s dokazanim cnfl i cnf2 genima potvrdena je u jednom izolatu
(9,09%) pripadniku filogrupe B2.
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Prisutnost EPEC patogrupe s dokazanim eae genom dokazana je za jedan soju (9,09%)
svrstan u filogrupu B1.

EHEC (VTEC) patogrupa s dokazanim vtx1 genom ustanovljena je u jednom izolatu (9,09%)
koji je svrstan u filogrupu E.

Od ostalih gena za ¢imbenike virulencije, u jednom soju (9,09%) dokazan je hlyA. Istom

izolatu dokazan je EAST1 gen i pripadnost filogrupi B1.

Pretrazivanjem ukupno 27 izolata podrijetlom od peradi, za njih deset (37,04%) je
dokazano prisustvo barem jednog gena koji kodira ¢imbenike virulencije. Medu njima,
rezultati analize filogrupa prikazuju pet (50%) svrstanih u filogrupu A, dva (20%) svrstana u
filogrupu B1, dva (20%) izolata kojima je odredena pripadnost F filogrupi i jedan (10%)
svrstan u E filogrupu. Patogrupa EAEC s dokazanim EAST1 genom potvrdena je u pet izolata
(50%), od kojih su dva (40%) svrstana u filogrupu B1, dva (40%) u filogrupu A i jedan (20%)
u filogrupu F.

Patogrupa EPEC s dokazanim eae genom dokazana je u pet izolata (50%), od kojih je u
jednom izolatu potvrdeno prisustvo EAST1 gena. Tri izolata (60%) svrstana su u filogrupu A,
a preostala dva u filogrupe B1 (20%) i E (20%).

Prisutnost EXPEC patogrupe s dokazanim cnfl i cnf2 genima potvrdeno je u jednom izolatu

(10%) koji je svrstan u filogrupu F.

Od ukupno 29 pretrazenih izolata podrijetlom od goveda, u njih osam (27,59%)
dokazano je prisustvo gena za ¢imbenike virulencije. Rezultati analize filogrupa prikazuju da
je od osam izolata tri (37,5%) svrstano u filogrupu A, tri (37,5%) u filogrupu B1 te po jedan
izolat (12,5%) u filogrupu C, odnosno filogrupu B2 (12,5%).

Patogrupa EAEC s dokazanim EAST1 genom ustanovljena je u ¢etirima izolatima (50%) od
kojih su tri (75%) svrstana u filogrupu A i jedan (25%) u filogrupu C.

Patogrupa EXPEC dokazana je u dvama izolatima (25%), pri ¢emu su u jednom izolatu
dokazani cnfl i cnf2 geni i pripadanost filogrupi B1, dok je izolat s dokazanim cnfl genom
svrstan u filogrupu B2.

Patogrupa EPEC s dokazanim eae genom potvrdena je u dvama izolatima (5%) te su oba

svrstana u filogrupu B1.

65



Pretrazeno je ukupno 30 izolata izdvojenih iz uzoraka podrijetlom od svinja. Medu
njima, za sedam (23,33%) je dokazano prisustvo gena za ¢imbenike virulencije. Rezultati
analize filogrupa prikazuju pripadnost dva izolata (28,57%) filogrupi A, njih tri (42,86%)
filogrupi B1, jedan izolat (14,29%) filogrupi C i jedan (14,29%) filogrupi D.

Patogrupa EAEC s dokazanim EAST1 genom ustanovljena je u trima izolatima (42,86%), od
kojih su dva (66,67%) svrstana u filogrupu A i jedan (33,33%) u filogrupu B1.

Patogrupa EXPEC dokazana je u dvama izolatima (28,57%), pri ¢emu su u jednom izolatu
dokazani cnfl i cnf2 geni, dok je u drugom dokazan samo cnfl gen. Oba izolata svrstana su u
B1 filogrupu.

Patogrupa ETEC s dokazanim STII genom ustanovljena je u jednom izolatu (14,29%) kojemu
je takoder dokazan EAST1 gen. Bakterijski izolat je svrstan u B1 filogrupu.

Prisutnost EPEC patogrupe s dokazanim eae genom potvrdeno je u jednom izolatu (14,29%)
kojemu je takoder dokazan hlyA gen. lzdvojeni soj svrstan je u filogrupu D.

Patogrupa VTEC s dokazanim vitx2 genom ustanovljena je u jednom izolatu (14,29%) koji je
svrstan u C filogrupu.

Raspodjela gena koji kodiraju ¢imbenike virulencije unutar filogrupa prikazana je u
Dijagramu 5., a raspodjela gena za ¢imbenike virulencije i filogrupe s obzirom na podrijetlo

uzorka prikazana je u Tablici 13.

Filogrupe

oA

@Bl
38,89%
0oB2
ocC
abD
OE

|BF

Dijagram 4.: Zastupljenost filogrupa u izolatima kojima su dokazani geni za ¢imbenike

virulencije
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geni za
¢imbenike
virulencije

DOEAST1
Weae
oSTII
Ocnfl
Ecnf2
ovtx1l
Bvtx2
OhlyA

Broj izolata

A Bl B2 C D E F
Filogrupe

Dijagram 5: Raspodjela gena koji kodiraju ¢imbenike virulencije unutar filogrupa
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Tablica 13. Raspodjela gena za ¢imbenike virulencije i filogrupe s obzirom na podrijetlo

uzorka

Podrijetlo uzorka Gen za ¢imbenik

virulencije i postotak
ucestalosti u pretrazenih

Filogrupa i postotak ucestalosti
u pretraZenih izolata

izolata
eae (50%) A (60%), B1 (20%), E (20%)
Perad EAST1 (50%) A (40%), B1 (40%), F (20%)
cnfl, cnf2 (10%) F
eae (9,09%) Bl
EAST1 (72,73%) A (50%), B1 (37,5%), D (12,5%)
cnfl, cnf2 (9,09%) B2
STII (36,36%) A (75%), B1 (25%)
vix1 (9,09%) E
hlyA (9,09%) B1
eae (14,29%) D
EAST1 (42,86%) A (66,67%), B1 (33,33%)
cnfl, cnf2 (14,29%) Bl
Svinje cnfl (14,29%) Bl
STII (14,29%) B1
vix2 (14,29%)
hlyA (14,29%) D
eae (25%) Bl
EAST1 (50%) A (75%), C (25%)
Goveda cnfl, cnf2 (12,5%) Bl
cnfl (12,5%) B2
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5.8. Statisti¢ka obrada podataka

Pojedini izolati u ovom istrazivanju izdvojeni su iz istog uzoraka (12 izolata
izdvojenih iz Sest trupova peradi — po dva izolata iz svakog uzorka i dva izolata izdvojena iz
mesa divlja¢i), zbog pretrazivanja morfoloski razli¢itih bakterijskih sojeva. Daljnjim
molekularnim analizama ustanovljeno je da se izolati izdvojeni iz mesa peradi razlikuju
prema filogrupi i prisustvu gena za ¢imbenike virulencije, dok su izolati izdvojeni iz mesa
divlja¢i pripadali istim filogrupama i posjedovali iste virulentne faktore. Zbog morfoloske
razli¢itosti navedenih izolata, statisticka obrada rezultata odredivala se prema broju

pretrazenih bakterijskih izolata, a ne broju uzoraka ukljucenih u istrazivanje.

Najveci broj izolata nije pokazivao znacajnost S obzirom na ustanovljene biokemijske
karakteristike i njihovu povezanost s drugim ispitanim parametrima.
StatistiCka znacajnost uocena je za izolate kojima je dokazano prisustvo eae gena u odnosu na
one kojima nije dokazano prisustvo navedenog gena prema sposobnosti alkalinizacije
sukcinata (p=0.045) (Tablica 14.).

Tablica 14. Povezanost medu izolatima koji posjeduju eae gen u odnosu na sposobnost

alkalinizacije sukcinata

Alkalinizacija sukcinata

Gen za ¢imbenik virulencije Broj izolata  Broj izolata p
u kojih nije  u kojih je
prisutna prisutna
Odsutnost 11 41
eae 0.045
Prisutnost 5 4
Ukupno 16 45 61
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Statisticka znacajnost uocena je i za izolate kojima je dokazano prisustvo cnfl gena
prema onima bez navedenog gena u odnosu na aktivnost enzima arilamidaze prema tirozinu
(Tablica 15.).

Tablica 15. Povezanost medu izolatima koji posjeduju cnfl gen u odnosu na aktivnost enzima

arilamidaze prema tirozinu

Arilamidaza tirozina

G ” - . Broj Broj
en za ¢imbenik virulencije izolata u izolata u p
kojih nije kojih je
prisutna prisutna
Odsutnost 13 42
cnfl 0.007
Prisutnost 5 1
Ukupno 18 43 61

Prisutnost barem jednog od pretrazenih gena ustanovljena je u 36 (36%) od 100
pretrazenih izolata E. coli. Pojavnost pretrazenih gena stastisticki je povezana s podrijetlom
uzorka (p=0.004). Izolati s najvise potvrdenih gena za ¢imbenike virulencije podrijetlom su iz
divljaci, pri ¢emu je u 11 (78,57%) od 14 pretrazenih izolata dokazano prisustvo barem
jednog gena (Tablica 16.).

Od ukupno 27 izolata izdvojenih iz uzoraka podrijetlom od peradi, u njih deset
(37,04%) dokazano je prisustvo barem jednog gena koji kodira ¢imbenike virulencije.
Pretrazeno je ukupno 30 izolata izdvojenih iz uzoraka podrijetlom od svinja, od kojih je u
sedam (23,33%) dokazano prisustvo barem jednog gena, dok je u osam (27,59%) od 29
ukupno pretraZzenih uzoraka podrijetlom od goveda dokazano prisustvo barem jednog gena

odgovornog za kodiranje ¢imbenika virulencije.
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Tablica 16. Ucestalost pojavljivanja gena za ¢imbenike virulencije prema podrijetlu uzorka

Geni za ¢imbenike

Ukupan virulencije
Podrijetlo P Broj .
uzorka broj izolata u Broj izolata P
uzoraka Koiih ni u kojih su
ojih nisu L
o prisutni
prisutni
Perad 27 17 10
Divljac 14 3 11
0.004
Svinje 30 23 7
Goveda 29 21 8
Ukupno 100 64 36

U pojedinim izolatima istovremeno su dokazana najviSse dva gena za Cimbenike

virulencije. Najveca uCestalost prisutnosti dvaju gena opaZena je u izolatima izdvojenim iz

mesa divljaci. Opazene razlike u ucestalosti pojavljivanja gena statisticki su znacajne u

odnosu na vrstu uzorka iz kojeg je E. coli izdvojena (p=0.003) (Tablica 17.).

Tablica 17. Broj dokazanih gena za ¢imbenike virulencije prema podrijetlu uzorka

Broj ustanovljenih gena u pretrazenim uzorcima

Podrijetlo uzorka p
Odsutnost Jedan gen Dva gena
Perad 17 8 2
Divljac 3 5 6
0.003
Svinja 23 4 3
Govedo 21 7 1
Ukupno 64 24 12
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NajviSe izolata svrstano je u filogrupe A 1 Bl te s manjom ucestalosti u ostale
filogrupe. Statistickom obradom podataka zamjetna je statisticka povezanost pripadnosti

filogrupi s podrijetlom uzorka iz kojeg je izolat izdvojen (p=0.039) (Tablica 18.).

Tablica 18. Pripadnost izolata filogrupama prema podrijetlu uzorka

Filogrupa Ukupnan
Podrijetlo uzorka broj
A Bl B2 C D E F izolata

Perad 11 6 0 0 2 2 6 27
Divljac¢ 4 5 2 0 2 1 0 14
Svinja 13 12 0 1 3 1 0 30
Govedo 10 13 2 2 2 0 O 29
Ukupno 38 36 4 3 9 4 6 100

p 0.039
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Opazene razlike u prisustvu gena za ¢imbenike virulencije u pojedinih filogrupa bakterije

E.coli nisu statististicki znacajne (p=0.833) (Tablica 19.).

Tablica 19. Povezanost filogrupa i gena za ¢imbenike virulencije

Filogrupa Geni za ¢imbenike virulencije Ukupan
broj p
Broj izolata u kojih nisu Broj izolata u kojih su izolata
prisutni prisutni
A 24 14 38
Bl 24 12 36
B2 2 2 4
C 1 2 3 0.833
D 7 2 9
E 2 2 4
F 4 2 6
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6. RASPRAVA

U ovoj raspravi obrazlozeni su rezultati biokemijskih i molekularnih analiza
provedenih na izolatima E. coli izdvojenih iz mesa i obrisaka trupova podrijetlom od razli¢itih
vrsta zivotinja. Usporedeni su rezultati ovog istrazivanja i rezultati dosadasnjih spoznaja te

statistiCka znacajnost dobivenih podataka.

S obzirom na biokemijska svojstva bakterije E. coli, ovo istrazivanje navodi jedno od
najznacajnijih, a to je sposobnost stvaranja B-glukuronidaze. Predmetnim istraZivanjem
svojstvo proizvodnje enzima [-glukuronidaze dokazano je u 85 od 100 pretraZenih izolata,
dok je njih 15 bilo B-glukuronidaza negativno. Znatno manja ucestalost izdvajanja [-
glukuronidaza negativnh sojeva uobicajena je jer priblizno 97% sojeva E. coli posjeduje
navedenu karakteristiku, dok je svega 3-4% pripadnika ove vrste B-glukuronidaza negativno
(KILIAN i BULOW, 1976.; RICE i sur., 1990.). Od pretrazenih 15 B-glukuronidaza
negativnih izolata, deset je bilo podrijetlom od peradi, jedan podrijetlom od divljaci, te dva
podrijetlom iz svinja, odnosno goveda. Od 15 izolata, u njih pet (33,33%) dokazano je
prisustvo gena za Cimbenike virulencije, dok je vecina gena dokazana u B-glukuronidaza
pozitivnih izolata. Pojedini bakterijski izolati B-glukuronidaza pozitivnih i onih negativnih
izdvojeni su iz istih uzoraka (zivotinja) (njih ukupno 12 izolata iz Sest uzoraka peradi i dva
izolata iz jednog uzorka divlja¢i). Zanimljivo je da su izolati podrijetlom od peradi izdvojeni
iz istih Zivotinja — pet B-glukuronidaza pozitivnih i pet B-glukuronidaza negativnih sojeva —
molekularnim pretragama na gene za Cimbenike virulencije 1 filogrupe pokazivali razli¢itu
pripadnost filogrupi te prisutnost ili odsutnost patogrupe (Tablica 12.). Iznimke ¢ine dva
izolata (jedan iz uzorka peradskog podrijetla i jedan iz uzorka mesa divljaci), za koje je
dokazana pripadnost istim filogrupama te isti virulentni profil. Bakterija E. coli posjeduje
raznolika svojstva unutar razli¢itih sojeva, stoga ih u jednom uzorku moze biti prisutno vise
koji se razlikuju prema morfoloskim karakteristikama, virulentnosti i filogrupi.

Prilikom izdvajanja B-glukuronidaza negativnih sojeva postavlja se sumnja na patogenost
izolata i prisutnost VTEC serogrupe O157, s obzirom na to da je izostanak aktivnosti -
glukuronidaze za istu karakteristican. Rezultatima ovog istrazivanja nije ustanovljena
prisutnost VTEC u B-glukuronidaza negativnih izolata te je vecina gena za ¢imbenike
virulencije dokazana u onih B-glukuronidaza pozitivnih, medu kojima su i dva VTEC izolata.
Potonje se slaze s rezultatima istrazivanja VERHAGEN 1 sur. (2015.) koji prikazuju aktivnost
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B-glukuronidaze u 39 VTEC izolata, dva EPEC izolata i Cetiri izolata komenzalnih E. coli,
izdvojenih iz kravljeg mlijeka, izmeta goveda i ljudi te obrisaka trupova goveda.

Prema navedenom, nedostatak aktivnosti enzima p-glukuronidaze ne smatra se smjernicom za
odredivanje patogenosti izolata.

Pored aktivnosti B-glukuronidaze, bakterija E. coli posjeduje brojne druge biokemijske
karakteristike. Ovim istrazivanjem izolati su biokemijski karakterizirani VITEK2 sustavom
koji koristi 47 reakcija prilikom identifikacije izolata. Rezultatima dobivenim usporedbom
biokemijskih karakteristika, zamjetno je kako su izolati E. coli biokemijski vrlo sli¢ni i bez
znaCajnih razlika. Usporedbom rezultata biokemijske karakterizacije s onima molekularnih
pretraga na gene za Cimbenike virulencije, povezanost kod vecine izolata nije uocena.
Iznimku ¢ine izolati kojima je molekularnim metodama dokazano prisustvo eae gena i
pripadnost EPEC patogrupi, a s obzirom na biokemijsku karakteristiku alkalinizacije
sukcinata. Statisticka znacajnost (p=0.045) dovodi u vezu izostanak biokemijske reakcije i
prisutnosti eae gena. Sli¢no je primijeceno u izolata s dokazanim cnfl genom, kojima je
dokazana pripadnost EXPEC patogrupi, s obzirom na izostanak reakcije enzima arilamidaze
prema tirozinu, ¢emu je odredena statisticka znacajnost od p=0.007.

Prijasnje spoznaje vezane uz biokemijske karakteristike alkalinizacije sukcinata i arilamidaze
prema tirozinu te njihove povezanosti s genima za ¢imbenike virulencije eae i cnfl nisu
pronadene.

Dobiveni rezultati upucuju na to da se izostanak reakcija alkalinizacije sukcinata i arilamidaze
tirozina moze dovesti U vezu s prisutnoScu eae i cnfl gena za ¢imbenike virulencije, ali s

obzirom na mali broj ostvarenih rezultata, takav zakljucak je upitan.

U svrhu odredivanja ucestalosti patogrupa E. coli na podru¢ju Republike Hrvatske,
koristene su molekularne metode dokazivanja gena specifi¢nih za patogrupe. Na temelju
prisustva gena za Cimbenike virulencije i klini¢kih simptoma, patogene E. coli mozemo
podijeliti na sedam glavnih patogrupa (v. Poglavlje 2.2.). Ovim istrazivanjem dokazane su
sljede¢e patogrupe: EAEC, EPEC, ETEC, ExPEC 1 EHEC (VTEC). Od ostalih pretrazenih
patogrupa, s obzirom na posjedovanje gena specifi¢nih za patogrupu, nije dokazana prisutnost
EIEC patogrupe.

Provedenim istrazivanjem EAEC, s dokazanim EAST1 genom, ustanovljena je kao
najucestalija patogrupa s udjelom 20% od ukupnog broja pretrazenih izolata. Od 20 izolata s
dokazanim EAST1 genom, njih osam (40%) je izdvojeno iz uzoraka mesa divljaci, pet (25%)
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iz uzoraka peradi, tri (15%) podrijetlom od svinja te Cetiri izolata (20%) podrijetlom od
goveda (Tablica 9.). Prema navedenom, zamjetna je prisutnost EAST1 gena u svih uzoraka
neovisno o podrijetlu, $to je podudarno s rezultatima drugih istrazivanja, kao primjerice
BALDY-CHUDZIK (2008.), koji prikazuju u uzorcima izmeta prikupljenih od razli¢itih vrsta
zivotinja u zooloSkom vrtu dokaz gena za kodiranje termostabilnog enterotoksina EAST1 u
mesozdera, svezdera i biljozdera, ali s manjom ucestalos¢u od prikazane ovim istrazivanjem.
VEILLEUX i DUBREUIL (2006.) takoder navode prisustvo gena koji kodira EAST1 u raznih
vrsta zivotinja, a prvenstveno krava i svinja. Osim u izmetu zivotinja, nalaz EAST1 Cest je u
proizvodima Zivotinjskog podrijetla, kao $to je opisano istrazivanjem TOSHIMA i sur.
(2004.). Istrazivaci prikazuju veéu ucestalost (29,6%) gena koji kodira EAST1 u analiziranim
proizvodima, nego Sto je prikazano u ovom istrazivanju. lako je Cesto izdvojen iz proizvoda
zivotinjskog podrijetla, patogeni potencijal EASTL1 ostaje upitan te je prilikom odredivanja
patogenosti potrebno odrediti druge osobitosti izolata, kao S§to su serotip, kolonizacijski
faktori i drugi virulentni geni. Usporedujuci sojeve koji posjeduju EAST1 izdvojene iz hrane s
onima izdvojenim iz izmeta ljudi s proljevom, TOSHIMA i sur. (2004.) navode da pojedini
sojevi posjeduju iste karakteristike u odnosu na adhezivna svojstva i prisutnost virulentnih
gena.
Kako bi se prikazao patogeni potencijal EASTL, opisan je slu¢aj epidemije povezan s
navedenim enterotoksinom u Japanu, gdje se u 2697 skolske i predskolske djece pojavio jaki
proljev. lako izvor infekcije nije otkriven, jedina zajednicka poveznica je hrana kuhana u istoj
kuhinji. Analizom uzorka izmeta 30-ero djece, u njih 12 izdvojeno je 27 sojeva. Svi sojevi
pripadali su istom serotipu, tvorili agregativnu adherenciju na Hep-2 stanicama i posjedovali
gen koji kodira EAST1. Budu¢i da prisutnost drugih patogenih bakterija nije dokazana,
istrazivaci su zakljucili kako je EAEC odgovoran za izbijanje epidemije (ITOH i sur., 1997.).
Prema rezultatima ovog istrazivanja, gen koji kodira EAST1 prisutan je u izolatima razli¢itog
podrijetla, Sto znaci da je Siroko rasprostranjen, a S obzirom na navedeni slucaj mogu¢ je
zoonotski potencijal izolata izdvojenih ovim istrazivanjem.

lako je gen koji kodira EAST1 toksin karakteristican za EAEC patogrupu, takoder je
dokazan u drugih patogrupa poput EPEC, ETEC i EHEC. Navedeno potvrduju MENARD i
DUBREUIL (2002.) koji navode brojna istrazivanja provedena na izolatima ljudskog i
zivotinjskog podrijetla prema kojima EAST1 nije ograni¢en na EAEC patogrupu.
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Cinjenica da u izolatima s dokazanim EAST1 genom tijekom istraZivanja nisu ustanovljeni
aggR i aaiC geni, specificni za EAEC patogrupu, dodatno je otezana podjela, a pojedinim
sojevima nije bilo mogucée sa sigurnos¢u ustanoviti pripadnost patogrupi.

Takoder, moguca je pripadnost izolata takozvanim ,,atipicnim* sojevima EAEC, jer
prema ORDEN i sur. (2017.), ,.tipi¢ni* sojevi EAEC posjeduju pAA plazmid ili barem aggR
gen, dok ,,atipi¢ni* sojevi ne posjeduju niti jedan, iako prianjaju na crijevnu stijenku na isti
nacin. U njihovu istrazivanju, na gene za ¢imbenike virulencije aat, aap i aggR, pretrazeno je
920 izolata izdvojenih iz uzoraka izmeta prezivaca (goveda, koze, ovce). Rezultati prikazuju
odsustvo svih analiziranih gena i time EAEC patogrupe. Sli¢ne rezultate dobili su CASSAR i
sur. (2004.) analizom sojeva izdvojenih iz izmeta krava, ovaca i svinja u kojima, koristeci
PAA gen, nisu dokazali prisustvo EAEC patogrupe te WIELER i sur. (2011.) koji pretragom
izolata izmeta goveda nisu dokazali prisutstvo pAA, aggR i astA gena. WIELER i sur. (2011.)
takoder navode da su navedeni geni i EAEC patogrupa prilagodenije ljudima, a prema
JENSEN i sur. (2014.) EAEC patogrupa rijetko je izdvojena iz zivotinja.

Prema navedenom, nepostojanost aggR i aaiC gena (ovisnog 0 aggR-u) u sojeva pretrazenih
ovim istrazivanjem moze se obrazloziti ¢injenicom da su rijetko prisutni u Zivotinja i da se
trenutno covjek smatra jedinim rezervoarom EAEC patogrupe.

ETEC patogrupa s dokazanim STII virulentnim genom dokazana je u 5% od ukupnog

broja pretrazenih izolata. Od ukupno pet izolata s dokazanim STII genom, njih Cetiri (80%) je
dokazano u uzorcima podrijetlom od divlja¢i, a jedan (20%) je bio podrijetlom od svinja
(Tablica 9.). ETEC patogrupa proizvodi dva tipa toksina: termolabilni (LT), za kojeg geni
nisu dokazani ovim istrazivanjem, i termostabilni (ST), koji se dijeli na STI (Sta) i STII
(STb). Gen za ¢imbenik virulencije STI takoder nije dokazan, no provedenim molekularnim
pretrazivanjem dokazana je prisutnost STII gena. S obzirom na to da je STI gen uglavhom
prisutan u sojeva ljudskog podrijetla, za razliku od STIl koji je pretezito Zivotinjskog
podrijetla (QUADRI i sur., 2005b.; BOLIN i sur., 2006.), nije neuobicajeno da njegova
prisutnost u pretrazenih izolata nije dokazana.
Provedenim istrazivanjem dokazano je prisustvo STII gena u sojeva podrijetlom od divljaci i
svinja, §to je podudarno s rezultatima drugih istrazivanja koji navode prisutnost STII gena
uglavnom u sojeva ETEC izdvojenih iz izmeta sisajuce prasadi s proljevom te sporadi¢nih
slucajeva proljeva u ljudi, teladi i peradi (SEARS i KAPER, 1996; CASEY i sur., 1998;
NAGY i FEKETE, 1999.). Prema podacima iz literature, prisutnost ove patogrupe dokazana
je takoder u divljih Zivotinja i goveda (RAVINDRAN i VISWANATHAN, 2015.).
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OKAMOTO i sur. (1993.) proucavali su povezanost izolata koji posjedju STII gene s pojavom
proljeva u ljudi. U svom istrazivanju navode ucestalost ETEC, s dokazanim STII genima, u
rasponu od 70-90% kod sisajuce prasadi, dok je izdvajanje E. coli koja proizvodi STII bilo
iznimno u ljudi. Prema ocekivanom, dokazali su prisustvo STII gena u 3 (0,75%) od 400
pretrazenih izolata izdvojenih iz izmeta pacijenata oboljelih od ,,putnickog proljeva®.
Takoder, opisuju E. coli koja proizvodi STII kao moguéeg povremenog uzro¢nika proljeva u
ljudi, ali i napominju potrebu daljnjih epidemioloskih istrazivanja za dokaz takve tvrdnje.
Sli¢no izlazu LORTIE i sur. (1991.) nalazom STII gena u dva (4,08%) od 49 izolata E. coli
izdvojena iz izmeta ljudi s proljevom. Kako daljnjim analizama istraziva¢i nisu ustanovili
prisutnost zivotinjskih i ljudskih antigenih kolonizacijskih faktora, a izolati su serotipizacijom
svrstani u serogrupu O7, koju se ne povezuje s pojavom proljeva, zakljucili su da uloga STIl u
izolatima izdvojenim iz ljudi nije jasna.

Usporedbom opisanih literaturnih podataka i rezultata ostvarenih predmetnim radom, za
predvidanje zoonotskog potencijala sojeva sa STII genima izdvojenih iz uzoraka zivotinjskog

podrijetla potrebna su daljnja istrazivanja.

EPEC patogrupa s dokazanim eae virulentnim genom bila je zastupljena u 9% od
ukupnog broja pretrazenih izolata. S obzirom na to da je pretrazivanjem izolata dokazan samo
eae gen, bez ustanovljenog prisustva bfp gena, nije dokazana tipi¢na veé atipicna EPEC.
Nepostojanje ovog gena razumljivo je s obzirom na ¢injenicu da su ljudi jedini rezervoar
tipi¢ne EPEC (TRABULSI i sur., 2002.).

Od ukupno devet izolata s dokazanim eae genom, njih pet (5,56%) bili su podrijetlom iz
uzoraka peradi, dva (22,22%) podrijelom od goveda te po jedan izolat (11,11%) podrijetlom
iz uzorka svinje, odnosno divlja¢i (Tablica 9.). Dosadasnja istrazivanja navode ljude i
zivotinje kao rezervoar atipicne EPEC (TRABULSI i sur., 2002.; MOURA i sur., 2009.) te
njezinu rasprostranjenost unutar brojnih Zivotinjskih vrsta, $to prikazuju i1 rezultati ovog
istrazivanja. Rasprostranjenost atipi¢cne EPEC medu razli¢itim vrstama Zivotinja prikazuju i
rezultati istrazivanja KAGAMBEGA i sur. (2012.) nalazom 172 (24%) EPEC u ukupno 704
pretrazena izolata izmeta, od koji je 25 izdvojeno iz goveda, 131 iz peradi i 172 iz svinja.
Dokaz atipicne EPEC u peradi potvrdili su FAROOQ i sur. (2009.) analizom 212 uzoraka
izmeta podrijetlom od pili¢a, pataka i golubova te prikazali prisutnost atipicne EPEC u 33
(15,56%) uzorka. Postupkom seroloske tipizacije NZOUANKEU i sur. (2010.) ustanovili su
prisustvo EPEC u 17 (11,3%) od ukupno 150 pretrazenih uzoraka mesa peradi, ¢ime je dokaz
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EPEC ucestaliji u potonje navedenim istraZzivanjima nego U predmetnom istraZivanju.
Rezultati ovog istrazivanja prikazuju takoder prisustvo atipicne EPEC u izolatima podrijetlom
od goveda, dok rezultati istrazivanja WANG i sur. (2013.) opisuju goveda kao vazan izvor
infekcije EPEC za ljude.

Nalaz EPEC u uzorcima razli¢itog zivotinjskog podrijetla vazan je, kao i kod drugih
patogrupa, pri odredivanju rezervoara infekcije. Kao prilog tome moze se navesti istrazivanje
MOURA i sur. (2009.) koji na temelju ¢imbenika virulencije i klonalne sli¢nosti izmedu
izolata ljudskog i zivotinjskog podrijetla ukazuju na njihovu povezanost i sposobnost izolata
zivotinjskog podrijetla da uzrokuju proljev u ljudi. S obzirom na navedeno, moguce je
pretpostaviti zoonotski potencijal izolata uklju¢enih u ovo istrazivanje.

Jedna od najznacajniji patogrupa je VTEC (EHEC), takoder dokazana predmetnim
istrazivanjem u 2% od ukupnog broja pretrazenih izolata. Dosadasnja istrazivanja navode
goveda kao primarni rezervor i izvor VTEC, ali i mogu¢nost drugih prezivaéa (koze i ovce) i
drugih Zivotinjskih vrsta kao asimptomatskih nosioca (BALJER i WIELER, 1999.; GYLES,
2007.). Rezultati rada SAMADPOUR i sur. (1994.) potvrduju prijasnja istrazivanja te
prikazuju visok postotak verotoksigene E. coli u uzorcima govedeg (23%), svinjskog (4%),
janjeceg (48%), teleceg (63%), pileceg (12%), pureéeg (7%) i mesa riba (10%) te Skoljkasima
(5%).

Ovim istrazivanjem prisustvo VTEC nije ustanovljeno u 29 sojeva (29%) izdvojenih iz
uzoraka podrijetlom od goveda, ali je dokazana u jednom izolatu podrijetlom od divljaci (1%)
i jednom (1%) podrijetlom od svinje.

Gen za ¢imbenik virulencije vix1 dokazan je u izolatu podrijetlom od divljac¢i (srne¢e meso),
Sto potvrduje prijasnja istrazivanja prema kojima su divlji prezivaci rezervoari VTEC, a divlje
svinje potencijalni izvor infekcije za ljude i farmske Zivotinje (BARDIAU i sur., 2010.;
GARCIA-SANCHEZ i sur., 2007.; SANCHEZ i sur., 2010.). Ovim istrazivanjem dokazano je
prisustvo VTEC u jednom (7,14%) od ukupno 14 pretrazenih izolata podrijetlom od divljaéi,
§to je malen broj u odnosu na istrazivanje OBWEGESER i sur. (2012.) koji su dokazali
prisustvo vtx gena u 56 od ukupno 239 uzoraka izmeta izdvojenih iz divljih prezivaca S
prevalencijom od 44,6% za vtx2 grupu, 30,4% za vtx1l grupu i 21,4% za sojeve Koji su
posjedovali obje grupe. Mali broj pozitivnih izolata ostvaren ovim istrazivanjem moze se
objasniti ¢injenicom da je pretraZzivanje provedeno na uzorcima hrane razli€itih zivotinjskih

vrsta, ali i kategorija uzorka.
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Gen za Cimbenik virulencije vix2 izdvojen je iz obriska trupa svinje, te je tipizacijom
ustanovljena njegova pripadnost podtipu vtx2e. Ovim istrazivanjem je prisustvo VTEC
dokazano u jednom (3,33%) od 30 pretrazenih izolata, $to je mala ucestalost S obzirom na
istrazivanje BOUVET i sur. (2002.) koji su dokazali prisutnost vtx gena u obriscima trupova
svinja i uzorcima svinjskog mesa u 328 (15%) od ukupno 2146 pretrazenih uzoraka.
Istrazivanje BOTTELDOORN i sur. (2001.) takoder navodi prisustvo VTEC u 54 (18,69%)
od ukupno 289 pretrazenih uzoraka izmeta svinja, a daljnom tipizacijom ustanovljeno je da 31
izolat (24,07%) pripada podtipu vtx2e, kao i izolat izdvojen u ovom istrazivanju. Prema
MAINIL (2013.), dokaz vtx2e kod svinja najcesce se povezuje s pojavom edemske bolesti,
dok je u ljudi nalaz vix2e najces¢i u pacijenata s nekompliciranim proljevom i u
asimptomatskih nosioca (ISHII i sur., 2007.). Prema opisanom, moze se pretpostaviti kako je
prisustvo vix2e ostvareno ovim istraZivanjem povezano s edemskom bolesti svinja, te da
izolat moze biti uzro¢nik proljeva u ljudi, ali ne i HUS-a.

Prisustvo EXPEC patogrupe ustanovljeno je dokazom cnfl i cnf2 gena za ¢imbenike
virulencije te ¢ini 6% od ukupnog broja pretrazenih izolata. Prevalencija od 6% visoka je u
usporedbi s istrazivanjem TRKOV i sur. (2014.) koji u 84 E. coli izdvojene iz raznih uzoraka
hrane (sirovo meso, riblja jela, Sunka, salate i dr.) nisu dokazali prisutnost cnf gena.
Usporedba s rezultatima istrazivanja MARTINS i sur. (2011.), tijekom kojeg je prisustvo cnf2
gena dokazano u pet (7,81%) od 64 sojeva izdvojenih iz sira, ukazuje na ucestalost pribliznu
ostvarenoj predmetnim istrazivanjem. Nadalje, ovim istrazivanjem dokazano je prisustvo cnfl
i cnf2 gena u izolatima podrijetlom iz uzoraka mesa peradi, divljaci, goveda i prasadi, §to je
djelomi¢no podudarno s rezultatima DUFFY (2011.), prema kojima je cnfl dokazan kao
uzroc¢nik bolesti u ljudi, svinja, goveda, konja i pasa, dok je cnf2 vezan uz prezivace.

Rezultati provedenog istrazivanja prikazuju nalaz EXPEC u izolatima razli¢itog zivotinjskog
podrijetla, koje takoder uzrokuju razna oboljenja u Zivotinja i na taj nacin predstavljaju
potencijalni izvor infekcije za ljude. Jedan od primjera je kolibaciloza uzrokovana pti¢jom
patogenom E. coli, zbog koje peradarska industrija trpi znatne gubitke (do 20% uginuc¢a u
jatu), dok kod odraslih svinja EXPEC moze biti uzroénik uginuéa (BELANGERN i sur.,
2011.). U goveda, osim $to su uzrocnici upala mokra¢nog sustava, EXPEC su vazan uzrok
mastitisa, koji, osim ekonomskih gubitaka, moze uzrokovati perakutno uginuce. Za razliku od
svinja i peradi, nije dokazana povezanost izmedu izolata koji uzrokuju mastitis u goveda i
onih koji uzrokuju oboljenja u ljudi (BELANGERN i sur., 2011.). Rezultati brojnih
istrazivanja (JOHNSON i sur. 2003b., JOHNSON i sur., 2005.; JAKOBSEN i sur., 2010.;
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VINCENT i sur., 2010.) virulentnih i genetskih profila izolata izdvojenih iz mesa peradi i
svinja te njhovom usporedbom s klini¢ckim izolatima EXPEC podrijetlom od ljudi, pokazuju
ljude. U ovom istraZivanju, izmedu ostalog, dokazano je prisustvo EXPEC u izolatu
podrijetlom od peradi i svinja, no za procjenu njihova zoonotskog potencijala potrebno je
pretrazivanje izolata na prisutnost drugih gena poveznih s EXPEC te njihova usporedba s
izolatima ljudskog podrijetla. JAKOBSEN i sur. (2009.) navode kako sojevi EXPEC mogu
uzrokovati infekciju u ¢ovjeka te opisuju hranu Zivotinjskog podrijetla kao moguci izvor
infekcije, dok SINGER (2015.) navodi da mogu¢nost prijenosa EXPEC iz hrane Zivotinjskog
podrijetla postoji putem nedovoljno termicki obradenog mesa.

Od ostalih gena za ¢imbenike virulencije, u dvama izolatima dokazana je prisutnost
hemolizina hlyA, koji se prvenstveno povezuje s patogrupom VTEC. Prisutnost navedenog
gena dokazana je u ukupno 2% od svih pretrazenih izolata, od kojih je jedan podrijetlom od
divljaci, uz dokazani EAST1 gen, a drugi podrijetlom od svinje, uz dokazani eae gen (Tablica
9.), ali nije dokazana u sojeva koji su potvrdeni kao VTEC. U istrazivanju ISHII i sur.
(2007.), izolati kojima je dokazano prisustvo gena za hemolizu (ehxA), uglavhom su bili
podrijetlom od koze i jelena, ali su takoder dokazani u goveda i svinja, $to se slaze s
rezultatima ovog istrazivanja.

SCHMIDT i sur. (1995) ukazuju na povezanost EHEC hemolizina, medu kojima su i oni
kodirani hlyA genom, s VTEC sojevima. Od ostalih istrazivanja, BEUTIN i sur. (1989.) su
analizom prisustva hemolizina kod velikog broja seroloski razli¢itth VTEC, pronasli
poveznicu izmedu proizvodnje enterohemolizina i verotoksina. Zbog njihove povezanosti
postoji pretpostavka da enterohemolizini mogu utjecati na djelovanje verotoksina i pojacati
njihovu virulenciju (NATARO i KAPER, 1998.). U ovom istrazivanju nije dokazano
prisustvo vtx gena u izolatima u kojima je dokazan gen za c¢imbenik virulencije
enterohemolizin, no s obzirom na to da se potonji nalaze na plazmidu (PATON i PATON,
1998.), postoji velika mogucnost horizontalnog prijenosa na druge bakterijske

mikroorganizme, pa tako i na druge patogrupe i komenzalne E. coli.

U provedbi ovog istrazivanja odabrani su geni karakteristicni za patogrupe, iako
pojedini mogu biti prisutni u vise njih. Kako bi se dobio uvid u zastupljenost patogrupa,
analizirani su izolati izdvojeni iz hrane razli¢itog zivotinjskog podrijetla (perad, divljac, svinje
I goveda) na prisutnost 17 gena koji kodiraju ¢imbenike virulencije. S obzirom na broj
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analiziranih izolata, najviSe gena za ¢imbenike virulencije dokazano je u onima izdvojenim iz
uzoraka podrijetlom od divljaci, u kojima je, u 11 od ukupno 14 analiziranih izolata dokazano
prisustvo barem jednog gena. Povezanost izmedu prisustva gena za ¢imbenike virulencije i
podrijetla izolata potvrdena je statisticki (p=0.004) te je takoder ustanovljena povezanost
podrijetla uzorka (p=0.003) s prisutnos$¢u vise gena za ¢imbenike virulencije.

U izolatima izdvojenim iz divljaci dokazani su sljedeci geni i patogrupe: EAST1 (EAEC), STII
(ETEC), cnfl i cnf2 (EXPEC), eae (EPEC), stx1 (VTEC) i gen za ¢imbenik virulencije hlyA.
Rezultati drugih istrazivanja takoder navode divlje zivotinje kao rezervoar i izvor infekcije
VTEC i EHEC za ljude (BARDIAU i sur., 2010.; GOMES i sur., 2016.; GARCIA-
SANCHEZ i sur., 2007.; SANCHEZ i sur., 2010.). Potonja istrazivanja navode dokaz
prisutnosti vix (VTEC) u izolatima podrijetlom od divlja¢i §to se slaze i s rezultatima ovog
istrazivanja. OBWEGESER i sur. (2012.) su pretrazivanjem 239 uzoraka izmeta divljaci
izdvojili vtx u 32,6% izdvojenih izolata, eae u njih 6,7% te vtx i eae u 13,8% sojeva, zbog
Cega su proglasili divlje prezivace rezervoarima VTEC. Rezultati njihova istrazivanja
prikazuju veéu ucestalost vtx i eae gena nego §to je ustanovljena ovim istrazivanjem.

Od svih pretrazenih izolata, u onima izdvojenim iz mesa divlja¢i dokazano je najvise gena
koji kodiraju ¢imbenike virulencije te je vecina takoder posjedovala vise od jednog gena.
Razlog najvece kontaminacije mesa divljac¢i patogenim sojevima moze Se Objasniti na vise
nacina. Jedan od njih je moguénost kontaminacije mesa prilikom odstrela Zivotinje, tj. ovisno
0 mjestu ranjavanja zivotinje, meso moze biti kontaminirano bakterijama iz crijeva. Nadalje,
bakterijska kontaminacija mesa ovisi i 0 nacinu evisceracije zivotinja, koja se uglavnom
odvija na terenu, ponekad i s odgodom od nekoliko sati uslijed ¢ega se crijeva Zivotinje
nadmu zbog Cega se povecava moguénost njihova oSteCenja prilikom evisceracije. Uz
navedeno, ponekad se trupovi skladiste na neadekvatnim temperaturama (sobna temperatura),
zbog Cega raste broj mikroorganizama u trupu zivotinje (GILL, 2007.).

Sljede¢i su po ucestalosti, a S obzirom na broj dokazanih gena za ¢imbenike
virulencije, izolati podrijetlom od peradi. Od 27 izolata, u njih deset (37,04%) dokazano je
prisustvo barem jednog gena za ¢imbenik virulencije. U pretrazivanih izolata dokazani su
sljede¢i geni za ¢imbenike virulencije i patogrupe: EAST1 (EAEC), cnfl i cnf2 (EXPEC) i eae
(EPEC). Prisutnost gena za ¢imbenike virulencije u uzorcima podrijetlom od peradi posljedica
je kontaminacije mesa uslijed izlijevanja crijevnog sadrzaja ili kontaminacijom trupa preko

opreme, kao i prilikom pohrane i transporta (ADEYANJU i ISHOLA, 2014.).
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Nakon peradi, slijede izolati podrijetlom od goveda, u kojima je u osam (27,59%) od 29
pretrazenih sojeva dokazano prisustvo barem jednog gena za Cimbenike virulencije. U
izolatima su dokazani sljedeé¢i geni za ¢imbenike virulencije i patogrupe: EAST1 (EAEC),
cnfl i cnf2 (EXPEC) i eae (EPEC). Klaoni¢ka obrada ima svoje osobitosti ovisno o vrsti
zivotinja, a tijekom klanja goveda najve¢a mogucnost kontaminacije mesa patogenim
bakterijama nastaje prilikom skidanja koze i podvezivanja rektuma (KOTULA i KOTULA,
2000.; McEVOY i sur., 2003.).

Od 30 izolata podrijetlom od svinja, u sedam (23,33%) je dokazano prisustvo barem jednog
gena za ¢imbenike virulencije. U izolatima su dokazani sljede¢i geni za ¢imbenike virulencije
I patogrupe: EAST1 (EAEC), STII (ETEC), cnfl i cnf2 (EXPEC), eae (EPEC), stx2 (VTEC) i
gen za ¢imbenik virulencije hlyA. Prisutnost patogrupa u izolatima podrijetlom od svinje
moze se takoder objasniti postupcima ukljuc¢enim u klaoni¢ku obradu Zivotinjskih trupova.
Kontaminacija trupova bakterijama se, prema KOTULA i KOTULA (2000.), odvija prilikom
Surenja. Ono su odvija nakon Kklanja, uobicajeno u vodi zagrijanoj na 60 ° do 70 °C, a
bakterije se skupljaju u vodi i ulaze u trup zivotinje kroz nosnu i usnu Supljinu, putujuéi dalje

u pluca, cirkulaciju, organe i misice.

Odredivanje prisutnosti gena za ¢imbenike virulencije i svrstavanje izolata u patogrupe
ima javno zdravstveni znacaj i zbog spoznaje o ocekivanoj infektivnoj dozi. lako nisu jednako
infektivne, sve patogrupe imaju potencijal uzrokovanja infekcija i intoksikacija. Tako,
primjerice, istrazivanje EPEC provedeno na odraslim dobrovoljcima ukazuje na visoku
infektivnu dozu (od 108 do 10%° cfu, engl. colony forming units), dok je ,,stvarna® infektivna
doza, potrebna za uzrokovanje infekcije, nepoznata (CROXEN i sur., 2013.). U ovom
istrazivanju eae genom je dokazano prisustvo EPEC u devet izolata, a svaki izolat izdvojen je
iz pojedina¢nih uzoraka, od kojih je za njih sedam — koristenom mikrobioloskom metodom
odredivanja broja — odreden broj bakterijskih kolonija u uzorku. Svi sojevi bili su f-
glukuronidaza pozitivni, a brojéane vrijednosti su u rasponu od 1,9 x10 do 5,6 x 103 cfu/g.

S obzirom na to da je infektvna doza EPEC visoka, pretpostavlja se da je broj
mikroorganizama (cfu/g) u uzorcima pretrazenim ovim istrazivanjem premalen za
uzrokovanje infekcije kod covjeka.

Prema LEVINE i sur. (1979.), infektivna doza ETEC je u vrijednostima izmedu 10° i
108 cfu, iako je njihova tvrdnja temeljena na rezultatima dobivenim u kontroliranim
laboratorijskim uvjetima na odraslim dobrovoljcima te se moze razlikovati od infektivne doze
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zadobivene prirodnim prijenosom. Za razliku od njih HARA-KUDO i TAKATORI (2011.)
opisuju procjenu rizika vezanu uz infektivnu dozu pojedinih mikroogranizama navodeci da je
u 93% slucajeva infektivna doza ETEC bila u vrijednostima od 25 do 1000 cfu.

U ovom istrazivanju, dokazom STII gena ustanovljeno je prisustvo ETEC u pet izolata. Za
navedene, broj mikroorganizama iznosio je manje od 10 cfu/g, a sojevi su izdvojeni iz uzorka
metodom namnazanja. S obzirom na to da je ustanovljena koncentracija mikroorganizama u
uzorcima niska te da je nalaz STII gena rijetko povezan s izbijanjem bolesti u ljudi,
pretpostavljeno je kako rizik za zdravlje ljudi ne postoji.

Za EAEC patogrupu se takoder pretpostavlja da ima visoku infektivnu dozu, Sto
opisuju NATARO i sur. (1995.) u svom istrazivanju u kojem su koristili soj s karateristikama
stvaranja AAF/II fimbrija i prisustva EASTL1 i kDa Pet toksina. Prema rezultatima, infektivna
doza koja uzrokuje pojavu proljeva u &etiri od pet odraslih dobrovoljaca je 10
mikroorganizama. Provedenim predmetnim istrazivanjem dokazano je prisustvo EAEC
patogrupe dokazom EAST1 gena u 20 izolata, koji su bili podrijetlom od peradi, divljadi,
svinja i goveda. Za 15 uzoraka nije se mogao odrediti broj mikroorganizama, jer je
koriStenom mikrobioloskom metodom broj mikroorganizama iznosio manje od 10 cfu/g, dok
su u pet uzoraka ustanovljene brojéane vrijednosti bile u rasponu od 1,0 x 10 do 3,6 x 10°
cfu/g. Budu¢i da je ustanovljena infektivna doza EAEC visoka, pretpostavlja se da je broj
mikroorganizama (cfu/g) prisutan u uzorcima pretrazenim ovim istrazivanjem premalen za
uzrokovanje infekcije kod ¢ovjeka.

Ovim istrazivanjem u dvama izolatima dokazano je prisustvo VTEC, jednom
podrijetlom od divljaéi i jednom od svinje. Daljnjom tipizacijom vix gena odreden je podtip
vix1c i vixld u izolatu podrijetlom od srne te vtx2e u izolatu podrijetlom od svinje. Tipizacija
gena koji kodiraju verotoksine vazna je zbog odredivanja zoonotskog potencijala, pri cemu su
podtipovi vtx2a, vtx2c i vtx2d ¢esto povezani s HUS-om i krvavim proljevom. Sojevi kojima
je dokazano prisusvo vitx1c ili vix2b Cesto su izdvojeni iz pacijanata s blazim infekcijama, dok
su oni koji posjeduju vtx2e ili vtx2f podtip verotoksina najéeSée povezani s oboljenjima u
zivotinja te su rijetko izdvojeni iz ljudi (BUVENS i sur., 2012.). Prema navedenom, moZemo
zakljuciti kako sojevi izdvojeni u predmetnom istrazivanju ne mogu uzrokovati teza klini¢ka
oboljenja u ljudi.

Za VTEC se smatra da imaju nisku infektivnu dozu, zbog ¢ega se ne preporuca
koriStenje klasiénih mikrobioloskih metoda odredivanja broja, ve¢ uzgoj bakterijskog
mikroorganizma u bujonu za namnazanje stanica. TUTTLE i sur. (1999.) navode slucaj
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izbijanja epidemije izazvane E. coli O157:H7 povezane s konzumacijom juneéih pljeskavica.
Mikrobioloskom pretragom hrane dokazana je infektivna doza 0157:H7 manja od 7 x 102
cfu/g, dok podaci iz Food safety authority of Ireland navode da infektivna doza VTEC moze
biti do 10 mikroorganizama (Anon. 4, 2015.), $to se slaze s podacima Public Health Agency
of Canada (Anon. 5, 2015.). U predmetnom istrazivanju, broj mikroorganizama u uzorcima
kojima je dokazano prisustvo VTEC iznosio je manje od 10 cfu/g te su sojevi izdvojeni
metodom namnazanja. S obzirom na navedenu infektivnhu dozu, moguée je da spomenuti
uzorci predstavljaju opasnost za zdravlje ljudi, ali prema podtipu verotoksina ne mogu
uzrokovati teska klinicka oboljenja u ¢ovjeka te se ne smatraju opasnima.

S obzirom na opisana istrazivanja, moguée je da uzorci, kojima su dokazane ETEC,
EAEC i EPEC patogrupe, nemaju zoonotski potencijal, ali treba uzeti u obzir da je vecina
istrazivanja provedena u laboratorijskim uvjetima te da ne odrazavaju ,,pravu sliku® infektivne
doze zadobivene prirodnim putem. Takoder, infektivna doza i odgovor domacina na
mikroorganizam ovise 0 soju Koji je upotrebljen, godistu i fizickom stanju ispitanika. Isto
tako, za prijenos i Sirenje mnogih patogrupa E. coli uzima se na uvid osobna higijena

pojedinca, moguénost opskrbe svjezom vodom, pravilna toplinska obrada i ¢uvanje hrane.

Ovo istrazivanje obuhvacéa odredivanje prisutnosti sedam patogrupa na temelju 17
gena za ¢imbenike virulencije. Istrazivanjem je ustanovljeno prisustvo njih Sest (35,30%), a
pojedine izolate nije bilo moguée svrstati u samo jednu patogrupu. Predmetnim istrazivanjem
ustanovljeno je da Sest izolata posjeduje viSe od jednog gena za Cimbenike virulencije.
Primjer jednog takvog izolata (16,67%) je onaj podrijetlom od peradi kojem je dokazano
prisustvo eae gena, karakteristicnog za EPEC patogrupu, i EAST1 gena, karakteristi¢nog za
EAEC patogrupu. Ostale primjere Cine Cetiri izolata (6,67%) podrijetlom od divljaci i jedan
(16,67%) izolat podrijetlom od svinje, kojima je dokazan STII gen, karakteristi¢an za ETEC
patogrupu, i EAST1 gen, karakteristican za EAEC patogrupu (Tablica 8.). Sli¢ne rezultate
dobio je OSEK (2003.) istrazuju¢i E. coli izdvojene iz izmeta sisajuce prasadi s proljevom
koji prikazuju dokaz EAST1 gena u vecini izolata kojima je takoder ustanovljeno prisustvo
LTIi STII gena.
Provedeno istrazivanje jedan je od primjera sve sloZenije podjele E. coli u patogrupe, sto se
moze objasniti ¢injenicom prisustva velikog broja virulentnih faktora na mobilnim genetskim
elementima (transpozoni, plazmidi, bakteriofagi). Zbog navedenog, mogu¢ je horizontalni
prijenos gena za ¢imbenike virulencije na komenzalne bakterije i druge patogrupe (Slika 12.).
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Primjer su sojevi ETEC patogrupe kojoj se vecina gena i kolonizacijskih fakora vaznih za
infekciju i intoksikaciju nalazi na plazmidu (QADRI i sur., 2005.). Sojevi EPEC i neki sojevi

VTEC patogrupe posjeduju kromosomski patogeni otoci¢ pod nazivom ,,lokusom brisanja

enterocita“ (LEE), koji kodira gene za c¢imbenike virulencije potrebne za stvaranje
prianjajucih i brisucih lezija (McDANIEL i sur., 1995.). Najvazniji su faktori virulencije
EHEC, tj. VTEC, shiga toksini (stx) ili verotoksini (vtx), koji su kodirani bakteriofagom
(PAVANKUMAR i SANKARAN, 2008.), dok se, s druge strane, termostabilni enterotoksin 1
(EAST1) karakteristican za EAEC patogrupu moze nalaziti na plazmidu i kromosomu

(MENARD i DUBREUIL, 2002.).
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Slika 12. Doprinos mobilnih genetskih elemenata evoluciji patogenih E. coli (izvor: KAPER i

sur., 2004.)
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Dokaz prisutnosti gena za ¢imbenike virulencije jedini je objektivni dokaz
virulentnosti izolata, iako je istrazivanjima ustanovljena vaznost svrstavanja E. coli u
filogrupe pri procjeni virulentnosti izolata. Buduéi da su u Republici Hrvatskoj podaci vezani
uz zastupljenost filogrupa oskudni, ovim su istraZzivanjem pretraZeni izolati izdvojeni iz
uzoraka mesa 1 obrisaka trupova razliCitih vrsta zivotinja, s ciljem ustanovljenja njihove
ucestalosti. Rezultati istrazivanja vidljivi u Tablici 10. i Dijagramu 2. prikazuju najvecu
ucestalost filogrupa A (38%) i B1 (36%), dok su ostale filogrupe zastupljene u manjem
postotku: B2 (4%), C (3%), D (9%), E (4%) i F (6%). Prevalencija filogrupa A i B1 takoder je
opisana u istrazivanju CARLOS i sur. (2010.) koji prikazuju prisutnost filogrupa A i B1 u
svih izolata izdvojenih iz izmeta podrijetlom od ljudi i zivotinja. Sli¢ne rezultate prikazali su
CROXEN i sur. (2013.) navodeci povezanost veé¢ine komenzalnih sojeva s filogrupom A te
TRKOV i sur. (2014.), koji su analizom raznih uzoraka hrane (sirovo meso, riblja jela, Sunke,
salate i dr.) ustanovili ucestalost filogrupa A (50%) i B1 (35,7%), dok su filogrupe D (11,9%)
1 B2 (2,4%) bile zastupljene s manjom ucestaloscu.

Analizom ostvarenih rezultata, zamjetna je dominacija filogrupa A (40,74%) te podjednako
Bl (22,22%) i F (22,22%) u izolatima podrijetlom od peradi. Filogrupe A (43,33%) i B1
(40%) bile su podjednko zastupljene u izolatima podrijetlom od svinja, dok je u divljaci i
goveda ucestalija bila filogrupa Bl (divlja¢ 35,72%; goveda 44,83%), nakon koje slijedi
filogrupa A (divljac 28,57%; goveda 34,48%).

Pojedine filogrupe imaju sklonost odrzavanja unutar odredenih domacina, §to je prikazano
rezultatima ovog i prijasnjih istrazivanja. Ovim istrazivanjem ustanovljena je najveca
ucestalost filogrupa A, B1 i F u izolatima podrijetlom od peradi, $to je podudarno istrazivanju
COURA i sur. (2015.) koji prema statistickoj obradi podataka povezuju filogrupe A i F s
izolatima izdvojenim iz uzoraka podrijetlom od peradi. Takoder, navode B1 i E filogrupe kao
najucestalije u izolatima izmeta goveda. Potonje se slaze s rezultatima ovog istrazivanja u
kojem je B1 filogrupa najucestalija u izolatima izdvojenim iz divljaci i prezivaca. Zamjetna je
prevelencija filogrupe A u peradi i svinja te B1 u goveda i divljaci, $to se slaze s istrazivanjem
CARLOS i sur. (2010.) koji su vecinu sojeva podrijetlom od ljudi i svinja (svezderi) svrstali u
filogrupu A, dok u izolatima podrijetlom od krava, koza i ovaca (biljozdera) prevladava
filogrupa B1. Osim ¢injenice da vecina crijevnih komenzalnih bakterija pripada filogrupama
A B1, BALDY-CHUDZIK i sur. (2008.) objasnjavaju kako su komenzalne E. coli izdvojene
iz izmeta biljozdera najbolje prilagodene filogrupi B1, za razliku od sojeva izdvojenih iz
mesozdera i svezdera u kojih to vrijedi za filogrupu A.
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Prema navedenom, vidna je povezanost filogrupa s podrijetlom uzorka (vrstom Zivotinje), §to
je predmetnim istrazivanjem i statisticki dokazano (p=0.039). Zastupljenost filogrupa unutar
domacina je bitna, jer pojedine zivotinjske vrste mogu biti rezervoari patogenih E. coli, kao
primjerice goveda koja su primarni rezervoar VTEC, a B1 filogrupa je najbolje prilagodena
govedima (biljozderi). Kao dokaz povezanosti pato- i filogrupe, postoje rezultati brojnih
istrazivanja koji prikazuju sojeve VTEC uglavnom svrstane u B1 filogrupu (GIRARDEAU i
sur., 2005.; ISHII i sur., 2007.; BALDY-CHUDZIK i sur., 2008.).

Osim S§to su filogrupe A 1 Bl bile najucestalije u izolata kojima nije dokazano
prisustvo gena za ¢imbenike virulencije, takoder su dokazane kao najucestalije u izolata koji
su ih posjedovali. Od 36 izolata, njih 14 (38,89%) svrstano je u filogrupu A, 12 (33,33%) je
pripadalo filogrupi B1, dok su preostale filogrupe (B2, C, D, E, F) bile zastupljene jednako
(5,56%). Prema dobivenim rezultatima, izolati kojima su dokazani geni za ¢imbenike
virulencije uglavnom su prisutni unutar filogrupa A i B1, sto se podudara s rezultatima
prijasnjih istrazivanja koja navode komenzalne sojeve i one koji uzrokuju crijevne infekcije
najéescée u filogrupama A i B1 (BALDY-CHUDZIK i sur., 2008.; CLERMONT i sur., 2013.).
lako su A i Bl filogrupe podjednako zastupljene u izolatima s dokazanim genima za
¢imbenike virulencije te je prema Dijagramu 5. zamjetna prisutnost najveceg broja gena
virulencije unutar B1 filogrupe, statistickom obradom podataka nije dokazana povezanost
izmedu prisutnosti gena za ¢imbenike virulencije i pripadnosti filogrupi (p=0.833).

Provedenim istrazivanjem dokazan je EAST1 gen i time prisustvo EAEC patogrupe u
20 izolata, od kojih je 11 (55%) svrstano u filogrupu A, Sest izolata (30%) u filogrupu B1 te
po jedan izolat u filogrupe C (5%) i F (5%), odnosno D (5%) (Dijagram 5.). Prema
navedenom, sojevi koji pripadaju EAEC patogrupi svrstani su u pet filogrupa, §to se
djelomi¢no podudara s istrazivanjem ESCOBAR-PARAMO i sur. (2004.) i CROXEN i sur.
(2013.) koji navode kako se EAEC sojevi nalaze unutar cetiri filogrupe: A, B1, B2 i D. Izolati
koji pripadaju filogrupi A i B1 te posjeduju gen koji kodira EAST1, dokazani su u peradi,
divljaci, svinja i goveda s ve¢om ucestalo$¢u nego $to je u istrazivanju BALDY-CHUDZIK i
sur. (2008.), iako njihovi rezultati prikazuju dokaz navedenog gena u mesozdera i svezdera
unutar filogrupe A, dok su kod biljozdera rasporedeni u B1 filogrupu. U ovom istrazivanju je
to bio slucaj kod divljaci, ali ne i goveda.

Rezultati predmetnog istrazivanja prikazuju rasprostranjenost EAST1 gena u uzorcima

razli¢itog podrijetla (Tablica 13.), Sto je suglasno s rezultatima prijasnjih istrazivanja
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(TOSHIMA i sur., 2004.; VIELLEUX i DUBREUIL, 2006.; BALDY-CHUDZIK i sur.,
2008.).

Sli¢éni podaci dobiveni su za patogrupu EPEC s dokazanim eae genom u devet izolata,
Ciji rezultati analize filogrupa prikazuju tri izolata (33,33%) svrstana u filogrupu A, Cetiri
izolata (44,44%) svrstana u filogrupu B1 te po jedan izolat svrstan u filogrupe D (11,11%) i E
(11,11%) (Dijagram 5.). Navedeni podaci slazu se s istrazivanjem ISHII i sur. (2007.) koji
objavljuju EPEC patogrupe ravnomjerno rasporedene unutar Cetiri filogrupe (A, B1, B2 i D),
osim §to je predmetnim istrazivanjem jedan izolat svrstan u E filogrupu.

Ovim istrazivanjem EPEC patogrupa dokazana je u peradi, divlja¢i, svinja i goveda. Od
navedenih, izdvojeni su izolati podrijetlom od divljaci te prvenstveno goveda koji pripadaju
filogrupi B1, zbog navoda WANG i sur. (2013.) koji su analizom sojeva izdvojenih iz hrane,
izmeta domacih zivotinja, zdravih ljudi, kliconos$a i pacijenata ustanovili ucestalost filogrupe
B1 u izolata pacijenata s proljevom (50%) i goveda (79%). Isti autori grupiranjem E. coli
prema filogrupama i virulentnim profilima iznose rezultate prema kojima su filogrupe B1 i D
specifi¢ne za pacijente i goveda te zakljucuju kako su goveda vazan izvor infekcije za ljude te
da je svrstavanje E. coli u filogrupe prvi izbor prilikom procjene patogenosti atipi¢nih EPEC
sojeva i njihove sposobnosti uzrokovanja proljeva u ljudi.

S obzirom na navedeno, dokaz eae gena i B1 filogrupe u izolatima izdvojenim u predmetnom
istrazivanju moze ukazivati na njihov zoonotski potencijal.

U ovom istrazivanju, pet izolata s dokazanim STII genom svrstano je u ETEC
patogrupu, od kojih tri izolata (60%) pripadaju filogrupi A te dva (40%) filogrupi BL.
Nadalje, dva izolata kojima je ustanovljeno prisustvo VTEC s dokazanim vtx genima, svrstani
su u E (50%), odnosno C (50%) filogrupu. Dobiveni rezultati slazu se s istrazivanjem
ESCOBAR-PARAMO i sur. (2004.), kojim naglaSavaju pripadnost Sojeva povezanih s
akutnim i teSkim proljevom, poput EHEC i ETEC, iskljucivo u grupama A, B1, C i E, dok je
izolate patogrupa koje su povezane s kroni¢nim i blagim proljevom, kao sto su EPEC, EAEC i
DAEC, moguce dokazati u bilo kojoj filogrupi.

Izolati kojima je predmetnim radom dokazano prisustvo VTEC patogrupe podrijetlom su od
divljaci i svinja. Rezultati prikazani za izolate podrijetlom od divlj¢i (biljozderi) podudaraju
se s rezultatima istrazivanja COURA i sur. (2017.) prema kojima sojevi VTEC, izdvojeni iz
teladi s proljevom i bez njega, pripadaju filogrupama A (6,33%), B1 (70,89%), B2 (2,53%), C
(1,27%) i E (18,99%), a sojevi koji pripadaju ETEC patogrupi filogrupama A (15%), Bl
(35%) i E (50%). Osim potonjeg, istrazivanje BALDY-CHUDZIK i sur. (2008.) navodi
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prisutnost vix gena (5%) u izolatima izdvojenim iz izmeta divljih prezivaca svrstanih u Bl
filogrupu, isto kao istrazivanje MORA i sur. (2012.) koji izolate VTEC podrijetlom od srne,
divlje svinje i lisice svrstavaju u filogrupe A (3%), B1 (51%), B2 (17%) i D (29%), sto se ne
slaze s predmetnim istrazivanjem, budu¢i da izolat podrijetlom iz srnefeg mesa pripada
filogrupi E, dok je onaj izdvojen iz svinje svrstan u C filogrupu.

Ovim istrazivanjem prisutnost EXPEC ustanovljena je dokazom cnfl i cnf2 gena, a
izolati su svrstani u B1 (50%), B2 (50%) i F (1%) filogrupe (Dijagram 5.). Izolati podrijetlom
od peradi pripadali su filogrupi F, oni podrijetlom od svinja grupi B1, dok je po jedan izolat
podrijetlom od goveda svrstan u filogrupi B1, odnosno B2, isto kao i jedan izolat podrijetlom
od divljaci. Prema dosada$njim spoznajama, kao primjerice onom SMITH i sur. (2007.),
navodi se da vec¢ina EXPEC sojeva pripada filogrupama B2 i D te posjeduju brojne virulentne
faktore koji im omogucavaju uzrokovanje ekstraintestinalnih infekcija. Sli¢ne rezultate
prikazuju MITCHELL i sur. (2015.) svrstavanjem izolata EXPEC takoder u filogrupe B2
(27,13%) i D (43,14%), dok za izolate koji nisu EXPEC dokazuju pripadnost uglavnom
filogrupama A (44,44%) i Bl (33,33%). JAKOBSEN i sur. (2010.) navode kako sojevi
EXPEC izdvojeni iz mesa peradi i svinja mogu pripadati bilo kojoj filogrupi, no pripadnici B2
i D imaju vise gena za ¢imbenike virulencije, dok rezultati istrazivanja CLERMONT i sur.
(2011.) prikazuju povezanost izvancrijevnih infekcija s filogrupom B2, a onih crijevnih
pretezno s A, B1 i E filogrupama.

Usporedbom rezultata prijasnjih istrazivanja, s izdvojenim u ovom istrazivanju, izolati
podrijetlom od goveda i divljaci koji pripadaju B2 filogrupi imaju veéi zoonotski potencijal

od preostalih pretrazivanih.

S obzirom da su podaci vezani uz zastupljenost pato- i filogrupa E. coli u Repubici
Hrvatskoj oskudni, predmetni doktorat je moze posluZiti kao polazi$na tocka za nastavak
daljnih istrazivanja. Od ostalih istrazivanja provedenih na podru¢ju Republike Hrvatske,
izdvaja se istrazivanje SUKALIC (2015.) koje prikazuje raznolikost i uestalost pojavljivanja
gena koji kodiraju ¢imbenike virulencije (F4, LT, STa, STh, PAA, EAST1 i AIDA-l i dr.) u E.
coli sojeva izdvojenih iz organa prasadi uginule od kolibaciloze. Osim navedenog,
HORVATEK i sur. (2017.) prikazali su podatke istrazivanja pti¢jih patogenih sojeva E. coli
(eng. avian pathogenic E. coli, APEC) izdvojenih iz organa peradi uginulin od
koliseptikemije. Izdvojeni sojevi pretraZzeni su na prisutnost gena za ¢imbenike virulencije i
svrstani u filogrupe.
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Potonja istrazivanja usmjerena su na utvrdivanje prisutnosti gena koji kodiraju ¢imbenike
virulencije i njihovu povezanost s patomorfoloskim promjenama te na prisutnost razlicitih —
prema filogrupi i prisutnosti gena za ¢imbenike virulencije — E. coli sojeva koji uzrokuju
uginuc¢e zivotinja, dok je predmetno usmjereno na ustanovljenje pripadnosti filogrupi i
prisutnosti gena koji kodiraju ¢imbenike virulencije u izolata izdvojenih iz mesa i obrisaka
trupova zdravih zivotinja. Pretragom izolata podrijetlom od peradi, divljaci, svinja i goveda
ustanovljena je ucestalost raznih patogrupa te takoder prisutnost vise njih unutar jednog soja.
Daljnja istrazivanja mogu se usmjeriti na pretrazivanje drugih gena koji kodiraju ¢imbenike
virulencije te usporedbu izolata Zzivotinjskog podrijetla sa onima ljudskog podrijetla.
Medusobna usporedba izolata moze se ostvariti koriStenjem metoda genotipizacije kao §to su
MLST i PFGE. Osim navedenog, filogenetska analiza E. coli moze se takoder prosiriti

koristenjem MLST i PFGE metoda te postati predmetom zasebnog istrazivanja.
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7. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata istrazivanja biokemijskih karakteristika, gena za ¢imbenike virulencije i
filogrupa sojeva bakterijske vrste E. coli izdvojenih iz uzoraka hrane podrijetlom od razli¢itih

vrsta zivotinje, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. U bakterijskim izolatima Escherichia coli izdvojenim iz mesa i obrisaka trupova
razliCitih vrsta zivotinja dokazana je prisutnost gena za ¢imbenike virulencije: EAST1
(20%), eae (9%), STII (5%), cnfl (6%), cnf2 (4%), hlyA (2%) i vix (2%). Ustanovljeno
je prisustvo patogrupe EAEC (EAST1) u 20% pretrazenih bakterijskih izolata, ¢ime je
spomenuta najucestalija. ETEC (STII) patogrupa dokazana je u 5% izolata, EPEC
(eae) u 9% izdvojenih bakterijskih sojeva, EXPEC (cnfl, cnf2) je bila prisutna u 6%
bakterijskih izolata te EHEC/VTEC (vtx1, vtx2) u 2% izolata. Prema navedenim
podacima, primjetna je prisutnost raznih patogrupa u hrani razli¢itog zivotinjskog
podrijetla.

2. NajviSe gena za ¢imbenike virulencije dokazano je u izolatima podrijetlom od divljaci
u kojima je u 11 (78,57%) izolata od ukupno 14 pretrazenih dokazano prisustvo gena
za ¢imbenike virulencije (EAST1, STII, eae, cnfl, cnf2, stxl, hlyA), pri ¢emu je
odredena 1 statisticka znacajnost (p=0.004). Predmetnim istrazivanjem meso divljaci
ustanovljeno je kao vazan izvor patogenih E. coli.

3. Najvise izolata svrstano je u filogrupe A (38%) i B1 (36%), a s manjom ucestalo$¢u u
B2 (4%), C (3%), D (9%), E (4%) i F (6%) filogrupe, Sto potvrduje ¢injenicu O
pripadnosti ve¢ine komenzalnih E. coli filogrupi A odnosno B1.

4. lzolati kojima je dokazano prisustvo gena za Cimbenike virulencije svrstani Su
ve¢inom u filogrupe A (38,89%) i Bl (33,33%) te s manjom ucestalos¢u u B2
(5,56%), C (5,56%), D (5,56%), E (5,56%) i F (5,56%) filogrupe, §to odgovara
rezultatima dosadasnjih spoznaja.

5. Statisticka znacajnost (p=0.039) navodi na povezanost izmedu podrijetla izolata
(zivotinjska vrsta) i njegove pripadnosti filogrupi, sto potvrduje sklonost filogrupa
prema odredenim domacinima.

6. Biokemijskom karakterizacijom izolata ustanovljeno je da su vrlo sli¢ni i da nema
znacajnijih razlika. Njithovom usporedbom s prisutnos¢u gena koji kodiraju ¢imbenike
virulencije isticu se sojevi kojima je dokazano prisustvo eae gena u odnosu na
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biokemijsku karakteristiku aktivnosti alkalinizacije sukcinata (p=0.045) te oni kojima
je dokazano prisustvo cnfl gena u odnosu na aktivnost enzima arilamidaze prema
tirozinu (p=0.007), no za pouzdanost ustanovljene povezanosti pozeljno je analizirati
veci broj sojeva ovakvih karakteristika.

Za procjenu patogenosti potrebna je proSirena karakterizacija izolata, uklju¢ivanjem
dokazivanja 1 preostalin gena za c¢imbenike virulencije (primjerice fimbrijskih i
nefimbrijski adhezina, mehanizama oduzimanja Zeljeza i dr.) uz pozeljnu usporedbu S
izolatima ljudskog podrijetla koji su izdvojeni iz pacijenata s intestinalnim i
ekstraintestinalnim infekcijama (primjerice uporabom PFGE ili MLST metoda
genotipizacije).

. S obzirom na to da je u uzrorcima dokazanih EPEC, ETEC i EAEC patogrupa broj
mikoorganizama ustanovljen ispod pretpostavljene granice infektivne doze, a za one
VTEC patogrupe ustanovljeno (prema dokazanom podtipu verotoksina) da ne mogu
uzorkovati teSka klinicka oboljenja u ljudi, pretpostavlja se kako navedeni uzorci nisu

predstavljali opasnost za zdravlje ljudi.
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9. ZIVOTOPIS

Dora Stojevi¢ rodena je 27.11.1984. godine u Zagrebu gdje je zavrsila osnovnu i srednju
Skolu. Veterinarski fakultet sveuciliSta u Zagrebu upisala je 2002. godine, a diplomirala je
2010. godine. Vjezbenicki staz je odradila u Veterinarskoj ambulanti Noa od 2010. godine do
2011. godine, koje je takoder polozila strucni ispit i stekla stru¢nu osposobljenost za
samostalni rad na poslovima doktora veterinarske medicine.

Od studenog 2011. godine zaposlena je na Hrvatskom veterinarskom institutu u Zagrebu gdje
stjece osnovne vjestine rada u laboratoriju. Od sijecnja 2012. godine zaposlena je na mjestu
znanstvenog novaka na radnom mjestu asistenta u istom laboratoriju.

Tijekom rada u laboratoriju prosla je edukacije vezane uz sustav upravljanja kvalitetom i
akreditacije laboratorija u Hrvatskom veterinarskom institutu.

Osim sudjelovanja u edukacijama u sklopu Hrvatskog veterinarskog instituta sudjelovala je u
edukacijama i usavrsalava se na podruc¢ju mikrobioloske i molekularne dijagnostike, na

sljede¢im radionicama:

,,Study visit on MLST methodology*, Instituto G. Caporale, Teramo, Italija

,,Study visit on microbiological testing criteriasFood Safety Center*, Bruxelles, Belgija

,,Molecular typing of Verocytotoxin-producing (VTEC) by Pulse Field Gel Electrophoresis®,
EU-RL VTEC, Instituto Superiore di Sanita, Rim, Italija

,,Detection of VTEC in food matrices according to the ISO TS 13136:2012

and the characterization of the isolated VTEC strains“, EU-RL VTEC, Instituto Superiore di
Sanita, Rim, Italija
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