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DA LI Pseudomonas aeruginosa PERZISTIRA U BILJKAMA?

Slobodan Vlajic’l, Vesna Laloieviél, Simonida Purié’, Mira Mihajlovic—
Ukropinaz, Zora Jelesic’, Ana Taka&®

Izvod: Moguénost perzistencije patogenih bakterija u biljkama, predstavlja veliku
opasnost po zdravlje ljudi, pogotovo kod biljaka koje se koriste u ishrani bez termicke
obrade. Cilj istrazivanja bio je da se utvrdi da li postoji mogucnost perzistencije humanog
izolata Pseudomonas aeruginosa u krastavcu, kupusu, paprici i paradajzu. Pseudomonas
aeruginosa izolovan je iz svih 12 biljaka krastavca i kupusa, iz 9 paradajza i 7 paprika. Na
osnovu rezultata rada, u navedenom povréu postoji moguénost perzistencije P.
aeruginosa.
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Uvod

Pseudomonas aeruginosa se nalazi u zemljiStu, vodi i na biljnom materijalu
naseljavajuéi ga epifitski kao saprofit (Arsenijevi¢, 1997) i jedna je od najprisutnijih
gram—negativnih oportunistickih humanih patogena (Britigan i sar., 1997). Izaziva
alimentarne infekcije i smatra se jednim od glavnih uzro¢nika intrahospitalnih infekcija
kod imunokompromitovanih pacijenata (Bodey i sar., 1983). Pseudomonas aeruginosa
je zabeleZen i kao uzroénik patolo$kih promena na salati, duvanu, bananama, luku i
drugim biljkama (Lebeda i sar., 1984). Sposobnost nekih sojeva P. aeruginosa da
izaziva infekcije ljudi, Zivotinja i biljka zasniva se na velikom broju faktora virulencije,
mogucnoscéu stvaranja biofilma (Costerton i sar., 1999) i razli¢itim mehanizmima za
razvoj rezistencije na antimikrobne lekove (Chuanchuen i sar., 2001).

Utvrdivanje primarnog izvora infekcije je veoma vazan korak u izucavanju
epidemiologije uzro¢nika nekog oboljenja. U epidemioloskim studijama zabeleZena je
pojava pseudotuberkoloze, jersinioze, listerioze i crevnih infekcija pri upotrebi sirovog
povréa, voca i jela od njih (Pukic¢ i sar., 2011). Istrazivanja Kominosa i sar. (1972),
ukazuju na postojanje visoke kontaminacije ovom bakterijom izolovanom iz sirovog
povréa pripremljenog u bolni¢koj kuhinji iz ¢ega se moze zakljuCiti da je povrée
primarni izvor infekcije ovom bakterijom. Znacajno smanjenje pojave alimentarnih
infekcija pseudomonasom u bolnicama usledilo je nakon eliminacije svezeg povrca iz
ishrane pacijenata (Green i sar., 1974). Stoga konzumiranje povréa koje je
kontaminirano ovom bakterijom moze ozbiljno uticati na zdravlje ljudi.
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Cilj rada je bio eksperimentalna provera moguénosti perzistencije humanog izolata
P. aeruginosa u biljkama koje se mogu termicki neobradene koristiti u ljudskoj ishrani.

Materijal i metode rada

Ispitivanjem su obuhvacéene Cetiri biljne povrtarske vrste: krastavac (Cucumis sativus
L.), kupus (Brassica oleracea var. capitata L.), paradajz (Lycopersicon esculentum Mill.) i
paprika (Capsicum annum L.), sortno seme Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u Novom
Sadu. Upotrebljeni soj P. aeruginosa izolovan je iz humanog brisa guse i identifikovan u
Centru za mikrobiologiju Instituta za javno zdravlje Vojvodine. Ogled je postavljen u
Laboratorijama za mikrobiologiju i parazitologiju Poljoprivrednog fakulteta u Novom
Sadu.

Za izvodenje ogleda upotrebljeni su setveni kontejneri sa 56 mesta, koji su popunjeni
sterilnim supstratom (autoklaviran 45 min. na 121°C pri pritisku od 1,2 atm). Ogled je
postavljen u tri ponavljanja sa po 4 biljke. Pre setve seme je dezinfikovano potapanjem
15 min. u 75% alkohol, a zatim u sterilnu destilovanu vodu 10 min. i ispirano 5 min.
destilovanom vodom. Seme svih biljnih vrsta je posejano 16.12.2013. god. a po pojavi
kotiledonih listova (kupus i krastvac 10 dana, paradajz 19 dana, paprika 25 dana od setve)
vrSeno je ubrizgavanje bakterijske suspenzije u zonu korenovog sistema biljaka. Za
pripremanje bakterijske suspenzije u infuzionom rastvoru koncentracije 6x10° éel ml™ (2
skala po McFarland (Klement i sar., 1990) upotrebljene su prekonoéne kulture. Koli¢ina
bakterijske suspenzije iznosila je 2 ml, a ubrizgavanje je vrSeno medicinskim Spricem i
iglom. Biljke su gajene u fitotronu sa redovnim zalivanjem sterilnom vodom.

Nakon 15 dana od ubrizgavanja suspenzije u zonu korenovog sistema, izvrSeno je
odvajanje nadzemnog dela biljaka bez dodira supstrata. Odstranjeni biljni materijal,
maceriran je u avanu sa 1 ml sterilne destilovane vode, i potom zasejan na hranljivi agar.
Primoizolacija je vrSena 24 sata na 37°C. Osetljivost na antimikrobne lekove uradena je sa
primarnim humanim izolatom 1 izolatima iz macerata biljaka standardnom disk—
difuzionom tehnikom na sledece antibiotike: piperacilin/tazobaktam, ceftazidim, cefepim,
imipenem, meropenem, doripenem, gentamicin, amikacin i ciprofloksacin.

Obrada podataka izvrSena je pomocu Statistica 10 softvera, primenom Tukey HSD
testa, na nivou znacajnosti p=0,05.

Rezultati istraZivanja i diskusija

Ovo istrazivanje ukazuje da bakterije prodiru u nadzemne delove biljaka preko
korenovog sistema, a da pri tom nisu uo¢ene patoloske promene na njima. Izolacijom je
utvrdeno prisustvo P. aeruginosa kod svih 12 biljaka krastavaca i kupusa (100%), kod 9
biljaka paradajza (75%) a kod 7 paprika (58,3%) (Graf. 1). Sojevi izolovani iz biljaka,
menjali su boju podloge u zelenkasto i imali karakteristican miris lipe. Analizom broja
inficiranih biljka, uoCava se statisticki znacajna razlika (p=0,05) u inficiranosti izmedu
paprike i ostalih ispitivanih biljnih kultura (Graf. 1).
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Graf. 1: Broj inficiranih biljaka po kulturama
Graph. 1: Number of infected plants per culture

Izolati poreklom iz inokuisanih biljaka, osetljivi su na sve upotrebljene antibiotike,
kao i ubrizgani humani izolat. Na osnovu ove Cinjenice moze se smatrati da izolati iz
biljaka vode poreklo od ubrizganog humanog izolata i da se isti bakterijski soj nalazi u
nadzemnim vegetativnim delovima biljaka.

Dijapazon bakterija koje su sposobne da zive kako u biljkama, tako i u organizmu
coveka, dosta je Sirok i raznolik (Puki¢ i sar., 2011). Moguc¢nost zarazavanja ljudi,
zivotinja 1 biljaka od strane iste vrste bakterija, govori o njenoj polipatogenosti. Primer
za to su pojedini sojevi P. aeruginosa kao $to je soj UCBPP-PA14 (PA14) koji je
uzrocnik oboljenja kod biljaka (Rahme i sar., 1995), insekata (Jander i sar., 2000),
miseva (Rahme i sar., 1995), i nematoda (Mahajan-Miklos i sar., 1999). Mogu¢nost da
bakterije poseduju sposobnost odrzavanja u biljkama, otvara pitanje da li biljke mogu
biti rezervoari humanih i animalnih patogena? Ova cinjenica je veoma znacajna,
pogotovo kod povrtarskih vrsta koje se koriste bez prethodne termicke obrade, te stoga
mogu biti direktan izvor alimentarnih infekcija. PrenoSenje patogenih bakterija do
biljaka moguce je upotrebom kontaminirane vode, neadekvatnog komposta, svezeg
stajnjaka, osoke 1 izmetom divljih Zivotinja (Natvig i sar., 2002; Santamaria i Toranzos,
2003; Tyrrel i sar., 2006).

Smatra se da dva faktora virulencije P. aeruginosa, egzotoksin A i fosfolipaza C,
uti¢u na pojavu i sistemsko Sirenje infekcije kod sisara i Arabidopsis-a (Rahme 1 sar.,
1995). Misljenja su da trehaloza ima klju¢nu ulogu kao faktor virulencije tokom
infekcije lis¢a biljaka (Djonovi¢ i sar., 2013). Pretpostavlja se da P. aeruginosa
parazitira u parenhimskom tkivu biljaka (Plotnikova i sar., 2000).

Zakljucak

Na osnovu izvedenog ogleda moze se zakljuciti da P. aeruginosa ima sposobnost
perzistencije u krastavcu, kupusu, paradajzu i paprici. Svi izolati iz inokulisanih biljaka
vode poreklo od ubrizganog humanog izolata, $to ukazuje na moguénost migracije
bakterije iz korena u nadzemni vegetativni deo. Konzumiranje zarazenih biljaka moze
da bude znacajan put inficiranja ljudi i domacih zivotinja sa P. aeruginosa.
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Napomena

Istrazivanja su deo projekta pod nazivom: “Kontrola zdravlja Zivotinja u lancu
proizvodnje zdravstveno bezbedne hrane” br. 1144512230-201104, koji finansira
Pokrajinski sekretarijat za nauku i tehnoloski razvoj AP Vojvodine.
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DID Pseudomonas aeruginosa PERSISTS IN PLANTS?

Slobodan Vlajic'l, Vesna LaloSevié', Simonida Purié', Mira Mihajlovic-
Ukropinaz, Zora Jelesic’, Ana Taka&®

Abstract

Persistence of pathogenic bacteria in plants, is a major threat to human health,
especially in plants that are used in food with no heat treatment. The aim of this study
was to determine whether there is a possibility of persistence of human isolates of
Pseudomonas aeruginosa in cucumbers, cabbage, peppers and tomatoes. In cucumber
and cabbage P. aeruginosa was isolated from all 12 plants, tomato by 9 and 7 of pepper
plants. Based on the results, there is the possibility of persistence P. aeruginosa in the
above vegetables.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, persistence, plants, source infection
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