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Apstrakt

Uvod/Cilj. Prema International Antigenic Typing Scheme Pseudo-
monas aeruginosa (P. aeruginosa) deli se na 20 serotipova. P. aeru-
ginosa jedan je od najvažnijih uzročnika bolničkih infekcija, pa
je njegova serotipizacija važna iz epidemioloških razloga. Cilj
ove studije bio je serotipizacija kliničkih izolata P. aeruginosa,
analiza prisustva pojedinih serotipova P. aeruginosa u pojedi-
nim bolesničkim materijalima i analiza proizvodnje fluoresci-
na i piocijanina kod različitih serotipova. Metode. U mikro-
biološkoj laboratoriji Zdravstvenog centra „Aleksinac“ ispita-
na su 233 izolata P. aeruginosa. Izolati P. aeruginosa presejavani
su na: pseudomonas izolacioni agar, pseudomonas agar bazu,
acetamidni agar, asparagin prolin bujon, pseudomonas aspa-
ragin bujon, Bushnnell-Haasov agar, cetrimid agar bazu, King
A i King B podlogu, podlogu za proizvodnju piocijanina, po-
dlogu za proizvodnju fluorescina i triptikaza soja agar (Hime-
dia). Za aglutinaciju korišćeni su polivalentni i monovalentni
serumi (Biorad). Proizvodnja pigmenata praćena je na osnovu
porasta na podlogama za proizvodnju fluorescina i piocijani-
na. Rezultati. Serološki, identifikovani su sledeći serotipovi:
O1, O3, O4, O5, O6, O7, O8, O10, O11 i O12. Najprisutniji
bili su serotipovi O1 (38%), O11 (19%) i O6 (8,6%). Izolati
koji nisu pokazali pozitivnu reakciju aglutinacije ni sa jednim
serumom činili su 18,6% (42) uzoraka, dok je 21 izolat agluti-
nisao samo sa polivalentnim serumima. Najveći broj izolata P.
aeruginosa proizvodio je fluorescin (58,54%), 53 (22,94%) pio-
cijanin, a 49 (21,21%) sojeva oba pigmenta. Zaključak. P. ae-
ruginosa izolovan je najčešće iz urina, sputuma i drugih boles-
ničkih materijala. Najčešće izolovani serotipovi P. aeruginosa
bili su O1, O6 i O11. Najveći broj izolata P. aeruginosae proiz-
vodio je fluorescin (58,54%) dok je 22,94% proizvodio pioci-
janin, a 21,21% oba pigmenta.

Ključne reči:
pseudomonas aeruginosa; infekcija, intrahospitalna;
serotipizacija.

Abstract

Background/Aim. Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) is
devided into 20 serotypes on the base of the International
Antigenic Typing Scheme. P. aeruginosa serotyping is impor-
tant because of few reasons but epidemiological is the most
important. The aim of the study was serotyping of P. aerugi-
nosa clinical isolates, analysing of single clinical isolates P. aeru-
ginosa present in the particular samples, and analysing of pyo-
cianin and fluorescin production in different isolates of P.
aeruginosa. Methods. A total of 223 isolates of P. aeruginosa,
isolated in the microbiological laboratory of the Health Cen-
ter “Aleksinac”, Aleksinac, were examinated. P. aeruginosa iso-
lates were put on the pseudomonas isolation agar, pseu-
domonas agar base, acetamid agar, asparagin prolin broth,
pseudomonas asparagin broth, Bushnnell-Haas agar, cetrimid
agar base, King A and King B plates, plates for pyocianin
production, plates for fluorescin production and tripticasa
soya agar (Himedia). Polyvalent and monovalent serums were
used in the agglutination (Biorad). Pigment production was
analysed on the bases of growth on the plates for pyocianin
and fluorescin production. Results. Serologically, we identifi-
cated the serovars as follows: O1, O3, O4, O5, O6, O7, O8,
O10, O11 and O12. O1 (38%) was the most often serovar,
then O11 (19%) and O6 (8.6%). A total of 18.6% (42) iso-
lates did not agglutinate with any serum, whereas 21 isolates
agglutinated only with polyvalent serum. The majority of P.
aeruginosa isolates produced fluorescin, 129 (58.54%), 53
(22.94%) produced pyocianin whereas 49 (21.21%) isolates
produced both pigments. Conclusion. P. aeruginosa was iso-
lated most of the from urine, sputum and other materials.
The majority often serovars were O1, O6 and O11. The most
of isolates produced fluorescin (58.54%), while 22.94% pro-
ducted pyocianin and 21.21% both pigments.
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Uvod

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) spada u vo-
deće uzročnike bolničkih infekcija zbog svojih fizioloških
osobina 1–11. Tipizacija izolata P. aeruginosa važna je zbog
epidemioloških ispitivanja jer omogućava lakše praćenje pri-
sustva pojednih serotipova, pomaže da se lociraju izvori in-
fekcija i epidemija i prati rezistencija bacila 12. Fenotipske
metode  tipizacije su: serotipizacija, biotipizacija, mikrobio-
loška ispitivanja osetljivosti na antibiotike, bakteriofag tipi-
zacija, piocin tipizacija, multilokularna enzimska elektrofo-
reza (MEE), masena spekrtofotometrija (MS), DNAb tipiza-
cija i druge 13, 14. Genotipske metode su: direktna i reverzna
hibridizacija, ribotipizacija, analiza restrikcionih endonukle-
aza (REA), PSR fingerprinting, analiza multilokularnih pro-
menljivih gena, ispitivanje varijabilnih promenljiih parova
(MLVA), tipizacija pojedinih sekvenci (SLST), genotipiza-
cija profila plazmida (SNP) i druge 15. Rezultati serotipiza-
cije P. aeruginosa koriste se i u imunološkim, genetičkim i
biohemijskim ispitivanjima 16–21.

P. aeruginosa proizvodi dve različite vrste LPS, označe-
ne kao A i B. Razlika u građi B-antigena deli P. aeruginosa na
20 različitih serotipova, kao što je to definisano u International
Antigenic Typing Scheme 22, 23. Temelji serotipizacije P. aeru-
ginosa postavljeni su početkom prošlog veka. Aoki, 1926.
god, aglutinacionom metodom klasifikovao je 50 kliničkih
izolata u 18 serotipova. Kanzaki, 1934. god, klasifikovao je
102 izolata u 34 serotipa čime je izmenjena prvobitna klasifi-
kacija. Wron, 1961, uspostavio je podelu na osnovu 13 antise-
ruma, a sojevi su podeljeni na tri grupe: A (tipovi 1, 3, 4, 6,
10), B (tipovi 2, 5, 7, 8) i C (tipovi 9, 11, 12, 13). U Japanu
1976. Homma klasifikovao je 13 serotipa P. aeruginosa aglu-
tinacionom slajd metodom. Zatim, Terada i sar. 1977. god.
predložili su grupisanje 17 serotipova u 13 grupa, od A do M.
Kao dodatak tome, grupu N predložili su Terada i Sugiyama
1982. god. Liu je predložio internacionalni antigen tipizirajući
sistem (IATS) 1983. god. Na osnovu termostabilnih antigena
uvedena su tri nova serotipa, a 1990. još tri serotipa 24–27.

Proizvodnja pigmenta jedna je od najvažnijih karakteri-
stika P. aeruginosa. Plavičasti pigment, piocijanin, po hemij-
skom sastavu je derivat fenazina. Struktura fluorescentnog
žutozelenog pigmenta pioverdina uključuje dihidroksikino-
linske derivate, priključene tip-specifične peptide, obično
karboksilnu kiselinu ili amide i kratke tip specifične peptide
(6–12 aminokiselina). Peptidni deo molekula isti je kod svih
sojeva, a postoji razlika u acil grupi. Postoje tri tipa piover-
dina a, označeni kao I, II i III 28.

Cilj ove studije bio je serotipizacija kliničkih izolata P.
aeruginosa, analiza prisustva pojedinih serotipova P. aerugi-
nosa u različitim bolesničkim materijalima, kao i analiza
proizvodnje fluorescina i piocijanina kod pojedinih serotipo-
va i u različitim bolesničkim materijalima.

Metode

Istraživanjem, koje je sprovedeno od avgusta do de-
cembra 2009. god, obuhvaćena su 233 klinička izolata P. ae-
ruginosa, izolovana u mikrobiološkoj laboratoriji Higijen-

sko-epidemiološke službe Zdravstvenog centra „Aleksinac“ i
Instituta za javno zdravlje u Nišu. Izolati su uzeti iz sledećih
bolesničkih materijala: urinokultura, briseva iz rana, uva,
grla i nosa, sputuma, punktata i sekreta dojke.

Od svih bolesnika kod kojih je izolovan P. aeruginosa
anketom su uzimani anamestički podaci. Bolesnicima su po-
stavljana pitanja u zavisnosti od toga iz kog bolesničkog
materijala je izolovan P. aeruginosa. Bolesnici kod kojih je
P. aeruginosa izolovan iz urina, pitani su da li su imali neku
operaciju urogenitalnog trakta i da li nose kateter. Ako je P.
aeruginosa izolovan iz uzoraka respiratornog trakta bolesnici
su pitani da li su odlazili na inhalacije u zdravstvene ustano-
ve. Bolesnici kod kojih je uzročnik izolovan iz briseva iz ra-
na odgovarali su na pitanje da li su operisani i da li odlaze na
previjanje u neku zdravstvenu ustanovu.

Izolacija i identifikacija bakterija

Izolacija P. aeruginosa iz ispitivanih bolesničkih materi-
jala vršena je klasičnim mikrobiološkim metodama 29. Identi-
fikacija P. aeruginosa obavljana je na osnovu njihovih mikro-
skopskih, kulturalnih i fiziološko-biohemijskih osobina. Izolati
su presejavani na podloge specijalizovane za P. aeruginosa:
pseudomonas agar bazu, acetamidni agar, pseudomonas izola-
cioni agar, asparagin prolin bujon, pseudomonas asparagin
bujon, Bushnnell-Haasov agar, cetrimid agar bazu, King A i
King B podlogu, podlogu za proizvodnju pocijanina, podlogu
za proizvodnju fluorescina i triptikaza soja agar (Himedia).
Zasejane podloge inkubisane su 24 časa aerobno.

Aglutinacija

Izolati P. aeruginosa aglutinisani su sa triptikaza soja
agara, slajd aglutinacionom tehnikom 14, 16. Za aglutinaciju
korišćeni su polivalentni i monovalentni zečji antiserumi
(Biorad). Set za aglutinaciju sadrži četiri polivalentna i 16
monovalentnih seruma. Polivalentni serumi su PMA, PMF,
PME i PMC. Grupa PMA obuhvata sledeće serotipove: O1,
O3, O4 i O6 a, PME O2, O5, O15 i O16, dok grupa PMC
obuhvata O9, O10, O13 i O14, a PMF O7, O8, O11 i O12.

Aglutinacija je opisivana kao pozitivna ako je dolazilo
do jasne reakcije aglutinacije na pločici nakon mešanja kul-
ture i seruma. Ispitivani izolati prvo su aglutinisani sa poli-
valentnim serumima, a nakon toga sa monovalentnim. Izolati
su označavani kao netipibilni (NT), ako su bili poliaglutibil-
ni, autoaglutibilni ili nisu pokazali pozitivnu reakcije agluti-
nacije ni sa jednim serumom. Neki izolati pokazali su poziti-
vnu reakciju aglutinacije samo sa polivalentnim serumima,
ali ne pojedinačnim.

Proizvodnja pigmenata

Proizvedeni pigmenti ispitivanih izolata bili su uočljivi
na skoro svim korišćenim podlogama. S obzirom na to da
neki izolati luče više vrsta pigmenata, rezultati proizvodnje
pigmenata očitavani su samo sa specijalizovanih podloga za
proizvodnju pigmenta: pseudomonas podlozi za diferencija-
ciju fluorescina i pseudomonas podlozi za diferencijaciju pi-
ocijanina. Proizvodnja pigmenata očitavana je na osnovu iz-
gleda i boje kolonija na specijalizovanim podlogama. Proiz-
vodnja flourescina očitavana je kao pozitivna ako je dolazilo
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do proizvodnje zelenih fluorescetnih kolonija na pseudomo-
nas podlozi za diferencijaciju fluorescina (slika 1). Proizvod-
nja piocijanina očitavana je kao pozitivna ako je dolazilo do
proizvodnje plavog pigmenta na pseudomonas podlozi za
proizvodnju piocijanina. Neki izolati proizvodili su fluores-
cin, drugi piocijanin, a neki oba pigmenta. Metoda je orijen-
taciona i pokazuje koju vrstu pigmenta, kao faktora virulen-
cije proizvodi P. aeruginosa.

Sl. 1 – Izgled kolonija P. aeruginosae na pseudomonas
podlozi za diferencijaciju fluorescina

Statistička obrada podataka

Datoteka je formirana u računaru PS 586 u program-
skom paketu SPSS 12,0 i pomoću njega je vršena analiza
podataka. Za analizu dobijenih rezultata primenjeni su χ²
test, C-koeficijent kontigencije i test parametrijskih i nepa-
rametrijskih malih i velikih uzoraka.

Rezultati

U toku ispitivanja analizirana su 233 izolata P. aerugo-
nosa, izolovana od 110 ispitanika. U analiziranoj grupi bilo
je 57 (51,81%) muškaraca i 53 (48,18%) žena (χ² = 0,14;
C = 0,03). Od muškaraca uzeta su 133 (57,08%) uzorka, a od
žena 100 (42,91%) (t = 1,06; p > 0,01). Pojedini ispitanici
imali su veći broj uzoraka: dva, tri, jedan ispitanik čak 14 i
svi su prikazani u radu. Demografske karakteristike ispitiva-
ne populacije prikazane su na slici 2. Ambulantno uzorkova-
ni materijali činili su većinu uzoraka (90,12%).
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Sl. 2 – Starosne i demografske karakteristike ispitivane
populacije

P. aeruginosa najčešće je izolovan kod ispitanika staro-
sti od 50 do 80 godine, koji su činili 71,7% populacije. Kod
ispitanika u 8. deceniji bacil je izolovan iz 35% uzoraka, u 7.
kod 19%, tako da je u te dve grupe bilo 54% ispitanika.

Bolesnički materijali iz kojih je izolovan P. aeruginosa
prikazani su u tabeli 1. Bacil je najčešće izolovan iz urino-
kultura (36,79%), briseva rana (29%), sputuma (17,74%),
dok su sojevi iz brisa grla, uva i nosa, sekreta dojke i punk-
tata bili manje zastupljeni (χ2 = 31,41; C = 0,34) (tabela 1).

Tabela 1
Prikaz različitih vrsta uzoraka iz kojih je izolovan P.

aeruginosa
Vrsta uzorka n %
Urinokultura 85 36,79
Bris rane 67 29
Sputum 41 17,74
Bris grla 19 8,22
Bris uva 14 6,06
Bris nosa 3 1,2
Sekret dojke 1 0,43
Punktat 1 0,43

Identifikovani serotipovi pripadali su svim serološkim
grupama: PMA, PME, PMF i PMC. Najveći broj identifiko-
vanih serotipova pripadao je serogrupama PMA (49,6%) i
PMF (21,1%), a serotipovi koji su pripadali drugim bili su
ređi (χ2 = 37,64; C = 0,4) (tabela 2).

Tabela 2
Grupna pripadnost identifikovanih serotipova P. aeruginosa
Serološka grupa n %
PMA 114 49,6
PME 19 8,2
PMC 5 2,2
PMF 49 21,1

Identifikovani su sledeći serotipovi: O1, O3, O4, O5,
O6, O7, O8, O10, O11 i O12. Reakcijom aglutinacije najčeš-
će su identifikovani serotipovi O1, O11, O6, a ostali seroti-
povi bili su prisutni u manjem procentu (tabela 3). Serotip 01
bio je prisutan u 38% uzoraka, O11 u 19% a O6 u 8,6%.
Ukupno, 21 izolat aglutinisao je samo sa polivalentnim, ali
ne i monovalentnim serumima. Izolati koji su pokazali pozi-
tivnu reakciju aglutinacije samo sa grupnim serumima rea-
govali su najčešće sa grupnim PME serumom (7,8%). Mali
broj izolata reagovao je samo sa PMA (0,4%) i PMF (0,9%)
serumom. Ukupno, 43 (18,6%) izolata nije aglutinisalo ni sa
jednim grupnim serumom i oni su označeni kao netipibilni.
Dva izolata kod jednog ispitanika pokazala su pozitivnu rea-
kciju aglutinacije sa dva različita antiseruma i oni su tako i
prikazani.

Analizom pojedinačnih uzoraka uočava se da je u uri-
nokulturama najizolovaniji serotip O11 (11,2%) (χ2 = 9,21;
C = 0,31 za p > 0,95). Ukupno, 6,5% izolata aglutinisalo je
samo sa PME serumom, dok 8,6% izolata nije aglutinisalo ni
sa jednim serumom. Serotip O1 bio je prisutan kod 6,5% slu-
čajeva u urinokulturama. Ostali serotipovi bili su ređe prisut-
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ni. U brisevima rane bio je najčešće prisutan serotip O1
(9%), pa O11 (6,5%) i O6 (5,2%) (χ2 = 8,5; C = 0,33;
p > 0,95). U ovim uzorcima 5,6% izolata nije aglutunisalo ni
sa jednim grupnim serumom. U sputumima serotip O1 činio
je 15,1% izolata, a ređe su identifikovani 06 i 011 (u po
4,87% uzoraka) (χ2 = 25,06; C = 0,78 za p > 0,05).

Najveći broj izolata P. aeruginosa produkovao je fluo-
rescin, 129 (58,54%), dok je 53 (22,94%) produkovalo pio-
cijanin. Ukupno 49 izolata produkovalo je oba pigmenta
(21,21%) (χ2 = 17,58; C = 0,26; p > 0,001). Proizvodnja pi-
gmenta kod izolata prikazana je u tabeli 4.

Ako analiziramo proizvodnju pigmenta P. aeruginosa
kod različitih uzoraka, uočava se da su fluorescin najučesta-
lije proizvodili  izolati iz urinokultura (64,4%), (χ2 = 14,49;

C = 0,37; p > 0,001), briseva rana (51,5%), (χ2 = 1,9;
C = 0,2; p > 0,95) i sputuma (46,7%), (χ2 = 4,002, C = 0,23;
p > 0,95), a izolati iz drugih bolesničkih materijala ređe (ta-
bela 5).

Anamnestički podaci dobijeni od bolesnika kod kojih je
izolovan P. aeruginosa govore da su svi imali kontakte sa
zdravstvenim ustanovama. Bolesnici kod kojih je bacil izo-
lovan iz urina operisali su prostatu ili su nosili kateter. Ispi-
tanici kod kojih je bacil izolovan iz sputuma i briseva iz grla
i nosa, odlazili su na inhalacije. Ispitanici kod kojih je P. ae-
ruginosa bio prisutan u uzorcima briseva rana, sekreta dojke
i punktata odlazili su na previjanje u hiruršku ambulantu ili
bili hospitalizovani u hirurško i ginekološko odeljenje.

Tabela 3
Prevalencija pojedinih serotipova P. aeruginosa i vrste uzoraka iz kojih su izolovani

Serotipovi P. aeruginosa
Vrsta uzorka

O1 O3 O4 O5 O6 O7 O8 O10 O11 O12 NT PME PMA PMF
Urinokultura

broj sojeva 15 – 4 1 4 – – – 26 – 20 15 – –
% 6,5 – 1,7 0,4 1,7 – – – 11,2 – 8,6 6,5 – –

Bris rane
broj sojeva 21 1 1 – 12 – – – 15 1 13 1 1 1
% 9 0,4 0,4 – 5,2 – – – 6,5 0,4 5,6 0,4 0,4 0,4

Sputum
broj sojeva 35 – – – 2 – – – 2 – 2 – – –
% 15,1 – – – 0,9 – – – 0,9 – 0,9 – – –

Bris iz grla
broj sojeva 8 – – – 2 1 – – 1 – 6 – – 1
% 3,5 – – – 0,9 0,4 – – 0,4 – 2,6 – – 0,4

Bris iz nosa
broj sojeva 2 – – – – – – – – – 1 – – –
% 0,9 – – – – – – – – – 0,4 – – –

Bris iz uva
broj sojeva 5 – – – – – 1 5 – – 1 2 – –
% 2,2 – – – – – 0,4 2,2 – – 0,4 0,9 – –

Sekret dojke
broj sojeva 1 – – – – – – – – – – – – –
% 0,4 – – – – – – – – – – – – –

Punktat
broj sojeva – – – – 1 – – – – – – – – –
% – – – – 0,4 – – – – – – – – –

Ukupno
broj sojeva 87 1 5 1 21 1 1 5 44 1 3 4 18 1
% 38 0,4 2,2 0,4 9,1 0,4 0,4 2,2 19 0,4 18,6 7,8 0,4 0,9

Tabela 4
Proizvodnja pigmenta pojedinih serotipova P. aeruginosa

Serotipovi P. aeruginosa
Vrsta uzorka

O1 O3 O4 O5 O6 O7 O8 O10 O11 O12 NT PME PMA PMF
Fluorescin

broj sojeva 48 1 2 1 12 1 1 – 31 – 20 11 – 1
% 55,2 100 40 100 57.1 100 100 – 70,4 – 46,5 61,1 – 50

Piocijanin
broj sojeva 16 – 3 – 6 – – 3 6 1 18 – – –
% 18,4 – 60 – 28,6 – – 66,6 13,6 100 41,8 – – –

Fluorescin i
piocijanin

broj sojeva 23 – – – 3 – – 2 7 – 5 7 1 1
% 26,4 – – – 14,3 – – 33,3 15,9 – 11,6 38,9 100 50

Ukupno
broj sojeva 87 1 5 1 21 1 1 5 44 1 43 18 1 2
% 38 0,4 2,2 0,4 9,1 0,4 0,4 2,2 19 0,4 18,6 7,8 0,4 0,9
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Diskusija

Svaka od metoda tipizacije P. aeruginosa ima i predno-
sti i nedostatke. Ispitivanja osetljivosti dolaze do izražaja kod
sojeva koji su multirezistentni. Bakteriocin tipizacija nije po-
novljiva 13. Nedostaci bakteriofag tipizacije su slabija pono-
vljivost i povremeno nedovoljna dostupnost bakteriofaga.
Analiza plazmidskih ispitivanja daje brze rezultate, ali ta
metoda može biti nedovoljno osetljiva 13. Analize DNK su
najbolje. Ipak, najpotpuniji rezultati dobijaju se kombinaci-
jom više metoda. Study Group for Epidemiologic Markers
(ESGEM) u okviru Europen Society for Clinical
Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) bavi se
standardizacijom tipizacionih metoda 15. Neophodna je koor-
dinacija metodoloških postupaka koji se izvode u različitim
delovima sveta.

Serotipizacija P. aeruginosa je ponovljiva, jednostavna
za izvođenje, brzo se izvodi i osetljiva je. U odnosu na druge
metode relativno je jeftina. Za većinu drugih metoda ispiti-
vanja potrebna je dodatna oprema, te je serotipizacija adek-
vatna tipizaciona metoda za epidemiološka ispitivanja.

Serotipizacija P. aeruginosa ima i neka ograničenja.
Izolati koji su neaglutibilni, poliaglutibilni ili autoaglutibil-
ni označavaju se kao netipibilni 16. Neki izolati reaguju sa-
mo sa polivalentnim, a ne pojedinačnim serumima. Seroti-
zacija može biti otežana kod izolata koji su kultivisani na
krvnim agar pločama ili nakon supkultivacije. Kod ovih
izolata može se desiti poliaglutibilnost. U tim slučajevima
preporučuje se zagrevanje izolata 10 min na 120ºC, pa, na-
kon hlađenja, ponovno izvođenje reakcije aglutinacije 12.
Izolati kod hroničnih bolesti, naročito kod cistične fibroze,
zbog smanjene količine lipopolisaharida (LPS), preciznije
zbog manjka D-glukoze i L-ramnoze, ne mogu aglutinisa-
ti 22. Soler i sar. 24 bavili su se serotipizacijom netipibilnih
izolata P. aeruginosa. Aglutinisalo je 108 izolata iz 14 raz-
ličitih bolnica. Među ovim izolatima bili su najzastupljeniji
O1 i O13. Mogućnost aglutinacije kod netipibilnih izolata
povećava se ako se u glikozni bujon sa kulturom P. aerugi-
nosa doda amikacin u količini od 1/6 minimalne inhibitorne
koncentracije za taj soj.

Serotipovi O2, O5, O16, O18 i O20, koji čine drugu se-
rogrupu, pokazuju imunohemijski ukrštenu reaktivnost, a
hemijski se razlikuju među sobom na osnovu tipa glikozidne

veze ili izomera monosaharida i po prisustvu ili odsustvu
acetil supstituenata u šećerima antigena 29.

P. aeruginosa u našem ispitivanju nije bio statistički
značajnije prisutan ni kod jednog pola. Bacil je izolovan sa
najvećom statističkom značajnošću kod starijih ispitanika,
žena u 6. deceniji (11,2%) i muškaraca u 7. (11,7%) i 8. de-
ceniji (26,8%) (χ2 = 22,13; C = 0,29).

P. aeruginosa  najčešće je izolovan iz urina, rana i uzo-
raka respiratornog trakta: sputuma i brisa grla i nosa. Identifi-
kovani su sledeći serotipovi: O1, O3, O4, O5, O6, O7, O8,
O10, O11 i O12. Veliki broj prisutnih serotipova opravdava
primenu serotipizacije kao tipizacione metode koja se prime-
njuje u kontroli i nadzoru nad infekcijama, posebno bolničkim.
Prema podacima američkog Centra za kontrolu bolesti Pseu-
domonas spp. je na drugom mestu u bolničkim infekcijama u
SAD (od gram-negativnih mikroorganizama E. coli izaziva
10% infekcija, vrste roda Pseudomonas 8%, Enterobacter 7%,
Proteus 4%, Klebsiella 3% i to kod infekcija kože i sluznica,
respiratornog sistema mokraćnog sistema 30. Kada se ovome
doda i činjenica da je otporan na uslove okoline, na kvarter-
nerne amonijeve baze, a osetljiv na kiseline i hlorne preparate,
onda ova ubikvitarna bakterija, koja se može naći i u probav-
nom sistemu ljudi, predstavlja veoma značajnog izazivača
bolničkih infekcija, pre svega kod imunokompromitovanih 31.
Još uvek nema dovoljno podataka o kretanju pojednih seroti-
pova u našoj sredini, naročito u bolničkoj. Osim serotipizacije
preporučuje se primena i neke dodatne metode, analiza osetlji-
vosti na antibiotike, na primer, ili genetička ispitivanja.

Rezultati našeg ispitivanja donekle se razlikuju od re-
zultata ispitivanja koje su obavili Tomanović i sar. 32 1991.
Ispitivana je proizvodnja piocijanina, a serotipizacijom soje-
va P. aeruginosa došlo se do novih saznanja o bolničkim in-
fekcijama u našoj zemlji. Analizirano je 235 izolata od 131
ispitanika. Najčešće identifikovani serotipovi bili su O11
(21%), O6 (18%) i O12 (16%) 32.

Različiti serotipovi preovlađuju u pojedinim delovima
sveta i imaju različiti klinički značaj 33–38. Jamasbi i Proudfo-
ot 39 vršili su serotipizaciju 167 izolata P. aeruginosa, dobi-
jenih iz Ohajo bolnice, zajedno sa ispitivanjem osetljivosti i
genetskim ispitivanjima (PSR). Serotipizacija je vršena teh-
nikom slajd aglutinacije. Od 167 sojeva, 25 nije bilo tipibil-
no. Serotip O11 bio je najzastupljeniji, dok serotipovi O8,
O12, O13 i O17 nisu detektovani.

Tabela 5
Proizvodnja pigmenta P. aeruginose kod različitih uzoraka

Vrsta uzorka
Bris

Vrsta
pigmenta Urinokultura Sputum

rana uva grla nosa
Punktat Sekret dojke

Fluorescin
broj sojeva 56 21 35 3 9 1 – 1
% 64,4 46,7 51,5 37,5 45 100 – 100

Piocijanin
broj sojeva 9 16 21 1 4 – – –
% 10,4 35,6 30,9 12,5 20 – – –

Fluorescin i
piocijanin

broj sojeva 22 8 12 4 7 – 1 –
% 25,3 17,8 17,6 50 20 – 100 –
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Winstanley i sar. 40 vršili su fenotipska i genotipska is-
pitivanja 63 izolata P. aeruginose koji su izazivali ulcerozni
keratitis. Ispitivani su izolati iz šest bolnica iz Londona,
Birmingama, Njukastla, Bristola, Mančestera i Liverpula.
Konačna identifikacija izolata vršena je pomoću PCR testa
za exoA gen. Serotipizacija je obavljana komercijalnim
kompletom Biorad. Identifikovano je 59 od 63 izolata. Preo-
stala četiri izolata aglutinisala su polivalentni PME serum, ali
ne monovalentne serume. Ukupno, 61% izolata pripadalo je
serotipovima O1 i O11. Dominantni serotipovi O1 i O11 bili
su povezani sa tipom a flagelina.

Ispitivanje u Ljubljani obuhvatilo je 208 kliničkih izo-
lata P. aeruginosa. Vršena je serotipizacija i ispitivanja oset-
ljivosti na antibiotske lekove. Kod 16 izolata vršena su i ge-
netička ispitivanja. Najzastupljeniji bio je serotip O11 (36%
izolata), pa O6 (14,4% izolata). Ukupno 25,6% izolata pripa-
dalo je drugim serotipovima, a 20,2% aglutinisalo je sa više
seruma. Rezistencija na antibiotike bila je najveća kod sero-
tipa O11 36.

Autori iz Indije ispitivali su 19 serotipova P. aerugino-
sa koji su korišćeni da se njima eksperimentalno izazovu
urinarne infekcije kod miša. Osim serotipizacije merili su ni-
vo enzima koji su važni faktori patogenosti: proteaze, elasta-
ze, alginate, hemolizin, piohelin, pioverdin i fosfolipaze C.
Serotipizacijom najčešće je identifikovan serotip O11. Svi
izolati lučili su ispitivane enzime i njihova proizvodnja opi-
sivana je kao niska i visoka. Uočena je najveća podudarnost
između proizvodnje hemolizina i patogenog efekta bakteri-
je 41.

Pigmenti P. aeruginosa na različite načine učestvuju u
nastanku i održavanju lezija u inflamiranom tkivu. Piocijanin
je toksičan za respiratorni epitel i deluje na strukturu ćelija i
funkciju pila. Služi kao ćelijski transmiter koji učestvuje u
regulaciji ekspresije gena. Piocijanin i njegov derivat piohe-
lin vezuju se za jone gvožđa, pa tako omogućavaju opstanak
P. aeruginosa. Pioverdin je toksičan za respiratorne ćelije.
Utiče na pokretljivost ćelija i narušava integritet membrane.
Deluje baktericidno na mnoge bakterije. Zato proizvodnja
pigmenta nije samo fenotipska karakteristika, nego ukazuje i
na nivo patogenosti pojedinog soja.

Analizom proizvodnje pigmenta došli smo do saznanja
da su izolati P. aeruginosa statistički značajnije lučili fluore-
scin (79,75%) nego piocijanin (44,14%). Najčešće identifi-
kovani serotip O1 pratila je proizvodnja fluorescina kod
55,2% uzoraka, O11 kod 70,4%, a O6 kod 57,1%. Ako se P.
aeruginosa razvija u atmosferi u kojoj nema dovoljno kiseo-
nika, može se desiti da se pigment ne uočava, pošto se nalazi
u leuko obliku. Takve kulture treba izložiti dejstvu vazduha
jer pigment prelazi u oksidisani oblik i uočava se. Ako ni to
ne pomogne, pomoću testa citohrom-oksidaze može se pro-
veriti da li soj uopšte proizvodi pigment 28.

Lamont i Martin 28 ispitivali su 14 gena za koje se pret-
postavlja da su vezani za proizvodnju pioverdina. Sintetisane
su jedinke sa mutantnim ispitivanim genima. Identifikovano
je osam novih pvd gena, pored šest starih. Prisustvo homolo-
gnih pvd gena određivano je Southern blot analizama. Pet
pvd gena bilo je ograničeno na sojeve P. aeruginosa koji
proizvode isti pioverdin kao serotip O1, ukazujući da oni di-
rektno sintetišu tip-specifične peptide. Ostali geni bili su pri-
sutni kod svih serotipova P. aeruginosa. Geni neophodni za
sintezu pioverdina najbolje su opisani kod serotipa O1 i na-
laze se na 47 min na genetičkoj mapi. Odvojeni klaster četiri
gena (pvcABCD) na 66–70 min na genetičkoj mapi potreban
je za sintezu pioverdina. Pvc mutanti su sposobni da sintetišu
pioverdin, pa ovi geni nisu neophodni za sintezu pigmenta.

Zaključak

Najveći broj kliničkih izolata P. aeruginosa potiče iz
urinokultura, briseva rana i sputuma. Identifikovani su slede-
ći serotipovi: O1, O3, O4, O5, O6, O7, O8, O10, O11 i O12.
Najčešće izolovani serotipovi P. aeruginosa su O1, O11 i
O6. Analizom proizvodnje pigmenta ustanovljeno je da veći-
na izolata proizvodi fluorescin (54,47%), manji broj proiz-
vodi oba pigmenta, a najmanji broj sojeva proizvode piocija-
nin. Serotipizacija P. aeruginosa je ponovljiva, jednostavna
za izvođenje, brza osetljiva je i prikladna za epidemiološka
ispitivanja. S obzirom na veliki broj identifikovanih seroti-
pova preporučuje se pronalaženje izvora infekcija i praćenje
kretanja pojednih serotipova u našoj populaciji.
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