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Al Bakterije rodu Campylobacter so pogosti povzrocitelji ¢revesnih okuzb pri ljudeh. Dodatno

skrb vzbujajo podatki o nara$¢ajo¢i odpornosti teh bakterij proti antibiotikom. Da bi lahko ocenili

pomen prenosa odpornosti proti antibiotikom preko prehranske verige na ljudi, kar je osnovni

pogoj za uspeSno omejevanje tega tveganja za zdravje ljudi, je pomembno stalno spremljanje

pojava odpornih sevov, tako v zivilih, kot tudi v okolju in bolnikih. V eksperimentalni del naloge

smo vkljuéili 60 sevov bakterij Campylobacter, izoliranih iz povrsinskih vod, Zivil in humanih

kliniénih vzorcev v letu 2010 in 2011. Najprej smo s klasiéno metodo izolirali bakterije

Campylobacter jejuni in C. coli iz povrsinskih vod po metodi ISO 17995:2005 in iz Zivil po metodi

ISO 102721-1, nato pa s klasi¢nimi in molekularnimi identifikacijskimi testi potrdili 19 izolatov iz

povrsinskih vod in 21 izolatov iz zivil. 20 humanih klini¢nih sevov smo pridobili na Zavodu za

zdravstveno varstvo Maribor. Skupno 60 izolatom smo z mikrodilucijsko metodo dolocili

odpornost proti sedmim antibiotikom (gentamicinu, streptomicinu, ciprofloksacinu, tetraciklinu,

eritromicinu, nalidiksinski kislini in kloramfenikolu). Najpogosteje smo potrdili odpornost proti

ciprofloksacinu in nalidiksinski kislini, najveckrat pri zivilskih (90,5 %, 71,4 %) in humanih sevih

(85 %, 70 %), redkeje pri okoljskih sevih (15,8 %, 21,1 %). Prav tako je bila odpornost pogostejsa

pri zivilskih izolatih za antibiotike streptomicin (38,1 %), tetraciklin (42,9 %) in eritromicin

(33,3 %). Za slednjega smo pri okoljskih in humanih sevih potrdili 100-odstotno obcutljivost. Sevi

C. coli so bili pogosteje odporni proti antibiotikom kot C. jejuni, vendar so med humanimi izolati

redki. Rezultati analize odpornosti proti antibiotikom so primerljivi med zivilskimi in humanimi

sevi vrste C. jejuni. Izolati povrSinskih vod so bili bistveno bolj ob¢utljivi na testirane antibiotike,

zato rezultati ne nakazujejo neposredne vpletenosti teh vzorcev pri prenosu okuzbe na ¢loveka ali

zivali.
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AB  Campylobacter has become a frequent cause of human gastroenteritis. As the number of
patients is still increasing, the resistance of campylobacters to some antibiotics is alarming, too.
Being aware of the significance of antibiotic resistance transfer via the food chain as an essential
issue for public health, the existence of resistant bacteria in food samples as well as in the
environment and in patients has to be monitored. In our study in 2010 and 2011, we tested 60
Campylobacter isolates from the surface water, food and human clinical samples. First,
Campylobacter jejuni and C. coli were isolated from water samples (17995:2005) and from chicken
meat samples (ISO 102721 — 1:2006). Classical and molecular identification tests confirmed 19
isolates from the surface water and 21 isolates from meat samples. Additionally, 20 human clinical
isolates from the Institute of Public Health Maribor were included in study. Finally, the
microdilution method was used to determine the resistance of 60 isolates of Campylobacter against
seven antibiotics (gentamicin, streptomycin, ciprofloxacin, tetracycline, erythromycin, nalidixic
acid and chloramphenicol). The resistance to ciprofloxacin and nalidixic acid was detected most
frequently; the highest percentages of resistant bacteria were isolated from food (90.5 % and
71.4 %), human stool (85 % and 70 %) and the surface water (15.8 % and 21.1 %). Furthermore,
the highest prevalence of resistance of food isolates was confirmed for streptomycin (38.1 %),
tetracycline (42.9 %), and erythromycin (33.3 %). Environmental and human isolates revealed
100 % sensitivity to erythromycin. C. coli isolates have been proven to be more resistant to
antibiotics than C. jejuni. The results of the antibiotic resistance are comparable for food and
human clinical isolates, especially when only C. jejuni is considered. On the other hand, the
isolates from the surface water samples have been proven to be much more sensitive to antibiotics
tested. The results do not indicate their role in the transmitting the infection to humans or animals.
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1 UVOD

Bakterije rodu Campylobacter so majhni in ukrivljeni po Gramu negativni bacili, kateri so
zaradi polarnih flagel gibljivi. Najbolje rastejo pri temperaturi med 37 °C in 42 C v
mikroaerofilni atmosferi. To so pogoji gastrointestinalnega trakta zivali, ki je njihov
naravni zivljenjski prostor. Najdemo jih predvsem v ¢revesju perutnine, nekoliko redkeje
tudi v Crevesju prasicev, goveda in drobnice.

Kampilobaktri povzrocajo Stevilne bolezni pri zivalih in ljudeh. Bolezni, ki jih povzrocajo,
imenujemo kampilobakterioze. To so zoonoze, ki so zelo razsirjene po vsem svetu. Clovek
se okuzi z uzivanjem okuzene hrane, vode ali mleka in z neposrednim stikom z okuzenimi
zivalmi (Andlovic, 2002). Pojav teh bolezni je v zadnjih letih pogostejsi od pogostosti
pojavljanja salmoneloz, kar je problem tako v zivilski industriji, kot v medicini. Vzrok
okuzb s hrano je predvsem kontaminacija mesa s ¢revesno vsebino zivali v klavnici, ki jo
je tezko prepreciti, Se posebej v klavnici perutnine. Zaradi navzkrizne kontaminacije lahko
tako postanejo vir okuzbe tudi druga zivila in delovne povrSine med samo pripravo hrane
(Van Deun in sod., 2007).

Vir sporadi¢nih okuzb pri ljudeh je predvsem kontaminirano pis¢an¢je meso, redkeje
povzrocata izbruhe neobdelana pitna voda in kontaminirano surovo mleko. Okuzbe s
kampilobaktri potekajo predvsem kot vodene driske in minejo same po sebi v nekaj dneh z
zadostnim nadomescanjem tekoCine. V redkejSih primerih, ko nastopi hujSa oblika bolezni
s krvavo drisko ter traja vec kot sedem dni, je potrebno antibioti¢no zdravljenje.

Glede na to, da so kampilobaktri, kot povzrocitelji bakterijskih gastroenteritisov pri ljudeh
v zadnjem desetletju v Stevilnih razvitih drzavah na samem vrhu, skrb zbujajo podatki o
njihovi narasc¢ajo¢i odpornosti proti nekaterim antibiotikom, ki se uporabljajo v humani in
veterinarski medicini, pa tudi v prireji zivali za hrano ljudi (Aarestrup in Engberg, 2001).

Odkritje in uporaba antibiotikov, je pomenila eno najvecjih revolucionarnih pridobitev v
sodobni medici, tako v humani kot tudi v veterinarski. Pri ljudeh se uporabljajo za
zdravljenje infekcijskih bolezni, pri zivalih pa poleg terapevtskih namenov Se kot
profilaktiki v prepreCevanju Sirjenja nalezljivih bolezni in kot pospesevalci rasti (Berce in
sod., 2004). Slednja je v zadnjih letih zelo omejena, vendar uporaba antibiotikov,
predvsem neustrezna in nekriti€na, omogoca selekcijo bakterijskih sevov, odpornih proti
antibiotikom in celo usmerja evolucijo medicinsko pomembnih bakterij v razvoj odpornih
vrst, kar se v praksi kaze z vse pogostejSimi neuspehi antibioticnega zdravljenja (Seme,
2002). Tako je za u€inkovito zdravljenje okuzb s patogenimi bakterijami, med katere spada
tudi Campylobacter, pomembno poznavanje mehanizmov, ki povecajo bakterijsko
odpornost in vzrokov za nastanek le-teh. Zdravili izbora za zdravljenje kampilobakterioz v
zelo redkih primerih, ko je potrebno antibiotsko zdravljenje, sta makrolid eritromicin in
fluorokinolon ciprofloksacin. Pred uvedbo kinolonov v veterinarsko prakso je bila
odpornost Campylobacter spp. proti kinolonom nepoznana. Ceprav so Ze pred tem
uporabljali v humane namene makrolide, pojava odpornih sevov niso opazili. Po uvedbi in
uporabi fluorokinolonov pri zivalih pa je po celem svetu priSlo do porasta odpornosti
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izoliranih Campylobacter spp. (Berce in sod., 2002). Tako lahko vzroke za pojav visoke
odpornosti proti antibiotikom i§¢emo predvsem v prekomerni uporabi le-teh v veterini.

1.1 CILJI EKSPERIMENTALNEGA DELA

Namen naSega eksperimentalnega dela je bil najprej pridobiti seve bakterij rodu
Campylobacter, vrst C. jejuni in C. coli, iz razli¢nih virov, pri ¢emer smo vkljucili
izolacijo iz okoljskih vzorcev (vzorcev povrSinskih vod), zivilskih vzorcev (vzorcev
pis€ancjega mesa iz prodaje) ter iz humanih klini¢nih vzorcev, pridobljenih v letu 2011.

Naslednji cilj pa je bila dolocitev odpornosti izoliranih sevov, proti sedmim razlicnim
antibiotikom (gentamicin, streptomicin, ciprofloksacin, tetraciklin, eritromicin,
nalidiksinska kislina in kloramfenikol) z mikrodilucijsko metodo v bujonu in primerjava
dobljenih rezultatov glede na vir sevov in aktualne trende naraScajoCe odpornosti proti
antibiotikom pri nas in v svetu.

Konkretni eksperimentalni cilji naloge so bili sledeci:

e Pridobitev primerljivega Stevila izolatov rodu Campylobacter iz okoljskih, zivilskih
in humanih vzorcev (vzorcev vod, pisc¢anc¢jega mesa in klini¢nih vzorcev);

¢ Dolocitev minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) sedmih razli¢nih antibiotikov
za seve, pridobljene iz vzorcev povrsinskih vod, zivil in bolnikov;

e Analiza odpornosti proti antibiotikom med humanimi, Zivilskimi in okoljskimi
1zolati;

e Potrditev pomena prenosa odpornosti bakterij Campylobacter spp. preko
prehranske verige.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE
Predpostavili smo naslednje:

e PovrSinske vode in piScan¢je meso so kontaminirani z bakterijami rodu
Campylobacter, zato bodo dober vir za izolacijo okoljskih in Zivilskih sevov za
nadaljnje analize odpornosti izolatov proti antibiotikom;

e Okoljski, zivilski in humani izolati so podvrzeni razli¢nim pogojem, zato bo
odpornost izolatov proti antibiotikom razli¢na;

e Prevalenca odpornosti zivilskih izolatov bo bolj podobna humanim izolatom kot
okoljskim, ker je piS¢anc¢je meso bolj pomemben vektor prenosa okuzbe s
kampilobaktri kot povrSinske vode.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 ZNACILNOSTI BAKTERIJ RODU Campylobacter

Bakterije rodu Campylobacter, iz druzine Campylobacteraceae, so po Gramu negativne in
po obliki spiralno zavite pali¢ice, ki so gibljive zaradi flageliranosti celic (imajo
enopolarne ali bipolarne bicke). Celice so dolge 0,5-5 pm in Siroke od 0,2-0,8 pm.
Bakterije ne tvorijo spor in ne fermentirajo ali oksidirajo ogljikovih hidratov (Humphrey in
sod., 2007). Rastejo v temperaturnem obmocju med 37 in 45 °C z vrednostjo pH medija
med 5,8 in 8,0 (Kelana in Griffiths, 2003). Optimalna temperatura rasti je 42 °C, zato jih
pri tej temperaturi gojimo tudi laboratorijsko. Te temperature jih uvrSajo med
termotolerantne bakterije, najpomembnejsi vrsti med njimi sta Campylobacter jejuni in
Campylobacter coli (Hansson, 2007). Ne rastejo pri temperaturah pod 30 °C in s tem
izkljuCujejo moznost razmnozevanja v hrani. Njihova sposobnost prezivetja pada pri
ohlajanju ali zamrzovanju, kljub temu pa obstaja moznost, da prezivijo pri teh pogojih
daljse obdobje (Adams in Moss, 2008).

Slika 1: Znacilna oblika bakterij rodu
Campylobacter spp. (Cordemans, 2008).

Kampilobaktri so razmeroma pocasi rasto¢e bakterije, ki zahtevajo posebne pogoje za
gojenje. Kot mikroaerofilni mikroorganizmi najbolje rastejo pri znizani koncentraciji

2007).
Pri razli¢nih stresnih pogojih (pomanjkanje hranil, vode, nizka temperatura in prisotnost

zraka) ali v primeru starih kultur se spremenijo v kokoidno obliko (Smole Mozina in
Uzunovi¢-Kamberovic¢, 2005).
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Kokoidna oblika je lahko spece stanje bakterije, v katerem je bakterija negojljiva, ampak
metabolno aktivna in se lahko v primernem gostitelju povrne v prvotno stanje, ali pa
degenerativna, neviabilna oblika (Klan¢nik in sod., 2006). Takih organizmov ne moremo
izolirati z metodami gojitve, toda vseeno ostajajo infektivni (Rollinson in Colwell, 1986).

Prehod kampilobaktrov v Zivo, a negojljivo stanje (Viable but Non-Culturable — VBNC)
spodbudi izpostavitev oksidativnemu stresu, nizkim temperaturam in stradanje. Navadno
ga spremlja tudi morfoloska sprememba iz spiralne v kokoidno obliko, vendar to ni nujno
(Klan¢nik in sod., 2006).

Morfologija rasti bakterij Campylobacter spp. je lahko razli¢na in odvisna od sestavin
gojisca. Na agarjih, ki vsebujejo kri, najbolj tipicna morfologija variira od kroznih kolonij
do nepravilnih z gladkimi robovi, ki so znalilno sivkaste in rahlo roznate barve s

.....

kovinskim sijajem (Hansson, 2007).

Slika 2: Znacilna rast kampilobaktrov na gojis¢u z Slika 3: Znacilna rast kampilobaktrov na gojiscu z
ogljem — mCCDA agar (foto: Kapel T.). dodano krvjo — krvni agar (foto: Kapel T.).

2.2 PATOGENEZA

Za Cloveka in Zivali so bakterije Campylobacter pogosto patogene. Pri ljudeh se obicajno
pojavi akutna bakterijska okuzba, medtem ko je pri zivalih okuzba nema, brez vidnih
simptomov in znakov bolezni. So izjemno infektivni, zato lahko okuZzbo pri ljudeh
povzro¢i ze majhno Stevilo celic. Infektivna doza je med 500 in 10.000 celic in je odvisna
od vrste in stanja bakterijskih celic ter dovzetnosti gostitelja, njegove imunske odpornosti
in zdravstvenega stanja (Humphrey in sod., 2007). Glavna vrsta, vpletena pri infekcijah s
kampilobaktri, je C. jejuni, ki je odgovoren za 80-85 % vseh enteri¢nih infekeij
kampilobaktrov pri ljudeh, in C. coli kot druga (10-15 %). Ostali kampilobaktri, kot so C.
lari, C. upsaliensis in C. fetus, so redko potrjeni (Moore in sod., 2005).

Okuzba z bakterijami Campylobacter se najpogosteje pokaze kot akutni gastroenteritis, ki
ga spremljajo vnetje in vodena driska, v hujsi obliki kot krvava driska. Simptomi, ki se
pojavljajo, so bolecine v trebuhu, slabo pocutje in vrocina (Andlovic, 2002), ter minejo v
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nekaj dneh. Obicajno se bolezen razvije v dveh ali treh dneh po zauzitju kontaminirane
hrane in simptomi izginejo po edem tednu (Moore in sod., 2005). Tako bolezen poteka kot
kratkotrajna driska, le v hujSih primerih traja dlje kot teden dni. Zapleti so redki in se
pojavljajo kot zunaj crevesna vnetja, npr. meningitis (Andlovic, 2002). Bakterije
Campylobacter najprej kolonizirajo tanko ¢revesje in se nato razsirijo Se v debelo ¢revo,
katero je taréni organ bolezni (Poly in Guerry, 2008). Prva faza bakterijske infekcije je
naseljevanje mukoznega sloja, ki prekriva Grevesne epitelne celice. Crevesne okuZbe
povzroc¢ajo le gibljivi sevi, ki so se sposobni pritrditi na ¢revesno sluznico. Znacilno je
unicenje povrSine sluznice in s tem nastanek vnetja (Andlovic, 2002). Predvsem so
ogrozeni posamezniki s pomanjkanjem zelod¢ne kisline.

2.3 EPIDEMIOLOGIJA

Kampilobaktri so v naravi zelo razsirjeni in zivijo kot komenzali ali povzrocitelji bolezni v
prebavilih, secilih in rodilih Stevilnih domacih in divjih Zzivali (govedo, ovce, prasici,
perutnina, koze, psi, macke, glodalci in zlasti razli¢ne ptice). C. jejuni najdemo v ¢revesju
Stevilnih zivalskih vrst, medtem ko je C. coli razsirjen predvsem med prasi¢i (Andlovic,
2002). V juznoevropskih drzavah, predvsem na Balkanu, je epidemiologija kampilobaktrov
nakoliko drugaéna. Bolj je razSirjena vrsta C. coli, tako pri zivalih (npr. perutnini) kot tudi
povzrocitelj okuzb pri ljudeh (Smole M. in Uzunovi¢-Kamberovié¢, 2005).

Okuzbe pri ljudeh s kampilobaktri so lahko posledica uzivanja razli¢nih Zzivil, predvsem
mesa, surovega mleka in mlec¢nih izdelkov, redkeje pride do okuzbe z uzivanjem rib in
ribjih izdelkov, Skoljk ter zelenjave. Glavni viri sporadi¢nih okuzb ljudi so kontakt s
perutnino, uzivanje premalo toplotno obdelanega mesa, uzivanja vode iz neobdelanih
vodnih virov, ter kontakt s hiSnimi ljubljencki in drugimi Zivalmi. UZivanje kontaminirane
pitne vode in surovega mleka je pogosteje vzrok vecjih izbruhov (EFSA, 2010a). Izbruhi,
povezani s kontaminacijo pitne vode s C. jejuni, so predvsem skupni nordijskim drzavam,
in sicer Svedski, Norveski in Finski, kjer v redko poseljenih obmo¢jih za podzemne vode
ne uporabljajo dezinfekcije (Moore in sod., 2005).

V zadnjem casu je eden izmed dejavnikov tveganja nastanka bolezni tudi vedno pogostejSa
potovanja po svetu in s tem posledi¢no pojav potovalnih drisk.

Kampilobakterioza se pojavlja po vsem svetu, predvsem v zmernem pasu in ima
znacilnosti sezonskega obolenja, saj se ve¢ primerov obolenj pojavi v poznih
spomladanskih in poletnih mesecih (Humphrey in sod, 2007). V tem c¢asu so znani
dejavniki tveganja za bolezen bolj izraZeni (uZivanje premalo toplotno obdelanega mesa
(priprava mesa na zaru), okuzene hrane ali vode, surovega mleka, neposreden stik s
hi$nimi ljubljencki, domacimi zivalmi, kopanje v jezerih in potovanja v tujino) (Ekdahl in
sod., 2005). V manj razvitih drzavah zbolevajo predvsem otroci do 2 let, v razvitih pa
mladi odrasli (18 do 45 let) (Andlovic, 2002).

2.3.1 Humane kampilobakterioze

Nalezljive bolezni, med katere spadajo tudi akutne Crevesne okuzbe, so najpogostejSe
bolezni v populaciji. Pomembne niso samo zaradi njihove pogostosti, temve¢ tudi zaradi
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moznih trajnih posledic. Zato je pomembno pri preprecevanju nastanka le-teh njihovo
spremljanje tako v Sloveniji in Evropski uniji kot po svetu.

V vecini drzav ¢lanic Evropske unije se izvaja sistem nadzora nad zoonozami — okuzbami,
ki se prenaSajo z zivali na ¢loveka. Pri ljudeh sta danes najpogostejSa povzrocitelja zoonoz
¢revesni bakteriji iz rodu Salmonella in Campylobacter. Podatke posameznih drzav zbira
in objavlja v obliki skupnih porocil Evropska agencija za varno hrano (EFSA).

Po porocanju nekaterih literaturnih virov se Stevilo kampilobakterioz pocasi povecuje,
Stevilo salmoneloz pa v zadnjih letih mo¢no zmanjSuje, kar je razvidno iz preglednice 1, ki
prikazuje podatke iz poroc€il InStituta za varovanje zdravja v Sloveniji in organizacije
EFSA za EU. Svetovna zdravstvena organizacija (WHO) ocenjuje, da je vsako leto
okuzenih priblizno 1 % prebivalstva Zahodne Evrope (Humphrey in sod., 2007). Podatki o
prijavljenih primerih kampilobakterioz niso povsem natanc¢ni, saj naj bi po nekaterih virih
na vsak prijavljen primer kampilobakterioze priSlo 9 primerov, ki ostanejo neprijavljeni
(Humphrey in sod., 2007).

Preglednica 1: Stevilo prijavljenih primerov kampilobakterioze in salmoneloze in $tevilo prijavljenih
primerov na 100.000 prebivalcev v Sloveniji in EU, 2006-2010 (EFSA, 2007, 2009, 2010a, 2011a, 2012a;
1IVZ, 2009, 2010)

Kampilobakterioze Salmoneloze
Slovenija EU Slovenija EU
Incidenca (St. Incidenca Incidenca Incidenca
primerov/ (St. primerov/ (St. primerov/ (St. primerov/

Stevilo | 100.000 | Stevilo |  100.000 | Stevilo |  100.000 | Stevilo |  100.000
Leto | prijav | prebivalcev) | prijav | prebivalcev) | prijav | prebivalcev) | prijav | prebivalcev)

2006| 944 47,1 175561 46,1 1519 75,7 164011 34,6
2007 | 1075 53,7 200507 45,2 1345 67,1 151998 31,2
2008 | 888 43,9 190566 43,9 1090 54,3 131468 26,4
2009 | 921 45 198252 45,6 626 30,7 108614 23,7
2010 999 48,9 212064 48,6 347 16,9 99020 17,4

V letu 2006 je bilo v EU zabeleZenih 175.561 primerov kampilobakterioz, kar pomeni 46,1
primerov na 100.000 prebivalcev. Stevilo primerov prijav je v letu 2007 naraslo v
primerjavi z letom 2006 na 200.507. Povprecna incidenca se je zmanjsala, najverjetneje
zaradi vstopa novih ¢lanic v EU v letu 2007 s slabsim nadzorom oz. sistemom
epidemioloskega nadzora okuzb v svojih drZavah. Vecina c¢lanic EU, med njimi tudi
Slovenija, je porocala o porastu kampilobakterioz v letu 2007. V letu 2008 se je incidenca
kampilobaktetrioz zmanjSala na 40,7 primerov na 100.000 prebivalcev, skupaj je bilo
zabelezenih 190.566 primerov. V letu 2009 je bilo Stevilo prijav 198.252, povprecna
incidenca se je povecala iz 43,9 na 45,6 primerov na 100.000 prebivalcev (EFSA, 2007,
2009, 2010a, 2011a). V letu 2009 je bilo najvecje Stevilo prijav v Romuniji, medtem ko se
je v Avstriji mo¢no zmanjSalo (iz 51,4 se je zmanjSalo na 18,1 na 100.000 prebivalcev)
(EFSA, 2011a). V primerjavi z letom 2009, se je v letu 2010 Stevilo prijavljenih okuzb
povecalo iz 198.252 na 212.064 in povpre¢na incidenca se je povecala iz 45,6 na 48,6
primerov na 100.000 prebivalcev. Najveé¢ prijavljenih primerov je bilo na Ceskem in
najmanj v Litvi (EFSA, 2012a). V letu 2010 je opazen porast Stevila prijavljenih
kampilobakterioz in o€iten padec salmoneloz v evropskih drzavah.
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V primerjavi podatkov med Slovenijo in EU je razvidno zelo podobno nihanje primerov
prijav kampilobakterioz, saj je bilo v letu 2006 primerov prijav manj kot v letu 2007, iz
944 prijavljenih primerov se je dvignilo na 1075, kar pomeni da je bila incidenca v
Sloveniji v letu 2007 53,7 na 100.000 prebivalcev. V letu 2008 je Stevilo prijavljenih
primerov padlo na 888, v letu 2009 pa se je ponovno povisala in je bilo 921 prijav,
incidenca je bila 45 primerov na 100.000 prebivalcev. Tudi v letu 2010 se je incidenca
povisala na 48,9 na 100.000 prebivalcev, saj je bilo prijav 999 (EFSA, 2007, 2009, 2010a,
2011a, 2012a; IVZ, 2010).
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Slika 4: Primerjava prijavljenih primerov ¢revesnih okuzb pri ljudeh, povzroCenih s
salmonelami in kampilobaktri v Sloveniji v letih 2006-2010 (IVZ, 2011).

V primerjavi s salmonelozo je porast kampilobakterioz v zadnjih letih vis§ji v ve€ini drzav
Evropske unije, tudi v Sloveniji. Ta trend se kaze predvsem od leta 2009. V teh letih se je
najvecji porast pokazal na Cipru, v Estoniji, Franciji, Luksemburgu, na Malti,
Nizozemskem in Poljskem. Medtem pa je bil zabelezen najvecji padec Stevila prijavljenih
kampilobakterioz v Belgiji in Romuniji (EFSA, 2011a, 2012a; IVZ, 2010, 2011). V
Zdruzenih drzavah Amerike se Stevilo okuzb s kampilobaktri med ljudmi giblje skozi leto
med 2,1 in 2,5 milijonov prebivalcev, in se z leti povecuje (CDC, 2010). Zato je postal
Campylobacter spp. najpogostejsi povzrocitelj gastrointestinalnih okuzb v vecini drzav
Evropske unije in ZDA.

Najpogostejsi povzrocitelj okuzbe pri ljudeh je vrsta C. jejuni (EFSA, 2011a, 2012a).

2.3.2 Prenos bakterij Campylobacter spp. z Zivili

Najpogostejsi vzrok okuzb pri ljudeh z bakterijami Campylobacter je uzivanje
kontaminirane hrane Zivalskega izvora (Moore in sod., 2005), predvsem je izpostavljeno
perutninsko meso, ki ima najvisjo stopnjo kontaminacije s temi bakterijami.
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Najpogosteje je okuzeno meso brojlerjev, puranov in rac, v manjsih odstotkih se pojavlja
pri mesu prasicev in goveda. Analizirani vzorci mesa so bili odvzeti v klavnicah, Zivilski
predelavi in v prodaji. V letu 2009 je bilo najve¢ okuzenih vzorcev perutninskega mesa
odvzetega v klavnicah in predelavi v Spaniji (95,8 %; 70,7 %), najmanj pa v Estoniji
(klavnice 6,5 %) in Belgiji (predelava 9,0 %).V letu 2010 pa je bilo najve¢ okuzenih
vzorcev perutninskega mesa odvzetega v klavnicah na Irskem (63,4 %) in v predelavi v
Avstriji (90 %) ter najmanj v Estoniji (8,5 %) in Belgiji (8,9 %). Odstotek pozitivnih
vzorcev iz prodaje v Evropi variira od 3,1 % v Avstriji do 58,8 % v Luksemburgu. Pri
brojlerjih in perutnini pa se pojavnost kampilobaktrov povecuje, tako v jatah, kot tudi
posledi¢no v trupih in mesu perutnine (EFSA, 2012a).
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Slika 5: Pogostost bakterij Campylobacter pri zivalih na farmi in na mesu (v klavnici,
proizvodnji in prodaji) (EFSA, 2007, 2009, 2010a, 2011a, 2012a; Smole MozZina in sod.,
2011).

V evropskih drzavah porocajo, da so najpogosteje vzroki okuzbe s kampilobaktri
perutninsko meso, svinjina in govedina. Do okuzbe lahko pride tudi z uzivanjem
kontaminiranega surovega mleka in mle¢nih izdelkov. Tako se je v letu 2010 odstotek
pozitivnih vzorcev mleka in mle¢nih izdelkov gibal med 0 in 4,7 %. Analizirani so bili tudi
vzorci sadja in zelenjave, vendar nobeden ni bil kontaminiran z bakterijami
Campylobacter.
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Slika 6: Pogostost bakterij Campylobacter v mesu v Sloveniji od leta 2006 do 2010
(VURS, 2010).

V Sloveniji je glede na §tevilo analiziranih vzorcev mesa najve¢ okuZenega mesa perutnine
(pis€ancje in puranje meso). Odstotek kontaminiranega piscanc¢jega mesa se je po porocilu
Veterinarske uprave RS povecal v letih 2006 do 2010 iz 44 % na 79 %. Ob tem ni jasno,
koliko je k temu velikemu poveCanju izboljSana diagnostika, koliko pa je dejansko
povecanje deleza kontaminiranih vzorcev. Odstotek kontaminiranega puranjega mesa se je
iz leta 2006 v leto 2007 povisal (iz 3,8 na 35,4), po letu 2007 pa padal vse do leta 2010 in
dosegel vrednost 10,2 %. V letih 2007 in 2008 je bilo analizirano tudi meso prasicev in
goveda, ki pa se je v letih 2009 in 2010 ukinilo zaradi nizkega Stevila prisotnosti
kampilobaktrov.

Odstotek pojavljanja okuzenega mesa je v drzavah Evropske unije razli¢en. Visji odstotki
so v drzavah Juzne Evrope, predvsem zaradi klimatskih razmer, ki omogocajo hitrejsi
prenos okuzbe kot v skandinavskih drzavah. Pri predelavi zivil Zivalskega izvora je zelo
pomembno, da se prepre¢i stik med Crevesno vsebino zivali in mesom, da se prepreci
navzkrizna kontaminacija in s tem prenos okuzbe na ljudi.
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Slika 7: Pogostost kontaminiranih vzorcev mesa z bakterijami Campylobacter spp. v EU v
letih 2007, 2008, 2009, 2010 (EFSA, 2012a).

Glede na odstotek kontaminiranega mesa z bakterijami Campylobacter v prodaji spada
Slovenija, skupaj z Luksemburgom, Francijo in Cesko, v sam vrh evropskih drzav (EFSA,
2011a, 2012a).

2.3.3 Preprecevanje prenosa bolezni

Kampilobakterioza je infekcijska okuzba s termotolerantnimi bakterijami Campylobacter.
Glede na izvor bolezni spada med zoonoze, kar pomeni, da se prenasa na ljudi preko Zivali,
prenos je lahko direkten s kontaktom (prenos iz zivali na ¢loveka, prenos s ¢loveka na
¢loveka) ali z uzivanjem kontaminirane hrane zivalskega izvora (Moore in sod., 2005). Za
preprecitev okuzb s kampilobaktri je potrebna dobra kmetijska praksa in dobra higienska
praksa skozi ves postopek predelave Zivila. To vkljucuje npr. uporabo neopore¢ne vode za
napajanje zivali, vzdrzevanje ustrezne higiene, preprecitev navzkrizne kontaminacije med
rejo in klanjem ter med koncno pripravo hrane (Humphrey in sod., 2007).

Veliko primerov kampilobakterioz je sporadi¢nih ali v obliki manjSih izbruhov znotraj
druzin. Zato je pomembno lo¢evanje hrane, ki je vektor prenosa kampilobaktrov in jo
bomo toplotno obdelali lo¢eno od hrane, ki jo bomo zauzili surovo. Paziti moramo tudi na
higieno delovnih povrsin in kuhinjskih pripomockov, s katerimi obdelujemo potencialno
okuzeno hrano. Le tako se lahko izognemo navzkrizni kontaminaciji (Humphrey in sod.,
2007).

2.4 ODPORNOSTI BAKTERIJ RODU Campylobacter PROTI ANTIBIOTIKOM
2.4.1 Antibiotiki na splo$no

Antibiotiki so naravne snovi, ki ovirajo razmnoZevanje mikroorganizmov in so proizvod
zivih celic, predvsem gliv in bakterij. Sodobni antibiotiki so ve¢inoma kemoterapevtiki in
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so izdelani s sintezo ali kemijsko modifikacijo naravnega antibiotika. Z antibiotiki oz.
kemoterapevtiki preprecujemo razmnozevanje in rast bakterij (Kotnik, 2002).

Antibiotike razdelimo v skupine glede na njihovo delovanje in kemi¢no zgradbo. V
bakteriji imajo razli¢na ciljna mesta, kjer delujejo.

Glede na mehanizem delovanja razlikujemo 4 vrste antibiotikov in sicer takSne, ki:

e Preprecujejo sintezo celicne stene (npr. penicilini, cefalosporini, glikopeptidi,
bacitracin);

e Delujejo na sintezo znotrajceli€nih beljakovin (npr. ribosomi podenota 30S
(aminoglikozidi, tetraciklini) in ribosomi podenota 50S (makrolidi, kloramfenikol,
linkozamidi, fucidinska kislina));

e Vplivajo na sintezo jedrnih kislin (npr. kinoloni, sulfonamidi, trimetroprim,
rifampicin, metronidazol);

e Ovirajo dejavnosti, povezane s citoplazemsko membrano (npr. polimiksini,
amfotericin, nistatin, imidazol) (Kotnik, 2002).

V primerih okuzbe ljudi s kampilobaktri, ko je potrebno antibiotsko zdravljenje ali
kemoprofilaksa potovalne driske, sta zdravili izbora makrolid eritromicin in fluorokinolon
ciprofloksacin (Berce in sod., 2004), makrolidi kot antibiotiki izbora prve terapije in
fluorokinoloni kot izbor druge terapije (Gallay in sod., 2007).

Pomembne skupine antibiotikov, ki se uporabljajo v humani in veterinarski medicini, so
naslednje:

a.) Makrolidi so skupina antibiotikov, kateri delujejo kot zaviralci sinteze proteinov,
saj se vezejo na 50S podenoto in s tem zavrejo podaljSevanje polipeptidne verige.
Tvorba beljakovin se prehitro zakljuci in posledica je bakteriostatiéno delovanje.
Najbolj poznan predstavnik te skupine je eritromicin. Po sestavi so to spojine z
velikim laktonskim obrocem z ve¢ ketonskimi in hidroksilnimi skupinami. Pri
zdravljenju okuzb s kampilobaktri se najbolj pogosto uporablja eritromicin, ki se
veze na 50S ribosomsko podenoto ter tako inhibira translokacijo v proteinski
sintezi (povzro¢i disociacijo peptidil-tRNA iz ribosoma) (Vester in Douthwaite,
2001).

b.) Tetraciklini so antibiotiki, ki zavirajo sintezo beljakovin s tem, da se vezejo na 30S
ribosomsko podenoto. Med najbolj poznanimi je tetraciklin, ki ga v naravi
sintetizirajo bakterije iz rodu Streptomyces. Na osnovi te molekule so razvili
kemi¢no druge tetraciklinske antibiotike. Imajo Sirok spekter delovanja, saj
ucinkujejo tako na po Gramu negativne in pozitivne bakterije kot tudi na rikecije,
mikoplazme, klamidije, spirohete, leptospire in amebe (Varagi¢ in MiloSevic,
1999).

c.) Aminoglikozidi so spojine, ki imajo za sestavni skupini sladkorne in aminske
skupine. Imajo antibioti¢ne lastnosti in delujejo na Stevilne bakterije. Mednje
spadajo amikacin, gentamicin, neomicin, tobramicin, streptomicin. Med najbolj
poznanimi sta antibiotika streptomicin in gentamicin. Njihovo delovanje temelji na
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zaviranju sinteze proteinov z vezavo na 50S mesto ribosoma, hkrati pa delujejo Se
na bakterijsko membrano. Delujejo predvsem na G- bakterije in jih uporabljamo za
zdravljenje okuzb (Varagic¢ in MiloSevic, 1999).

d.) Kinoloni so antibiotiki popolnoma sinteti¢nega izvora in delujejo kot zaviralci
sinteze bakterijskih jedrnih kislin. Imenujemo jih tudi zaviralci giraze. Giraza je
encim, ki sodeluje pri podvajanju DNK. Med te spadajo nalidiksinska kislina,
ciprofloksacin, lomefloksacin, ofloksacin. Kinoloni so znani kot zelo ucinkoviti
antibiotiki proti po Gramu negativnim bakterijam, ki so rezistentne na penicilin,
cefalosporine in aminoglikozide. Imajo torej Sirok spekter delovanja, dobro
absorbcijo in hitro razporeditev v tkivih (Kotnik, 2002).

e.) Kloramfenikol je antibiotik, ki deluje kot zaviralec sinteze proteinov, ker se veze na
tarcno mesto 50S ribosomske podenote. Je antibiotik Sirokega spektra delovanja,
saj deluje proti Stevilnim razlicnim mikroorganizmom (G+ in G- bakterije,
anaerobne in aerobne, klamidije). Glede na samo koli¢ino antibiotika lahko deluje
bakteriostati¢no ali baktericidno (Kotnik, 2002).

Antibiotiki delujejo kot mocan selekcijski pritisk na populacije bakterij, ki so zaradi
kratkega generacijskega Casa sposobne hitro razviti mehanizme za odpornost. Ti
mehanizmi vkljuCujejo encime za razgradnjo ucinkovin ali spremembe v steni oz.
membrani, ki preprecujejo, da bi ucinkovina uspesno prehajala v celico in se v njej
akumulirala v inhibitorni oz. baktericidni koncentraciji.

2.4.2 Razvoj bakterijske odpornosti

Odkritje antibiotikov pomeni enega najpomembnejSih mejnikov v razvoju in napredku
medicine. Vendar njihova uporaba ni samo mo¢no zmanjSala smrtnosti zaradi infekcijskih
bolezni, ampak tudi postopno razvila vse ve¢ bakterijskih sevov, ki so odporni proti
posameznim ali celo ve¢ razlicnim antibiotikom. Selekcijo odpornih bakterijskih sevov
omogoca predvsem mnozi¢na in mnogokratna nekriticna uporaba antibiotikov (Seme,
2002).

Odpornost bakterij proti antibiotikom lahko opredelimo kot njihovo sposobnost, ki je lahko
trajna ali zacasna, da zmanjSajo ali iznicijo ucinke antibiotika. Kljub prisotnosti antibiotika
s tako sposobnostjo prezivijo in se Se naprej razmnozujejo. Delovanje posameznih
antibiotikov vrednotimo z minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK), ki nam pove, katera
najmanjSa koncentracija antibiotika inhibira vidno rast testnega mikroorganizma (Avrain in
sod., 2003). Dolocanje vrednosti MIK je uporabno za vrednotenje relativne stopnje
obcutljivosti bakterij proti razlicnim protimikrobnim snovem in za primerjanje relativnih
aktivnosti agensov proti razlicnim vrstam mikroorganizmov (Burt, 2004). Tako lahko
glede na vrednost MIK dolo¢imo uéinkovitost protimikrobnega sredstva. Ce se pojavlja
sprememba v obcutljivosti mikroorganizma do dolo¢enega protimikrobnega sredstva, to
pomeni, da je organizem razvil odpornost, saj ga zacne zavracati in se nanj ve¢ ne odziva.
Raziskave so pokazale, da so vrednosti MIK za razlicne mikroorganizme v bujonu
nekoliko nizje kot na agarju (Burt, 2004).


http://sl.wikipedia.org/w/index.php?title=Selekcijski_pritisk&action=edit&redlink=1�
http://sl.wikipedia.org/wiki/Populacija_%28biologija%29�
http://sl.wikipedia.org/wiki/Encim�
http://sl.wikipedia.org/wiki/Celi%C4%8Dna_stena�
http://sl.wikipedia.org/wiki/Celi%C4%8Dna_membrana�
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Bakterijska odpornost je lahko naravna ali pridobljena. O naravni (intrinzi¢ni) odpornosti
bakterij proti antibiotikom govorimo, kadar je vsa bakterijska vrsta odporna proti neki
skupini antibiotikov. Pridobljeno odpornost proti antibiotikom imajo samo posamezni sevi
neke bakterijske vrste ali rodu. Lahko je posledica mutacije kromosomskega ali
plazmidnega gena posamezne bakterijske celice ali pridobitve nove genetske informacije z
genskim prenosom iz druge baterijske celice, predvsem s konjugacijo ali transformacijo
(Seme, 2002).

Poznamo 5 osnovnih mehanizmov bakterijske odpornosti proti antibiotikom (Seme, 2002):
e sprememba tar¢nega mesta oz. prijemaliS¢a antibiotika;

encimska razgradnja antibiotika;

neprepustnost 0z. zmanjSana prepustnost celicne membrane na antibiotik;

sprememba presnovne poti, na katero deluje antibiotik;

aktivno iz€rpavanje antibiotika iz bakterijske celice z aktivnim prenosom.

Vzrokov povecane pridobljene odpornosti je veliko. Mednje spadajo tudi nepravilna
uporaba antibiotikov, neurejena prodaja antibiotikov (prodaja »pod pultom«), slabo
profesionalno poznavanje antibiotikov, pomanjkljivo spremljanje gibanja odpornosti
bakterij, pomanjkljiva bolniSni¢na higiena, naraSanje Stevila imunokompromitiranih
bolnikov in starostnikov, naraS€anje pogostosti potovanj po celem svetu, neupostevanje
principov. HACCP-sistema pri proizvodnji hrane zivalskega izvora, velika uporaba
antibiotikov in kemoterapevtikov pri zivalih v profilakticne namene in uporaba
antibiotikov kot biostimulatorjev za pospesevanje rasti (Berce in sod., 2004).

2.4.2.1 Mehanizmi odpornosti bakterij Campylobacter

Glede na vrsto antibiotika so kampilobaktri razvili dolo¢en mehanizem odpornosti.
Antibiotiki prehajajo v bakterijsko celico po razlicnih poteh, ki so odvisne od njihove
strukture. Prva ovira za antibiotike je selektivna prepustnost membrane. Tako majhni
hidrofilni antibiotiki prehajajo skozi membranske pore, medtem ko hidrofobni skozi
lipidne membrane (Jeon in sod., 2010).

Luangtongkum in sod. (2009) porocajo, da je rezistenca proti fluorokinolonom ve¢inoma
posledica tockovne mutacije v regiji (QRDR — quinolone resistance-determining region),
ki dolo¢a odpornost proti kinolonom v dednem zapisu giraze A (Gyr A). Na girazi B ni
poznane nobene mutacije, ki bi bila povezana s pojavom rezistence na kinolone pri
kampilobaktrih. Pri Gram negativnih bakterijah so v odpornosti na kinolone vkljuceni tudi
geni, ki kodirajo topoizomerazo IV, toda bakterije Campylobacter teh genov nimajo. Pri
kampilobaktrih so vse znane determinante za odpornost proti fluorokinolonom kodirane na
kromosomu. NajpogostejSa mutacija je sprememba C2567T v genu GyrA, ki vodi do
zamenjave T86I v girazi in povzroca visoko odpornost proti fluorokinolom. Dodatno
odpornost, poleg mutacije v GyrA, povzroca tudi aktivnost izlivne ¢rpalke CmeABC, ki
deluje sinergisticno z mutacijo v GyrA, saj aktivno izloCa antibiotik iz celice
(Luangtongkum in sod., 2009). Pomembno vlogo pri pojavljanju odpornosti proti tem
antibiotikom imajo tudi geni CmeA, CmeB in cmeG, ki kodirajo proteine membranskih
izlivnih ¢rpalk CmeABC, CmeDEF in CmeGH. Vsi lahko pove€ajo odpornost
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kampilobaktrov proti ciprofloksacinu, gentamicinu, tetraciklinu, etidijevem bromidu,
zol¢ni kislini in vodikovem peroksidu (Jeon in sod., 2010).

Odpornost proti makrolidom pri kampilobaktrih je povezana s tar¢no modifikacijo in
aktivnim izlivom. Do modifikacije ribosomske tarCe pride s tockovno mutacijo v 23S
rRNA in/ali proteinih L4 in 22 ali z encimsko posredovano metilacijo. Pri sevih
Campylobacter jejuni in C. coli je najpogostejSi mehanizem odpornosti proti makrolidom
tockovna mutacija v 23S rRNA (Luangtongkum in sod., 2009). K dodatni odpornosti
pripomorejo tudi izlivne c¢rpalke CmeABC, saj ¢e pride do inaktivacije Crpalke se
odpornost ponovno poveca. Oba procesa skupaj, tar¢na modifikacija in aktiven izliv,
omogocata odpornost hkrati proti makrolidom (eritromicin, azitromicin) in ketolidom
(Jeon in sod., 2010; Luangtongkum in sod., 2009).

Odpornost proti tetraciklinom pri bakterijah Campylobacter je posredovana z zapisom
tet(O), ki je edini gen tet, ki ga najdemo pri kampilobaktrih. Je zelo razSirjen med izolati iz
zivali. Tet(O) kodira ribosomski zasCitni protein, ki prepozna vezavno mesto A na
ribosomu in se veze z njim, da pride do konformacijske spremembe ribosoma, kar povzroci
sprostitev vezane molekule tretraciklina. Ta zapis tet(O) se ponavadi nahaja na plazmidu,
nekateri sevi Campylobacter pa ga imajo na kromosomu. Izlivne ¢rpalke CmeABC
pripomorejo k pove€ani odpornosti tudi pri tetraciklinu (Luangtongkum in sod., 2009).

Vecina avtorjev poroca o odpornosti na antibiotike, ki spadajo v skupine fluorokinolonov,
makrolidov in tetraciklinov, medtem ko o pojavu odpornosti na druge antibiotike ni toliko
znanega (Luangtongkum in sod., 2009; Jeon in sod., 2010; Moore in sod., 2005). To je
razumljivo, saj se za tretiranje kampilobakterioz uporabljajo predvsem antibiotiki iz teh
treh skupin.

2.4.3 Prevalenca odpornosti bakterij Campylobacter proti antibiotikom

Odpornost proti antibiotikom je poseben problem pri patogenih bakterijah v prehranski
verigi. Ve kot 50 let so bile protimikrobne snovi temeljna komponenta pri zdravljenju
infekcijskih bolezni, tako v humani kot veterinarski medicini. Pretirana uporaba je
povzrocila povecano pogostost mikroorganizmov, odpornih proti protimikrobnim
zdravilom. Posledice odpornosti v javnem zdravstvu lahko vkljucujejo povecano pogostost
napak v zdravljenju in resnosti infekcij, predolgo trajajoce bolezni, ter s tem napredovanje
bolezni, podaljSanje hospitalizacije in moznost smrti (Newell in sod., 2010).

O hitrem porastu odstotka proti antibiotikom odpornih sevov bakterij Campylobacter spp.
poroc¢ajo iz mnogih drzav Evrope in sveta (Luangtongkum in sod., 2009). Pred uvedbo
kinolonov v veterinarsko prakso je bila odpornost Campylobacter spp. proti kinolonom
nepoznana. Ceprav so se e pred tem uporabljali v humane namene makrolidi, pojava
rezistentnih sevov niso opazili. Po uvedbi in uporabi fluorokinolonov pri zivalih pa je po
celem svetu prislo do porasta odpornih izoliranih Campylobacter spp. (Aerustrup in
Wegener, 1999; Engberg in sod., 2001; White in sod., 2002).

Konec 80.-ih let so bili registrirani fluorokinoloni za veterinarsko uporabo v Kanadi in
ZDA, v 90.-1h letih pa so jim sledile Se Stevilne druge drzave (Engberg in sod., 2001). Pred
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tem ni bilo opaziti odpornih sevov kampilobaktrov proti fluorokinolonom (predvsem
ciprofloksacinu). V zadnjih letih pa je glede na porocila odpornost humanih klini¢nih
sevov v ZDA okoli 47 % vseh izoliranih sevov. Prav tako je odporen velik odstotek
izolatov iz zivali in ljudi v evropskih drzavah, saj se giblje med 17 in 99 %, kjer izstopa
Spanija z najvijo odpornostjo. Podoben trend nara$¢anja odpornosti, po 90.-ih letih, je
opazen tudi v Afriki in Aziji (predvsem Tajska in Honkong z 80 % odpornih sevov),
medtem ko je odstotek odpornih izolatov v Avstraliji in Novi Zelandiji v primerjavi veliko
nizji (Luangtongkum in sod., 2009).

V nekaterih drzavah EU in ZDA opazajo tudi povec¢ano odpornost proti makrolidom,
predvsem eritromicinu. Na splosno je odstotek odpornosti proti eritromicinu bakterij
Campylobacter, vklju¢ena oba najpogostejsa seva C. jejuni in C. coli, izoliranih iz ljudi in
zivali, v Kanadi in ZDA nizka (10 % ali manj). Podobno velja tudi za Campylobacter,
izoliran iz ljudi in C. jejuni, izoliran iz zivali v evropskih drzavah, kjer je stopnja
odpornosti nizka in stabilna. Problemati¢na in poviSana je odpornost proti eritromicinu
vrste C. coli, izoliranih iz zivali. Opazanja pri sevih so podobna tudi na drugih kontinentih
(Azija, Avstralija) (Luangtongkum in sod., 2009).
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Slika 8: Odstotek odpornosti proti posameznim antibiotikom bakterij Campylobacter spp.,
izoliranih iz ljudi v EU v letu 2010 (EFSA, 2012b).

V drzavah Evropske unije se je v letu 2010 najveckrat in najStevilénejSe pojavljala
izolatov se pojavljajo v drzavah Juzne in Srednje Evrope (Malta, Slovenija, Italija,
Avstrija), kjer je tudi kontaminacija mesa s kampilobaktri visoka. Odpornost proti

v

2012b).
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Sevi Campylobacter izolirani iz ljudi so imeli visoko stopnjo odpornosti proti
ciprofloksacinu, nalidiksinski kislini in tetraciklinu, medtem ko je bila najnizja odpornost
proti eritromicinu.
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Slika 9: Odstotek odpornosti proti posameznim antibiotikom bakterij Campylobacter spp.,
izoliranih iz perutninskega mesa v EU v letu 2010 (EFSA, 2012b).

Pojav odpornosti izolatov Campylobacter iz hrane (perutninsko meso) in Zivali (piSc¢anci,
prasici in govedo) je najvisja proti fluorokinolonom (ciprofloksacinu, nalidiksinski kislini,
tetraciklinu), ki se giblje med 14 % in 90 %. Veliko nizja je bila odpornost teh izolatov
proti eritromicinu in gentamicinu. Izolati C. coli so v veéini evropski drzav bolj odporni na
eritromicin, medtem ko je odpornost pri ostalih antibiotikih med C. jejuni in C. coli po

odstotkih primerljiva.

V Sloveniji je poroCanje o povecani pojavnosti rezistence kampilobaktrov na kinolone Ze
od leta 1998 za humane izolate, medtem ko za izolate izolirane iz hrane do leta 2004 ni
podatkov (Berce in sod., 2004). V porocilu iz leta 2005, se je pojavljala odpornost proti
nalidiksinski kislini pri izolatih iz perutninskega mesa v letih 2001 in 2003 v 49,1 %, v letu
2006 se je povisala na 78,1 % in podobno v letu 2009, ko je narasla na 86,0 % (Smole
Mozina in sod., 2011).

Predvsem so odporni proti fluorokinolom sevi C. jejuni, izolirani iz perutninskega mesa in
ljudi, medtem ko so proti eritromicinu bolj odporni sevi C. coli, izolirani iz svinjine.
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Slika 10: Odstotek odpornih izolatov Campylobacter proti posameznim antibiotikom
(izoliranih iz mesa in mesnih pripravkov brojlerjev in puranov — razsekovalnice in
prodaja na drobno, feces in koza brojlerjev in puranov — razsekovalnice) Slovenija,
2008-2010 (VURS, 2010).

Iz slike je razvidno, da je razmerje med protimikrobnimi zdravili, pri katerih se
najpogosteje pojavlja odpornost posameznih izolatov iz mesa v letu 2009, nekoliko visja
kot v letu 2008. V letu 2008 in 2009 se pri izolatih najpogosteje pojavlja odpornost proti
ciprofloksacinu, nalidiksinski kislini in tetraciklinu, medtem ko je odpornost proti
eritromicinu minimalna. V letu 2010 se je v primerjavi z letom 2009 odpornost proti
ciprofloksacinu in nalidiksinski kislini znizala (iz 82 na 78 %; iz 72 na 46 %), vendar je Se
vedno visoka. Odpornost proti tetraciklinu se je povisala iz 54 na 56 %.

Po delezu rezistentnih sevov C. jejuni proti eritromicinu sodimo med deZele z nizko
prevalenco, medtem ko nas z leti povecana odpornost na ciprofloksacin uvr§¢a med dezele
z najvecjim deleZem odpornih bakterij proti fluorokinolom.

Zelo problematicen in nezazelen je pojav veckratno odpornih kampilobaktrov, predvsem
odpornih hkrati na makrolide in kinolone, ki veljajo za sredstvi prvega in drugega izbora
pri terapiji. Pogosto je okoli polovica izoliranih sevov iz piS€ancjega mesa v centralni
Evropi rezistentnih na vsaj 2 antibiotika, ki se uporabljata v humani in veterinarski
medicini, in ena tretjina na posamicen antibiotik.

2.5 METODE DELA S KAMPILOBAKTRI V LABORATORIJU
2.5.1 Izolacija in identifikacija

Ugotavljanje prisotnosti patogenih bakterij v vzorcih zivil, vode in klini¢énih humanih
vzorcih je velikokrat tezavno, ker je Stevilo tarénih bakterij predvsem v vzorcih zivil in
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vode relativno nizko v primerjavi s Stevilom drugih mikroorganizmov. Bakterijske celice
so v zivilih lahko tudi poSkodovane, zaradi razli¢nih tehnoloskih postopkov obdelave.

Mikrobioloske metode, ki sluzijo preiskavi zivil in vode, lahko razdelimo v naslednje
skupine (JerSek, 2004):

e klasi¢ne mikrobioloske metode,

¢ izboljSane in avtomatizirane mikrobioloske metode in

e alternativne metode (impedanca, imunoloske metode, molekularne metode).

2.5.1.1 Klasicen postopek

Klasi¢na metoda odkrivanja kampilobaktrov v vzorcih zivil, vode in klini¢nih vzorcih
ustreznih razmer inkubacije — rasti (JerSek, 2004). Pri klasi¢ni identifikaciji je potrebno
izolirati Cisto kulturo na primernem izolacijskem gojis¢u, nato pa izvesti serijo
biokemijskih in seroloski testov. Kljub temu, da so klasi¢ne metode nezahtevne in imajo
dobro obcutljivost, so dolgotrajne zaradi prilagoditve na rast in razmnoZevanje
mikroorganizmov.

a.) Klasi¢en postopek odkrivanja bakterij rodu Campylobacter v vodi

Postopek odkrivanja kampilobaktrov v povrSinskih vodah se za¢ne z mikrofiltracijo vzorca
vode, kjer se dolo¢ena koncentracija mikroorganizmov zadrzi na mikrofiltru, nato pa ta
mikrofilter poloZzimo v obogatitveni bujon in inkubiramo. Po navodilih mednarodnega
standarda ISO 17995: 2005 prefiltriramo skozi filter s porami 0,45 pm 100 ml vzorca
vode. Nato ta filter poloZimo v obogatitveno gojiS¢e Bolton ali Preston, ki smo ga
pripravili v sterilni vrecki in vse skupaj inkubiramo v mikroaerofilni atmosferi na
37 °C 1 °C za 44 +4 ure. Po inkubaciji odpipetiramo 100 pl vzorca iz obogatitvenega
gojis¢a na petrijevo plos¢o z mCCDA in razmazemo s stekleno pal¢ko. Plos¢e nato
zapremo v posode, katerim smo dodali vrecke za vzpostavitev mikroaerofilnih pogojev in
vse skupaj inkubiramo na 41,5 °C =1 °C za 44 44 ure. Nato precepimo kolonije
kampilobaktrov na 2 petrijevi plos¢i z gojiS¢éem mCCDA. Eno plosco inkubiramo pod
mikroaerofilnimi pogoji, drugo pa pod aerobnimi pri 41,5 °C £1 °C za 44 +4 ure. Ce je rast
samo pri mikroaerofilnih pogojih, izvedemo Se biokemicne teste, ki nam potrdijo in
identificirajo posamezne vrste.

b.) Klasi¢en postopek odkrivanja bakterij rodu Campylobacter v perutninskem mesu

Povecana koncentracija kampilobaktrov je na povrSini perutninskega mesa, zato je za
dolocitev le te potreben izpirek vzorca perutnine. Posamezne vzorce smo dali v sterilno
vrecko, jih prelili z 180 ml fizioloske raztopine, vse skupaj pregnetli in za kasnejSo analizo
uporabili samo 25 ml izpirka. Po mednarodnem standardu ISO 10272-1 se doda 25 ml
izpirka v 225 ml obogatitvenega bujona Bolton, nato sledi inkubacija v mikroaerofilnih
pogojih najprej za 4 do 6 ur na 37 °C £1 °C in nato na 41,5 °C £1 °C za 44 +4 ure. Po
inkubaciji odpipetiramo 100 pl vzorca iz obogatitvenega gojis€a na petrijevo plos¢o z
mCCDA in razmazemo s stekleno palcko. Vsi nadaljnji postopki do identifikacije
posameznih vrst so enaki kot pri postopku odkrivanja kampilobaktrov v vodi.
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2.5.1.2 Molekularna metoda

Molekularne metode so s svojo hitro in jasno detekcijo in identifikacijo patogenih bakterij
v hrani postale alternativna metoda klasicnim mikrobioloSkim metodam. Pomemben
napredek v kvantifikaciji patogenih bakterij direktno iz hrane je v uporabi teh metod, ki
temeljijo predvsem na razsiritvi ciljnega zaporedja sekvenc DNA (ali RNA) z verizno
reakcijo s polimerazo (PCR), brez predhodne obogatitve in kultivacije (Rantsiou in sod.,
2010).

V primerjavi s klasicno gojitveno metoda je PCR veliko hitrejSa in obcutljivejSa. Vendar
je problem, da za svoje delovanje potrebuje relativno drago opremo. Poleg tega postopek
detekcije ne omogoca izolacije Ciste kulture za nadaljnje testiranje.

2.5.2 Ugotavljanje odpornosti proti antibiotikom

Dolocanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) v diagnosti¢nih laboratorijih za
potrjevanje proti antibiotikom odpornih mikroorganizmov je pomembno, da so metode
enostavne, hitre in dajo zanesljive rezultate. Na voljo je ve¢ komercialnih metod, kot so
npr. komercialno pripravljena gojis¢a Sensititre®. Najpogosteje priporodena metoda za
ugotavljanje obcutljivosti je dilucijska metoda v agarju, ki se pod mikroaerofilnimi pogoji
izvaja na krvnem trdnem gojiScu, vendar se zaradi dolgotrajnosti le redko uporablja v
laboratorijih za rutinske preiskave. Nedavno je bila za ugotavljanje odpornosti bakterij
C. jejuni in C. coli standardizirana metoda mikrodilucije v bujonu, ki je zaradi vecje
enostavnosti bolj sprejemljiva in primerna za rutinske preiskave. Omogoca spremljanje
odpornosti vecjega Stevila izolatov (Luber in sod., 2003).

2.5.2.1 Difuzijske metode

Difuzijske metode v agarju z diski

Pri tej metodi dolocanja odpornosti bakterijskih izolatov proti protimikrobnim snovem
uporabljamo diske prepojene z znano koncentracijo antibiotikov. Pri izvedbi te metode na
inokuliran agar postavimo papirnat disk, z naneSeno koncentracijo antibiotika. Le-ta nato
difundira skozi agar. Ko razdalja od diska naraS¢a, koncentracija antibiotika logaritemsko
pada. Nastanejo inhibicijske cone rasti bakterij. Cim irsi je premer cone (oznatujemo ga:
++++ = zelo obcutljiv; +++ = obcutljiv; ++ = srednje obcutljiv; + = slabo obcutljiv; 0 =
neobcutljiv), tem bolj je dana bakterija obcutljiva na antibiotik (Kotnik, 2002).

2.5.2.2 Dilucijske metode

Dilucijske metode se uporabljajo za dolocanje minimalne koncentracije antibiotika, ki je
potreben, da ubije ali inhibira mikroorganizem. Za dolocanje protimikrobne inhibitorne
sredstvo razred¢imo v trdnem gojiscu, govorimo o dilucijski metodi v agarju. Ce pa ga
razred¢imo v tekocem gojis€u, govorimo o makro- ali mikrodilucijski metodi v bujonu.
Obicajno so protimikrobna sredstva testirana pri 2-kratnih serijskih razredc¢itvah v gojiscu.
Najnizja koncentracija, ki inhibira vidno rast testiranega organizma, je oznacena kot
vrednost MIK (Woods in Washington, 1999; Luangtongkum in sod., 2007).
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Med dilucijske metode spadajo: metoda v agarju, makrodilucija v bujonu in mikrodilucija
v bujonu.
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Slika 11: Primer prikaza difuzijske in dilucijske metode doloCanja protimikrobne odpornosti
(Filipic, 1996).

Dilucijska metoda v agarju

Dilucijska metoda v agarju je standardizirana in zanesljiva tehnika testiranja, ki jo lahko
uporabimo kot referenéno metodo za ovrednotenje drugih metod.

Za testiranje obcutljivosti bakterij Campylobacter se izvaja v mikroaerofilnih pogojih, na
trdem krvnem gojiscu (najpogosteje se uporablja gojis¢e Mueller-Hinton s 5 % konjske ali
ov¢je krvi), vendar se zaradi dolgotrajnosti le redko uporablja v laboratorijih za rutinske
preiskave (Woods in Washington, 1999; Luangtongkum in sod., 2007).

Dilucijska metoda v agarju je prva metoda, ki je bila standardizirana za dolocanje
minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) za Campylobacter (Luber in sod., 2003).

Mikrodilucija v bujonu
Mikrodilucijska metoda v bujonu je bila nedavno standardizirana za ugotavljanje

odpornosti bakterij C. jejuni in C. coli za nekatere antibiotike (McDermott in sod., 2005).
Rast spremljamo v gojiS¢u na mikrotitrskih ploScah. Obicajno so protimikrobne snovi
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testirane pri 2-kratnih serijskih razredcitvah v gojiscu. Najnizja koncentracija antibiotika,
ki inhibira vidno rast testiranega organizma, je oznacena kot MIK. Minimalno inhibitorno
koncentracijo doloCamo na osnovi merjenja motnosti (opticne gostote), fluorescence ali
bioluminiscence gojis¢a. Vse troje je lahko znak rasti mikrobnih celic (Luber in sod.,
2003).

2.5.2.3 Primerjava metod dolo¢anja odpornosti

Difuzijske metode se veliko uporabljajo za rutinske preiskave, omogocajo hitre rezultate, a
imajo omejitve (Luber in sod., 2003). Metoda je tehnicno preprosto izvedljiva in
ponovljiva, reagenti so ekoloSko sprejemljivi, ter ne zahteva posebne opreme. Problem se
pojavi pri izbiri mikroorganizmov, saj metoda ni standardizirana za vse mikroorganizme.
Prav tako pa je slabost podajanje rezultatov MIK, kjer se lahko pojavijo vecje napake, npr.
zaradi slabe difuzije protimikrobnega sredstva skozi diske. Rezultati so med razli¢nimi
Studijami tezko primerljivi (Woods in Washington, 1999). Engberg in sod. (1999) so
ugotovili, da difuzijske metode dajejo nizje rezultate za vrednosti MIK kot druge metode.

Dilucijske metode so v primerjavi z difuzijskimi veliko bolj uporabne za dolocanje
odpornosti proti dolocenim antibiotikom, saj so enostavnejSe in hitrejSe. Predvsem se je
uveljavila mikrodilucijska metoda, ki je zaradi enostavnosti bolj sprejemljiva in primerna
za rutinske preiskave v laboratorijih ter omogoc¢a spremljanje odpornosti vec¢jega Stevila
izolatov. Primerna je tudi za testiranje ve¢ protimikrobnih snovi proti enemu izolatu. Je
hitra in ekonomsko ugodna metoda za ugotavljanje MIK (Woods in Washington, 1999).

Doloc¢anje bakterijske odpornosti proti antibiotikom v naSem eksperimentalnem delu je
potekalo z mikrodilucijsko metodo na komercialno pripravljenih mikrotitrskih plos¢icah
Sensititre® (Trek Diagnostic System).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 POTEK DELA

Priprava vzorcev W Izolacija bakterij:
! ! e Klasi¢ni metodi :
Mikrofiltracija  Izpirki Zivil -ISO 17995:2005 (voda)
povrsinske vode (perutninskega mesa) - ISO 10272-1 (Zivila)

Zamrznitev Cistih kultur, potrjenih
po identifikacijskih testih:
- Hipurat

- Indoksil acetat Zamrznjeni humani izolati

Ponovna revitalizacija kultur na gojisc¢u

Sivkaste kolonije s srebrnim sijajem
Campylaobacter iejuni/Campylobacter coli i

UGOTAVLJANJE ODPORNOSTI PROTI ANTIBIOTIKOM

Mikrodiluciiska metoda na mikrotitrski plos¢ici Sensititre® (Trek Diagnostic Svstems)

Inkubacija
mikroaerofilni
pogoji 48 h pri

W
VREDNOTENJE REZULTATOV
Dolo¢itev MIK za antibiotike in odpornih sevov C. jejuni in C. coli

Primerjava
rezultatov

e Glede na izvor seva (izolati iz zivil, povrsinskih vod in w
humanega blata)

e Glede na trend pojava bakterijske odpornosti proti
antibiotikom v Sloveniii in Evropi W

Slika 12: Postopek celotnega eksperimentalnega dela.
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Celotno eksperimentalno delo diplomske naloge je vkljuc¢evalo 3 dele. Najprej smo iskali
prisotnost bakterij rodu Campylobacter v posameznih vzorcih povrSinskih vod in zivil
(perutninsko meso). Ce je bila prisotnost katerekoli vrste potrjena, smo izolate zamrznili,
kasneje pa ponovno uporabili za pripravo antibiograma.

3.2 MATERIALI
3.2.1 Mikroorganizmi in analizirani vzorci

Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 2 referen¢na seva:
e C.coli ATCC 43477
e C.jejuni ATCC 33291

Vzorci

Raziskava je vkljuCevala 3 vrste vzorcev, med katerimi so glavni mediji prenosa
kampilobaktrov in sicer povrsinske vode in zivila (perutninsko meso). Za primerjavo smo
v analizo vkljucili humane seve, izolirane iz blata bolnikov s ¢revesnimi ukuzbami.

Eksperimentalni del je vklju€eval analizo 90 vzorcev povrsinskih vod in 28 vzorcev zivil
(perutninskega mesa). Detekcija kampilobaktrov v tak$nih vzorcih je tezavna, ker je
prisotno majhno Stevilo celic v primerjavi s kompetitivno mikrobioto, saj nam je uspelo
izolirati za preucevanje bakterijske odpornosti samo 7 pozitivnih vzorcev bakterij
Campylobacter iz povrsinski vod in 16 iz perutninskega mesa.

Za pripravo antibiograma in preucevanje odpornosti proti antibiotikom smo uporabili
izolate bakterij Campylobacter iz 19 vzorcev povrSinski vod, 21 vzorcev zivil in 20
humanih klini¢nih vzorcev. Vse izolate smo dobili na Zavodu za zdravstveno varstvo
Maribor (v nad. ZZV MB). Nekateri izolati iz vzorcev povrSinskih vod, perutninskega
mesa in vsi humani izolati, ki smo jih preucevali, so bili izolirani v letu 2011 (izjemoma v
letu 2010).

3.2.2 Gojisca

Kot obogatitveno gojisc¢e bakterij rodu Campylobacter smo uporabljali dve razli¢ni tekoci

.....

komercialno pripravljeno gojis¢e Sensitire” (Treck Diagnostic Systems).
3.2.2.1 Tekoce selektivno obogatitveno gojisce Bolton

Vsebuje naslednje sestavine:
e osnovni medij Bolton basal broth (Oxoid CM0983)
e dodatek za selektivnost Bolton broth selective supplement (Oxoid SR0183)
e defibrirana konjska kri (Oxoid SR0048)
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Preglednica 2: Sestava osnovnega medija za goji§¢e Bolton (Ox0idCM0983)

Sestavine Kolicina (g/1)
mesni pepton 10,0
laktalbuminhidrolizat 5,0
kvasni ekstrakt 5,0
natrijev klorid 5,0
natrijev piruvat 0,5
natrijev metabisulfit 0,5
natrijev karbonat 0,6
alfa-ketoglutarat 1,0
hemin 0,01

pH 7,4 +0,2

Preglednica 3: Sestava dodatka za selektivnost Bolton Broth selective supplement (Oxoid CM0983)

Sestavine Kolic¢ina (mg/1)
Cefoperazon 20,0
Vankomicin 20,0
Trimetroprim 20,0
Cikloheksamid 50,0

Priprava tekocega gojis¢a Bolton

13,8 g osnovnega medija smo raztopili v 500 ml dH,O in sterilizirali z avtoklaviranjem pri
121 °C 15 minut. Ko se je ohladilo na 50 °C smo asepticno dodali 25 ml defibrinirane
konjske krvi in eno steklenicko dodatka za selektivnost.

3.2.2.2 Tekoce selektivno obogatitveno gojis¢e Preston

Vsebuje naslednje sestavine:
e 25 g osnovnega medija Preston (Oxoid CM0067)
e dodatek za selektivnost Preston (ISO 17995:2005(E))
e dodatek za rast Preston campylobacter growth supplement (ISO 17995:2005(E))
e 50 ml defibrirane konjske krvi (Oxoid SR0048)

Preglednica 4: Sestavine dodatka za selektivnost v gojis¢u Preston (ISO 17995:2005(E))

Sestavine Koli¢ina
Polimiksin B 5000 IU
Rifampicin 10,0 mg
Trimetoprim 10,0 mg
Amfotericin B 10,0 mg

Preglednica 5: Sestavine dodatka za rast v gojisc¢u Preston(ISO 17995:2005(E))

Sestavine Kolic¢ina (g/1)
natrijev piruvat 0,25
natrijev metabisulfit 0,25
zelezovsulfat FeSO4-7H,0 0,25
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Priprava tekocega gojis¢a Preston
12,5 g osnovnega medija smo raztopili v 500 ml dH20 in sterilizirali z avtoklaviranjem pri

121 °C 15 minut. Ko se je ohladilo na 50 °C, smo asepti¢no dodali 25 ml defibrinirane
konjske krvi ter po eno steklenicko dodatka za rast in dodatka za selektivnost.

3.2.2.3 Trdno selektivno gojis¢e mCCDA (modificirani ogljeni cefoperazon deoksiholatni
agar)

Vsebuje naslednje sestavine (po ISO 17995:2005(E)) :
e osnovni medij CCDA (Oxoid CM0739)
e dodatek za selektivnost mCCDA selective supplement (Oxoid SR0155)
e destilirana voda

Preglednica 6: Sestava osnovnega medija CCDA (Oxoid CM0739)

Sestavine Kolic¢ine (g/1)
Nutrient Broth No.2 25,0
aktivno oglje 4,0
kazein hidrolizat 3,0
natrijevdezoksikolat 1,0
Zelezov sulfat 0,25
natrijev piruvat 0,25
agar 12,0
pH 7,4 £0,2

Preglednica 7: Sestava dodatka za selektivnost CCDA (Oxoid SR0155)

Sestavine Koli¢ina (mg/l)
Cefoperazon 32
Amfotericin B 10

Priprava trdnega gojis¢a mCCDA

22,75 g osnovnega medija smo raztopili v 500 ml dH,O in avtoklavirali pri 121 °C 15
minut. Ko se je ohladilo na 50 °C, smo asepti¢no dodali dodatek za selektivnost. Dobro
smo premesali in prelili v sterilne petrijevke.

3.2.2.4 Komercialno pripravljeno gojis¢e Sensititre® (Treck Diagnostic Systems)

Za pripravo antibiograma smo uporabili:

e Sensititre®(Treck Diagnostic Systems) mikrotitrske ploigice za dologanje
odpornosti proti antibiotikom 7 antibiotikom - gentamicinu, streptomicinu,
ciprofloksacinu, tetraciklinu, eritromicinu, nalidiksinski kislini in kloramfenikolu

e Gojite Sensititre® CAMHBT: tekoe gojisée Mueller-Hinton z dodatkom pufra
TES (Treck Diagnostic Systems)
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Preglednica 8: Sestavine osnovnega medija Mueller-Hinton (Oxoid CM0337)

Sestavine Koli¢ina (mg/l)
goveji pepton 300
kazein hidrolizat 17,5
Skrob 1,5

agar 17

pH 7,3 +£0,1

3.2.3 Priprava reagentov in raztopin

3.2.3.1 Reagenti in raztopine za izvedbo hidrolize indoksil acetata (ISO 10272-1:2006(E))
e raztopina indoksil acetata (SIGMA, USA)
e aceton
e sterilna voda

Pripravljene diske indoksil acetata smo s cepilno zanko inokulirali s kolonijo in prelili s
kapljico sterilne destilirane vode. Kot pozitiven rezultat smo ovrednotili diske, ki so se v
roku 5-10 minut obarvali temnomodro.

3.2.3.2 Reagenti in raztopine za izvedbo hidrolize hipurata (ISO 10272-1:2006(E))
e natrijev hipurat
e natrijev klorid
e dinatrijev hidrogen fosfat dihidrat (Na2gHPO4-2H20)
e natrijev dihidrogen fosfat monohidrat (NaH2PO4-H20)
voda
ninhidrin

Kolonijo smo inokulirali v 0,4 ml raztopine natrijevega hipurata. Dobro smo premesali in
inkubirali 2 uri v vodni kopeli pri 37 °C. Nato smo na vrh raztopin Se dodali 0,2 ml
ninhidrina in inkubirali 10 minut v vodni kopeli pri 37 °C. Pozitiven rezultat smo od¢itali v
primeru temno vijoli¢ne obarvanosti.

3.2.3.3 Priprava raztopin antibiotikov

Odpornost izolatov bakterij Campylobacter smo preizkusali proti 7 razlicnim antibiotikom
in sicer gentamicinu, streptomicinu, ciprofloksacinu, tetraciklinu, eritromicinu,
nalidiksinski kislini ter kloramfenikolu. Za ugotavljanje odpornosti proti tem antibiotikom
smo uporabili mikrotitrske ploitice Sensitire®, katere Ze imajo dodane primerne
koncentracije antibiotikov za analizo. Pred dodajanjem inokuluma smo v vsako jamico z
avtomatsko pipeto dodali 5 pl sterilne destilirane vode, da se je tvorila raztopina in s tem
preprecili nastanek oborine med inkubacijo.
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3.2.4 Laboratorijski pribor in oprema

Pri delu smo uporabljali naslednji pribor in opremo:
e halja
rokavice
cepilne zanke
hokej palcka
petrijeve plosce
skalpeli
pincete
mikrocentrifugirke (1,5 ml in 2 ml)
celulozni filter papir (premer 47-50 mm, premer por 0,45um)
merilni valji (50 ml in 100 ml)
steklene epruvete
avtomatske pipete (Eppendorf, Nemcija)
steklene Pateurjeve pipete (10 ml)
plinski gorilnik
vrtinéni meSalnik (Assistant Reamix 2789, Nemcija)
anaerobni lonec
mikroaerofilne vrecke (Biomerieux, Francija)
inkubator (WTB binder, Nemcija)
mikrobioloska komora — laminarij (Iskra PIO, Slovenija)
hladilnik (LTH, Slovenija)
zamrzovalnik (Kirsch, Nemcija)
kalibrirana tehtnica (AES Laboratories, Nemcija)
centrifuga (Eppendorf, Nemcija)
nefelometer Densimat (Biomerieux, Francija)
set za zamrzovanje vzorcev (Microbank™ Blue, Canada)
mikrotitrske ploscice (Sensitire” Trek Diagnostic Systems, United Kingdom)
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3.3 METODE DELA

3.3.1 Odkrivanje termotolerantnih bakterij rodu Campylobacter v povrsinskih vodah
s klasi¢no metodo (ISO 17995:2005)

Celoten postopek odkrivanja kampilobaktrov v vzorcih povrsinskih vod je potekal po
postopkih, ki jih navaja standard ISO 17995:2005. Celoten postopek detekcije bakterij
Campylobacter vkljucuje predhodno obogatitev v gojiscu, kjer so se sposobne
razmnozevat in v Casu inkubacije tvoriti tipicne kolonije pri ustrezni temperaturi na
ustreznem gojiscu. Nato je sledila izolacije Ciste kulture, ter doloCitev vrste posameznih
sevov s potrditvenimi testi.

Vz OE?C Membranska
povrsinske m mikrofilracija Filter papiréek
vode | (0.45 pm)

Ni rasti bakterj Aerobna inkubacia
Campylobacter @1,5:1)°C za

(2124) ure I I

Obogatitev v seleklivnem
gojis€u (100mi): Bolton in
Preston

Mikroaerofina ink{ubacija
(37 +17C za (4414) ure

Precepitev na Sive kolonije s Nacepitev namCCDA(D,1
&= 2phb3d Kook mi). mikre oaerofina
mCCDA sijajem inkubacija (37+1yC za
{4424 ure
Mikroaerofilna
inkubacia
(41.5:1)°C za (4d£4)
Znatilna rast bakterij Mikrozaerofilna Pofrditveni testi za
Campylobacter v inkubacij kampilobaktre: hidroliza
mikroaerofiinih pogojin (41.541)°C za (2114) hipurata in indoksil acetata

Slika 13: Prikaz odkrivanja bakterij Campylobacter v vodi po klasi¢ni metodi (ISO 17995:2005).

Membranska mikrofiltracija

Pred zacetkom filtracije smo ozgali filter z ognjem, nanj polozili filter papir in nastavek,
ter prefiltrirali 100 ml vzorca. Nato smo odvzeli nastavek in s sterilno pinceto prenesli
filter papir v 100 ml obogatitvenega gojis¢a Bolton in Preston. Sledila je inkubacija v
mikroaerofilnih pogojih, kot je prikazano na sliki 13.

3.3.1.1 Priprava suspenzije celic s specificno tezo 0,5 po McFarlandu za pozitivno kontrolo
Za pripravo suspenzije celic s specifi¢no tezo 0,5 po McFarlandu smo prenesli pozitivno
kontrolo (referen¢na seva C. coli ali C. jejuni) iz gojis¢éa mCCDA s pomocjo vatirane
palcke v epruveto s fizioloSko raztopino. Tako smo z nefalometrom pripravili suspenzijo
celic s specifi¢no tezo 0,5 po McFarlandu, kar pomeni koncentracija 10°® CFU/ml.
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3.3.2 Odkrivanje termotolerantnih bakterij rodu Campylobacter v perutninskem
mesu s klasiéno metodo (ISO 10272-1)

Za odkrivanje in identifikacijo kampilobaktrov iz zivil se v rutinskih diagnosti¢nih
laboratorijih uporablja mednarodni standard ISO 10272-1. V vzorcih zivil je Stevilo
kampilobaktrov pogosto majhno, v primerjavi s kompetitivno mikrobioto, zato je potrebna
primerna obogatitev, ki nam omogoci izolacijo sevov, ter nato identifikacijo in tipizacijo
izolatov.

25 mlizpika :> Homogenizacija vzorca in <: 225 ml
perutninskega mesa : gojista obogatitvenega
gojis £a Bolton

Inkubacija v mikroaerofinin
pogojin na (37+1°C) za 4-6
ur, nato na (41,4+1°C)za
(4414} ure

Inkubacija v } Inkubacija v aerobnih
mikroaerofinin pogojin ?‘Oaferﬁlﬁev na mOCDA pogojih na (41,4+1°C)
na (41,4+1°C) za (d44+4) ; za (44+4) ure

eue s

Znatilna rast bakteri Ni rasti bakterij
Campyiobacter v Cam pylobacter
mikroaerofiinih pogojih

Mikroaerofiina
ink ubacijja na

{414+1°C)za (2124)

Potrditveni testi za
kampilobaktre: hidroliza
hipurata in indoksil
acetata

Slika 14: Prikaz odkrivanja bakterij Campylobacter v perutninskem mesu po klasi¢ni metodi (ISO 10272-1).

3.3.3 Ugotavljanje odpornosti proti antibiotikom z bujonsko mikrodilucijsko metodo
na ploscicah Sensitire® (Trek Diagnostic Systems)

3.3.3.1 Priprava kulture

Po 24 urni inkubaciji pri 42 °C v mikroaerofilnih pogojih so se na izbranem gojis€u
mCCDA tvorile tipi¢ne sive kolonije s kovinskim sijajem. Iz gojis¢a smo z vatirano palcko
prenesli v epruveto s fiziolosko raztopino toliko kolonij, da smo pripravili ustrezno
razred¢ino celic po McFarlandu. Postopek je enak kot pri pripravi suspenzije celic s
specifino tezo 0,5 po McFarlandu za pozitivno kontrolo, le da smo tukaj vzeli seve
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analiziranih vzorcev. Vse skupaj smo dobro premesali z vrtincnim mesSalnikom, da smo
dobili homogeno zmes. Nato smo 50 pl suspenzije dodali v tekoce gojis¢e Mueller-Hinton
s pufrom TES (komercialno pripravljeno gojis¢e Sensitir?® CAMHBT) in dosegli
koncentracijo celic 10° CFU/ml (kar pomeni enako kot 1x10°-5x10° celic na mililiter
suspenzije). Tako pripravljen inokulum smo dobro premesali.

3.3.3.2 Potek dela

Pred dodajanjem inokuluma smo pripravili mikrotitrske plod¢ice Sensitire” z Ze dodanimi
antibiotiki  (gentamicin,  streptomicin, ciprofloksacin, tetraciklin, eritromicin,
nalidiksninska kislina in kloramfenikol), tako da smo v vsako jamico z avtomatsko pipeto
dodali 5 pl sterilne destilirane vode in s tem preprecili nastanek oborine med inkubacijo.

V vsako jamico polovice mikrotitrske plog&ice Sensitire®smo s pipeto odpipetirali po
100 pl pripravljenega inokuluma. Napolnjene plos¢ice smo prekrili s pokrovckom in jih
inkubirali 48 ur pri 41 °C v mikroaerofilnih pogojih.

Kot potrditev za rast nasih izolatov smo imeli pozitivno kontrolo (PK), kateri smo dodali
100 pl inokuluma (brez dodatka antibiotika) ter negativno kontrolo (NK), kateri smo
dodali samo 100 pul gojisca. Pozitivno kontrolo smo pripravili po McFarlandu.

Mikrotitrska ploscica je sestavljena iz 96 jamic, kjer so vrste oznacene s ¢rkami od A do H
in kolone s Stevilkami od 1 do 12. Namen analize je bil preizkusiti 7 razli¢nih antibiotikov,
z razli¢nimi koncentracijami, zato smo ploscico razdelili na 2 dela in hkrati analizirali 2
seva. Na vsaki polovici plos¢ice smo dodali v desni kot Se pozitivno (PK) in negativno
kontrolo (NK) za potrditev naSega analiziranega izolata.

Mikrodilucijska metoda temelji na 2-kratnem znizevanju koncentracije, zato je bil
koncentracijski razmik pri vseh antibiotikih enak.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A GEN STR STR STR STR STR GEN STR STR STR STR STR
16 1 2 4 8 16 16 1 2 4 8 16

B GEN CIP TET ERY NAL CHL GEN CIP TET ERY NAL CHL
8 4 16 32 64 32 8 4 16 32 64 32

C GEN CIP TET ERY NAL CHL GEN CIP TET ERY NAL CHL
4 2 8 16 32 16 4 2 8 16 32 16

D GEN CIP TET ERY NAL CHL GEN CIP TET ERY NAL CHL
2 1 4 8 16 8 2 1 4 8 16 8

E GEN CIP TET ERY NAL CHL GEN CIP TET2 | ERY NAL CHL
1 0,5 2 4 8 4 1 0,5 4 8 4

F GEN CIP TET ERY NAL CHL GEN CIP TET ERY NAL CHL
0,5 0,25 1 2 4 2 0,5 0,25 1 2 4 2

G GEN CIP TET ERY NAL PK GEN CIP TET ERY NAL PK
0,25 0,12 0,5 1 2 0,25 0,12 0,5 1 2

H GEN CIP TET ERY NK PK GEN CIP TET ERY NK PK
0,12 0,06 0,25 0,5 0,12 0,06 0,25 0,5

Slika 15: Shema mikrotitrske plos¢ice Sensititre® za doloc¢anje odpornosti proti antibiotikom.
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Po koncani inkubaciji smo od¢itali rezultate. Celotna metoda temelji na prepreevanju rasti
bakterij zaradi prisotnosti antibiotika. Kot rezultat se navede minimalna inhibitorna
koncentracija (MIK), kar pomeni najnizja koncentracija antibiotika, ki Se prepreci rast
mikroorganizma.

Pred odc¢itavanjem MIK-a za analizirane izolate smo vedno preverili rast pozitivne
kontrole, s katero smo potrdili primerne rezultate. MIK smo pri vseh izolatih doloc¢ali
vizualno tako, da smo pogledali rast izolatov iz vzorcev v primerjavi s pozitivno kontrolo —
lahko se pojavi rast posameznih bakterij brez motnost do goste rasti z motnostjo. MIK,
najnizja koncentracija, ki inhibira rast bakterij, nastopi v tisti jamici, pri kateri ni ve¢ vidne
rasti, in s tem smo dolocili najniZjo koncentracijo antibiotika za analiziran izolat.

V primerih, da pozitivna kontrola ni rasla ali je priSlo do kontaminacije med jamicami
(gosta rast v sosednjih jamicah), smo analizo ponovili.

Slika 16: Mikrotitrska ploséica Sensititre® za dolo¢anje odpornosti proti 7 antibiotikom (foto:
Kapel T.).
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4 REZULTATI

Eksperimentalno delo je potekalo od marca do avgusta 2011 v Laboratoriju za sanitarno
mikrobiologijo Zavoda za zdravstveno varstvo Maribor, kjer se ugotavlja prisotnosti
bakterij Campylobacter v vzorcih Zivil.

V eksperimentalni del naloge smo vkljucili 90 vzorcev povrSinskih vod in 28 vzorcev
perutninskega mesa. Pri povrSinskih vodah smo analizirali toliko vzorcev zaradi majhnega
Stevila prisotnih pozitivnih sevov kampilobaktrov.

Antibiotsko odpornost izolatov bakterij Campylobacter smo dolocali s komercialno
pripravljenimi mikrotitrskimi plo§&icami Sensititre”. Minimalno inhibitorno koncentracijo
sedmih razli¢nih antibiotikov smo dolocali 60 izolatom Campylobacter. Od tega jih je bilo
19 izoliranih iz povrsinskih vod, 21 iz zivil (perutninsko meso) in 20 iz humanega blata.
Izolati so bili identificirani kot C. coli in C. jejuni. Za ugotavljanje bakterijske obcutljivosti
proti 7 razlicnim antibiotikom, gentamicinu, streptomicinu, ciprofloksacinu, tetraciklinu,
eritromicinu, nalidiksinski kislini in kloramfenikolu, smo wuporabili bujonsko
mikrodilucijsko metodo.

Kot merilo za obcutljivost bakterij proti antibiotikom se uporablja minimalna inhibitorna
koncentracija (MIK), ki Se zavre rast bakterij. Za primerjavo rezultatov smo uporabili
smernice Evropske Unije (Smernice primerjave rezistence Campylobacter jejuni in C. coli
na antibiotike) (EUCAST, 2011).

Preglednica 9: Primerjava odpornosti Campylobacter jejuni in Campylobacter coli proti antibiotikom po
smernicah Evropske Unije (EUCAST, 2011)

MIK (pg/ml) — (R>)
Antibiotki C. jejuni C. coli
Kloramfenikol 16 16
Ciprofloksacin 1 1
Eritromicin 4 16
Gentamicin 1 2
Nalidiksinska kislina 16 32
Streptomicin 2
Tetraciklin 2 2

MIK smo pri vseh izolatih dolocali vizualno. MIK smo dolo¢ili v jamici, pri kateri ni bilo
vec rasti in tako dolocili najnizjo inhibitorno koncentracijo antibiotika za analiziran izolat.
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4.1 REZULTATI PREISKAV VZORCEV NA PRISOTNOST BAKTERIJ Campylobacter
4.1.1 Povrsinske vode

Analiza 90 vzorcev povrsinskih vod je vkljuevala membransko filtracijo, obogatitev v
g0jis¢u Bolton in Preston, nacepitev na selektivno gojis¢e mCCDA in 48 urno inkubacijo v
mikroaerofilnih pogojih. Zaradi prisotnosti in goste porascenosti drugih bakterij smo tezko
identificirali kampilobaktre. Tako smo na koncu s potrditvenimi testi identificirali le
7 sevov od 90 analiziranih vzorcev. Isto€asno smo tudi vse vzorce analizirali z
molekularno metodo PCR v realnem Casu. Znano je, da so te metode bolj natan¢ne in
ucinkovite kot klasi¢ne, kar se je pokazalo tudi v nasem primeru, saj so analize s PCR dale
ve¢ pozitivnih sevov (priloga A). Za pripravo antibiograma smo tako uporabili Se 12
dodatnih sevov, ki so bili izolirani po ISO 17995:2005 standardu na ZZV MB pretekla leta.

Vsem 19 identificiranim sevom smo dolo¢ili MIK za izbrane antibiotike.
4.1.2 Zivila

Celoten postopek priprave izpirkov perutninskega mesa, obogatitve, inkubacije in
identifikacije kampilobaktrov je zajemal 28 vzorcev. Koncni identifikacijski testi so
potrdili 16 pozitivnih sevov kampilobaktrov. Tako smo v pripravo antibiograma vkljucili
Se dodatnih 5 sevov, kateri so bili ze identificirani s strani ZZV MB. Tekom klasi¢ne
analize smo opravili tudi molekularno analizo PCR in s to metode potrdili identifikacijo
vseh analiziranih sevov (rezultati vidni iz Priloge B).

Vsem 21 identificiranim izolatom smo z mikrodilucijsko metodo dolocili MIK proti
izbranim antibiotikom.

4.2 REZULTATI MIKRODILUCIJSKE METODE DOLOCANJA MIK

4.2.1 PovrSinske vode

Analiziranih je bilo 19 bakterijskih izolatov, od tega jih je bilo 10 identificiranih kot
C. jejuni in 9 kot C. coli. Vzorci povrSinskih vod vkljuéujejo vode iz potokov, ribnikov,
rek in jezer.

V preglednici 10 so z rdeco barvo oznaceni izolati, pri katerih smo potrdili odpornost proti

posameznim antibiotikom, glede na smernice Evropske Unije, saj so bile vrednosti nad
mejo, ki jo dolo¢a EU.
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Preglednica 10: Prikaz vrednosti MIK za antibiotike gentamicin, streptomicin, ciprofloksacin, tetraciklin,
eritromicin, nalidiksinska kislina in kloramfenikol za izolate Campylobacter iz povr$inskih vod.

MIK (pg/ml)
St. Identifikacija
vzorca |Bakterije GEN | R/S* | STR |R/S* | CIP |R/S* | TET | R/S* | ERY | R/S* | NAL | R/S* | CHL | R/S*
26 C. jejuni 1 S 2 S 0,25 S 0,5 S 4 S 16 S <2 S
29 C. jejuni <0,12| S 2 S [<0,06| S [<025] S <0,5 S 4 S <2 S
34 C. coli 0,5 S 2 S [<0,06| S [<025| S <0,5 S 4 S <2 S
41 C. jejuni <0,12| S <l S 1 S [<025] S <0,5 S >64 R <2 S
76 C. coli 0,5 S <l S [<0,06| S [<025| S 4 S 8 S <2 S
8779 C. coli 0,5 S >16 R 2 R [<025] S 1 S >64 R <2 S
155 C. coli 0,5 S 16 R [<0,06| S [<025] S <0,5 S 8 S <2 S
178 C. coli 0,5 S 16 R [<0,06| S [<025] S <0,5 S 8 S <2 S
4805 C. coli 0,5 S 2 S >4 R [<025| S <0,5 S >64 R 4 S
301 C. coli 1 S 4 S [<0,06] S [<025| S 4 S 8 S <2 S
302 C. jejuni 0,5 S <1 S >4 R [<025| S 2 S >64 R <2 S
310 C. coli 1 S 4 S [<0,06] S [<025| S 1 S 4 S <2 S
311 C. jejuni 1 S 2 S 0,12 S |<025]| S 4 S 4 S <2 S
318 C. jejuni 0,5 S <1 S 0,12 S [<025| S 1 S 4 S <2 S
319 C. jejuni 0,5 S <l S 0,12 S [<025] S 4 S 8 S <2 S
2053
(334) C. coli 0,5 S 2 S [<0,06| S [<025| S 1 S 4 S <2 S
2481
(350) C. coli 0,5 S 2 S [<0,06] S [<025] S <0,5 S <2 S <2 S
2456
(352) C. jejuni 0,5 S 2 S [<0,06| S 2 S 1 S 4 S <2 S
2578
(353) C. jejuni 0,25 S <l S 1 S 1 S 1 S 16 S <2 S

*R = odporen na delovanje antibiotika: vrednost MIK je vi§ja kot v Primerjavi rezistence Campylobacter jejuni in Campylobacter coli
proti antibiotikom po smernicah Evropske Unije

*S = obcutljiv na delovanje antibiotika: vrednost MIK je nizja ali enaka kot v Smernicah Evropske Unije (Preglednica 9).

Iz preglednice 10 je razvidna odpornost sevov le na 3 antibiotike (streptomicin,
ciprofloksacin in nalidiksinsko kislino) in to le pri nekaterih sevih, izoliranih iz povrsinskih
vod. Odpornost na streptomicin smo potrdili pri 3 sevih C. coli, na ciprofloksacin se je
pojavila pri obeh vrstah in sicer pri 2 sevih C. coli in pri 1 sevu C. jejuni. Odpornost na
nalidiksinsko kislino se je pojavila pri 2 sevih C. coli in 2 sevih C. jejuni. Bolj odporni so
bili sevi C. coli.
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Preglednica 11: Prevalenca odpornosti (%) pri kampilobaktrih iz povrSinskih vod.

C. jejuni (N=10) | C. coli (N=9) | Skupaj (N=19)
Antibiotiki R S R S R S
Gentamicin 0 100 0 100 0 100
Streptomicin 0 100 333 | 66,7 | 158 | 84,2
Ciprofloksacin 10 90 222 | 778 | 158 | 842
Tetraciklin 0 100 0 100 0 100
Eritromicin 0 100 0 100 0 100
Nalidiksinska kislina 20 80 222 | 77.8 21,1 78,9
Kloramfenikol 0 100 0 100 0 100
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Slika 17: Prevalenca odpornosti proti antibiotikom sevov C. jejuni
iz povrsinskih vod.
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Slika 18: Prevalenca odpornosti proti antibiotikom sevov C. coli iz
povrsinskih vod.
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Slika 19: Prevalenca odpornosti proti antibiotikom sevov Campylobacter spp.
iz povrsinskih vod.

Koncna slika prevalence proti antibiotikom med vsemi analiziranimi izolati iz 19 vzorcev
povrsinskih vod je pokazala moznost pojava rezistence na 3 antibiotike od 7 analiziranih.
Rezistenca se je pojavila pri ciprofloksacinu in streptomicinu v enakih odstotkih 15,8 % in
pri nalidiksinski kislini, kjer je odstotek nekoliko visji in sicer 21,1 %. Pri vseh ostalih
antibiotikih (gentamicinu, tetraciklinu, eritromicinu in kloramfenikolu) so sevi izkazali
100 % obcutljivost.
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4.2.2 Zivila

Z mikrodilucijsko metodo na mikrotitrskih plo§¢icah Sensititre” je bilo analiziranih 21
sevov, kateri so bili izolirani iz zivil (perutninskega mesa), od tega jih je bilo 8§
identificiranih kot C. jejuni in 13 kot C. coli.

V preglednici 12 so z rdeCo barvo oznaceni izolati, pri katerih se je pojavila rezistenca
proti posameznim antibiotikom, glede na smernice Evropske Unije, saj so bile vrednosti
nad mejo, ji jo doloc¢a EU.

Preglednica 12: Prikaz vrednosti MIK za antibiotike gentamicin, streptomicin, ciprofloksacin, tetraciklin,
eritromicin, nalidiksinska kislina in kloramfenikol za izolate Campylobacter iz zivil.

MIK (ng/ml)
St. Identif.
vzor. | bakterije | GEN | R/S* | STR | R/S* | CIP | R/S* | TET | R/S* | ERY | R/S* | NAL | R/S* | CHL | R/S*
161 C. coli 1 S 8 R >4 R 0,5 S >32 R >64 R 8 S
162 C. coli 1 S 8 R >4 R 0,5 S >32 R >64 R 8 S
163 C. coli 1 S 8 R >4 R 0,5 S >32 R >64 R 8 S
164 C. coli 0,5 S 8 R >4 R <025 | S >32 R >64 R 8 S
165 C. coli 1 S 8 R >4 R 0,5 S >32 R >64 R 8 S
247 C. jejuni 0,5 S 2 S >4 R 8 R <0,5 | S <2 S <2 S
248 C. jejuni 0,25 S <1 S <0,06 | S <0,25 | S <0,5 | S 4 S <2 S
249 C. coli 1 S 4 S >4 R >16 R 1 S >64 R <2 S
252 C. coli 0,5 S 8 R >4 R 0,5 S 8 S >64 R <2 S
273 C. jejuni 0,5 S 2 S >4 R >16 R 2 S 4 S <2 S
277 C. coli 0,5 S 4 S >4 R >16 R 16 S >64 R <2 S
278 C. coli 0,5 S 4 S >4 R >16 R 16 S >64 R 4 S
279 C. jejuni 0,5 S 2 S >4 R 16 R 2 S <2 S <2 S
281 | C.jejuni | 05 |'S 4 R 4 R 16 R 2 S < S < S
282 C. coli 0,5 S 4 S >4 R <0,25 | S 16 S >64 R 4 S
283 C. coli 0,5 S >16 | R >4 R >16 R >32 R >64 R 4 S
515 C. coli 0,5 S 2 S >4 R <025 | S 1 S >64 R <2 S
516 C. coli 0,25 S <1 S >4 R >16 R >32 R >64 R <2 S
527 | C.jejuni | 025 | S <1 |Ss <0,06 | S <025 | 'S 1 S 4 S <2 S
532 C. jejuni 0,5 S <1 S >4 R <0,25 | S 2 S >64 R <2 S
534 C. jejuni 0,5 S <1 S >4 R <0,25 | S 1 S >64 R <2 S

*R = odporen na delovanje antibiotika: vrednost MIK je vi§ja kot v Primerjavi rezistence Campylobacter jejuni in Campylobacter coli
proti antibiotikom po smernicah Evropske Unije
*S = obcutljiv na delovanje antibiotika: vrednost MIK je nizja ali enaka kot v Smernicah Evropske Unije (Preglednica 9).
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Iz preglednice 12 je razvidno, da se pojavlja pri vzorcih Zivil odpornost pri 5 od 7
antibiotikov in sicer pri streptomicinu, ciprofloksacinu, tetraciklinu, eritromicinu in
nalidiksinski kislini. Na splos$no se pojavlja veCkratna odpornost pri sevu C. coli. Pri
streptomicinu se pojavi odpornost pri enem sevu C. jejuni in 7 sevih C. coli. Pri
tetraciklinu se pojavlja odpornost pri 4 vzorcih C. jejuni in 5 vzorcih C. coli.

Veckratna odpornost se pojavlja pri ciprofloksacinu in nalidiksinski kislini, pri obeh se
pojavlja odpornost pri 13 vzorcih C. coli, razlika je pri C. jejuni kjer se pri antibiotiku
ciprofloksacinu pojavlja odpornost pri 6 od 8 vzorcev, pri nalidiksinski kislini pa 2 od 8
analiziranih sevov. Taksna povezanost pri C. coli je lahko posledica enakega izvora teh
dveh antibiotikov, saj oba spadata v skupino kinolonov (nalidiksinska kislina antibiotik
prve generacije, ciprofloksacin druge generacije).

Pri veliki vecini sevov C. coli se je pokazala odpornost na ve¢ antibiotikov hkrati. Najbolj
1zstopa izolat $t. 283, pri katerem smo potrdili odpornost na vseh 5 antibiotikov.

Preglednica 13: Prevalenca odpornosti kampilobaktrov iz zivil (%).

C. jejuni (N=8) | C. coli (N=13) | Skupaj (N=21)

Antibiotiki R S R S R S
Gentamicin 0 100 0 100 0 100
Streptomicin 12,5 87,5 53,8 46,2 38,1 61,9
Ciprofloksacin 75 25 100 0 90,5 9,5
Tetraciklin 50 50 38,5 62,5 429 57,1
Eritromicin 0 100 53,8 46,2 33,3 66,7
Nalidiksinska kislina 25 75 100 0 71,4 28,6
Kloramfenikol 0 100 0 100 0 100
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Slika 20: Prevalenca odpornosti proti antibiotikom sevov C.
jejuni iz zivil.
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Slika 21: Prevalenca odpornosti proti antibiotikom sevov C.

coli iz zivil.
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Slika 22: Prevalenca odpornosti proti antibiotikom sevov Campylobacter spp. iz Zivil.

Izolati iz mesa so bili odporni na 5 antibiotikov (streptomicin, ciprofloksacin, tetraciklin,
eritromicin in nalidiksinska kislina) od 7 analiziranih. Pri nekaterih se pojavlja odpornost
na ve¢ antibiotikov hkrati.
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Slika 23: Mnogokratna odpornost proti antibiotikom sevov Campylobacter jejuni iz
zivil (upoStevani antibiotiki gentamicin, ciprofloksacin, tetraciklin in eritromicin).
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Slika 24: Mnogokratna odpornost proti antibiotikom sevov Campylobacter coli iz
zivil (upoStevani antibiotiki gentamicin, ciprofloksacin, tetraciklin in eritromicin).
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Slika 25: Mnogokratna odpornost proti antibiotikom sevov Campylobacter spp. iz
zivil (upoStevani antibiotiki gentamicin, ciprofloksacin, tetraciklin in eritromicin).
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4.2.3 Humani sevi

Stevilo analiziranih izolatov iz humanih klini¢nih vzorcev je bilo 20, vsi so bili
identificirani kot C. jejuni. Te seve smo zamrznjene pridobili na ZZV MB. Z
mikrodilucijsko metodo smo dolocili vrednosti MIK za izbrane antibiotike.

V preglednici 14 so z rdeco barvo so oznaceni izolati, pri katerih se je pojavila rezistenca
proti posameznim antibiotikom, glede na smernice Evropske Unije, saj so bile vrednosti
nad mejo, ki jo dolo¢a EU.

Preglednica 14: Prikaz vrednosti MIK za antibiotike gentamicin, streptomicin, ciprofloksacin, tetraciklin,
eritromicin, nalidiksinska kislina in kloramfenikol za izolate Campylobacter iz humanih klini¢nih vzorcev.

MIK (png/ml)

5 Identifikacija X

St.vzorca bakterije GEN |R/S'|STR|RS* |CIP|RS* | TET|RS* | ERY |R/S* [NAL|RS* | CHL | R/S*
(15325) C. jejuni 0,25 S <1 S >4 R | <025 S <0,5 S ~64 R < S
?5345) C. jejuni 05 | s | 2 | s| >4 | R|>6]|R|<05|s/|>64|R| < |s
?5384) C. jejuni 1 S 2 S| >4 | R|>16 | R |[<05|S | <2 ]|s | <]|Ss
?5407) C. jejuni 025 | S 2 S >4 R [<025| S [<05| S | >64 | R | <2 S
(55480) C. jejuni 0,5 S 2 S >4 R | >16 | R [<05]S |>64]|R < S
(65521) C. jejuni 025 | S | <t | S| >4 | R[<025]S |<05|sS |>64|R| <2 |8
(75607) C. jejuni 05 | S 2 S >4 | R |<025| S | <05| s | >4 | R | < S
?5759) C. jejuni 0,5 S 2 S >4 R | <025| S | <0,5 S >64 R < N
(95933) C. jejuni 05 | S 2 S | 012 | S |[<025] S |<05] S 4 S < S
(150942) C. jejuni 05 | S| <t |S >4 | R |<025| S | <05 | S | >64 | R | <2 |8
(171550) C. jejuni 0,25 S <1 S >4 R 0,5 S <0,5 S >64 R 4 S
(172566) C. jejuni 05 | S| <1 | S |<006| S |<025| S |<05] S 4 s | <« S
(173568) C. jejuni 05 | s | <t | s | >4 | R|<025]8s |<05|sS |>64]|R| <2 |5
(1;626) C. jejuni 05 | S| <t | s |o12]s |<025|s |<05|s| 4 |s|</|s
(175883) C. jejuni 0,5 S <1 S >4 R [<025| S | <05| S | >4 | R < S
(176929) C. jejuni 1 |s| <t |s| >4 |rR| 16 |R|<05|s]| 8 |s| < |s
(187180) C. jejuni 0,25 S <1 S >4 R | <025| S <0,5 S >64 R < S
(198152) C. jejuni 05 | s | 2 | s | >a |R|>6|R|<05]s| 4 |s]|<]|s
o190, Coejni | 025 | s | <1 | s | >4 | R |<025| s | 1 | s |>64] R| < |5
?3204) C. jejuni 025 | S 2 S >4 R | <025]| S 2 S | <64 | R < S

*R = odporen na delovanje antibiotika: vrednost MIK je vi§ja kot v Primerjavi rezistence Campylobacter jejuni in Campylobacter coli
proti antibiotikom po smernicah Evropske Unije
*S = obcutljiv na delovanje antibiotika : vrednost MIK je nizja ali enaka kot v Smernicah Evropske Unije (Preglednica 9).
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Vsi analizirani izolati iz humanih klini¢nih vzorcev so bili povsem obcutljivi na antibiotike
gentamicin, streptomicin, eritromicin in kloramfenikol. Odpornost smo potrdili za
ciprofloksacin, na katerega je bilo odpornih 17 od 20 analiziranih antibiotikov in za
tetraciklin, na katerega je bilo 5 sevov odpornih in 15 ob¢utljivih.

Preglednica 15: Prevalenca odpornosti kampilobaktrov iz humanih klini¢nih vzorcev v Stevilu (N) in
odstotkih.

Antibiotki RMN)|SMN) R (%) S (%)
Gentamicin 0 20 0 100
Streptomicin 0 20 0 100
Ciprofloksacin 17 3 85 15
Tetraciklin 5 15 25 75
Eritromicin 0 20 0 100
Nalidiksinska kislina | 14 6 70 30
Kloramfenikol 0 20 0 100
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Slika 26: Prevalenca odpornosti kampilobaktrov iz humanih klini¢nih vzorcev.
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4.2.4 Primerjava rezultatov vseh vzorcev

Preglednica 16: Prevalenca odpornosti izolatov C. jejuni in C. coli iz povr$inskih vod in Zivil (%).

C. jejuni (%) C. coli (%)
Povrsinske vode | Perutninsko meso | PovrSinske vode | Perutninsko meso
Antibiotki R S R S R S R S
Gentamicin 0 100 0 100 0 100 0 100
Streptomicin 0 100 12,5 87,5 33,3 66,7 53,8 46,2
Ciprofloksacin 10 90 75 25 22,2 77,8 100 0
Tetraciklin 100 50 50 0 100 38,5 61,5
Eritromicin 100 0 100 0 100 54,5 45,5
Nalidiksinska kislina | 20 80 25 75 22,2 77,8 100 0
Kloramfenikol 0 100 0 100 0 100 0 100

Preglednica 17: Primerjava prevalence odpornosti/obcutljivosti izolatov analiziranih vzorcev.

SKUPAJ (%)
Sevi,
izolirani
Sevi, iz Sevi, Sevi, izolirani
Sevi, izolirani iz | humanih Sevi, izolirani iz iz humanih
izolirani | povrSinskh | klini¢nih | izoliraniiz | povrSinskih Klini¢nih
iz Zivil vod VZOrcev Zivil vod VZOrcev

Antibiotki ODPORNI OBCUTLJIVI
Gentamicin 0 0 0 100 100 100
Streptomicin 38,1 15,8 0 61,9 84,2 100
Ciprofloksacin 90,5 15,8 85 9,5 84,2 15
Tetraciklin 42,9 0 25 57,1 100 75
Eritromicin 33,3 0 0 66,7 100 100
Nalidiksinska
Kislina 71,4 21,1 70 28,6 78,9 30
Kloramfenikol 0 0 0 100 100 100
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Slika 27: Primerjava rezultatov odpornosti proti antibiotikom za izolate Campylobacter iz
povrsinskih vod, zivil in humanih klini¢nih vzorcev.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Okuzbe z bakterijami Campylobacter predstavljajo vedno vecji problem po svetu, saj se
Stevilo ne zmanjSuje in izolirani sevi so odpornejsi. Uporaba antibiotikov v veterini kot
tudi v humani medicini ter nepravilna uporaba pospesevalcev rasti v intenzivni reji zZivali
za prehrano ljudi je privedla do povecane bakterijske odpornosti proti razlicnim
antibiotikom (Quinn in sod., 2007).

Infekcije povzrofajo predvsem termofilne vrste, kot sta Campylobacter jejuni in
Campylobacter coli (Peyrat in sod., 2008). Tudi v naSi raziskavi smo iz analiziranih
vzorcev povrSinskih voda in zivil izolirali seve vrst C. jejuni in C. coli, medtem ko so bili
vsi humani sevi identificiran kot C. jejuni.

V eksperimentalnem delu priprave antibiograma z metodo mikrodilucije na komercialno
pripravljenih mikrotitrskih plod¢icah Sensititre® je bilo vkljudenih 60 izolatov. Od tega
smo jih 21 izolirali iz Zivil (perutninskega mesa) in 19 iz povrSinskih vod. Za primerjalno
analizo smo vkljucili e 20 sevov, izoliranih iz humanih klini¢nih vzorcev. Odpornost smo
preverjali proti 7 razlicnim antibiotikom in sicer gentamicinu, streptomicinu,
ciprofloksacinu, eritromicinu, tetraciklinu, nalidiksinski kislini in ciprofloksacinu.

5.1.1 Analiza rezultatov ugotavljanja prisotnosti in odpornosti proti antibiotikom
bakterij Campylobacter povrsinskih vod in pis¢ancjega mesa

5.1.1.1 Povrsinske vode

Za pridobitev ¢im vecjega Stevila sevov bakterij Campylobacter je celoten postopek
ugotavljanja prisotnosti le-teh vklju¢eval 90 vzorcev povrsinskih vod. Na koncu smo s
potrditvenimi testi kot pozitivne na kampilobaktre dokazali le v 7 od 90 analiziranih
vzorcev. O majhnem Stevilu pozitivnih vzorcev iz povrsinskih in pitnih vod porocajo tudi
Kurinéi€ in sod. (2009) v bilateralnem projektu, ki je vkljuceval 928 povrsinskih in pitnih
vod iz Slovenije in Bosne, kjer je bilo od 679 analiziranih vzorcev povrsinskih vod samo
55 (8,1 %) pozitivnih in od 249 vzorcev pitne vode trije (2,1 %) pozitivni na prisotnost
kampilobaktrov.

V raziskavi z mikrodilucijsko metodo je bilo vkljucenih 19 izolatov, ki so bili v 10
primerih identificirani kot C. jejuni in v 9 primerih kot C. coli. Analizirali smo prevalenco
odpornosti proti sedmim antibiotikom.

Izolati Campylobacter jejuni so bili v analiziranih vzorcih povrSinskih vod odporni v
majhnih odstotkih proti antibiotikoma ciprofloksacin in nalidiksinska kislina (10 % in
20 %). Na ostale antibiotike se je pokazala 100-odstotna obcutljivost (Slika 17).

Izolati Campylobacter coli so v analiziranih vzorcih povrsinskih vod pokazali odpornost
proti 3 antibiotikom in sicer streptomicinu (33,3 %), ciprofloksacinu in nalidiksinski kislini
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v enakih odstotkih (22,2 %). Na ostale antibiotike se je pokazala 100-odstotna obcutljivost
(Slika 18). V primerjavi med sevoma se je vecja rezistenca pokazala pri sevu C. coli.

Kon¢ni rezultat pojava rezistence na antibiotike med vsemi analiziranimi izolati kaze, da se
je pojavila rezistenca proti 3 antibiotikom od 7 analiziranih. Odpornost smo potrdili na
ciprofloksacin in streptomicin v enakih odstotkih (15,8 %) in pri nalidiksinski kislini, kjer

ey

tetraciklin, eritromicin in kloramfenikol) smo potrdili 100 % obcutljivost (Slika 19).

Voda je lahko eden izmed vzrokov infekcij s kampilobaktri, predvsem uZzivanje
kontaminirane neobdelane vode iz okolja. EFSA ne porofa o pogostosti kontaminacije
povrsinskih vod, vendar o pojavu poro¢ajo nekateri literaturni viri. Kemp in sod. (2005)
poroajo o raziskavi iz Anglije, kjer so v analizo vkljugili 100-km” vodno omreZje v
okolici vecjih kmetij. Skupno je bilo odvzetih je bilo 270 vzorcev povrsinskih (tekocih in
stoje¢ih vod) in vodnih zajetij za napajanje zivali. Bakterije Campylobacter so bile
izolirane iz 119 vzorcev (40,5 %), od tega jih je bilo 14,3 % identificiranih kot C. jejuni,
18,5 % kot C. coli in 4,2 % kot C. lari. Izolati C. jejuni so bili izolirani predvsem v tekocih
vodnih virih (reke, potoki) in C. coli v stojecih (jezera, zajetja). V raziskavi so kot kon¢ne
moznosti za prisotnost bakterij Campylobacter spp. v povrSinskih vodah navedli naslednje:
razlien vodni izvor, vrsta zemlje, zunanjost (povrSinske ali podzemne vode) in koli¢ina
zivalskih fekalij v okolju (Kemp in sod., 2005). Izbruhi, povezani s kontaminacijo pitne
vode s C. jejuni, so predvsem skupni nordijskim drzavam, in sicer Svedski, Norveski in
Finski, kjer v redko poseljenih obmocjih za podzemne vode ne uporabljajo dezinfekcije
(Moore in sod., 2005; Kuusi in sod., 2004). Na farmah lahko zmanjSujejo moznost okuzb s
kampilobaktri z vodo tako, da za napajanje in ¢iS€enje uporabljajo neopore¢no vodo.
Zanimivi so podatki, da so bakterije Campylobacter prisotne predvsem v Severnih
Evropskih drzavah v povrSinskih vodah, medtem ko so odstotki kontaminiranega mesa v
teh drzavah, v primerjavi z drzavami Juzne Evrope zelo nizki ali jih ni (EFSA, 2011a,
2012a).

5.1.1.2 Pis¢ancje meso

Prisotnost bakterij Campylobacter smo ugotavljali v 28 vzorcih pis¢ancjega mesa. Med
analiziranimi vzorci je bilo pozitivnih na kampilobaktre 16 vzorcev, ki smo jih kasneje
uporabili za ugotavljanje odpornosti proti antibiotikom. Glede na Stevilo analiziranih
vzorcev se je pokazala pogosta kontaminacija piS¢anc¢jega mesa, saj je bilo pozitivnih 16
od 28 analiziranih vzorcev, kar pa je Se vedno manjsi delez, kot ga navaja poroc¢ilo VURS
v letu 2010 (Slika 6). Tudi v drugih Evropskih drzavah porocajo o visoki kontaminaciji
pis¢ancjega mesa (Slika 5). Zanimivi so podatki, da so v visjih odstotkih okuzeni prasici in
goveda, medtem ko je prenos na meso teh zivali zelo majhen. Medtem ko je pri perutnini
in okuzenem perutninskem mesu odstotek podoben. Eden izmed razlogov je ve¢ja moznost
stika in s tem kontaminacije ¢revesne vsebine s trupi Zivali pri perutnini (EFSA, 2012a).
Odstotek okuzenega pisancjega mesa je odvisen od posamezne drzave, tako je na primer v
klavnicah najvi§ji odstotek na Irskem, Poljskem in Madzarskem (63,4 %, 58,8 %, 54,1 %),
v proizvodnji v Avstriji, Poljski in Sloveniji (90,0 %, 89,0 %, 79,0 %) in v prodaji v
Luksemburgu, Danski in Madzarski (58,8 %, 46,2 % in 43,3 %). V vi§jem odstotku so bili
izolirani sevi C. jejuni (34,2 %), kot C. coli (27,3 %) (EFSA, 2012a).
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Primerjava podatkov okuzenega mesa v Sloveniji (Slika 6) je razvidno, da se odstotki
povecujejo vse od leta 2006, ko je bila vrednost 44 % in je v letu 2010 dosegla vrednost
79 % (VURS, 2010). V nasi raziskavi je bilo 57 % pozitivnih vzorcev, ki so bili v vec€ini
odvzeti v letu 2011. Razvidno je, da je odstotek v mejah, ki jih nakazujejo analize
predhodnih let.

Z mikrodilucijsko metodo je bilo na odpornost proti antibiotikom analiziranih 21 izolatov,
ki so bili identificirani kot C. jejuni (8 izolatov) in kot C. coli (13 izolatov).

Vsi izolati Campylobacter jejuni iz vzorcev perutninskega mesa so bili 100-odstotno
obcutljivi proti gentamicinu, eritromicinu in kloramfenikolu. Velik odstotek izolatov je
pokazal odpornost proti ciprofloksacinu (75 % vseh analiziranih izolatov), tetraciklinu (50
%), nalidiksinski kislini (25 %) in streptomicinu (12,5 %) (Slika 20).

Izolati Campylobacter coli so v analiziranih vzorcih perutninskega mesa pokazali 100-
odstotno odpornost proti ciprofloksacinu in nalidiksinski kislini. Visok odstotek odpornosti
se je pojavil tudi proti streptomicinu in eritromicinu (53,8 %), ter nekoliko niZji proti
tetraciklinu (38,5 %). Izolati so bili popolnoma obcutljivi proti gentamicinu in
kloramfenikolu (Slika 21).

Vecja prevalenca odpornosti se je pojavila pri sevih C. coli. C. jejuni je pokazal 100-
odstotno obcutljivost na eritromicin, medtem ko so bili izolati C. coli odporni v 53,8 %.
Tudi v drugih evropskih drzavah in po svetu poro¢ajo o visji odpornosti vrst C. coli proti
eritromicinu.

Po poroc¢anju Smole Mozina iz leta 2004 je testiranje odpornosti proti eritromicinu in
ciprofloksacinu vklju€evala 69 izolatov iz perutninskega mesa, od tega jih je bilo 32 %
identificiranih kot C. jejuni in 48 % kot C. coli, ostali kot Campylobacter spp. Podobna
ugotovitev je bil tudi v nas$i raziskavi, saj smo iz Zivil izolirali ve¢ sevov C. coli. To je
zanimiv podatek, saj obicajno C. coli naseljuje v Crevesje prasiev in je znan kot
kontaminant svinjine in ne perutnine. Porocila iz juznih predelov Evrope pa potrjujejo
vec¢jo prevalenco C. coli tudi pri perutnini oz. perutninskem mesu (Pezzoti in sod. 2002;
Zorman in Smole MozZina, 2002). O ve¢jem Stevilu C. coli, izoliranih iz piS¢an¢jega mesa,
porocajo tudi Kurin¢i¢ in sod. (2009), kjer je bilo v analizi od 112 vzorcev kar 64
identificiranih kot C. coli.

V studiji, ki so jo pred leti v Sloveniji opravili Kurin€i¢ in sod. (2005), porocajo o visoki
odpornosti  testiranih kampilobaktrov, izoliranih iz perutninskega mesa, proti
fluorokinolonom. Vseh analiziranih izolatov je bilo 55, od tega jih je bilo proti
ciprofloksacinu odpornih 32. Odpornost na ta antibiotik je bila najvisja, saj se je pokazala v
najvisjem Stevilu v primerjavi z drugimi analiziranimi antibiotiki (tetraciklin in makrolidi).
O porastu odpornosti proti fluorokinolonom med izolati iz Zivil poro€ajo tudi drugi avtor;ji
po Evropi (Pezzoti in sod., 2002; Moore in sod. 2005; Luangtongkum in sod., 2009;
Uzunovi¢-Kamberovic€ in sod., 2009, Smole Mozina in sod., 2011).

Izmed 21 izolatov Campylobacter, ki smo jih izolirali iz vzorcev zivil, jih je bilo 90,5 %
odpornih proti ciprofloksacinu, 71,4 % proti nalidiksinksi kislini, 42,9 % proti tetraciklinu,
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38,1 % proti streptomicinu in 33,3 % proti eritromicinu. Proti antibiotikoma gentamicin in
kloramfenikol izolati iz perutninskega mesa ostajajo 100 % obcutljivi (Slika 22).

Rezultati nasega testiranja izolatov Campylobacter iz zivil na odpornost proti 7 razlicnim
antibiotikom kazejo porast odpornosti v primerjavi s podatki iz preteklih let v Sloveniji
(VURS, 2010). Najpogosteje so sevi Campylobacter izkazovali odpornost proti
fluorokinolom in makrolidom. Najvi§ja odpornost se je pri nas pokazala proti
fluorokinolonu ciprofloksacinu, ki je bila kar 90,5 % in kinolonu nalidiksinski kislini
(71,4 %). Problem visokega odstotka odpornosti predstavlja eritromicin, ki se uporablja v
primerih zdravljenja humanih kampilobakterioz. V primerjavi s trendi v Sloveniji iz
preteklih let in drugimi evropskimi drzavami lahko potrdimo naraS¢anje odpornih sevov
Campylobacter spp. iz zivil, kar je razvidno iz slike 22. Predvsem narasc¢a odpornost proti
ciprofloksacinu in eritromicinu. Kurin¢i¢ in sod (2009) poroc¢ajo o visokih odstotkih
odpornosti pis€ancjega mesa proti ciprofloksacinu (43,8 %) in eritromicinu (21,4 %). Prav
tako porocajo o kar visokem odstotku odpornosti proti eritromicinu Tambur in sod. (2011),
kjer je bila v raziskavi, s 16 vzorci pis¢ancjega mesa (10 identificiranih kot C. jejuni in
6 kot C. coli), odpornost 12,5 %.

5.1.1.3 Odpornost humanih izolatov

Vsi izolati iz humanega blata so bili identificirani kot C. jejuni. Tudi drugi avtorji
poroc¢ajo, da se iz humanih vzorcev najpogosteje izolira sev C. jejuni. Raziskava, ki je
potekala v Franciji, je vkljuCevala 5685 humanih vzorcev, od tega jih je bilo 76,2 %
identificiranih kot C. jejuni, 17,2 % kot C. coli in 5,0 % kot C. fetus (Gallay in sod., 2007).

Vseh analiziranih izolatov iz humanega blata v nasi raziskavi je bilo 20, od tega jih je bilo
odpornih sevov je bil ugotovljen v primeru ciprofloksacina in sicer 85 %. Sledila je
odpornost proti nalidiksinski kislini (70 %) in najniZja je odpornost proti tetraciklinu
(25 %). Vsi analizirani sevi so bili obcutljivi na antibiotike gentamicin, streptomicin,
eritromicin in kloramfenikol, kar je razvidno iz slike 26.

Eritromicin in fluorokinolini so protimikrobna zdravila, ki se uporabljajo pri zdravljenju v
primeru zapletov in hujSih oblik kampilobakterioz. Kot prvo zdravilo se pri zdravljenju
uporablja eritromicin (Gallay in sod., 2007). Vedno pogosteje pa so vkljuceni tudi
fluorokinoloni (predvsem ciprofloksacin), zaradi njihovega Sirokega spektra delovanja
(Luangtongkum in sod., 2009). Tako se fluorokinoloni uporabljajo v humani kot
veterinarski medicini. Tudi na$i eksperimentalni rezultati so potrdili pogostost odpornosti
proti kinolom pri humanih in zivilskih izolatih.

Zaradi naras¢anja odpornosti Campylobacter spp. v svetu in posledi¢no tudi pri nas v
Sloveniji ze od leta 1998 poteka ugotavljanje obcutljivosti teh bakterij proti kinolonom in
makrolidom pri humanih izolatih. Tako je bila na ZZV Nova Gorica v letih 1998 in 2000
opravljena analiza, kjer je bilo analiziranih 3058 izolatov iz humanega blata. Kon¢ni
rezultat je pokazal, da je delez odpornih izolatov proti ciprofloksacinu narastel iz 10,5 %
na 38,5 %, prav tako je bilo povecanje odpornosti na eritromicin iz 0 na 2,6 %. 103 izolati
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so bili identificirani kot C. jejuni in le 5 kot C. coli. Tako nas povefana odpornost na
ciprofloksacin uvrs¢a med dezele z velikim delezem odpornih C. jejuni proti kinolonom
(Berce in sod., 2004). Tudi Gallay in sod. (2007) iz Francije poroc¢ajo, da se pri humanih
izolatih pojavlja pove€ana odpornost pri ciprofloksacinu 25,3 % in tetraciklinu s 28,8 %, a
100-odstotna obcutljivost na gentamicin in zelo nizka odpornost na eritromicin (1,4 %).

Pojav odpornosti proti fluorokinolom se je v svetu in Evropi razsiril po 80.-ih letih ko je
bila odobrena uporaba v veterini in prireji perutnine. Tako se je povecal odstotek odpornih
sevov Campylobacter, izoliranih iz Zivali in ljudi. Po nekaj letih je ameriSka agencija za
hrano in zdravila (FDA), ter kasneje Se Evropska unija, umaknila dovoljenje za uporabo v
obliki rastnih promotorjev (Gallay in sod., 2007), vendar se odpornost bakterij na ta
antibiotik ni zmanjSala. V primerjavi z nasimi rezultati in drzavami Evropske unije je
opazen izrazit porast odpornosti proti ciprofloksacinu, saj v letu 2009 spadamo skupaj s
Spanijo, Avstrijo, Italijo in Litvo v vrh drzav, ki imajo povisano odpornost proti
fluorokinolonom (EFSA, 2011a).

V nekaterih drzavah EU in sveta opazajo tudi povefano odpornost proti makrolidom,
predvsem eritomicinu. V primerjavi Slovenije z drugimi evropskimi drzavami spadamo
med drzave z majhno odpornostjo proti eritromicinu. Predvsem je v Evropi in po svetu
opaziti odpornost proti eritromicinu pri sevih C. coli, katerih se v Sloveniji iz humanih
vzorcev izolira relativno majhno Stevilo.

Sevi, izolirani iz zivil, so v na$i analizi pokazali izrazit porast odpornosti proti
eritromicinu, saj je odstotek pozitivnih sevov iz leta 2011v nasi raziskavi pokazal 33,3 %.
V primerjavi z leti 2008, 2009 in 2010 je porast visok (3 % v letu 2008, 9,5 % v letu 2009
in enako v letu 2010 9,5 %). Eritromicin je veljal za antibiotik z relativho nizko
odpornostjo, vendar o porastu porocajo tudi iz drugih drzav. Odstotek zelo variira glede na
posamezne drzave in izvor seva (Tambur in sod., 2011).

5.1.1.4 Pojav mnogokratne odpornosti pri vseh izolatih

Pojavnost protimikrobne rezistence, vklju¢no z mnogokratno odpornostjo sevov, ki se
prenaSa tudi preko prehranske verige, je velik javno-zdravstveni problem. Uporaba
antibiotikov v humani in veterinarski medicini pa tudi kot pospesevalcev rasti v reji zivali,
namenjenih za prehrano ljudi, je vplivala na povecanje bakterijske odpornosti proti
razli¢nim antibiotikom (Quinn in sod., 2007).

V izra¢un mnogokratne odpornosti smo vkljucili Stiri nesorodne antibiotike (gentamicin,
ciprofloksacin, tetraciklin in eritromicin), na katere smo testirali vse izolate.

V nasi analizi se je mnogokratna odpornost pojavila pri nekaterih izolatih iz vseh treh
virov, vendar je najbolj izstopala pri zivilih. Pri izolatih iz vzorcev zivil je bilo od 21
analiziranih 9,5 % obcutljivih proti vsem Stirim antibiotikom. 33 % testiranih izolatov je
bilo odpornih proti enemu, 48 % proti dvema in 9,5 % proti trem izmed $tirih antibiotikov
(Slika 25).
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25 % testiranih izolatov C. jejuni je bilo obcutljivih proti vsem S§tirim analiziranim
antibiotikom, prav tako je bilo 25 % odpornih proti enem antibiotiku, 50 % proti dvema in
nobeden proti trem od Stirih analiziranih (Slika 23). 15,4 % testiranih izolatov C. coli je
bilo odpornih proti trem analiziranim antibiotikom, 46,1 % proti dvema in 38,5 % proti
enem antibiotiku (Slika 24).

Izmed 20 analiziranih humanih izolatov je bilo samo 15 % ob¢utljivih na vse §tiri testirane
antibiotike. 60 % testiranih izolatov je bilo odpornih proti enemu od S§tirih in 25 % proti
dvema. Rezultati izracuna mnogokratne odpornosti med humanimi izolati iz leta 2011 in
leta 2009 so dokaj primerljivi, saj noben humani izolat iz teh dveh let ni kazal
odpornosti proti 3 ali ve¢ antibiotikom. Odstotek odpornih proti enem izmed 4
antibiotikov se je povisal iz 38 % na 60 % in znizal proti dvema iz 28 % na 25 %. V
letu 2009 je bilo izmed 200 analiziranih izolatov obcutljivih proti vsem Stirih
antibiotikom 41 %, medtem ko se je v nasi analizi 20-ih humanih izolatov pokazala
obcutljivost proti vsem Stirim le v 16 % (Kovac J., 2010).

V 19 izolatih iz povrSinskih vod, se je pokazala obcutljivost na vse Stiri testirane
antibiotike v 84 % in v 16 % odpornost proti enemu samemu antibiotiku od $tirih.

e

proti enemu antibiotiku od Stirih testiranih. Izolati iz piScanc¢jega mesa so bili odporni v
nekaj primerih na enega, dva in tudi tri od $tirih analiziranih. Tudi iz drugih evropski drzav
porocajo, da se mnogokratna odpornost pojavlja najveckrat pri izolatih iz zivil (EFSA,
2011b).

5.1.1.5 Primerjava med izolati

Vseh analiziranih vzorcev je bilo skupaj 60. Razporeditev po Stevilu je bila priblizno
enaka, saj smo analizirali 21 izolatov iz zivil, 19 izolatov iz povrSinskih voda in 20
izolatov iz humanega blata. Pri vseh 60 se je ne glede na izvor izoliranega seva pojavila
100-odstotna obcutljivost proti gentamicinu in kloramfenikolu. Obcutljivost na druge
antibiotike se je gibala med 9,5 % in vse do 100 % (Preglednica 17).

Primerjava humanih in Zivilskih izolatov kaze nizji odstotek odpornosti proti antibiotikom
pri humanih izolatih (Slika 27). Odstotek odpornih izolatov iz zivil je bil v primeru
ciprofloksacina 90,5 %, kar je za 5,5 % viji kot pri izolatih iz humanega blata (85 %). Se
vecje razlike smo opazili v primeru tetraciklina, eritromicina in streptomicina, kjer so bili
delezi odpornih zivilskih izolatov 42,9, 33,3 in 38,1 %, medtem ko je bila odpornost pri
humanih izolatih za tetraciklin 25 % in popolna obcutljivost na eritromicin in streptomicin.
Odpornost zivilskih in humanih izolatov proti nalidiksinski kislini, gentamicinu in
kloramfenikolu je bila skoraj enaka oz. je ni bilo (71,4 % in 70 % za nalidiksinsko kislino,
100-odstotna obcutljivost na gentamicin in kloramfenikol).

Primerjava odpornosti izolatov iz Zivil in povrSinskih voda je razvidna iz slike 27 in
nakazuje veliko vi§ji odstotek odpornosti zivilskih izolatov, v primeru antibiotikov
streptomicin, ciprofloksacin in nalidiksinski kislini. Odstotek odpornih izolatov iz Zivil je v
primeru ciprofloksacina za 74,7 % vi§ji kot pri izolatih iz povrSinski voda. Pravtako velja
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za nalidiksinsko kislino in streptomicin, kjer so izolati iz zivil (71,4 %; 38,1 %) vi§ji za
50,5 % in 22,5 % kot izolati iz voda. Izolati iz Zzivil so bili dodatno odporni proti
eritromicinu in teraciklinu, medtem ko so bili izolati iz povrSinskih voda obcutljivi na ta
dva antibiotika. Odpornosti izolatov iz zivil in povrSinskih vod proti gentamicinu in
kloramfenikolu nismo opazili.

Primerjava izolatov iz povrSinskih vod in humanih izolatov kaze nizji odstotek odpornosti
proti antibiotikom pri izolatih vod (Slika 27). Odstotek odpornih humanih izolatov je bil v
primeru ciprofloksacina 85 %, kar je za 69,2 % vi§ji kot pri izolatih iz voda. Prav tako je
bila velika razlika v primeru nalidiksinske kisline, kjer je odstotek odpornih humanih
izolatov vecji za 48,9 %. Pri izolatih iz povrSinskih voda smo opazili odpornost proti
streptomicinu (15,8 %), medtem ko je pri humanih izolatih ni. Obratna ugotovitev velja pri
tetraciklinu, kjer je odpornost prisotna pri humanih izolatih (25 %). Odpornosti humanih
izolatov kot izolatov iz povrSinskih voda nismo opazili pri gentamicinu in kloramfenikolu.

Odpornost se pojavlja hkrati pri vseh izoliranih sevih le pri dveh antibiotikih:
ciprofloksacinu in nalidiksinski kislini. Razlika se pojavlja v odstotkih in sicer najvecji
delez odpornih sevov izoliranih iz zivil (90,5 %), humanih sevov (85 %) in sevov iz
povrSinskih vod (15,8 %). Prav tako je enako zaporedje sevov pri nalidiksinski kislini. Oba
antibiotika spadata med fluorokinolone, ki se Ze od 90-let prejSnjega stoletja uporabljata v
veterinarski medicini, predvsem v prireji perutnine, kot tudi v zdravljenju hujsih primerov
kampilobakterioz pri ljudeh. Prenos v povrSinske vode je mogo¢ predvsem preko fecesa
perutnine, ¢iS¢enja hlevov, klavnic ter izlivov okuzene vode v naravo. Preko okuzene vode
in zivali je prenos tudi na ljudi.

Izolati C. jejuni, ki so bili izoliranih iz vseh 20 humanih vzorcev in v 8 primerih iz
zivilskih 1izolatov so pokazali podobne rezultate pri testiranju odpornosti proti
antibiotikom. V obeh virih so bili vsi izolati C. jejuni povem obcutljivi na gentamicin,
kloramfenikol in eritromicin. Najbolj primerljivi so odstotki odpornosti proti
ciprofloksacinu, kjer se pri humanih izolati pojavi v 85 % in pri zivilskih v 75 %. Medtem
ko so ostali odstotki antibiotikov razhajajoci, saj se odpornost na streptomicin, tetraciklin
in nalidiksinsko kislino pojavlja pri humanih izolatih v odstotkih 85, 25 in 70 %, ter
zivilskih 12,5, 50 in 25 %.

Izolati C. coli iz piS¢ancjega meso so bili v primerjavi s C. jejuni veliko bolj odporni na
posamezne antibiotike. Vendar v naSi analizi in humanih sevov nismo identificirali
nobenega izolata C. coli, kar pa Se ne pomeni da ti niso prisotni v humanih vzorcih. V
nekaterih drzavah identificirajo tudi do 30 % C. coli pri ljudeh (Kurin¢i¢ in sod., 2009),
zato smo mi iskali in testirali obe vrsti v vseh vzorcih, ne le C. jejuni.

Povezava med izvorom vzorca in odpornostjo proti antibiotikom je dokaj tezavna. Dober
primer povezanosti kaze le odpornost proti ciprofloksacinu in nalidiksinski kislini med
humanimi izolati in izolati iz zivil, kjer so odstotki primerljivi. Rezultat o odpornosti
izolatov iz povrSinskih vod na ostale antibiotike ne moremo primerjati s humanimi in
zivilskimi izolati, oz. obstajajo zelo velike razlike.
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V splosnem lahko reCemo, da imajo izolati iz povrSinskih vod bistveno nizje deleze
odpornosti proti testiranim antibiotikom kot izolati iz Zivil in tudi kot humani izolati. To je
primerljivo s trendom ostalih evropskih drzav, kjer so izolati bakterij Campylobacter iz
zivali in zivil bolj odporni kot humani. O podobni primerjavi med zivilskimi, humanimi in
izolati iz vode pisejo Lindmark in sod. (2004) iz Svedske, kjer so v analizo vkljuéili 95
humanih vzorcev, 71 vzorcev pis€anc¢jega mesa in 11 vzorcev vode. Analiza odpornosti
proti Sestim antibiotikom je zajemala samo vzorce mesa in vod in je pokazala, da niti en
vzorec vod ni bil odporen na antibiotike gentamicin, eritromicin in nalidiksinsko kislino,
medtem ko so bili vzorci mesa odporni proti tem trem antibiotikom v zelo majhnem Stevilu
ali pa niso bili odporni. Glede na to, da je bila analiza opravljena v drzavi Severne Evrope,
je pricakovati, da so odstotki nizki tako v mesu, kot tudi vodi.

Rezultati o odpornosti, ki smo ji dobili za naSo analizo ne kaZejo neposredne
epidemioloske povezave med okuzbo pri ljudeh in kontaminacijo vzorcev, ki smo ji
analizirali, Se posebej to velja za vzorce povrsinskih vod. Edina dobra povezava so izolati
C. jejuni iz pis¢ancjega mesa in ljudi, kjer so odstotki primerljivi. Ta epidemioloska zveza
je tudi najveckrat poro¢ana po drzavah Evrope in sveta.

Vendar pa je bilo analizirano zelo majhno Stevilo vzorcev in lahko reCemo le to, da se iz
rezultatov analiz nakazuje tak$na razlaga, ki pa bi jo bilo potrebno Se nadalje raziskati in
spremljati v vecletnih rednih monitoringih.

5.2 SKLEPI

e Z analizo 90 vzorcev povrsinskih vod ter dodatnih sevov iz mikrobioloske zbirke
ter 28 vzorcev piS¢ancjega mesa iz prodaje smo pridobili 19 vodnih in 21 Zivilskih
sevov za nadaljnje testiranje odpornosti proti antibiotikom.

e Vrednosti MIK sedmih antibiotikov za 60 testiranih izolatov bakterij
Campylobacter iz vod, mesa in humanih vzorcev so bile razli¢ne glede na izvor in
vrsto sevov. Izstopali so na eni strani vodni sevi z obcutljivostjo na vecino
testiranih antibiotikov, in Zzivilski izolati z velikim delezem odpornih sevov,
predvsem na kinolone, tetraciklin in eritromicin ter velikim delezem veckratno
odpornih sevov na nesorodne antibiotike. Glede na vrsto smo potrdili vecji delez
odpornih sevov vrste C. coli.

e Rezultati raziskave nakazujejo, da se uvrs€amo med drzave z najvisjim delezem
odpornih in veckratno odpornih bakterij rodu Campylobacter v pis¢an¢jem mesu v
prodaji. Delez vzorcev mesa, kontaminiranih z odpornimi sevi, glede na rezultate iz
prejSnjih let Se vedno narasca, predvsem glede odpornosti proti ciprofloksacinu in
eritromicinu.
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6 POVZETEK

Zivali so pogosto rezervoar bakterij, ki povzro¢ajo pri ljudeh érevesne okuZbe. Tak$ne so
tudi kampilobaktri, ki se lahko prenasajo na ljudi s stikom z Zivalmi ali s kontaminirano
hrano in vodo. Najpogosteje jih najdemo v perutninskem mesu, surovem mleku in
povrsinskih vodah. Kampilobaktri se v zivilih ne razmnozujejo, saj imajo zahtevne pogoje
rasti, a so celice infektivne za ljudi Ze v majhnem Stevilu. Znacilni znaki okuzbe so
bolecine v trebuhu, vrocina, bruhanje in vodne diareje. Zdravljenje z antibiotiki v vecini
primerov ni potrebno, ¢e bolezen mine sama po sebi v nekaj dneh. V tezjih primerih se
uporabljajo antibiotiki, predvsem eritromicin in ciprofloksacin. Pretirana uporaba
antibiotikov, tako v humani kot v veterinarski medicini, povzroc¢a skrb, saj je privedla do
povecane bakterijske odpornosti in omejila u¢inkovitost zdravljenja.

V raziskavo smo vkljucili 60 izolatov bakterij Campylobacter, od tega 19, izoliranih iz
povrsinskih vod, 20 iz humanega blata in 21 iz zivil. Cilj analize je bil z mikrodilucijsko
metodo dolociti minimalne inhibitorne koncentracije 7 razli¢nih antibiotikov in primerjati
odpornost izolatov iz razli¢nih virov. Rezultati analize odpornosti proti antibiotikom, so
primerljivi predvsem med izolati iz zivil in humanega blata, Se posebej ¢e upostevamo le
vrsto C. jejuni, medtem ko so bili izolati povrsinskih vod bistveno bolj ob¢utljivi in tako ne
nakazujejo neposredne vpletenosti pri prenosu okuzbe na ¢loveka ali zivali.

Primerjalna analiza Zivilskih in humanih izolatov je pokazala velik delez odpornih izolatov
v obeh skupinah, Se posebej proti ciprofloksacinu, nalidiksinski kislini in tetraciklinu.
Predvsem je bil visok delez odpornih izolatov iz zivil in ljudi proti ciprofloksacinu (90,5 %
in 85 %), ki se uporablja pri zdravljenju humanih kampilobakteriz, sorodni fluorokinoloni
pa se uporabljajo tudi v prireji pisS€ancev. Glede na rezultate, pridobljene v prejSnjih letih,
smo ugotovili poveCan delez zivilskih izolatov, odpornih proti eritromicinu in
streptomicinu, medtem ko so bili humani izolati v nas$i raziskavi povsem obcutljivi na ta
dva antibiotika. Odpornosti proti kloramfenikolu in gentamicinu nismo opazili.

Glede na izvor izolatov in pojavnost odpornosti je iz rezultatov nase analize tezko sklepati,
da se bakterije Campylobacter, kot kontaminanti vode in zivil, in njihova odpornost proti
antibiotikom na splosno prenasa na ljudi preko prehranske verige. Med viri ni bilo ocitne
neposredne povezave, razen pri rezultatih o delezu odpornih bakterij vrste C. jejuni proti
ciprofloksacinu in nalidiksinski kislini pri humanih in zivilskih izolatih. S kampilobaktri
kontaminirano perutninsko meso je poznano kot eden glavnih povzrociteljev
kampilobakterioz pri ljudeh.

Stevilo analiziranih izolatov, ki so bili vkljuéeni v eksperimentalno delo diplomske naloge
je bilo relativno malo, vendar smo priSli do podobnih odstotkov odpornosti proti
dolo¢enim antibiotikom, kot jih navajajo drugi viri. Predvsem so podobni rezultati
odpornosti proti fluorokinolonskim antibiotikom drzav JuZne in Srednje Evrope, kamor
spada tudi Slovenija, kjer je viden trend narascanja. Prav tako je znan trend naraS¢anja
odpornosti proti eritromicinu, ki smo ga pri zivilskih izolatih glede na bistveno niZje deleze
odpornih sevov, potrjenih v prej$njih letih, opazili tudi pri zivilskih izolatih, vklju¢enih v
naso raziskavo.
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PRILOGE

Priloga A: Rezultati identifikacije bakterij Campylobacter s klasi¢no (ISO 17995:2005) in molekularno
metodo (PCR v realnem ¢asu) v vzorcih povrsinskih vod.

Klasi¢na metoda —

Molekularna
metoda — PCR v

Oznaka vzorca Obogatitev 1SO 17995:2005 Identifikacija seva realnem ¢asu Identifikacija seva
27 Bolton N / N /
Preston N / N /
28 Bolton N / N /
Preston N / N /
29 Bolton P C. jejuni 14,67 C. jejuni
Preston P C. jejuni 15,81 C. jejuni
30 Bolton N / N /
Preston N / N /
31 Bolton N / N /
Preston N / N /
32 Bolton N / N /
Preston N / N /
33 Bolton N / N /
Preston N / N /
34 Bolton P C. coli 15,49 C. coli
Preston P C. coli 20,84 C. coli
35 Bolton N / N /
Preston N / N /
36 Bolton N / N /
Preston N / N /
37 Bolton N / N /
Preston N / N /
38 Bolton N / 32,95 vsi sevi negativni
Preston N / N /
41 Bolton N / P C. jejuni
Preston P C. jejuni P C. jejuni
42 Bolton N / N /
Preston N / N /
43 Bolton N / 20,57 vsi sevi negativni
Preston N / /
44 Bolton N / N /
Preston N / N /
47 Bolton N / 31,93 vsi sevi negativni
Preston N / 29,8 vsi sevi negativni
48 Bolton N / N /
Preston N / N /
49 Bolton N / 27,72 vsi sevi negativni
Preston N / 26,49 vsi sevi negativni
50 Bolton N / N /
Preston N / N /
51 Bolton N / N /
Preston N / N /
55 Bolton N / N /
Preston N / N /
56 Bolton N / N /
Preston N / N /
57 Bolton N / N /
Preston N / N /

Se nadaljuje ...
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Nadaljevanje...

Priloga A: Rezultati identifikacije bakterij Campylobacter s klasi¢no (ISO 17995:2005) in molekularno
metodo (PCR v realnem ¢asu) v vzorcih povrsinskih vod.

Molekularna
Klasi¢na metoda — metoda — PCR v
Oznaka vzorca Obogatitev 1SO 17995:2005 Identifikacija seva realnem ¢asu Identifikacija seva
74 Bolton N / N /
Preston N / N /
75 Bolton N / N /
Preston N / N /
76 Bolton N / N /
Preston N / N /
77 Bolton N / N /
Preston N / N /
78 Bolton P C. species 13,6 vsi sevi negativni
Preston P C. species 14,75 vsi sevi negativni
84 Bolton N / N /
Preston N / N /
85 Bolton N / N /
Preston N / N /
86 Bolton N / N /
Preston N / N /
87 Bolton N / 32,61 C. coli
Preston N / N /
88 Bolton N / N /
Preston N / N /
89 Bolton N / N /
Preston N / 22,01 C. jejuni
90 Bolton N / N /
Preston N / N /
91 Bolton N / N /
Preston N / N /
92 Bolton N / N /
Preston N / N /
93 Bolton N / N /
Preston N / 36,07 C. coli
105 Bolton N / N /
Preston N / N /
143 Bolton N / N /
Preston N / N /
144 Bolton N / N /
Preston N / 29,8 C. coli
145 Bolton P C. lari 14,18 vsi sevi negativni
Preston P C. lari 16,08 vsi sevi negativni
146 Bolton N / N /
Preston N / N /
147 Bolton N / N /
Preston N / N /
148 Bolton N / 35,42 vsi sevi negativni
Preston N / N /
154 Bolton N / N /
Preston N / N /
155 Bolton P C. coli P C. coli
Preston P C. coli P C. coli
156 Bolton N / N /
Preston N / N /

Se nadaljuje ...
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Nadaljevanje...

Priloga A: Rezultati identifikacije bakterij Campylobacter s klasiéno (ISO 17995:2005) in molekularno
metodo (PCR v realnem ¢asu) v vzorcih povrsinskih vod.

Molekularna
Klasi¢na metoda — metoda — PCR v
Oznaka vzorca Obogatitev ISO 17995:2005 Identifikacija seva realnem ¢asu Identifikacija seva
157 Bolton N / N /
Preston N / N /
158 Bolton N / N /
Preston N / N /
159 Bolton N / N /
Preston N / N /
160 Bolton N / N /
Preston N / N /
8779 Bolton P C. coli N /
Preston P C. coli 21,52 C. coli
168 Bolton N / N /
Preston N / N /
169 Bolton N / N /
Preston N / N /
170 Bolton N / N /
Preston N / N /
171 Bolton N / N /
Preston N / N /
172 Bolton N / N /
Preston N / N /
173 Bolton N / N /
Preston N / N /
175 Bolton N / N /
Preston N / N /
176 Bolton N / N /
Preston N / N /
177 Bolton N / N /
Preston N / N /
187 Bolton N / N /
Preston N / N /
178 Bolton P C. coli 20,96 C. coli
Preston P C. coli 21,93 C. coli
179 Bolton N / N /
Preston N / N /
180 Bolton N / N /
Preston N / N /
181 Bolton N / N /
Preston N / N /
182 Bolton N / N /
Preston N / N /
184 Bolton N / N /
Preston N / N /
185 Bolton N / N /
Preston N / N /
186 Bolton N / N /
Preston N / N /
188 Bolton N / N /
Preston N / N /

Se nadaljuje ...
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Nadaljevanje...
Priloga A: Rezultati identifikacije bakterij Campylobacter s klasi¢éno (ISO 17995:2005) in molekularno

metodo (PCR v realnem ¢asu) v vzorcih povrsinskih vod.

Molekularna
Klasi¢na metoda — metoda — PCR v
Oznaka vzorca Obogatitev ISO 17995:2005 Identifikacija seva realnem ¢asu Identifikacija seva
189 Bolton N / N /
Preston N / N /
190 Bolton N / N /
Preston N / N /
191 Bolton N / N /
Preston P / 28,14 C. jejuni
192 Bolton N / N /
Preston N / N /
4805 Bolton P C. coli 15,43 C. coli
Preston N / N /
4808 Bolton N / N /
Preston N / N /
4810 Bolton N / N
Preston N / 33,9 C.coli/C.jejuni
193 Bolton N / N /
Preston N / N /
194 Bolton N / N /
Preston N / N /
195 Bolton N / N /
Preston N / N /
196 Bolton N / N /
Preston N / N /
197 Bolton P C. jejuni N /
Preston P / N /
198 Bolton N / N /
Preston N / N /
199 Bolton N / N /
Preston N / N /
200 Bolton N / N /
Preston N / N /
201 Bolton N / N /
Preston N / N /
202 Bolton N / N /
Preston N / N /
203 Bolton N / N /
Preston N / N /
204 Bolton N / N /
Preston N / N /
205 Bolton N / N /
Preston N / N /
Legenda:

- /:Oznaka vzorca, ki je oznacena z rde¢o barvo ponazarja vzorce, ki so bili identificirani kot Campylobacter jejuni ali coli s
klasi¢no in PCR metodo. Ti izolati so bili prav tako uporabljeni v mikrodilucijski metodi za dolocitev odpornosti na
antibiotike.

- ponazarja, da so bile v vzorcih povrSinskih vod najdene druge bakterije (predvsem bakterije belih kolonij) ali pa je bilo
gojis¢e mCCDA po inkubaciji sterilno.
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Priloga B: Rezultati identifikacije bakterij Campylobacter s klasi¢no (ISO 10272-1) in molekularno metodo

(PCR v realnem ¢asu) v vzorcih perutninskega mesa.

Klasi¢na Molekularna
metoda- ISO Identifikacija metoda — PCR v Identifikacija
Oznaka vzorca Obogatitev 10272-1 seva realnem casu seva
161 Bolton P C. coli 11,91 C. coli
162 Bolton P C. coli 13,13 C. coli
163 Bolton P C. coli 13,07 C. coli
164 Bolton P C. coli 17,58 C. coli
165 Bolton P C. coli 15,55 C. coli
166 Bolton N / 27,03 C. jejuni
167 Bolton N / 31,33 C. jejuni
247 Bolton P C. jejuni 15,09 C. jejuni
248 Bolton P C. jejuni 16,35 C. jejuni
249 Bolton P C. jejuni 16,16 C. coli
250 Bolton P C. coli 19,39 C.coli+jejuni
251 Bolton P C. coli 18,37 C.coli+jejuni
252 Bolton P C. coli 23,09 C. coli
253 Bolton P C. jejuni 20 C.coli+jejuni
254 Bolton P C. jejuni 21,59 C.coli+jejuni
255 Bolton P C. coli 17,88 C.coli+jejuni
256 Bolton P C. coli 22,29 C.coli+jejuni
273 Bolton P C. jejuni 28,1 C. jejuni
274 Bolton N / 31,08 C. jejuni
275 Bolton P C. jejuni 29,71 C. jejuni
276 Bolton N / 30,98 C.coli+jejuni
277 Bolton P C. coli 16,98 C. coli
278 Bolton P C. coli 19,14 C. coli
279 Bolton P C. jejuni 28,15 C. jejuni
280 Bolton N / 30,68 C. jejuni
281 Bolton P C. jejuni 33,86 C. jejuni
282 Bolton P C. coli 27,49 C. coli
283 Bolton P C. coli 19,86 C. coli

Legenda:

- Oznaka vzorca, ki je oznacena z rdeco barvo, ponazarja vzorce, ki so bili identificirani kot Campylobacter jejuni ali C. coli s
klasi¢no in PCR metodo. Ti izolati so bili prav tako uporabljeni v mikrodilucijski metodi za dolo¢itev odpornosti na
antibiotike.

- / : ponazarja, da so bile v vzorcih povrSinskih vod najdene druge bakterije (predvsem bakterije belih kolonij) ali pa je bilo
gojis¢e mCCDA po inkubaciji sterilno.



