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Med bakterije Escherichia coli pristevamo nepatogene seve, ki so obicajni prebivalci
¢revesja ljudi in zivali, nekateri sevi pa so zaradi virulentnih dejavnikov, ki jih posedujejo,
patogeni za svojega gostitelja. Pogosto jih ugotavljajo v pitni vodi in tudi drugih Zivilih,
predvsem Zivilih Zivalskega porekla. Poleg virulentnih genov, dodatno tveganje pri
bakterijah E. coli predstavljajo tudi vse pogosteje prisotni geni za odpornost proti
antibiotikom. Najveéje tveganje predstavljajo veckratno odporni sevi. Ti so lahko vzrok
usodnih okuzb, ki jih ni mogoce ustrezno zdraviti. Tekom magistrskega dela smo iz
vzorcev Zivil in vode osamili 65 sevov E. coli, ostale smo pridobili iz obstojec¢ih zbirk
NLZOH v Kranju in laboratorija za zivilsko mikrobiologijo BiotehniSke fakultete v
Ljubljani, kjer so bili shranjeni po predhodni izolaciji iz Zivil. 1zmed vseh preiskovanih 80
sevov, ki smo jih vkljucili v nadaljnje preiskave, smo jih pet z molekularno metodo gPCR
potrdili kot VTEC in dva kot ESBL. Vse seve smo testirali tudi na odpornost proti
antibiotikom. Sevi VTEC in ESBL niso izkazovali odpornosti proti antibiotikom, razen
dveh izolatov, enega seva VTEC in enega seva ESBL, ki sta bila potrjena kot
ve¢mnogokratno odporna (MDR). Na odpornost proti antibiotikom smo preverjali tudi
ostalih 73 nepatogenih sevov E. coli. Vecina teh izolatov je bila odporna ali vsaj zmerno
obcutljiva na vsaj enega od Stirinajstih testiranih antibiotikov. Delez na tri ali ve¢
antibiotikov odpornih sevov, je bil skoraj enak pri sevih iz Zivil Zivalskega in rastlinskega
izvora. Proti enemu ali dvema antibiotikoma pa je bilo odpornih najve¢ sevov, izoliranih iz
pitne vode, vendar so bile razlike v prevalenci med skupinami zelo majhne. Glede na
rezultate testiranja smo na koncu 14 sevov E. coli potrdili kot MDR. Osamili smo jih tako
iz vzorcev pitne vode, kot tudi iz Zivil Zivalskega in rastlinskega porekla.
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The bacterial species Escherichia coli includes several nonpathogenic strains that are found
in the gastrointestinal tract of humans and animals. However, some strains possessing
virulent factors can cause serious food poisoning in their host. They are often identified in
drinking water and other foods, especially foods of animal origin. Important characteristic
of E. coli infections are genes for antibiotics resistance, the risk represents also multidrug
resistance. The greatest risk represent multiple-resistant strains, which can cause fatal
infections, which can not be adequately treated. During the master thesis work, in in total
65 strains of E. coli were isolated from the samples of food and water, the other strains
were obtained from strains collections in NLZOH Kranj and in Laboratory of
Microbiology, Biotechnical Faculty, Ljubljana. Among all investigated 80 isolates from
samples of drinking water and food, five strains were confirmed as VTEC and two as
ESBL. These samples were also tested for antibiotic resistance, but they did not possess
resistance frequency and were neither confirmed as MDR, except one strain of VTEC and
one of ESBL. We tested the antibiotic resistance for the other non-pathogenic isolates, as
well and most of the isolates were resistant or intermediate resistant to at least one of the
antibiotics. Most of the isolated samples was resistant to azithromycin. The isolates with
resistance against three or more antibiotics were equally spread in both, meat and non-meat
food sources. The proportion of resistant isolates to one or more antibiotics was higher in
the samples of drinking water, but the differences in prevalence between the groups are
very small. Depending on the test results, we could confirm 14 isolates as MDR. They were
isolated from samples of drinking water and also from food.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

AMP ampicilin (angl. Ampicillin)
AZI azitromicin (angl. Azithromycin)
CDC Center za nadzor in preprecevanje bolezni (angl. Centers for Disease

Control and Prevention)

CHL kloramfenikol (angl. Chloramphenicol)

CIP ciprofloksacin (angl. Ciprofloxacin)

COL kolistin (angl. Colistin)

CLSI inStitut za klini¢ne in laboratorijske standarde ( angl. Clinical and

Laboratory Standards Institute)

DAEC difuzno adherentne E. coli

EAEC enteroagregativne E. coli

EARS-Net Evropska mreZa za spremljanje protimikrobne odpornost (angl. European
Antimicrobial Resistance Surveillance Network )

ECDC Evropski center za nadzor in preprec¢evanje bolezni (angl. European Centre

for Disease Prevention and Control)

EcL The Reference Laboratory for Escherichia coli

E. coli Escherichia coli

EFSA Evropska agencija za varno hrano (angl. European Food Safety Authority)
EGP Evropski gospodarski prostor

EHEC Enterohemoragic¢na E. coli

EIEC enteroinvazivne E. coli

EPEC enteropatogene E. coli

ESBL Beta-laktamaze razSirjenega spektra

ETEC enterotoksigene E. coli

FOT cefotaksim (angl. Cefotaxime)

GEN gentamicin (angl. Gentamicin)

HUS hemoliti¢no uremicni sindrom

MDR veckratna odpornost na antibiotike (angl. multidrug resistant)

MERO meropenem (angl. Meropenem)
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NLZOH
PROMISE

SMX
STEC
TAZ
TBX
TET
TGC
TMP
TSB agar
TTC
TTP
UVHVVR
VTEC

minimalna inhibitorna koncentracija

nalidiksinska kislina (angl. Nalidixic Acid)

Nacionalni laboratorij za zdravje, okolje in hrano

za¢ita potroSnikov z zmanjSanjem mikrobioloSkega tveganja s hrano
(angl. Protection of consumer through mitigation of segregation of
expertise)

sulfametoksazol (angl. Sulfamethoxazole)

E. coli, ki izdelujejo shigove toksine

ceftazidim (angl. Ceftazidime)

Tripton Bile x-glukoronid agar

tetraciklin (angl. Tetracycline)

tigeciklin (angl. Tigecycline)

trimetoprim (angl. Trimethoprim)

tripti¢ni soja bujon agar

trifenil tetrazolijev klorid

tromboti¢na trombocitopeni¢na purpura

Uprava RS za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin

verotoksiéna E. coli
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1 UvOD

Bakterija E. coli je naravni prebivalec prebavnega trakta ljudi in zivali ter glavni indikator
fekalne kontaminacije v zivilih in vodah. Preko prehranjevalne verige se zlahka razSiri v
razli¢ne ekosisteme (Sabaté in sod., 2008).

Mikrobiolodka varnost hrane je pomemben javnozdravstveni problem. Ceprav je veéina
zivil pripravljena po mikrobioloskih standardih doloc¢ene drzave, pa je Se vedno velik delez
hrane kontaminirane z E. coli. Procesi za pripravo in ravnanje z Zivili zahtevajo posebno
pozornost, da bi prepreéili kontaminacije s komenzalnimi ali patogenimi bakterijami (Soufi
in sod., 2011).

Patogeni sevi E. coli lahko povzrocajo pri ljudeh razli¢ne bolezni, kot so diareja, okuzbe
secil, sepsa in meningitis. Sevi, ki povzrocajo ¢revesne okuzbe, sodijo med enteropatogene
E. coli (EPEC), enterotoksigene E. coli (ETEC), enteroinvazivne E. coli (EIEC),
enteroagregativne E. coli (EAEC), difuzno adherentne E. coli (DAEC) in E. coli, ki
izdelujejo Shiga toksine (STEC) ali verotoksine (VTEC). Pri okuZbi s sevi VTEC pride
vCasih do nevarnega zapleta, zlasti pri otrocih in starejSih, hemoliticno uremi¢nega
sindroma (HUS). Virulentni dejavniki in geni, povezani z virulenco, so pri patogenih E.
coli stevilni in zelo razli¢ni, nekateri med njimi so znacilni za posamezno skupino, mnogi
pa se pojavljajo pri razli¢nih skupinah (Grilc in sod., 2014).

Zdravljenje okuzb z E. coli je vedno bolj otezeno zaradi razvoja odpornosti na vecino
najpogosteje uporabljenih antibiotikov (Sabaté in sod., 2008). Vsa uporabljena
antimikrobna sredstva so igrala in Se igrajo pomembno vlogo pri zdravljenju bolezni, ter
pri zmanjSevanju smrtnosti, vendar so bakterije razvile u¢inkovite mehanizme odpornosti
proti tem protimikrobnim zdravilom. Svetovni pojav na antibiotike odpornih sevov je
vzpodbudil skrb za javno zdravje (Alexander in sod., 2010).

Hitro Sirjenje rezistentnih bakterij je globalni problem, ki resno otezuje zdravljenje okuzb
pri ljudeh. Razli¢ni dejavniki lahko prispevajo k temu, saj velika uporaba protimikrobnih
zdravil pri ljudeh in Zivalih daje sposobnost bakterijam za Sirjenje genov za odpornost na
druge bakterije (Soufi in sod., 2011). Antibiotiki, ki se uporabljajo za zdravljenje in
preprecevanje bakterijskih okuzb pri zivalih, sodijo v iste kemijske skupine kot antibiotiki,
Ki se uporabljajo pri ljudeh. To pomeni, da se tudi pri Zivalih lahko pojavijo bakterije, ki so
odporne proti antibiotikom, ki se uporabljajo za zdravljenje okuzb pri ljudeh. V preteklih
letih so porocali o povecanju Stevila okuzb z E. coli, odpornimi proti ve¢ antibiotikom
hkrati, vkljuc¢no s flourokinoloni in cefalosporini tretje generacije. Predhodno zdravljenje z
antibiotiki, npr. s flourokinoloni, povecuje tveganje za pojav odporne E. coli, ki se lahko
nato Siri med ljudmi (ECDC, 2013).
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Tveganje za varnost zivil oziroma zdravje potrosnikov pa predstavljajo tudi geni, ki
kodirajo odpornost proti antibiotikom pri komenzalnih oziroma nepatogenih bakterijah E.
coli. Se posebej so nazaZeljene veckratno odporne bakterije, saj predstavljajo rezervoar
¢revesnih bakterij od koder se odpornost lahko Siri na druge seve iste vrste ali celo med
vrstami. Zaradi izjemne gostote bakterijske mikrobiote v ¢revesju zivali in ljudi je ta
prenos lahko pogostejsi. Zato je sledenje veckratno odpornih sevov ¢revesnih bakterij zelo
pomembno za prepreCevanje tveganja prenosa odpornih bakterij v Zivilski proizvodno
prehranski verigi (Smole Mozina in sod., 2011). Veckratno odporne patogene in
komenzalne bakterije vrste E. coli potrebujejo ve¢ pozornosti v preiskavah zivil in
sorodnih vzorcev (Szmolka in Nagy, 2013).

1.1 CILJI IN DELOVNE HIPOTEZE MAGISTRSKEGA DELA
1.1.1 Cilji magistrskega dela

Pred zacetkom eksperimentalnega dela smo si zadali naslednje cilje:

e [z razlicnih vzorcev zivil in vod, ki so predvideni v monitoringu, ugotoviti
prisotnost in osamiti seve bakterije E. coli.

e Fenotipsko in genotipsko ugotoviti morebitno prisotnost verotoksigenih sevov
(VTEC) in ESBL sevov v vzorcih Zivil in vode in potrditi ta rezultat tudi na
osamljenih sevih bakterij E. coli.

e Z mikrodilucijsko metodo dolo¢iti odpornost pridobljenih sevov na standardni set
protimikrobnih zdravil in rezultate analizirati glede na izvor sevov (Zivila/vode) ter
glede na druge, Ze zbrane rezultate (humani, Zivalski/Zivilski sevi), osamljenih iz
slovenskih vzorcev ter vzorcev Zivil, nelegalno vnesenih v EU (projekt Promise,
2012 - 2014).

1.1.2 Delovne hipoteze

Predpostavili smo:
e [z vzorcev zivil in vode, vklju¢enih v monitoring, bomo izolirali razlicne seve E.
coli.
e Med izoliranimi sevi E. coli bomo potrdili tudi seve VTEC ki izdelujejo Shiga
toksine, seve ESBL, ter seve, ki bodo odporni na dolo¢ene antibiotike.
e Prisotnost genov, odgovornih za virulentne dejavnike in odpornost proti
antibitiokom, se bo razlikovala med sevi glede na njihov izvor.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 BAKTERIJE RODU E. coli

2.1.1 SploSne znacilnosti

E. coli spada med najpogostejse bakterije v prebavilih (Crevesju) vsakega izmed nas. Sodi
v druzino enterobakterij, imenovano Enterobacteriaceae. Najdemo jo v ¢revesju ¢loveka in
zivali. E. coli je po Gramu negativna, torej ni sposobna tvorbe spor, fakultativno
anaerobna, palicasta bakterija. Omenja se kot najbolj preucevan prosto zive¢ organizem,
odkrili pa so Ze vec¢ kot 700 razli¢nih serotipov (Adamic in sod., 2003).

Posamezne tipe lo¢imo na osnovi O-K-H- antigenov, kjer so O-antigeni liposaharidi, ki se
nahajajo na zunanji celi¢ni ovojnici, K-antigeni so kapsularni polisaharidi in H-antigeni
flagelarni proteini. E. coli je obi¢ajno neSkodljiva in je pomemben del zdravega
prebavnega trakta. Vendar pa so nekateri sevi patogeni, kar pomeni, da lahko povzrocijo
bolezni, bodisi drisko ali bolezni izven prebavnega trakta, predvsem okuzbe secil (ECDC,
2013). Patogene vrste E. coli se lahko prenasajo z okuzeno vodo ali hrano ali prek stika z
Zivalmi ali ljudmi. E. coli je sestavljena iz raznolike skupine bakterij, patogeni sevi pa so
razvr$ceni v patotipe (CDC, 2014). Viri bakterije so kontaminirana hrana, predvsem mleta
govedina, nepasterizirano (surovo) mleko in sok, mehki siri iz surovega mleka in surovo
sadje in zelenjava, npr. kalcki, onesnazena voda, vklju¢no s pitno vodo, Zivali in njihovo
okolje (Gyles, 2007).

Bakterije E. coli so indol in metilrdece pozitivne, Voges Proskauer in citrat negativne in ne
tvorijo zveplovodika. Optimalni pogoji za rast so med 10 °C do 46 °C, lahko pa rastejo tudi
pri 4 °C. Minimalna aktivnost vode (ay), torej koli¢ina proste vode v zivilu za rast je med
0,93 in 0,96, najnizji pH pa 4,3. Pri temperaturah med 44 °C in 45,5 °C tvorijo plin in
kislino iz laktoze (Adamic in sod., 2003).

Zdravljenje &revesnih nalezljivih bolezni (CNB), povzroenih z okuzbo z E. coli, je
veCinoma z nadomes$Canjem izgubljene tekocCine, v nekaterih primerih zdravljenje z
antibiotik, naprimer v primeru tezkega septi¢nega poteka bolezni (Blatnik in sod., 2002).
Okuzba ponavadi izzveni sama brez dolgotrajnih in hudih znakov okuzbe. Vendar pa
patogeni sevi, kot so E. coli O157:H7 in E. coli O104:H4, lahko poleg krvave driske
povzrocijo tudi odpoved ledvic, v skrajnih primerih smrt. Pravilna priprava Zivil, dobro
oprana sadje in zelenjava, prepreCevanje navzkrizne kontaminacije zivil in temeljito
umivanje rok, lahko preprecijo okuzbe z E. coli (IVZ, 2010).
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2.1.2 Patogeneza bakterij E. coli in simptomi obolenja

Poznamo pet razlicnih mehanizmov, prek katerih E. coli delujejo in povzro¢ajo bolezni.
Glede na patogenezo jih delimo na enterohemoragicne, enterotoksi¢ne, enteropatogene,
enteroinvazivne, in enteroagregativne (Blatnik in sod., 2002).

Zunajcrevesne okuzbe z bakterijo E. coli so ve¢inoma endogene (povzroci jih lastna flora,
Ki se razsiri v podro¢ja, kjer je normalno ni) ali prenesene z rokami in postopki (npr. pri
vstavljanju urinskega Kkatetra). Pri okuzbah prebavil se okuzimo z uzivanjem
kontaminirane hrane oz. vode ali pa fekalno-oralno od bolnika oz. klicenosca (Kotnik,
2011).

Med zelo patogene spada enterohemoragi¢na E. coli (EHEC), serotip O157:H7, ki je bila
leta 1982 prvi¢ opisana kot povzrociteljica krvave driske pri ¢loveku. EHEC povzroca
krvavo drisko s tezko klini¢no sliko, $e zlasti pri otrocih in starejsih ljudeh, kar kaZze na
velik pomen imunskega odgovora gostitelja. Povzroca epidemije in sporadi¢ne primere
drisk. Pri zdravih odraslih je potek okuzbe lahko tudi asimptomatski. Ker je toksin EHEC
zelo podoben toksinu, ki ga izlo¢a Shigella dysenterieae, se imenuje Shiga toksin.
Toksi¢no deluje na kulture vero ledvic¢nih celic, zato se imenuje tudi verotoksin. Genska
informacija za sintezo verotoksina se med E. coli prenaSa prek bakteriofagov. Infektivni
odmerek EHEC O157:H7 je nizek. Zadostuje manj kot 70 Zivih bakterij v zauZiti hrani, da
se razvije driska. Inkubacija bolezni traja 4-8 dni. V klini¢ni sliki je v ospredju intenzivna
driska, ki je sprva vodena, kasneje pogosto hemoragicna. Drisko spremljajo kréevite
bolecine v trebuhu in bruhanje. Telesna temperatura je normalna ali blago poviSana.
Bolezen traja 1-12 dni, v povpre¢ju 8 dni (Blatnik in sod., 2002).

Verotoksigene E. coli, kamor sodi tudi EHEC, kolonizirajo prebavni trakt goveda in drugih
prezvekovalcev, vendar ne povzrocajo bolezni pri teh Zivalih. Bakterije se izlo¢ijo z blatom
v okolje, kjer ga onesnazujejo, vkljucno z pitno vodo in vodo za namakanje. Lahko pride
tudi do direktne kontaminacije Zivil, kot na primer sadja, zelenjave, surovega mleka, lahko
pa se kontaminirajo tudi klavni trupi ob samem zakolu Zivali. Lahko pride do
neposrednega prenosa iz Cloveka na Cloveka, in sicer z osebami, ki na kmetijah ali
klavnicah prihajajo v neposreden stik z zivalmi. Pri ljudeh te patogene bakterije naselijo
predvsem debelo ¢revo in se pritrdijo na ¢revesno sluznico. Bakterije proizvajajo posebne
receptorje, ki jih injicirajo v epitelijske celice gostitelja. Adhezini posredujejo bakterijske
signale do celi¢nih receptorjev. Pritrjene bakterije spros$cajo toksin, ki se prenasa preko
epitelijskih celic v obtoku. Tako povzrocijo pri gostitelju krvavo drisko in boleCine v
trebuhu. Pride lahko do zapletenega hemoliticno uremicnega sindroma (HUS) ali
tromboti¢ne trombocitopeni¢ne purpure (TTP), ki lahko privedeta do akutne odpovedi
ledvic (EcL, 2004).



Acko M. Verotoksi¢nost in veckratna odpornost ... Escherichia coli iz vzorcev Zivil in vod. 5
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

2
odvajanje blata +

- knﬂta.m.inadja nknlja. q

zaufitje patogene § 8gli 3
kontaminacija hrane in
vode
4
prenos z fivalina
Eloveka (kmetije,
Kawvnice.,...)
=
5
prenos clovek
tlovek \
/ I
=
= % 2
— 3.4,5
| - odvajanje blata S et
! zau?_tt_'!e patogene kontaminacija kontaminacija hrane + prenos z Hvali
for okolja na Eloveka + prenos s Eloveka na
' Eloveka

—_—

kolonizacija debelega Erevesja
in pritrditev na epitelne celice
l < pntrjena Ecoli
7 1

w3 dhezif

krvava driska = reCepior

¥ tolsin

7 pfehnd toksina v
obtok

Slika 1: SploSen prikaz okuzbe z E. coli (EcL, 2004)
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Na sliki 2 je prikazana interakcija razlicnih patogenih bakterij E. coli z epitelijskimi
celicami v ¢revesju.
e A - ETEC se preko fimbrij veze na ¢revesno celico in izloca strupe (toplotno labilni
enterotoksin), ki nato vstopi v celico, ne da bi jo poSkodoval.
e B - EPEC se veZe na mikrovile enterocitov in jih uni¢i. Ostane ¢vrsto pritrjena na
povrsino sluznice tankega Crevesa.
e C - EIEC se pripnejo na povrsino ¢revesnih celic in jih uni¢ijo. Vstopijo v celico,
kjer se lahko razmnoZujejo in invadirajo sosednje celice.
e D - EHEC izloc¢ajo verotoksine v epitelne celice, ki poskodujejo ¢revesno sluznico,
lahko pa tudi druge organe. Toksin potuje od Golgijevega aparata do ribosomov in
unici celico.

‘amiy 5 oo intimin kompleks

snop aktina
vstop
enterotoksina
A ETEC '} |B Eesc p

— \H\ vstop Shiga toksina
EIEC
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Slika 2: Interakcija razli¢nih patogenih bakterij E. coli s ¢revesnimi celicami (Maciver, 2002)

2.1.2.1  Virulentni dejavniki E. coli

Pri E. coli so virulentni dejavniki, ki povzroc¢ajo diarejo, $tevilni in zelo razli¢ni. Njihovo
prepoznavanje omogoca boljSo diagnostiko bolezni, ki jo povzroc¢ajo. Seve ki povzrocajo
¢revesne okuzbe, delimo v razli¢ne skupine, predvsem glede na klini¢no sliko bolezni, ki
jo povzroc€ajo, in specifi¢ne virulentne dejavnike. Tako EPEC povzro¢ajo histopatoloske
spremembe c¢revesnega epitela. VTEC izdelujejo verotoksine 1 in 2, nekateri sevi lahko
izdelujejo obe skupini verotoksinov. ETEC izdelujejo toplotno labilne (LT) in toplotno
stabilne (ST) enterotoksine, nekateri sevi izdelujejo obe vrsti teh toksinov. Znacilnost
EIEC je, da so sorodne Sigelam in da vstopajo v epitelne celice, se v njih razmnoZzujejo in
nato prehajajo v sosednje celice. EAEC se pritrjujejo na celice Crevesne sluznice in
nekatere izdelujejo enterotoksine in citotoksine (Trkov in sod., 2008).
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Zapisi za te virulentne dejavnike so na genetskih elementih, kot so plazmidi in
bakteriofagi. Ti geni, ki so povezani z virulenco E. coli, so gen ipaH pri EIEC. Gena eltA
in estA pa kodirata toplotno labilni in toplotno stabilni enterotoksin pri ETEC. Gen eae
nosi zapis za adhezin EPEC in nekaterih VTEC na celice epitelija ¢revesne sluznice. Geni
vtx1 in vtx2 oziroma stx1 in stx2 pa nosita zapis za verocitotoksine (Trkov in sod., 2008).

Sevi E. coli so pomemben etioloski dejavnik pri driski, predvsem pri prasi¢ih. Tako je
sposobnost patogenih sevov E. coli razmnozevanje in kolonizacija tankega crevesja, kot
tudi izloCanje enterotoksina. E. coli, izolirane iz praSiev, SO Sposobne proizvajati
fimbrije. Te povrSinske strukture so odgovorne za adhezijo patogenih sevov na Crevesne
epitelijske celice. Sevi, ki imajo fimbrije, lahko izlo¢ajo Se enega ali vec enterotoksinov
(Osek in sod., 1999).

2.1.3 Pogostnost patogenih bakterij E. coli

2.1.3.1 Pojavnost okuzb z bakterijo E. coli pri ljudeh

Bakterije Escherichia coli so v Sloveniji za kampilobaktri, salmonelami in bakterijami
vrste Clostridium difficile etrti najpogostejsi bakterijski povzro¢itelj drisk. Stevilo prijav v
Sloveniji je bilo v letu 2013 enako Stevilu prijav adenovirusnih enterokolitisov. Najvisja
prijavna inciden¢na stopnja je bila v novogoriski regiji (24,6/100.000 prebivalcev), sledili
sta celjska (17/100.000 prebivalcev) in kranjska regija (4,4/100.000 prebivalcev). Glede na
prijave med posameznimi skupinami prevladujejo enteropatogene E. coli. Stevilo vseh
prijav je bilo v letu 2013 za 15 % nizje kot v letu 2012. Dejansko Stevilo okuzb z E. coli je
verjetno vedje. Stevilo prijav je podcenjeno zaradi nepopolne prijave in neprepoznanih
primerov okuzbe. V letu 2013 je NLZOH potrdil 17 primerov prisotnosti genov za
verotoksine iz blata ljudi. Najve¢ bolnikov je bilo med majhnimi otroci, najvec izolatov

sy

v

sod., 2014).

V letu 2011 je ECDC zabelezil porast incidence VTEC okuzb v drzavah EU, ki je znaSala
2,54 na 100.000 prebivalcev. Porast je bila predvsem posledica obsezne epidemije v
Nemciji. Prevladovali sta seroloski skupini O157 in O104. Pojavnost okuzb z VTEC v
drzavah EU vseskozi nekoliko naras¢a (Grilc in sod., 2014).

Leta 2004 je bilo v drZzavah sveta Stevilo laboratorijsko potrjenih okuzb z EHEC v EU in
na NorveSkem 1,3 na 100.000 prebivalcev, medtem ko je bilo v ZDA takdnih primerov 0,9
na 100.000 prebivalcev. Frekvenca okuzb z EHEC, predvsem potrjenih primerov HUS, je
bila viSja v Argentini, kjer je bilo 22 primerov HUS-a na 100.000 otrok, starih med 6 in 48
meseceV (Stein, 2004).
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Iz ¢lanka Franza in sod. (2014) lahko povzamemo pojavnost E. coli 0157 po svetu. In sicer
je najvecja pojavnost na 100.000 prebivalcev v Argentini, tako kot tudi pojav HUS-a kar je
omenjeno Ze zgoraj, in sicer je incidenca 13,9 na 100.000 prebivalcev. Sledijo Nova
Zelandija (3,6), ZDA (0,9), Japonska (0,87), Svedska, kjer so rezultati predstavljeni med
leti 2005 in 2012, pojavnost pa je 0,81 na 100.000 prebivalcev. Sledijo Se Nizozemska, s
podatki iz leta 2012 (0,33) in Avstralija z najmanj prijavljenimi primeri okuzb z E. coli
0157 (0,12/100.000 prebivalcev).

2.1.3.2  Pojavnost okuzb z bakterijo E. coli pri zivalih, vzorcih hrane in pitne vode

V okviru izvajanja letnega monitoringa so na Upravi za varno hrano, veterinarstvo in
varstvo rastlin spremljali prisotnost VTEC v Zivilih Zivalskega in neZivalskega izvora ter
vodi za namakanje. Skupaj so analizirali 382 vzorcev zivil ter 8 vzorcev vode za
namakanje. Pri vzorcih zivil zivalskega izvora se je prisotnost genov vitx1 in /ali vtx2, ter
tudi prisotnost genov posameznih seroloskih skupin ugotovila pri 13 vzorcih od 184
analiziranih vzorcev. Pri 10 vzorcih mletega mesa in mesnih pripravkov so ugotovili
prisotnost genov vix1 in/ali vtx2, ter tudi prisotnost genov ene izmed petih seroloskih
skupin, ki se najpogosteje pojavljajo kot povzrocitelji okuzb s hrano pri ljudeh. Prav tako
so gene za verocitotoksic¢nost ugotovili pri dveh vzorcih nemesnega izvora in enem vzorcu
namakalne vode (Grilc in sod., 2014).

V letnem porocilu o zoonozah in povzroiteljih zoonoz Uprave RS za varno hrano,
veterinarstvo in varstvo rastlin iz leta 2013 porocajo, da so v zivilih in vodi za namakanje
dolocali verotoksi¢no E. coli (VTEC). Skupaj so analizirali 382 vzorcev zivil mesnega
izvora in sveZe zelenjave in semen za kaljenje, ter 8 vzorcev vode za namakanje. V 13
vzorcih mesnih Zivil so ugotovili prisotnost genov vitx1 in/ali vtx2, pri 10 vzorcih pa se je
poleg genov za verotoksi¢nost potrdila tudi prisotnost genov ene izmed petih seroloskih
skupin, ki se najpogosteje pojavljajo kot povzrocitelji okuzb s hrano (0157, 0103, 026,
0145 in O111). Prisotnost izolata seroloske skupine 0103, vtx2 se je potrdila samo pri 1
vzorcu mesnega pripravka, pri 1 vzorcu mletega mesa pa je bila potrjena prisotnost
netoksigenega seva O157. Pri zivilih nezivalskega porekla je bilo Stevilo potrjenih genov
vtx1 in/ ali vtx2 nekoliko nizje, prav tako pri namakalnih vodah. Pri dveh vzorcih zelenjave
in enemu vzorcu namakalne vode so ugotovili gene za verotoksi¢nost (UVHVVR, 2014).

Iz porocila Agencije Republike Slovenije za okolje iz leta 2013 lahko podamo rezultate
mikrobioloSke onesnazZenosti pitne vode z E. coli. Vzorce so zbirali po celotni Sloveniji,
rezultati pa so prikazani za vsako regijo in lo¢eno po velikosti vodnega obmocja, iz
katerega izvira vzorec (Slika 3).
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Slika 3: DeleZ neskladnih vzorcev zaradi fekalne onesnaZenosti (prisotnosti E. coli) na vodnih obmogjih po
Sloveniji (Gale in sod., 2014)

2.2 ANTIBIOTIKI

Antibiotiki so poveéini naravni produkti mikroorganizmov ali naravnemu produktu
podobne sinteti¢ne ali polsinteticne spojine, ki zavirajo ali onemogocijo razmnozevanje
drugih mikroorganizmov in se uporabljajo za zdravljenje mikrobnih okuzb. V grobem jih
lo¢imo na antibiotike Sirokega spektra, ki delujejo na ve¢ vrst razlicnih mikroorganizmov,
in antibiotike ozkega spektra, ki delujejo specificno na eno vrsto mikroorganizmov. V
SirSem smislu so antibiotiki kemoterapevtska sredstva, ki inhibirajo ali preprecujejo rast
mikroorganizmov, kot so bakterije, glive ali prazivali. 1zraz antibiotik se nanaSa prvotno na
kateri koli agens z bioloSko aktivnostjo proti Zivim organizmom. Sedaj se ta izraz
uporablja za snovi z antibakterijsko, antiglivicno ali antiparazitsko dejavnostjo
(Krimmerer, 2009a).

V farmacevtski industriji so bili prvi antibiotiki, npr. penicilin ali streptomicin naravnega
izvora, sedaj pa so pridobljeni s kemi¢no sintezo ali s kemi¢no modifikacijo spojin
naravnega izvora. Razen po nacinu izdelave se prakticno ne razlikujejo med sabo
(Kriimmerer, 2009a).

Antibiotiki so med najbolj pogosto uporabljenimi zdravili v bolniSnicah. Po Studiji jemanja
antibiotikov v bolnisnicah v ZDA je v letu 2010 56 % bolnikov dobilo antibiotik med
hospitalizacijo. Za do 50 % predpisanih antibiotikov so ugotovili, da so bili napacno
predpisani, ali da je Slo pri zdravljenju za napacno terapijo. Prav tako je eno zadnjih
porocil pokazalo, da je bilo pri 30 % hospitaliziranih odraslih bolnikov v enotah za
intenzivno nego zdravljenje z antibiotiki nepotrebno. Ne samo da se s tem, ko se napacno
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ali po nepotrebnem predpisujejo antibiotiki, visajo stroski za zdravstvo, to prispeva tudi k
vse vecjemu javnozdravstvenemu problemu, saj na tak nacin bakterije pridobivajo na
odpornosti na te pogosto uporabljene antibiotike (Cakmakci, 2015). V drzavah EU se med
antibiotiki najve¢ predpisujejo penicilini (13-57 %), sledijo cefalosporini (8-31 %),
kinoloni (4-17 %), makrolidi (3—13 %), tetraciklini (0-12 %) in drugi antibiotiki (6—27%).
Slovenija po porabi antibiotikov sodi v to povprecje. Sicer pa se v Sloveniji opaza stabilna
raba antibiotikov v bolnisSnicah (Kolman in sod., 2006).

Ene vec¢jih omejitev za uspe$no protimikrobno zdravljenje je postopno nastajanje
odpornosti proti tem zdravilom, zlasti v drzavah v razvoju. Zaradi izrazitega povecanja
odpornosti na antibiotike predvsem, med patogenimi ¢revesnimi bakterijami, je postalo
nujno najti uc¢inkovitej$a protimikrobna sredstva. Tako so fluorokinoloni in cefalosporini
Sirokega spektra delovanja skupine, katerih ucinkovitost proti ¢revesnim patogenom iz
druzine enterobakterij Se ni ogroZena zaradi pridobljene odpornosti (Chayani in sod.,
2009).

Poznamo veliko razli¢nih antibiotikov, glede na njihovo kemijsko zgradbo in mehanizem
delovanja jih razvr§¢amo v vec¢ skupin. V odvisnosti od delovanja na mikrobne celice jih
razdelimo na:

e bakteriostati¢ne (zavirajo rast celic in replikacijo),

e Dbakterioliticne (lizirajo mikroorganizme, povezani so s poskodbami bakterijske

celine stene) in

e Dbaktericidne (povzrocijo celicno smrt).
Vecina novejsih baktericidnih protimikrobnih sredstev glede na spekter delovanja deluje
tako, da zavira sintezo DNK, sintezo RNK (kinoloni, sulfamidi), ali zavirajo sintezo
celicne stene (cefalosporini), ali preprecujejo sintezo celi¢nih beljakovin (aminoglikozidi,
tetraciklini, makrolidi, fenikoli) (Kohanski in sod., 2010).

Glede na kemijsko strukturo pa jih razdelimo na betalaktame, kamor uvr§¢amo peniciline,
cefalosporine, karbapeneme, monobaktame in makrolide. Potem so Se tetraciklini,
aminoglikozidi, kinoloni in flourokinoloni, linkozamidi, glikopeptidi, polimiksini,
oksazolidini, nitrofurani in nitroimidazoli.

Nekoliko podrobneje sem opisala le skupine antibiotikov, ki smo jih testirali v nasi nalogi.

Beta-laktamski antibiotiki obsegajo veliko skupino antibiotikov, vklju¢no s penicilini,
cefalosporini in sorodnimi spojinami, ki v svoji kemijski zgradbi vsebujejo betalaktamski
obro¢. Imajo Sirok spekter delovanja in so najbolj razSirjena skupina antibiotikov. Svojo
ucinkovitost izrazajo z zaviranjem sinteze peptidoglikanskega ogrodja celicne stene
mikroorganizmov. Imajo baktericiden u¢inek. Bakterijska odpornost proti B-laktamskim
antibiotikom se povecuje in postaja pogosta tezava v osnovni zdravstveni oskrbi. Obstaja
ve¢ mehanizmov protimikrobne odpornosti B-laktamskih antibiotikov. Pomemben
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mehanizem je proizvodnja 3-laktamaze, encima, ki hidrolizira -laktamski obro¢ in ga s
tem inaktivira. V to skupino strukturno sodijo tudi cefalosporini, ki imajo beta-laktamski
obro€ in tiazolidinski obro¢. Razdeljeni so v tri generacije, odvisno od njihovega spektra
delovanja. Komercialno dostopen cefalosporin je bil uveden leta 1962, Ceprav so sprva
mislili, da je samo izboljSan derivat penicilina (Holten in Onusko, 2000).

V skupino antibiotikov, ki zavirajo normalno delovanje celicne membrane, uvrS¢amo
kolistin. Kolistin je polipeptidni antibiotik iz skupine antibiotikov, imenovanih
polimiksini. Delujejo baktericidno na Gram negativne bakterije s poruSenje strukture in
funkcije zunanje citoplazemske membrane bakterij. Podatki v zvezi s klinicnho
uc¢inkovitostjo so omejeni, S0 pa leta 1960 ugotovili, da je u¢inkovit pri zdravljenju okuzb s
po Gramu negativnih bakterij, ki so odporne na druge antibiotike (Markou in sod., 2003).

V skupino antibiotikov, ki preprecujejo sintezo beljakovin, sodijo aminoglikozidi.
Aminoglikozidi so ene prvih, a Se vedno pomembnih antibakterijskih pripravkov. So
naravni fermentacijski proizvodi ali njihovi polsinteti¢ni derivati, sestavljeni iz sladkorne
in aminske skupine. V osnovi so vodotopne molekule, ki kaZejo baktericidno ucinkovitost,
zlasti za zdravljenje Gram-negativnih bakterijskih okuzb in tuberkuloze. Negativne
lastnosti te skupine antibiotikov so razvoj odpornosti, ototoksicnost in nefrotoksi¢nost.
Razdeljeni so v tri generacije. Gentamicin, ki smo ga za dolo¢anje antimikrobne odpornosti
uporabili v tej nalogi se uvrs€a v drugo generacijo aminoglikozidov. Delujejo tako, da se
vezejo na 30S ribosomske podenote in s tem motijo sintezo beljakovin, stopnja aktivnosti
pa je odvisna od njihove koncentracije v krvi (Kirst in Allen, 2013).

Makrolidni antibiotiki se pogosto uporabljajo za okuzbe spodnjih in zgornjih dihal,
okuzbe mehkih tkiv, povzro¢enih z okuzbo Gram pozitivnih bakterij. Razdeljeni so na
eritromicin, prvi makrolidni antibiotik in neeritromicine, kamor sodita klaritromicin in
azitromicin. Makrolidni antibiotiki so drugi najpogosteje uporabljeni antibiotiki v ZDA v
Casu nosecCnosti. Protimikrobni ucinek je povezan s prepreCevanjem sinteze proteinov.
Vezejo se na 50S ribosomske podenote in s tem zavirajo procese na peptidni verigi in
preprecujejo premestitvene reakcije (Lin in sod., 2013).

Tetraciklini so antibiotiki s Sirokim spektrom delovanja. So antibiotiki z bakteriostati¢nim
delovanjem, ki se vezejo na 30S ribosomske enote, s ¢imer zavirajo sintezo bakterijskih
beljakovin. Tetraciklini delujejo tako, da blokirajo dostop aminoacila-tRNK do ribosoma
92 (Kohanski in sod., 2010).

Skupina protibakterijskih zdravil, imenovanih kinoloni, se v klini¢ni praksi uporablja od
zgodnjih 60. let. Kinoloni vkljucujejo dve glavni skupini zdravil, in sicer ne-fluorirane
kinolone in fluorokinolone. Imajo baktericidni ucinek, Ki je odvisen od koncentracije
doziranja. Inhibirajo delovanje encimov giraza in topoizomeraza, ki sta klju¢na za sintezo
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DNK v mikrobni celici. Zaviranje teh funkcij pa vodi do nepovratnih sprememb v
mikroorganizmu in njegove smrti (Drlica in sod., 2008).

Sulfamidi ali sulfonamidi so prvi razred antibakterijskih spojin, odobrenih za Siroko
uporabo. Sulfonamidni antibiotiki so sinteti¢no pridobljeni iz sulfanilne kisline. Kemijska
struktura je iz sulfonamida in samostojnega pet- ali Sest - ¢lenskega heterociklicnega
obroca. Imajo Sirok spekter delovanja zoper vecino gram-pozitivnih in Stevilnih gram-
negativnih mikroorganizmov. Razmnozevanje bakterij zavirajo tako, da delujejo kot
inhibitorji p-aminobenzojske kisline, prekurzorja folne kisline, ki pa je ena glavnih
sestavin pri sintezi nukleinskih kislin. Pogosto se uporabljajo v zivinoreji, in predstavljajo
velik delez celotne porabe antibiotikov pri zdravljenju zivali. Tako so bili ostanki
sulfamidov odkriti v tevilnih vodnih okoljih, rekah, jezerih, podzemnih vodah. Sirjenje
ostankov teh antibiotikov v vodnih okoljih je ustvarilo veliko zaskrbljenost zaradi moznih
tveganj, kot so poveCanje mikrobne odpornosti po dolgotrajni izpostavljenosti
mikroorganizmov (Yang in sod., 2015).

2.2.1 Odpornost bakterij E. coli na antibiotike

Na antibiotike odporne bakterije so bile odkrite ze v letih 1980 in kasneje 1990 v pitni
vodi. Pri odpornih bakterijah, odkritih v pitni vodi, so prisli do zakljuc¢kov, da je obdelava
surove vode in njena poznejSa distribucija selekcionirala proti antibiotikom odporne
bakterije (Kriimmerer, 2009b).

Odpornost mikroorganizmov proti antibiotikom predstavlja resno groznjo javhemu zdravju
v Evropi, saj se s tem podaljSuje bolni$ni¢no zdravljenje, povecujejo se stroSki za
zdravstvo, odpornost vodi k neuspelemu zdravljenju in je ob¢asno tudi vzrok smrti. V EU
in drzavah Evropskega gospodarskega prostora (EGP) se je v zadnjih letih odpornost proti
antibiotikom pri E. coli opazno povecala. Zato sta preudarna raba antibiotikov in celovita
strategija nadzora okuzb v zdravstvenih ustanovah temelja ucinkovitih ukrepov za
preprecevanje pojava in prenosa proti antibiotikom odpornih bakterij (ECDC, 2013).

DelezZ izolatov E. coli, odpornih na najbolj pogosto uporabljene antibiotike, se v Evropi
povecuje. Po porocanjih EARS-Neta je bilo v letu 2012 proti vsaj enemu od spremljanih
antibiotikov odpornih vecina izolatov. Zaskrbljujoée je povecanje odpornosti proti
cefalosporinom tretje generacije in veCkratna odpornost proti fluorokinolonom in
aminoglikozidom. Ve¢ drzav EU belezi trend povecanja teh vrst odpornosti med leti 2009
in 2012. Odpornost proti karbapenemom pri E. coli ostaja v Evropi nizka (ECDC, 2013).

Letno porocilo agencije EFSA in ECDC iz leta 2013 je pokazalo, da imajo indikatorski oz.
komenzalni sevi E. coli, ki so jih izolirali iz pis¢an¢jega mesa, svinjine in govedine, visok
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odstotek odpornosti na antibiotike, predvsem na ampicilin, sulfonamide in tetracikline.
Rezistenca na gentamicin je bila nizja od 5 %, nizja od 10 % je bila rezistenca na
cefotaksim in nizja od 13 % na klofamfenikol. Izolati iz mesa brojlerjev so imeli praviloma
visji odstotek odpornih sevov na antibiotike, kot sevi iz vzorcev mesa prasi¢ev in goveda.
Med leti 2007 in 2013 porocajo o pove¢anem trendu odpornosti pri izolatih E. coli iz mesa
kislino. Pri vzorcih mesa ostalih zivali je bila najviSja odpornost na tetracikline in
streptomicin. V porocilu so podani izsledki raziskav o odpornosti E. coli iz vzorcev mesa.
Odpornost za ciprofloksacin, ki je pomemben antibiotik v humani medicini, je bila precej
viSja pri vzorcih mesa brojlerjev, kot vzorcih drugih mesnih zivil. Podobno je bilo pri
pojavu odpornosti na nalidiksinsko kislino. Podatke o odpornosti je posredovala tudi
Slovenija. Skupno gledano je delez odpornosti na antibiotike visji pri izolatih iz brojlerjev
kot pri svinjini. Glede antibiotikov pa se je odpornost najpogosteje pojavljala na ampicilin,
najmanj izolatov je odpornost izkazovalo na gentamicin in kloramfenikol (EFSA, 2015).

Raziskavo na podroc¢ju odpornosti izolatov E. coli so izvedli tudi v ZDA (1950 — 2002).
Skupno so analizirali 1729 sevov, od tega 746 zivalskih (govedo, prasi¢i, perutnina). Pri
zivalskih izolatih so opazili povecano odpornost na enajst od petnajstih testiranih
antibiotikov, vklju¢no z ampicilinom, sulfonamidi in gentamicinom, podobno kot v Evropi.
Na splosno so opazili najpogostejSo odpornost na starejSa zdravila, kot so tetraciklini,
sulfonamidi in ampicilin. Manj sevov je bilo odpornih na zdravila, uvedena v klini¢no
uporabo po letu 1980, in sicer na ciprofloksacin in nekatere druge. Veckratna odpornost E.
coli se jeiz 7,2 % leta 1950 povecala na 63,3 % leta 2000 (Tadesse in sod., 2012).

Tudi surova zelenjava lahko gosti veliko razli¢nih patogenih mikroorganizmov, vklju¢no s
patogenimi sevi E. coli. Stevilni izbruhi okuzb z EHEC ali STEC v Evropi, Severni
Ameriki in na Japonskem so bili posledica uzivanja kontaminirane zelenjave iz svezega
sadnega soka. Zadnji velik izbruh z EHEC, je bil povezan s kalcki leta 2011 v Nem¢iji in
je povzrocil visoko incidenco HUS-a (Skockova in sod., 2013; EFSA, 2015). Sadje in
zelenjava sta bistveni sestavini zdrave prehrane. SveZa zelenjava se po vsem svetu
proizvaja in prodaja vse leto. V zadnjem Casu je tako sveza zelenjava postala potencialna
groznja okuzb s hrano in vzrok potrjenih velikih in resnih mednarodnih izbruhov, ki so bili
povezani s semenskim materialom ohrovta, kontaminiranih z Escherichia coli 0104: H4 v
Evropi in E. coli O157 v paradizniku in Spina¢i v Ameriki. Tako se povecuje problem
varne hrane, saj je lahko kontaminirana z povzrocitelji bolezni ali komenzalnimi sevi, Ki SO
rezervoar genov za rezistentnost, s tem pa tudi prenos bakterij odpornih na antibiotike na
ljudi. Ceprav so proizvodi Zivalskega izvora glavni prenaalci bakterij odpornih na
antibiotike in njihovih genov za odpornost, postaja velik problem tudi ravnanje in obdelava
svezih Zivil rastlinskega izvora. Na Portugalskem je bila tako po poro¢anju Campos in sod.
(2013) najvisja odpornost E. coli izolirane iz vzorcev zelenjave iz supermarketov na
tetracikline in streptomicin, najnizja pa na kloramfenikol.
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Povpre¢na odpornost na aminoglikozide iz tridesetih drzav EU je bila leta 2012 izra¢unana
na 10,3 %. Za polovico drzav so porocali o povecevanju trenda odpornosti, in sicer iz 8,6
% leta 2009 na 10,3 % leta 2012. V treh drzavah EU (Nemcija, Litva, Malta) so opazili
upadajo¢ trend odpornosti na aminoglikozide. Podoben trend povefanja odpornosti SO
zabelezili pri kinolonih. V tridesetih drzavah EU je bila povpre¢na odpornost na kinolone
22,3 %. NajmanjSa zaznana odpornost je bila na Islandiji, najvisja (42,0 %) pa na Cipru in
v Italiji (ECDC, 2012).

2.2.2 VTEC in odpornost sevov VTEC na antibiotike

Sevi Escherichia coli, ki proizvajajo Shiga toksin (STEC) ali verotoksin (VTEC) so
raznolika skupina Crevesnih povzrociteljev bolezni in so bili opredeljeni kot eden od
glavnih povzrociteljev bolezni, ki se prenasajo s hrano. Lahko povzrocijo drisko, pa tudi
hude bolezni prebavil pri ljudeh kot sta hemoragi¢ni kolitis in hemoliticni uremicni
sindrom (HUS), prav tako akutno odpoved ledvic, sindrom razdrazljivega crevesja ali smrt
(Franz in sod., 2014).

Jasno je, da je varnost hrane klju¢nega pomena pri oblikovanju predpisov za povecanje
varnosti nacionalnih kmetijsko-Zivilskih sektorjev. Posamezne drZzave so sprejele posebne
predpise za soocanje s pojavom VTEC in tveganja za kontaminacijo hrane (Franz in sod.,
2014).

VTEC pripadajo Stevilnih seroskupinam, ki so povezane s tezkimi oblikami bolezni, to so
0157, 026, 0111, 0103 in O145 (ISO / TS 13136:2012). Shiga toksin in Shiga podobni
toksini spadajo v skupino proteinskih toksinov, ki imajo del, ki se veze na celi¢no povrsino
in po vstopu Vv citosol zavira sintezo proteina. Prezvekovalci naj bi bili glavni posredniki
VTEC sevov, ker so sevi naravni prebivalci njihove ¢revesne mikroflore, z iztrebki
kontaminirajo okolje in poslediéno prenasajo te bakterije na hrano in v vodo. Zivali ne
kazejo nobenih klini¢nih znakov okuzbe, pride pa do kontaminacij surovega mleka in
mesa, ki pa lahko kasneje povzroc¢ajo bolezni pri cloveku, ki uziva taksno hrano (Al-Zogibi
in sod., 2015).

Glavni virulenéni dejavniki VTEC so proizvodnja toksina imenovanega Shiga toksin (Stx1,
Stx2) oziroma verotoksin (vtl in vt2) in geni za proizvodnjo intimina (eae) (Al-Zogibi in
sod., 2015). V vecini drzav (ZDA, Kanada, Velika Britanija, Japonska) je VTEC, serotip
0157 povezan s povzrocitvijo bolezni. Za razliko od drugih serotipov E. coli, VTEC O157:
H7 ne fermentira sorbitola in je R-glukuronidaza negativna. Zaradi teh lastnosti je
identifikacija na selektivnih medijih, kot je sorbitol MacConkey (SMAC), enostavna. E.
coli O157: H7 je bila leta 1982 priznana kot pomemben vzrok za bolezni, poleg prenosa s
hrano je mogo¢ tudi prenos s ¢loveka na Cloveka (Gyles, 2007). Prav zaradi moznosti
povzrocitve epidemije ostaja globalni zdravstveni problem. Opozoriti je potrebno, da se pri
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zdravljenju okuzb z verotoksigenimi sevi protimikrobno zdravljenje ne priporoca (Vukeli¢,
2012).

Trenutne Studije kaZejo, da so serotipi VTEC hkrati odporni na ve¢ antimikrobnih
razredov, vklju¢no s penicilini, aminoglikozidi, tetraciklini, sulfonamidi in fluorokinoloni.
Veckratno odpornost proti antibiotikom lahko pridobijo preko mobilnih genskih
elementov, kot so plazmidi in transpozoni (Scott, 2009). Maja leta 2011 so v Nemdiji
razglasili epidemijo HUS-a, ki jo je povzrocil serotip O104: H4. Skupino bolnikov so
zdravili z azitromicinom, pri bolnikih z dolgotrajno okuzbo je bilo izvedeno naknadno
zdravljenje z azitromicinom, ki je pripeljalo do trajne dekolonizacije brez znakov bolezni
(Robert Koch Institute, 2011).

2.2.3 ESBL in odpornost sevov ESBL na antibiotike

Beta-laktamaze razSirjenega spektra oz. s kratico ESBL izlo¢ajo Gram negativne bakterije,
ki jih najdemo v ¢érevesju, in sicer E. coli in Klebsiella pneumoniae. ESBL so encimi, ki
inaktivirajo B-laktamske antibiotike s tem, ko cepijo amidne vezi v beta-laktamskem
obrocu. Sevi so odporni na vecino pogosto uporabljenih beta-laktamskih antibiotikov, med
njimi tudi tretje generacije cefalosporinov. Pogosto izrazajo te bakterije tudi odpornost
proti aminoglikozidom in kinolonom. Zanesljivo ucinkoviti antibiotiki naj bi bili
karbapenemi. Ve¢ina do sedaj izoliranih ESBL sevov je bila iz klini¢nih vzorcev. Sele pred
kratkim so pozornost namenili tudi ne-Cloveskim virom, kot moznim izvorom okuzb. Po
ugotovitvah Studij so bili ti mikroorganizmi pogosto prisotni v vzorcih goveda, kot tudi v
vzorcih divjih Zivali, kot so ptice in glodalci. V preteklih letih so porocali tudi Ze o
prenosih ESBL iz Zivil Zivalskega porekla na ljudi, vendar je o prenosu okuzbe Se malo
znanega (Wieler in sod., 2011).

Na osnovi njihovih aminokislinskih sekvenc so ESBL razvrs€eni v $§tiri razrede, od A do
D. V razredu A in B so sevi, ki niso odporni na cefotaksime in ceftazidim. V razred A se
razvr$¢ajo ESBL tipa TEM beta - laktamaze. Do 90 % odpornosti E. coli na ampicilin je
zabeleZeno zaradi proizvodnje encima TEM-1. Poleg odpornosti na ampicilin so odgovorni
tudi za odpornost na penicilin. Razred B so encimi SHV beta - laktamaze in jih
najpogosteje najdemo v K. pneumoniae. V zacetku 80 let so bili cefotaksimi uvedeni za
zdravljenje okuzb z ESBL. Njihova ponavljajoa in povecana uporaba je povzrocila
nastanek odpornih sevov, ki jih uvrs¢amo v skupino C. Encimi so CTX-M beta - laktamaze
in imajo veliko aktivnost proti cefalosporinom. Beta - laktamaze tipa OXA hidrolizirajo
oksacilinom in jih uvr§¢amo v razred D. Encime pa najdemo v P. aeruginosa (Bonnet,
2004). V zadnjih desetletjih resno groznjo za okuzbe povzrocajo predvsem ESBL tipa
CTX-M, tako v bolnisnicah, kot v skupnosti (Lepeule in sod., 2014).
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Iz poroc¢ila EARS-Neta iz leta 2014 lahko razberemo, da je bilo 12,9 % izolatov E. coli
rezistentnih na tretjo generacijo cefalosporinov in med njimi se je pokazalo, da je vecina
teh izolatov ESBL pozitivnih (EARS-Net/HPSC, 2014).
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Slika 4: Trend nara$¢anja ESBL pozitivnih E.coli — skupno Stevilo izolatov E.coli in odstotek rezistentnih
izolatov na 3GC in ESBL pozitivnih izolatov (EARS-Net/HPSC, 2014)

Bakterije z beta — laktamazami razSirjenega spektra so eden najhitreje razvijajoCih se
sistemov odpornosti po svetu. Na Danskem nedavno ugotavljajo (Borck Hgg in sod.,
2014), da so iz prasi¢ev ob zakolu izolirali 6 % E. coli, ki so bile potrjene kot ESBL, Kkar je
sicer manj kot v letih med 2009 in 2012. Med vzorci mesa so najvisjo prevalenco ESBL E.
coli ugotovili med uvozenimi vzorci).

V Studiji, ki je bila narejena v Sloveniji leta 2011, ko se je v Sloveniji opravljalo
preliminarno testiranje glede prisotnosti veckratno odpornih bakterij v mesu, so v
preiskavo vkljucili ve¢ vzorcev perutninskega in prasSi¢jega mesa. V preiskavo je bilo
vkljucenih 80 vzorcev perutninskega mesa, kjer je bila E. coli tipa ESBL izolirana iz vec¢
kot 70 % vzorcev, medtem ko v 60 pregledanih vzorcih prasi¢jega mesa ni bilo izoliranih
E. coli z beta — laktamazami razSirjenega spektra (Zdovc, 2012).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Vzorci zivil in vode za izolacijo sevov E. coli

V skladu z letnim monitoringom smo v Nacionalnem laboratoriju za zdravje, okolje in
hrano (NLZOH) preiskovali razlicne vzorce, in sicer pitne vode in zivil Zivalskega in
rastlinskega izvora. VVzorce smo preiskovali med poletjem 2014, nekaj sevov pa smo
pridobili iz zbirke BiotehnisSke fakultete in iz arhiva NLZOH v Kranju, nekaj sevov pa tudi
iz zbirke v Mariboru, in sicer iz leta 2008 in 2013. V nadaljnje delo so bili vkljuéeni tudi
Stirje sevi E. coli, ki so bili izolirani iz zivil Zivalskega porekla, in sicer iz nelegalno
uvoZzenih Zivil v Slovenijo na mejnih prehodih (letalis¢e Brnik in mejni prehod ObreZje).
Vzoreci zivil so bili izolirani v okviru mednarodnega FP7 projekta PROMISE, v katerega je
bila vkljucena Biotehniska fakulteta v letih 2012 — 2014. Vsi Stirje vzorci so bili shranjeni
kot sevi VTEC, v okviru te naloge je bila njihova identifikacija ponovno potrjena. Sama
sem prispevala vzorce mesa in razlicnih rastlinskih virov, ostale vzorce smo pridobili
tekom letnega monitoringa.

Vsi izolirani sevi so bili trajno shranjeni v krioepruvetkah pri temperaturi -80 °C.

3.1.2 Mikrobioloska gojis¢a za izolacijo in identifikacijo bakterij E. coli

Pri delu smo uporabljali komercialno pripravljena gojisca.

e TSB agar je hranljivi agar, ki smo ga uporabili za kvalitativno obogatitev E. coli.

Preglednica 1: Sestava gojis¢a TSB (formula za liter destilirane vode) (BD and Company, 2008)

SESTAVINE KOLICINA
Bacto tripton (kazein trebusne slinavke) 1709

Bacto soja (peptin iz sojine moke) 309
Glukoza 250
Natrijev klorid 509
Dikalijev hidrogenfosfat 250

e TBX agar — uporabili smo ga za izolacijo in identifikacijo E. coli v hrani in vodi.
Gojisce je izboljsano z dodatkom kromogenega sredstva, vsebuje dusik, vitamine in
aminokisline, deluje selektivno na Gram pozitivne bakterije. Kolonije E. coli se po
inkubaciji obarvajo znac¢ilno modro (NEOGEN, 2009).
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Preglednica 2: Sestava gojis¢a TBX — za 1 liter gojis¢éa (NEOGEN, 2009)

SESTAVINE KOLICINA
Tripton 209

Zol¢na sol 159
x-glukoronid 0,075¢g
Agar 15¢

e TTC agar z bromtimol zelenim je selektivno gojis¢e za rast E. coli in drugih
koliformnih bakterij. Pepton in goveji ekstrakt zagotavljajo vir duSika, vitaminov,
mineralov za rast koliformnih bakterij. Ekstrakt kvasa je vir vitaminov B-skupine.
Mikroorganizmi zaradi fermentacije laktoze zrastejo znacilno rumeno. Bromtimol
zeleno je indikator pH (BIOCORP, 2009).

e Krvni agar
Je diferencialno gojisce. Sodi med obogatitvena gojisca, ki vsebujejo snovi za
pospesitev rasti zahtevnejSih bakterij. Gojis¢e krvni agar vsebuje ogljikove hidrate
in citrirano govejo ali ov¢jo kri. Na tem gojis€u lahko opazujemo razlicne tipe
hemolize (a, B, y) (Kotnik, 2011).

e ChromID® ESBL
Je selektivno gojisce, ki temelji na agarju s patentirano mesanico antibiotikov ki
omogocajo rast ESBL-pozitivnih enterobakterijij (BioMerieux, 2015).

3.1.3 Reagenti in materiali za izvedbo PCR

Za pomnoZzevanje in detekcijo produktov se uporablja aparat LightCycler 2.0. Potrebujemo
Se nukleotidno zaporedje zacetnih oligonukleotidov in sond za detekcijo gena eae in
interne kontrole, ter nukleotidno zaporedje zaéetnih oligonukleotidov in sond za detekcijo
verotoksina 1 in 2 s PCR v realnem ¢asu. Reagenti so v skladu z ISO 20838. Reakcijska
meSanica za PCR pomnoZevanje, ki jo uporabljajo na NLZOH je LightCycler® Tagman®
Master proizvajalca Roche in reagencni komplet TagMan Exogenus Internal Positive
Control Reagents proizvajalca Applied Biosystems. Pri vsaki izvedbi g-PCR pa
potrebujemo Se pozitivnho kontrolo pomnozevanja, negativno kontrolo pomnozevanja,
negativno kontrolo izolacije, kontrolo kontaminacije okolja, pozitivno kontrolo izolacije in
kontrolo inhibicije. Kriteriji izvedbe morajo biti v skladu z ISO/TS 13136:2012.

3.1.4 Material za testiranje odpornosti na antibiotike

Uporabljali smo Sensititre® plo3&e z Stirinajstimi antibiotiki v razli¢nih koncentracijah.
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Potrebujemo Se:

demineralizirano destilirano vodo,

sterilne vatirane palcke,

0,5 McFarlanda za pripravo bakterijske suspenzije (0,5 McFarlanda pripravimo z
meSanjem 0,05 ml 1,175 % barijevega klorida dihidrata (BaCl2 « 2H20), z 9,95 ml
1 % Zzveplove kisline (H2S04)),

denzimeter,

11 ml Mueller-Hinton (MH) bujona,

10 pl in 50 pl avtomatsko pipeto z pripadajo¢imi nastavki,

vorteks,

inkubator z 37 °C, brez CO,,

lepilni trak, s katerim prelepimo plosco po nacepitvi,

digestorij.

3.1.5 Ostala laboratorijska oprema

Splosni mikrobioloski material: petrijeve plosce, plasti¢ne cepilne zanke, stojalo za
epruvete, avtomatska pipeta z nastavki, epice, vrecke za avtoklaviranje,
plinski gorilnik,

zamrzovalnik,

hladilnik,

inkubator nastavljen na 37 °C £ 1 °C,

vodna kopel,

mikrovalovna pecica,

krioepruvetke,

centrifugirka,

aparat za elektroforezo,

UV transiluminator.
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3.2 METODE
3.2.1 Priprava vzorceyv, izolacija in identifikacija E. coli

Vse vzorce smo pripravili tako, da smo naredili zacetno suspenzijo ali osnovno razred¢itev.
Pri Zivilih 25 gramov vzorca prelijemo z 225 ml predobogatitvenega gojis¢a TSB in
homogeniziramo. Pri vzorcih mesa sSmo le-te ustrezno razredcili, ker smo pric¢akovali visje
koncentracije E. coli v vzorcih. Nadaljnje razred¢itve dobimo s Kochovo vrsto s TSB.
Naredili smo razred¢itve 1:10, 1:100 in 1:1000. Pri vzorcih vode 100 ml vode prefiltriramo
z metodo membranske filtracije in filter prenesemo v 100 ml TSB gojisca (ISO 6887-1:
1999).

Tako pripravljene vzorce smo inkubirali 24 h na 37 °C. 10 mL vzorca smo prenesli v
centrifugirke, 1 mL pa odpipetirali v petrijevko in vzorce prelili z gojis¢em TBX. Gojisce
je specifi¢no za rast E. coli, zavira pa rast drugih bakterij. VVzorce inkubiramo 18-24h na 37
°C. E. coli se na selektivnem gojis¢u TBX obarvajo znacilno modro. Po inkubaciji smo
morfologko dologili domnevno rast E. coli, in sicer kot drobne modre kolonije. Ce je bila
vidna rast, smo nadalje naredili potrditvene teste. Po eno znacilno kolonijo Smo z ezo
precepili na TTC agar z bromtimol zelenim, kjer po inkubaciji na 37 °C za 24h zrastejo za
E. coli znacilne rumene kolonije s hrapavo povrsSino. Gojis¢e TTC je selektivno za
koliformne bakterije, med katere spada tudi E. coli. Za potrditev smo naredili Se indolni
test. So¢asno cepimo bakterijsko kulturo tudi v epruvetko s testom za tvorbo laktoze.

. Indolni test

Pri ugotavljanju, ali preiskovani sev tvori indol, smo bakterijsko kulturo cepili v peptonsko
vodo, ki vsebuje triptofan (aminokislina z indolovim obrocem). Po 24 h inkubaciji v vodni
kopeli pri 37 °C lahko dokazemo sprosc¢eni indol z dodatkom Erlichovega reagenta.
Triptofan se s pomocjo triptofanaz, ki jih tvori E. coli in vode, hidrolitsko cepi in nastane
indol. Indol reagira z aldehidno skupino p-metilaminobenzaldehida, ki je sestavina
Erlichovega reagenta in nastane rde¢e obarvan kompleks.

. Test fermentacije laktoze

Uporabili smo tekoce gojisce, ki vsebuje pepton in laktozo, indikator je brom timol modro.
Po 24 urni inkubaciji pri 37 °C opazujemo tvorbo kisline v epruveti. Laktoza fermentira do
kisline, rezultat je rumena barva v epruveti. E. coli so laktoza pozitivne, tako se barva
gojisca ob razgradnji laktoze spremeni iz vijolicne v rumeno. Pozitivna reakcija pri tvorbi
indola je obarvanje na rdece-vijolicno in tvorba indolnega obroca. Tako potrdimo
prisotnost E. coli v vzorcu.
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Ko potrdimo prisotnost E. coli, posamezne kolonije iz TTC ali TBX agarja z ezo
precepimo na krvni agar, inkubiramo in nato lahko tako pripravljene seve bakterij
zamrznemo V krioepruvetkah za nadaljnje delo.

Slika 5: Princip cepljenja E. coli z ezo na gojis¢e krvni agar in TBX (levo) in na gojis¢e TTC (desno)

Pri sumu na prisotnost VTEC po pripravi vzorca in inkubaciji, kot je opisano zgoraj,
odpipetiramo 1 ml predobogatitvenega gojis¢a v mikroepruvetko in centrifugiramo 10
minut na 10.000 obr./min. Po centrifugiranju supernatant zavrzemo, usedlino pa uporabimo
za izolacijo DNK (Cimerman in Lusicky, 2013).

3.2.2 Izolacija DNK in izvedba g-PCR za potrditev sevov VTEC

Izolacijo DNK in izvedbo q — PCR smo naredili na vzorcih hrane, ki so bili po izolaciji in
identifikaciji pozitivni na E. coli. Sele, ko so se dolo&eni vzorci hrane izkazali za pozitivne
na VTEC, smo iz vzorca hrane poskusali izolirati VTEC sev in izvedli izolacijo DNK in
potrditev sevov VTEC Se na doloCenih bakterijskih sevih.

Postopek izolacije DNK iz vzorca za izvedbo PCR:

1. 1 ml bakterijske kulture centrifugiramo 10 minut na 10.000 obr./min.

2. Dodamo 20 pl proteinaze K in 180 pl ATL pufra, premeSamo in inkubiramo 20
minut na 56 °C.

3. Dodamo 200 ul pufra AL Buffer, premeSamo in inkubiramo 10 minut na 70 °C.

4. Dodamo 200 pl etanola, na kolono prenesemo 2 ml filtrata. Centrifugiramo na 6000
obr./min 1 minuto. Filtrat zavrzemo.

5. Kolono prenesemo v novo zbiralno epruvetko, dodamo 500 pl pufra Buffer AW1,
centrifugiramo na 6000 obr/min 1 minuto. Filtrat skupaj z zbiralno epruvetko
zavrzemo.

6. Kolono ponovno vstavimo v novo zbiralno epruvetko, dodamo Se 500 ul pufra
Buffer AW2 in centrifugiramo 3 minute na 14.000 obr./min.

7. Kolono vstavimo v 1,5 ml mikroepruvetko, na kolono odpipetiramo 200 pl
elucijskega pufra AE, inkubiramo 5 minut na sobni temperaturi in nato
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centrifugiramo na 6000 obr./min 1 minuto. S tem z membrane speremo vezano
DNK (ISO/TS 13136:2012).
Vsi zgoraj omenjeni pufri in materiali so priloZeni v setu za izolacijo DNK.

V DNK potrjujemo prisotnost specificnega odseka DNK, ki nosi zapis za intimin ter
verotoksin 1 in 2, z reakcijo PCR v realnem ¢asu, z uporabo hibridizacijskih sond.
Preiskovanje za detekcijo verotoksina 1 in 2 pri E. coli se izvaja s pomoc¢jo PCR reakcije,
kjer se pomnozuje specifi¢ne odseke DNK. Socasno s pomnozevanjem se v vsakem ciklu
izvaja tudi detekcija PCR produktov. Produkti se detektirajo z uporabo sond, ki so
oznacene s flourescentnimi barvili. Pri detekciji verotoksina 1 in 2 se uporablja reportersko
barvilo FAM, ki oddaja svetlobo valovne dolzine 530 nm (za verotoksin 1) in reportersko
barvilo JOE, ki oddaja svetlobo valovne dolZine 560 nm (verotoksin 2). OB pomnoZevanju
specifi¢cnih odsekov DNK sonda hibridizira s homolognim zaporedjem, zatem pa jo Tag-
polimeraza ob podaljSevanju nukleotidne verige razgradi. Barvili se tako lo¢eno sprostita v
raztopino in aparat zazna sevanje reporterskega barvila. Pozitivna reakcija z zacetnimi
nukleotidi in sondo, ki specificno pomnozujejo odsek zaporedij potrjuje, da so v
preiskovanem vzorcu prisotne E. coli, ki nosijo zapis za verotoksin 1 in/ali 2 nad limitom
detekcije. Vedno uporabljamo pozitivno kontrolo pri dolo¢anju VTEC, ki nosi zapis za gen
eae ter verotoksin 1 in 2 v koncentraciji 50.000 kopij na PCR reakcijo.

3.2.3 Izolacija in identifikacija sevov ESBL

Najprej naredimo testni vzorec, tako da v sterilno vre¢ko odmerimo zahtevano koli¢ino in
dodamo puferizirano vodo =z dodatkom cefotaksima in s stresanjem dobro
homogeniziramo. Vzorec inkubiramo na 37 °C za 18 — 24 ur. Po inkubaciji v puferizirani
vodi z dodatkom cefotaksima prenesemo kulturo s sterilno cepilno zanko na dve petrijevki
s selektivnim gojis¢em chromID® ESBL tako, da dobimo posamezne kolonije. Po
nacepitvi sledi inkubacija plos¢ na 37 °C za 18 — 24 ur.

Sledi identifikacija sevov. Tipi¢ne kolonije za E. coli, zrasle po inkubaciji, so roza do rdece
obarvane 3 — glukuronidaza — pozitivne kolonije.

Za potrditev sevov ESBL pripravimo suspenzijo kulture 0,5 po McFarlandu za fenotipsko
identifikacijo z disk difuzijsko metodo. Na §tiri plos¢e Mueller Hinton gojis¢a enakomerno
nanesemo suspenzijo in nanj polozimo diske. ESBL seve potrdimo s testom kombinacije
diskov, kot so podani na sliki 6. Premer inhibicijske cone cefalosporinskih diskov v
kombinaciji s klavulansko kislino mora biti ve¢ji od 5 mm od premera cone
cefalosporinskih diskov brez klavulanske kisline (Cimerman in LuSicky, 2013).
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ESBL Cefotaksim CTX30
Cefotaksim+klavulanska CTX+C
Ceftazidim CAZ30
Ceftazidim+klavulanska CAZ+C
Cefotaksim+kloksacilin CTXCX
Cefotaksim+kloksacilin+klavulanska CTXCC

Slika 6: Kombinacije diskov za potrditev sevov ESBL

3.24  Testiranje odpornosti proti antibiotikom

Odpornost proti antibiotikom 80 sevov E. coli iz razli¢nih virov smo dolo¢ili za 14
protimikrobnih spojin z uporabo komercialnih plos¢ Sensititre® (TREK Diagnostic
Systems). Doloc¢anje ob¢utljivosti na antibiotike na Sensititre® plos¢ah je hitrejSa metoda
kot klasi¢na dilucijska metoda in zagotavlja kvalitativne in kvantitativne rezultate za
minimalne inhibitorne koncentracije in mejne vrednosti. Na vsaki plos¢i so dozirana
protimikrobna sredstva ustreznih razredcitev. Po inkubaciji se lahko rezultati preberejo
vizualno. Vsaka plosc¢ica ima vdolbinici s pozitivno kontrolo, v katerih ni antibiotika in se
uporabljata za preverjanje pravilnega rezultata. PloSce je treba hraniti na sobni temperaturi,
stran od neposredne svetlobe in toplote. Vsaka plos¢a je pakirana samostojno V foliji.

Protimikrobna sredstva oziroma antibiotiki, na katere smo preverjali odpornost so bili
naslednji: Sulfatetoksazol (SMX), trimetoprim (TMP), ciprofloksacin (CIP), tetraciklin
(TET), meropenem (MERO), azitromicin (AZI), nalidiksinska kislina (NAL), cefotaksim
(FOT), kloramfenikol (CHL), tigeciklin (TGC), ceftazidim (TAZ), kolistin (COL),
ampicilin (AMP) in gentamicin (GEN). Veckratna odpornost (MDR) je definirana kot
odpornost na tri ali ve¢ antimikrobnih razredov.

Ko smo zbrali zadostno Stevilo sevov E. coli, smo za nadaljnje delo revitalizirali seve na
krvnem agarju. 1z posamezne krioepruvetke smo s cepilno zanko na gojisc¢e krvni agar
asepti¢no prenesli eno kroglico s bakterijsko kulturo in gojis¢e inkubirali 24 h na 37 °C.
Postopek priprave inokuluma za cepitev na plosco je potekal tako, da smo s sterilno palcko
prenesli iz krvnega agarja v epruvete z raztopino MCFarlanda 1-2 koloniji E. coli, oziroma
toliko, da smo imeli pripravljeno suspenzijo z gostoto inokuluma 0,5 MCFarlanda, kar je
enako 1,5 x 108 CFU/ml. Koncentracijo mikrobnih celic smo izmerili z denzimetrom. S
pipeto smo prenesli 10 pl suspenzije v 11 ml MH bujona, tako smo dobili inokulum z
koncentracijo E. coli 1x105 cfu/ml. Suspenzijo vorteksiramo 8-10 krat. 1z pripravljenega
inokuluma smo s pipeto v vsako vdolbinico na mikrotiterski plos¢ici prenesli 50 ul
suspenzije. Plos¢e smo pokrili s sterilnim trakom, ki je prilozen v kompletu. Tako
zagotovimo, da ne pride do kontaminacije. Inkubirali smo pri 34-36 °C 18-24 h brez CO,.
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koda ploste: EUVSEC datum: 29-Oct-13

1 2 3 4 5 3 7 B g 10 11 12 ANTIBIOTIKI

SMX | TMP | cIP TET | MERO | AZI NAL | ©HL | Tec | coL | AMP | GEN EMX  sulfametoksazol
1024 32 & B4 16 64 128 128 8 16 64 1z T™MP  trimetoprim

SMX | TMP GIP TET | MERD | Azl NAL CHL | TGC | coL | AMP | GEM o ciprofloksacin
512 16 4 32 8 a2 i 64 4 8 3z 16 TET tetraciklin

SMX | TmMP clp TET | MERD | AZI MAL CHL | TeC | coOL | AMP | GEN MERD meropenem

256 a 2 15 4 16 3z 3z 2 4 16 8 A7) azitromicin

SMX | TMP CIF TET | MERD | aZ1 MAL | cHL | Tec | coL | amP | GEN MAL nalidiksinska kislina
128 4 1 B 2 ) 1B 1B i 2 & 4 ForT cefotaksim

sME | TMP GiP TET | MERO | AZ| MAL | CHL | TGC | ool | AMFP | GEM CH.  Kkloramfenikol

64 2 0.5 4 1 i 3 2 0.8 1 4 2 TeC  tigeciklin

SMX | TMP cIp TET | MERO | AZI MAL FoT | Tec | Taz | amP | =EN Taz  ceftazidim

a3 | 0.25 3 ns 2 4 1 0.25 2 2 i oL  colistin

SMX | TMP clp ClF | MERD | MERG | FOT | FOT | TAZ | TAZ | AMP | GEN AMP  ampicilin

15 0.5 o4z | ooz | ez | ows 4 035 g 1 1 0.5 pog  Ppozitivna kontrola
SMX | TMP cip clP | MERO | MERD | FOT | FoT | TAZ | TaZ | POs | Pos GEN  gentamicin

& 025 | oos | oois | oz | o003 z 0.25 4 0.5 coN | coN

Slika 7: Mikrotitrska plo$¢ica Sensititre® za ugotavljanje odpornosti E. coli na antibiotike

Po inkubaciji 18-24 h smo lahko rezultate testov prebrali vizualno. Rast se na plos¢icah
pojavi kot motnost ali kot skupek celic na dnu vdolbinice. Najprej smo preverili rast v obeh
vdolbinicah s pozitivno kontrolo. Ce v kateri od kontrolnih vdolbinic ne bi priglo do rasti,
bi bili rezultati neveljavni. Pri branju rezultatov smo si pomagali s temno podlago, da smo
lazje videli rast v vdolbinicah, saj so skupki celic na dnu bele barve. Metoda temelji na
inhibiciji rasti bakterij zaradi prisotnosti antibiotika. Minimalno inhibitorno koncentracijo
(MIK) smo dolo¢ili tako, da smo doloc¢ili jamico z najnizjo koncentracijo antibiotika, pri
kateri ni bilo ve¢ vidne rasti.

Razsirjenost protimikrobne odpornosti je bila dolocena z uporabo skupnega Stevila izolatov
pri katerih je bila E. coli odporna na vsaj en antibiotik z Sensititre® plosce, v primerjavi S
skupnim $tevilom vzorcev. Veckratna odpornost je opredeljena kot odpornost na tri ali vec
razredov antibiotikov. Antibiotike z Sensititre® plos¢e smo tako vkljucili v razrede: B-
laktami, tetraciklini, sulfamidi, aminoglikozidi, kinoloni, makrolidi, fenikoli in kolistin.

Za dolocitev odpornosti bakterije E. coli na podlagi dobljenih rezultatov smo meje za
obcutljivost in odpornost na posamezne antibiotike poiskali v testnih standardih za
antimikrobno obcutljivost instituta CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
(CLSI, 2014).
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3.3 SHEMATSKI PRIKAZ EKSPERIMENTALNEGA DELA

-
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Slika 8: Shema poteka eksperimentalnega dela
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4 REZULTATI

Glavnina eksperimentalnega dela je potekala v mikrobioloSkem laboratoriju Nacionalnega
laboratorija za zdravje, okolje in hrano v Mariboru med aprilom in decembrom 2014.
Nekateri sevi so bili predhodno pridobljeni iz vzorcev Zivil in shranjeni v zbirkah
laboratorija NLZOH Kranj in v Laboratoriju za Zivilsko mikrobiologijo BiotehniSke
fakultete v Ljubljani.

Pridobili smo 3Se Stiri seve VTEC iz mednarodnega projekta PROMISE, ki so bili
Zivalskega izvora. Vse vzorce, kontaminirane z E. coli smo preverili na odpornost proti
antibiotikom in dolo¢ili, ali so sevi E. coli v vzorcih odporni na en antibiotik ali so veckrat
odporni.

4.1 1ZOLACNA IN IDENTIFIKACIA E. coli 1Z VZORCEV ZIVIL IN VODE

Po inkubaciji gojis¢a na 37 °C smo opravili potrditvene teste za kolonije, ki so znacilne za
rast E. coli na dolo¢enem gojiscu.

L S .

Slika 9: Bakterija E._oli po iﬂkﬁbaoiji na gojis¢u TBX (levo) in TTC (desno)

Za testiranje odpornosti proti antibiotikom smo tekom eksperimentalnega dela pridobili
skupno 80 sevov: 40 sevov E. coli iz pitne vode, 18 sevov je bilo nemesnega izvora (1 sev
iz ajdove moke, 1 sev iz slas€ice, 2 seva iz gobove juhe in 14 sevov iz razli¢ne zelenjave in
zacimb), 22 sevov smo izolirali iz mesa. 40 sevov E. coli iz vzorcev pitne vode in 25 sevov
iz razli¢nih zivil je bilo dobljenih na NLZOH, ostale seve (15) pa smo pridobili iz arhivov
enote NLZOH iz Kranja in Laboratorija za Zivilsko mikrobiologijo Katedre za
biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost Zivil BiotehniSke fakultete v Ljubljani. Vzorci
pitne vode in vzorci Zivil, iz katerih smo izolirali seve E. coli za nadaljnje delo so
predstavljeni v preglednici 3.
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Preglednica 3: Podatki o sevih E. coli, pridobljenih in testiranih v nalogi

zap.St. §t. zamrznjenega

vzorca vzorca lab.5t. tip podrobno dodatno
1 84 voda pitna voda
2 86 voda pitna voda
3 87 voda pitna voda
4 88 voda pitna voda
5 89 voda pitna voda
6 90 voda pitna voda
7 91 voda pitna voda
8 92 voda pitna voda
9 93 voda pitna voda
10 94 voda pitna voda
11 95 voda pitna voda
12 96 voda pitna voda
13 97 voda pitna voda
14 98 voda pitna voda
15 99 voda pitna voda
16 100 voda pitna voda
17 101 voda pitna voda
18 102 voda pitna voda
19 103 voda pitna voda
20 104 voda pitna voda
21 105 voda pitna voda
22 106 voda pitna voda
23 107 voda pitna voda
24 108 voda pitna voda
25 109 voda pitna voda
26 110 voda pitna voda
27 111 voda pitna voda
28 112 voda pitna voda
29 113 voda Pitna voda
30 114 voda pitna voda
31 115 voda pitna voda
32 116 voda pitna voda
33 117 voda pitna voda
34 118 voda pitna voda
35 119 voda pitna voda
36 120 voda pitna voda
37 121 voda pitna voda
38 122 voda pitna voda
39 123 voda pitna voda
40 124 voda pitna voda
41 125 13066/2014 ZRP rastlina

42 126 14155/2014 ZZP | meso

43 127 15176/2014 ZRP slaséica
44 128 18106/2014 ZRP rastlina
45 129 20362/2014 ZRP gobova juha

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 3: Podatki o sevih E. coli, pridobljenih in testiranih v nalogi

zap.St. §t. zamrznjenega

vzorca vzorca lab.5t. tip podrobno dodatno
46 130 22767/2014 27P meso

47 131 22813/2014 ZRP gobova juha

48 132 22973/3014 7P meso(polnjena paprika)

49 133 Z7P mesano mleto meso

50 134 21872/2014 ZRP rastlina

51 135 22774/2014 ZRP solata

52 136 3 ZRP solata

53 137 4 ZRP ajdova moka

54 138 2/3 7P meso VTEC
55 139 2/4 Z7P pis¢angje meso

56 140 80/33 27P fermentirana klobasa VTEC
57 141 62/4 27P Sir VTEC
58 142 81/30 Z7P fermentirana klobasa VTEC
59 146 24910/2014 7P meso

60 147 KR2901 7P meso

61 148 KR2907 27P meso

62 149 KR2909 27P meso

63 150 KR2911 7P meso

64 151 KR2915 7P meso

65 152 KR2916 7P meso

66 153 KR2922 27P meso

67 154 KR2924 27P meso

68 155 KR2926 7P meso

69 156 KR2927 7P meso

70 157 KR2928 27P meso

71 160 24910/2014 ZRP rastlina

72 161 30857/2014 ZRP rastlina

73 67 25022/2008 ZRP rastlina

74 147 9773/2013 ZRP blitva ESBL
75 151 19065/2013 ZRP rukola ESBL
76 153 19118/2013 ZRP petersilj VTEC
77 6 6 7P goveje mleto meso

78 23 3526/2008 ZRP rastlina

79 24 4982/2008 ZRP rastlina

80 39 11770/2008 ZRP rastlina

ZRP — Zivilo rastlinskega porekla; ZZP — Zivilo Zivalskega porekla

4.2 POTRDITEV SEVOV VTEC IN ESBL Z METODO g-PCR V VZORCIH ZIVIL

IN OSAMLJENIH SEVIH

Seve E. coli, ki smo jih tekom dela izolirali iz vzorcev pitne vode in raznih zivil smo
testirali na VTEC s g-PCR. Rezultati niso bili obetavni, saj smo v celotnem naboru
izolirane DNK iz preiskovanih vzorcev le pri dveh vzorcih potrdili verotoksi¢nost, a smo
kasneje le iz enega vzorca, nacepljenega na krvni agar uspeli osamiti sev, ki je izkazoval
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verotoksic¢nost. Sev, ki nam ga je uspelo izolirati in je bil VTEC pozitiven je bil iz zivila
rastlinskega porekla. Prav tako smo tekom dela vzorec govejega mletega mesa s metodo
PCR potrdili kot verotoksic¢en, vendar seva iz plos¢e krvnega agarja nismo mogli izolirati
in osamiti za nadaljnjo analizo. Poleg tega smo imeli v nalogi Se pet sevov E. coli, izmed
katerih so bili Stirje potrjeni kot VTEC v predhodnih preiskavah v okviru projekta
PROMISE. Ti vzorci so bili izolirani tekom Studije nelegalno vnesene hrane v EU
(Slovenijo, Avstrijo, Nemcijo in Madzarsko) (Nagy in sod., 2015). Pridobljeni so bili med
pregledom 103 vzorcev nelegalno vnesene hrane v Slovenijo zasezene na letalis¢u Brnik in
mejnemu prehodu Obrezje. Vzorci hrane so bili iz Kosova, Srbije in Makedonije in so bili
zivalskega porekla (sveze pisc¢anc¢je meso ter doma pripravljene fermentirane klobase in
Sir).

Rezultate po koncu g-PCR pri kvalitativni preiskavi ovrzemo oziroma potrdimo glede na
vsebnost specifiénega DNK zaporedja za VTEC. Prisotnost VTEC potrdimo v primeru, ko
je hkrati potrjena prisotnost gena eae in vsaj en gen verotoksina, torej verotoksina 1 ali 2.
Ovrzemo pa v primeru, ko ni prisoten niti eae niti nobeden verotoksin, hkrati pa smo
potrdili uspesnost reakcije z interno kontrolo. Prisotnost VTEC ovrzemo tudi v primeru, ko
je prisoten samo gen eae brez vsaj enega verotoksina ali verotoksin brez gena eae.

Tekom eksperimentalnega dela smo potrdili tudi dva seva E. coli, ki sta bila identificirana
kot ESBL in sta bila izolirana iz vzorcev Zivila rastlinskega porekla.

Vzorci, iz katerih smo izolirali seve E. coli, ki so bili kasneje potrjeni kot VTEC in ESBL
S0 oznaceni v preglednici 3 v predelku dodatno.

4.3 ANTIBIOTSKA ODPORNOST SEVOV E. coli IZ VZORCEV VOD IN ZIVIL

S mikrotitrskimi plo§¢icami smo doloc¢ili minimalno inhibitorno koncentracijo 80 izolatom
bakterije E. coli na 14 razli¢nih antibiotikov. Vzorcev pitne vode, iz katerih smo izolirali E.
coli, in smo seve nato testirali na odpornost proti antibiotikom, je bilo 40. Imeli smo 22
vzorcev mesa in 18 vzorcev Zivil rastlinskega porekla (zelenjava, ajdova moka, gobova
juha), iz katerih smo prav tako izolirali E.coli in naredili teste na odpornost proti
antibiotikom na mikrotitrskih plosé¢icah.

Odpornost proti vsaj enemu antibiotiku je bila ugotovljena pri skoraj vseh izolatih iz pitne
vode in zivil. Podrobnejsi rezultati so zbrani v preglednici 4.

Kjer so polja v preglednici 4 obarvana temnejSe, so bili sevi glede na standarde CLSI
(2014) rezistentni na posamezne antibiotike.
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Preglednica 5: Antibiotska odpornost bakterije E. coli v izoliranih vzorcih
sulfamidi | kinoloni betalaktami amin | makr | tetraciklini | fenik | drugi
zap.$ | podrobno SMX | TMP | CIP | NAL | FOT | AMP | TAZ | mero | GEN | AZI | TGC | TET | CHL | COL
1 | pitna voda R S S S S S S S S R NS | NS S NS
2 | pitna voda R NS S S S S S S S R NS | NS S S
3 | pitna voda R S S S S S S S S R S NS S NS
4 | pitna voda R NS S S S S S S S R S R S NS
5 | pitna voda | S NS S S S S S S R S NS S S
6 | pitna voda S S S S R S S S S R S NS R NS
7 | pitna voda | NS | NS S S S S S S R S S S NS
8 | pitna voda R S NS S S S S S S R S NS S NS
9 | pitna voda R S S S S S S S NS R NS | NS S NS
10 | pitna voda S S NS S S S S S S R NS R S NS
11 | pitna voda S S S S S S S S NS R NS | NS S S
12 | pitna voda R NS | NS S S S S S S R NS R S NS
13 | pitna voda | NS | NS S S S S S S R NS | NS S NS
14 | pitna voda S S S S S S S S S S NS | NS S NS
15 | pitna voda | NS | NS S S S S S S R NS | NS S NS
16 | pitna voda S S NS S S S S S S R NS | NS S NS
17 | pitna voda R S S S S S S S S R NS R S NS
18 | pitna voda S NS | NS S S S S S S R NS R S NS
19 | pitna voda R NS S S S S S S S R NS R S NS
20 | pitna voda | S NS S S S S S S R NS | NS S NS
21 | pitna voda S NS | NS S S S S S S R NS | NS S NS
22 | pitna voda S NS | NS S S S S S NS R NS | NS S NS
23 | pitna voda S S NS S S S S S NS R NS | NS S NS
24 | pitna voda R S S S S S S S S R NS | NS S NS
25 | pitna voda R NS | NS S S S S S NS R NS | NS S NS
26 | pitna voda R NS | NS S S S S S S S NS | NS S NS
27 | pitna voda R S NS S S S S S S R NS | NS S NS
28 | pitna voda R S NS S S S S S NS R NS | NS S NS
29 | pitna voda S NS | NS S S NS S S S R NS | NS S NS
30 | pitna voda S NS | NS S S NS S S S R NS | NS S NS
31 | pitna voda R NS | NS S S S S S S R NS | NS S NS
32 | pitna voda | S S S S S S S NS R NS | NS S NS
33| pitna voda NS | NS S S S S S S S R NS | NS S NS
34 | pitna voda R R NS S S R S S S R NS | NS S NS
35 | pitna voda NS | NS | NS S S S S S S R NS | NS S NS
36 | pitna voda | S S S S S S S NS R NS | NS S NS
37 | pitna voda S NS | NS S S S S S S R NS | NS S NS
38 | pitna voda S NS | NS S S S S S NS S NS R S NS
39 | pitna voda S NS S S S S S S S R NS | NS S NS
40 | pitna voda S S NS S S S S S NS S NS R S NS

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 5: Antibiotska odpornost bakterije E. coli v izoliranih vzorcih

zap.$ | podrobno SMX | TMP | CIP | NAL | FOT | AMP | TAZ | mero | GEN | AZI | TGC | TET | CHL | COL
41 | rastlina S NS S R S R S S S R NS | NS S NS
42 | meso NS | NS | NS S S S S S NS S NS | NS S NS
43 | slaséica R NS | NS S S S S S S R NS | NS S NS
44 | rastlina NS S NS S S S S S S R S R S NS
45| gobovajuha | R NS | NS S S S S S R R NS R S NS
46 | meso S S S S S S S S NS R NS | NS S NS
47 |gobova juha | R S NS S S S S S S R NS | NS S NS
48 | meso S NS | NS S S S S S S R NS | NS S NS
49 | meso S S NS S S S S S S R NS | NS S NS
50 | rastlina S S S S S S S S S R NS | NS S NS
51 | solata R S NS S S R S S S R NS | NS S NS
52 | solata | S S S S S S S S R NS | NS S NS
53 | ajdova R INS|NS| S| S| s | s | s | S| R/|NS|INS| S |Ns
54 | meso R NS | NS S S S S S S R NS | NS S NS
55 | meso R S NS S S NS S S NS S NS R S NS
56 | meso S NS | NS S S NS S S S S NS | NS S NS
57 | meso NS | NS | NS S S S S S S R NS | NS S NS
58 | meso S S S S S S S S S R NS | NS S NS
59 | meso NS S NS S S S S S S R NS | NS S NS
60 | meso R R NS S S | S S S R NS R | NS
61 | meso R NS S R S NS S S NS S NS | NS S NS
62 | meso S S NS S S NS S S S S NS | NS S NS
63 | meso R R R R S R S S NS R NS R S NS
64 | meso R NS S R S S S S S R NS R S NS
65 | meso R R R R S NS S S S R S R S NS
66 | meso S NS | NS S S S S S NS R S NS S NS
67 | meso R NS | NS S R R | S NS R NS R S NS
68 | meso NS | NS | NS S S NS S S S NS | NS | NS S NS
69 | meso S NS | NS S S NS S S S R NS S S NS
70 | meso S S NS S S S S S S R NS | NS S NS
71 | rastlina | S NS S S NS S S S R NS | NS S S
72 | rastlina S NS | NS S S S S S NS R NS | NS S NS
73 | rastlina | NS | NS S S S S S NS S NS | NS S NS
74 | blitva R R S S R R S S NS R NS R R NS
75 | rukola NS | NS | NS S S S S S NS R NS | NS S NS
76 | petersilj R NS S R [ R S S NS R NS | NS S NS
77 | meso S S S S S S S S S R NS | NS S NS
78 | rastlina S S NS S S S S S S R NS S S NS
79 | rastlina S NS | NS S S NS S S S S NS | NS S NS
80 | rastlina S S NS S S S S S NS S NS | NS S NS

S — obcutljivo, I — zmerno ob¢utljivo, R — odporno, NS — niso obcutljivi
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Glede na ocitane rezultate minimalnih inhibitornih koncentracij iz mikrotitrskih plos¢ smo
rezultate zdruzili v preglednico 4. Nato smo na osnovi teh rezultatov in z uposStevanjem
standardov za mikrobno obcutljivost bakterij E. coli na antibiotike (CLSI, 2014)
preiskovane bakterije razvrstili kot obcutljive oziroma dovzetne za antibiotik (S), zmerno
obcutljive (I) in rezistentne oziroma odporne na dologen antibiotik (R). Cetrta kategorija pa
plos¢i niso imeli rasti (Preglednica 5). Tako so v preglednici 5 antibiotiki razvrs¢eni po
skupinah, v katere jih uvrs¢amo. Vseh Stirinajst antibiotikov, na katere smo preverjali
odpornost sevov E. coli smo razdelili v skupine (sulfamidi, kinoloni, R-laktami,
aminoglikozidi, tetraciklini, makrolidi, fenikoli in polimiksini). Iz preglednice 5 je
razvidno, kateri izolati E. coli so odporni oziroma veckrat odporni na posamezne skupine
antibiotikov. Odpornost na antibiotike je oznacena z barvo: z belo, sevi ki so bili ob¢utljivi
na posamezen antibiotik, z roza sevi, ki so bili zmerno obcutljivi in z modro sevi ki so bili
odporni na posamezen antibiotik.

Tako je bilo pokazano da je bila vecina izoliranih sevov E. coli odporna na azitromicin.
Velika veéina vzorcev je pokazala obcutljivost na vecino testiranih antibiotikov, torej na
celotno skupino sulfamidov, R-laktamov, aminoglikozidov, makrolidov in fenikolov. Pri
tetraciklinih se v veéini vzorcev ni pojavila niti ob¢utljivost na antibiotike iz te skupine
(razen nekaj sevov, ki so bili rezistentni na tetraciklin).

4.3.1 Antibiotska odpornost izolatov E. coli iz pitne vode

V spodnji tabeli je prikazano skupno Stevilo sevov z minimalno inhibitorno koncentracijo

v
ey

awv e

najnizjih koncentracijah antibiotika predstavljajo maksimalno MIK
(MIC=Cmin—MIC<Cmin). Ce je vrednost MIK vi§ja od najvisje navedene koncentracije
dolo¢enega antibiotika, je Stevilo sevov podano pri naslednji visji stopnji koncentracije
antibiotika. TemnejSa siva polja predstavljajo koncentracije antibiotikov, pri katerih so
bakterije E. coli po standardih CLSI (2014) zmerno obcutljive (I=intermediate) na
antibiotik. Debela ¢rna ¢rta kaze odmerek antibiotika med obcutljivo in odporno, Ce
koncentracija antibiotika za zmerno obcutljivo ne obstaja oziroma ni doloCena, ali pa
vmesne koncentracije doziranja antibiotika ni. Predstavljeno imamo doloceno $tevilo sevov
E. coli, ki so imela MIK pri dolo¢eni koncentraciji antibiotika.

Iz spodnje preglednice 6 je razvidno, da je najvec izoliranih bakterij E. coli in vzorcev
pitnih vod odpornih na azitromicin (90 %) in sulfametoksazol (40 %), medtem ko na
skupino kinolonov, antibiotikov, kamor uvrs¢amo ciprofloksacin in nalidiksinsko kislino,
ni bil odporen nobeden od izolatov. Prav tako odpornosti nismo zaznali pri kolistinu,
tigecilinu, gentamicinu in skupini antibiotikov R-laktamov, kjer je bil le majhen delez
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izolatov (2,5 %) odporen na ampicilin in cefotaksim. Majhen delez izolatov je bil odporen

tudi na trimetoprim (2,5 %).

Preglednica 6: Odstotek proti posameznemu antibiotiku odpornih izolatov bakterije E. coli iz vzorcev pitne

vode
SMX | TMP | CIP | NAL | AMP | FOT | TAZ | MERO | GEN | TET | TGC | AZI | CHL | COL

E.coli (40 [25 |0 |0 25 |25 |0 0 0 20 |0 10 {25 |0
Preglednica 7: Stevilo sevov E. coli z dolo¢eno MIK antibiotika (sevi iz vzorcev pitne vode, n = 40)

konc.na
Anr:(bm ml) Stevilo sevov E. coli z MIK (pg/ml) pri dolodeni koncentraciji antibiotika

I

0055 [0B]006[02]025[ 05[] 1 [ 2 4] 8] 16] 2] 64]128]2%6]52] 1004 [ >104

sulfami

di

SMX | 814 2 4|56 0 1] 1] 3 [ 1
™P | 053 20 | 16 2 il | 1

kinoloni

CP_| 00558 | 5 | 13 1] 1 D

NAL | 4128 B 1 1]

R

lektami

AVP | 164 2 | 19] 18 1

FOT | 054 ) 1

TAZ | 058 B 1 1

MERO | 00316 Bl 1]1

amino-

glikozid

1

GEN | 05 5| 24 1 [
tetraciki

ni

TET | 264 a1 I 1] 413

TGC | 058 # 5[ 1]

mekoli

di

A2l | 264 42| 3] 1

fenikoli

CHL | 818 2 [ 1

polimik

sini

coL | 116 ¥ | 3 I

4.3.2 Antibiotska odpornost izolatov E. coli iz vzorcev Zivil

Po enakem principu kot za bakterijske izolate iz vzorcev pitne vode so rezultati
predstavljeni tudi za izolate iz vzorcev Zivil. Razdelili smo jih v dve skupini, in sicer Zivila
Zivalskega in Zivila rastlinskega porekla.

4321

Antibiotska odpornost izolatov E. coli iz zivil Zivalskega porekla

V primerjavo smo vkljucili 22 vzorcev zivil zivalskega porekla in 18 vzorcev zivil
rastlinskega porekla. Bakterijski sevi iz mesa so bili izolirani v letu 2014, nekaj jih je bilo
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iz zbirke NLZOH v Kranju, pet sevov VTEC je bilo izoliranih v okviru projekta
PROMISE v letu 2013.

V preglednici 8 je predstavljeno Stevilo izolatov bakterije E. coli iz vzorcev mesa z
vzorcih mesa na azitromicin (72,2 %) in sulfametoksazol (36,4 %). Odpornosti tudi izolati
iz vzorcev mesa niso pokazali na kolistin, tigeciklin in gentamicin. Nekoliko vi§ji v
primerjavi z vzorci pitne vode pa je bil odstotek odpornosti na skupino B-laktamov, kjer
izolati odpornosti niso razvili le na meropenem. Razliko opazimo tudi pri skupini
kinolonov, kjer smo pri izolatih iz vzorcev mesa opazili odpornost tako na ciprofloksacin
(9 %) in nalidiksinsko kislino (18,2 %). V preglednici 8 so zajeti tudi sevi pridobljeni v
projektu PROMISE, ki smo jih pri nadaljni analizi izvzeli zaradi primerjave odpornosti
domacih in tujih sevov (preglednica 10).

Preglednica 8: Stevilo sevov E. coli z dolo¢eno MIK antibiotika (sevi iz vzorcev ZZP, n = 22)

konc
Artibictik pg:ﬁ Stevilo sevov E.coli z MIK (ug/ml) pri dologeni koncentraciji antibiotika
(LgimD)
0015 [ 003 [006[012]05[05] 1 [ 2] 4] 8 [16] [ 64]128][25%[502] 1004 | >1004
sulfamidi
SMX | 81024 4 |10 I 1 [ 1] 1] s
™P | 025 ul7J1 | 3
kinoloni
cP  |oms8| 15 | 2 | 1 1|1 R 1
NAL | 4128 7] 1 1]3
Rlekami
AVP | 164 7166 2
FOT | 0254 2 1
TAZ | 058 2 1
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4.3.2.2 Antibiotska odpornost izolatov E. coli v vzorcih zivil rastlinskega porekla

Vzorci Zivil rastlinskega izvora so bili pridobljeni v letu 2014, trije vzorci leta 2013, Stirje
vzorci so iz leta 2008.




Acko M. Verotoksi¢nost in veckratna odpornost ... Escherichia coli iz vzorcev Zivil in vod. 39
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

aves

Delez odpornih izolatov je bil v tej skupini spet najvisji pri azitromicinu (83,3 %) in
sulfametoksazolu (38,9 %). Noben sev ni izkazoval odpornosti na kolistin, tigeciklin,
ciprofloksacin, v skupini B-laktamov pa na meropenem in ceftazidim.

Preglednica 9: Stevilo sevov E. coli z dolo¢eno MIK antibiotika (sevi iz vzorcev ZRP, n = 18)

A "glfw”a Stevilo sevov E.coli zMIK (ug/ml) pri dologeni koncentraciji antibiotika
(gimD)
005 [ 008 [ 006020505 1 [ 2] 4] 8[ 16 2] 64]128]26]512]1004]>1024
sulfemic
SMX | 81024 2 | 4] 2 s 1 6
™P | 053 9 [ 6 ]2 I 1
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FOT | 054 16 1
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GEN | 05& 6 [ 0] 1 1
teraciklini
TET 264 1“1 1] 2
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V preglednici 10 je prikazan delez odpornosti proti posameznim antibiotikom, lo¢eno
glede na izvor Zivila. Pri izracunu deleza odpornosti Zivil Zivalskega porekla smo izvzeli
pet sevov pridobljenih tekom projekta PROMISE.

Preglednica 10: Odstotek proti posameznim antibiotikom odpornih izolatov bakterije E. coli, lo¢eno glede
na izvor, Zivila Zivalskega porekla (n = 17) in Zivila rastlinskega porekla (n = 18)

SMX | TMP | CIP NAL | AMP | FOT | TAZ | MERO | GEN | TET | TGC | AZI CHL | COL

77P 353 | 176 | 11,8 | 235 | 11,8 | 59 0 0 0 294 | 0 76,5 | 0 0

ZRP 389 | 55 0 111 | 222 | 55 0 0 55 |16,7 |0 833 | 55 0

4.3.3 Mnogokratna odpornost izolatov E. coli

Stevilo izolatov z odpornostjo proti enemu ali veé antibiotikom je bilo visje v vzorcih pitne
vode (97,5 %) kot v vzorcih Zivil (82,5 %). Ce vzamemo za primerjavo samo Zivila, pa je
bila stopnja odpornosti na vsaj en antibiotik le malenkost visja v zivilih rastlinskega izvora
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(83 %), kot v zivilih zZivalskega izvora (82 %). Vendar pa je bil odstotek sevov odpornih na
odpornih izolatov na tri ali ve¢ antibiotikov v rastlinskih Zivilih in 12,5 % izolatov iz pitne
vode.

Primerjava med testiranimi izolati bakterije E.coli na odpornost proti antibiotikom glede na
izvor je prikazana na sliki 10.

7ivila rastlinskega izvora -:
O ob&utljive
OR1
Zivila Zivalskega izvora - ER2

OR3+
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0
Odstotek izoliranih sevov in

antibiotikov pri sevih, izoliranih iz vzorcev pitne vode in Zivil razli¢nega izvora (n=80)

Odstotek sevov iz vzorcev pitne vode, ki so bili odporni na eno skupino antibiotikov je bilo
tako 52,5 %, odstotek sevov iz vzorcev zivil zivalskega porekla je bil 45,5 %, 38,9 % je
bilo sevov, odpornih na eno skupino antibiotikov iz vzorcev Zivil rastlinskega izvora. Na
dve skupini antibiotikov je bilo odpornih 32,5 % sevov iz vzorcev pitne vode, 13,6 %
sevov iz vzorcev zivil Zivalskega porekla in 22,2 % sevov iz vzorcev Zivil rastlinskega
porekla.

4.3.4 Antibiotska odpornost izolatov VTEC

Edini potrjeni sev VTEC rastlinskega izvora smo izolirali iz peterSilja (vzorec pod zap.st.
76). Ta sev je bil poleg SMX odporen Se na NAL, AMP in AZIl. Pokazal je Se vmesno
obcutljivost na cefotaksim, ostalih devet antibiotikov pa je bilo ucinkovitih proti VTEC.
Ostali Stirje sevi VTEC (zap.st. 54, 56, 57, 58) so bili izolirani iz zivil zivalskega porekla v
okviru projekta PROMISE, mi pa smo jih Se enkrat dodatno potrdili kot VTEC pozitivne.
Ti sevi razen na azitromicin, sev iz vzorca piS€anca (St. 56) Se na SMX, niso pokazali
odpornosti na testirane antibiotike.

4.35 Antibiotska odpornost sevov ESBL

Vzorca pod zaporedno Stevilko 74 in 75 sta bila identificirana kot ESBL, ki smo ju nasli v
blitvi in rukoli. Ti sevi poleg odpornosti na peniciline in cefalosporine pogosto izrazajo



% odpornih in obéutljivih izolatov E.coli

=
Q
[=}

80

60

40

20

Acko M. Verotoksi¢nost in veckratna odpornost ... Escherichia coli iz vzorcev Zivil in vod. 41
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

odpornost tudi na aminoglikozide in kinolone. Glede na prikazane rezultate v preglednici 4
bi lahko rekli, da te trditve za naSe vzorce ESBL ne drzijo, saj nobeden od obeh izolatov ni
pokazal odpornosti ne na kinolone, ne na gentamicin, ki ga uvr§¢amo med aminoglikozide.
Pokazala se je odpornost na SMX in TMP, prav tako na FOT in AMP, ki ju uvr§¢amo med
R-laktame in pa tudi na azitromicin in tetraciklin. U¢inkoviti antibiotik proti ESBL naj bi
bil meropenem, kar sicer lahko potrdimo, saj pri nobenem od vzorcev ni bilo opaziti
odpornosti na ta antibiotik, ampak je bil enako uinkovit tudi pri vseh drugih izoliranih
vzorcih.

Ce povzamem rezultate odpornosti sevov E. coli na doloéene antibiotike, jih je bilo najved
odpornih na azitromicin in sulfametoksazol. Delez sevov odpornih na antibiotike iz
vzorcev Zivil Zivalskega porekla je bil visok pri trimetoprimu, ciprofloksacimu,
tetraciklinu, kjer sevi iz vzorcev vode in zivil rastlinskega porekla niso izkazovali
odpornosti. Razlika med odpornostjo na nalidiksinsko kislino in cefotaksim pri sevih iz
vzorcev zivil ni bistvena, vendar delez odpornosti ni visok. So pa najvisjo odpornost
pokazali sevi iz vzorcev zivil rastlinskega porekla na ampicilin in gentamicin. Odpornost
sevov iz vzorcev vode razen pri sulfametoksazolu in azitromicinu nikjer ni bila izrazita.

Na sliki 11 so predstavljeni rezultati povzeti iz preglednic 7, 8 in 9.

S R S R S R S R S R S R S R S R S R S R S R S R
SMX ™P CIp TET MERO AZI NAL FOT CHL TGC TAZ coL
antibiotiki
Wvoda Miivilo Zivalskega porekla fivilo rastlinskega porekla
A 1 L U G ML ¥ UM TR s Ve A M L U LAY I I e Y S Y

V prilogi A pa so zbrani rezultati nadaljnje obdelave podatkov, to je antibiotsko odpornost
za posamezen antibiotik, ne glede na vrsto Zivila od koder so izvirali bakterijski sevi.
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5 RAZPRAVA

V nalogi smo tekom letnega monitoringa preiskovali vzorce pitne vode in Zivil, ter tekom
ekperimentalnega dela v okviru naloge iz njih izolirali razli¢ne seve E. coli. Izolirane seve
smo s g-PCR testirali na VTEC, nadalje pa na antimikrobno odpornost. Skupno smo E. coli
izolirali iz 40 vzorcev pitne vode in 40 vzorcev zivil razliénih izvorov, od mesnih do
rastlinskih zivil, pa tudi predelanih, kot so ajdova moka, slascice, gobova juha.

5.1 IZOLACIA IN IDENTIFIKACIJA E. coli IZ VZORCEV ZIVIL IN VODE

V nalogi smo z klasi¢no identifikacijo vrste, ki temelji na morfoloskih in fenotipskih
lastnostih, potrdili bakterije E. coli. Gojis¢e TBX je specifi¢no za rast E. coli, zavira pa rast
drugih bakterij, E. coli pa se obarvajo znac¢ilno modro, tako smo lahko morfolosko dolo¢ili
domnevno rast iskanih bakterij. Domnevno rast smo potrjevali z testi, in sicer z rastjo na
TTC agarju z bromtimol zeleno, kjer zrastejo za E. coli znacilne rumene kolonije s hrapavo
povrsino. Za potrditev smo naredili Se indol test. Tako smo identificirali vse izolate E. coli,
ki smo jih kasneje s PCR samo $e potrdili in z qPCR naredili test verotoksi¢nosti.

Izmed vseh preiskovanih vzorcev pitne vode in Zivil, zajetih v letni monitoring smo iz 40
vzorcev pitne vode in 25 vzorcev zivil razli¢nih izvorov izolirali seve E. coli.

5.2 REZULTATI POTRDITVE SEVOV VTEC IN ESBL Z g-PCR

Z analizo PCR v realnem casu smo potrdili VTEC seve in ESBL seve. Izmed vseh 75
izolatov v laboratoriju NLZOH smo le en sev potrdili kot VTEC pozitiven, kar predstavlja
1,3 % vseh preiskovanih vzorcev, iz katerih smo izolirali E. coli. Dva izolata oziroma 2,7
% sevov smo potrdili kot ESBL pozitivna.

Glede na naSe rezultate lahko trdimo, da so primerljivi tudi z rezultati drugih raziskav, kjer
so potrjevali VTEC in ESBL seve. Tako so Canizales-Roman in sod. (2013) izmed 409
vzorcev z E. coli izolirali pet pozitivnih sevov VTEC iz pripravljene hrane in mle¢nih
izdelkov, medtem ko Skockova in sod. (2013) med 27 izolati niso zaznali gena, ki bi nosil
zapis za stx1 ali stx2, za sintezo Shiga toksina. V treh izolatih so dolocili prisotnost gena
eae, ki kodira proizvodnjo intimina, za vezavo na ¢revesne celice. Skoc¢kova in sod. (2013)
so razpravljali tudi o sevih ESBL, katerim je v zadnjem ¢asu namenjene ve¢ pozornosti, saj
so sposobni hidrolize vecine B-laktamskih antibiotikov, ki so trenutno v uporabi, ampak jih
med samo raziskavo niso uspeli izolirati.

Med junijem 2012 in majem 2013 je bil izveden projekt PROMISE (Protection of
consumer through mitigation of segregation of expertise) (Nagy in sod., 2013), pri katerem
so zbirali vzorce zivil, ki so bili nelegalno prineSeni v drzave, sodelujoce pri tem projektu
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med katerimi je bila tudi Slovenija. V projektu PROMISE so skupno zbrali 1526 vzorcev
hrane, iz katerih so izolirali E. coli in jih testirali na prisotnost VTEC. Izmed vseh vzorcev
hrane so iz 113 vzorcev izolirali seve E. coli. Skupno je bilo 15 sevov (1 %) potrjenih kot
VTEC pozitivnih, oziroma Stirje sevi od skupno 103 (3,8 %), ki so bili v okviru tega
projekta izolirani na Biotehniski fakulteti v Ljubljani, kar je primerljivo z rezultati v nasi
nalogi in prav tako z drugimi raziskavami. Prav tako so v projektu dva seva potrdili kot
ESBL, kar predstavlja 1,8 % vseh sevov E. coli v tem projektu. Delez ESBL sevov je
nekoliko nizji, kot delez potrjenih sevov v nasi nalogi (2,7 %).

5.3 ANALIZA REZULTATOV TESTIRANJA BAKTERW E. coli NA ODPORNOST
PROTI ANTIBIOTIKOM

Problem za zdravje ljudi je antimikrobna odpornost E. coli sevov iz Zzivil, saj lahko
nevirulentni sevi E. coli, zauZiti s hrano, postanejo del komenzalne ¢revesne mikrobiote in
zato kot nalas¢ rezervoar genov za odpornost za potencialno patogene seve (Trkov in sod.,
2014).

Na splosno je bilo 90 % testiranih sevov, odpornih na vsaj en antibiotik. Zmerno
obcutljivost smo opazili pri enem odstotku vseh sevov testiranih na Stirinajst antibiotikov.
Najve¢ srednje obcutljivih izolatov je bilo iz vzorcev pitnih vod, in sicer na
sulfametoksazol. Pri pitnih vodah so se samo pri tem antibiotiku pojavile zmerne
obcutljivosti. Pri zivilih smo zmerno obcutljivost sevov dolocili pri vecih antibiotikih,
sulfametoksazolu, cefotaksimu, ampicilinu, ceftazidimu in kloramfenikolu.

5.3.1 Analiza rezultatov testiranja bakterij E. coli na odpornost proti
antibiotikom iz vzorcev pitne vode

Pri vzorcih pitnih vod so rezultati antibiogramov pokazali najve¢jo odpornost na
azitromicin, in sicer je bilo kar 90 % vseh sevov odpornih na ta antibiotik. Sledila je
odpornost na sulfametoksazol (40 %), tetraciklin (17,5 %), na cefotaksim, ampicilin,
kloramfenikol kjer je 2,5 % vzorcev pokazalo odpornost na te antibiotike, medtem ko na
trimetoprim, ciprofloksacin, nalidiksi¢no kislino, ceftazidim, meropenem, gentamicin,
tigeciklin in colistin ni bil odporen nobeden od vzorcev pitne vode. Na en antibiotik je bilo
v nalogi odpornih 52,5 % izolatov, na dva antibiotika 32,5 % in na tri ali ve¢ 12,5 % vseh
izolatov iz pitnih vod.

Studija odpornosti proti antibiotikom bakterije E. coli, izolirane v sistemu pitne vode
kraSkega podeZelja na severozahodu Francije, Larocheja in sod. (2010), je pokazala 30 —
55 % odpornost bakterije E. coli na antibiotike, 10 — 23 % teh izolatov je bilo odpornih na
dva ali tri antibiotike. Najpogosteje je bila odpornost ugotovljena na kloramfenikol (21 %)
in tetraciklin (32 %). Odpornosti na R-laktame, razen v enem primeru, ni bilo zaznati. V
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suSnem obdobju je bil odstotek odpornih E. coli izoliranih v vodnem sistemu nizek, in sicer
okoli 6 %, nobeden od vzorcev ni bil odporen na ve¢ kot en antibiotik. Odpornih sevov v
Casu padavin je bilo kar 50 %, in sicer okoli 40 % je bilo odpornih na en antibiotik in okoli
10 % na dva ali ve¢ antibiotikov. V raziskavi Maal-Bared in sod. (2013) so preiskovali
rezistenco E. coli in E. coli 0157, izoliranih iz vode in iz namakalnih vod v Britanski
Kolumbiji. Najve¢ vzorcev je bilo odpornih na tetraciklin in ampicilin, sledijo
nalidiksinska kislina, ciprofloksacin, odpornosti pa niso pokazali na cefotaksim. Ti izolati
so najveckrat pokazali odpornost na enega ali dva antibiotika. Sledi Se Studija Colemana in
sod. (2013), ki so preiskovali odpornost E. coli iz virov pitne vode v Kanadi, vzorce pa so
prispevali lastniki privatnih vodnih virov prostovoljno. Med vsemi zbranimi vzorci je bilo
na antimikrobno obcutljivost testiranih 4,5 % zbranih vzorcev, 10,5 % vzorcev,
kontaminiranih z E. coli, je bilo odpornih na enega ali ve¢ antibiotikov, vklju¢no z 3,7 %
izolatov odpornih na tri ali veC razredov antibiotikov. Najve¢ odpornosti so izolati pokazali
na tetraciklin (76 %), na ampicilin (9 %), na sulfametoksazol (8 %). Najmanj vzorcev je
bilo odpornih na kloramfenikol (0,9 %) in na skupino R-laktamov. V tej raziskavi je
multirezistenco pokazalo 3,7 % izolatov, in sicer najve¢ na sulfamide-aminoglikozide-
tetracikline. V raziskavi Larocheja in sod. (2010) je bil veckrat odporen le en Sev iz vzorca
vode, in sicer kar na pet druzin antibiotikov (R3-laktami, kloramfenikol, streptomicin,
tetraciklin in sulfametoksazol+trimetoprim).

V nobeni od zgoraj podanih raziskav niso testirali odpornosti na azitromicin, na katerega je
v nas$i nalogi pokazalo odpornost najvec izolatov. Nekako pa smo v naSi nalogi v obsegu
rezultatov zgoraj opisanih raziskav glede odpornosti na druge antibiotike. Ce torej
izvzamemo azitromicin, imamo prav tako velik delez odpornih izolatov na tetraciklin in
tudi na kloramfenikol. Sicer pa nismo dokazali odpornosti na nalidiksinsko kislino in
ciprofloksacim, tako kot v zgornjih raziskavah. V obmoc¢ju rezultatov zgornjih raziskav je
tudi v nasi studiji dolocen delez izolatov, odpornih na ve¢ kot en antibiotik. Prav tako se
lahko strinjamo z izsledki zgornjih raziskav, ki kaZzejo majhno odpornost ali pa sploh ne na
skupino 3-laktamov.

Tako kot v Studiji Maal-Bared in sod. (2013), kjer je najve¢ sevov izkazalo odpornost na
enega ali dva antibiotika, smo tudi mi v nalogi prisli do podobnih zakljuckov. Za razliko
od rezultatov zgornjih Studij, kjer so dokazali minimalno multirezistentnost sevov iz
vzorcev vode, so bili naSi rezultati nekoliko drugacni, saj smo kar 12,5 % vseh izolatov
dokazali, da so multirezistentni.
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5.3.2 Analiza rezultatov testiranja bakterij E. coli na odpornost proti
antibiotikom iz vzorcev Zivil

Rezultati antibiogramov, kjer smo testirali vzorce zivil, so bili nekoliko druga¢ni. Najvec;ji
delez sevov je zopet pokazal odpornost na azitromicin (77,5 %), sledijo sulfametoksazol
(37,5 %), nalidiksinska kislina, ampicilin in tetraciklin, na katere je bilo odpornih 15 %
vseh testiranih sevov E. coli. Prav tako je 10 % sevov pokazalo odpornost na trimetoprim,
na ciprofloksacim, na cefotaksim po pet odstotkov vzorcev in na kloramfenikol 2,5 %. Na
antibiotike ceftazidim, meropenem, gentamicin, tigeciklin in kolistin ni bilo dokazane
odpornosti pri nobenemu sevu.

Canizales-Roman in sod. (2013) so v svoji Studiji testirali vzorce govedine, svinjine,
perutnine, sadja, solat, omak, zelenjave, sladic, pa tudi vzorce pitne vode, ¢aja, vode z
okusom in ledu. Izolirali so bakterijo E. coli tudi iz mle¢nih izdelkov, ki pa jih mi nismo
imeli. Vzorci so bili odvzeti v obratih prodaje hrane v Mehiki. V tej raziskavi so ugotovili,
da je bilo 39 % sevov odpornih na dva ali ve¢ antibiotikov, 60 % pa na vsaj en antibiotik.
V nasem delu smo prisli do zakljuckov, da imamo 42,5 % sevov odpornih na en antibiotik,
na dva 17,5 % in na tri ali ve¢ antibiotikov 22,5 % sevov, osamljenih iz vzorcev zivil.

V zgornji raziskavi so najvecjo odpornost ugotovili na tetraciklin (34 %), cefotaksim (30
%), ampicilin (29 %). Zelo nizko odpornost ali obcutljivost pa so opazili za ciprofloksacin,
nalidiksi¢no Kislino in ceftazidim, prav tako nizko odpornost, le pet odstotkov so opazili za
kloramfenikol, 30 % sevov je bilo odpornih na sulfametoksazol. Prav tako niso testirali
odpornosti na azitromicin. So pa naSi rezultati glede odpornosti na ostale testirane
antibiotike primerljivi z njihovimi.

V letno porocilo o zoonozah v Sloveniji iz leta 2008 je bilo vklju¢enih 113 izolatov iz
vzorcev mesa, ki so bili testirani na antibiotike. Najve€jo stopnjo odpornosti so izolati
izkazovali na ampicilin, tetraciklin, nalidiksinsko Kkislino, trimetoprim. Prav tako so
odpornost preverjali pri 36 vzorcih zivil iz razli¢nih virov. Od skupno 36 vzorcev je bilo
najve¢ izolatov (13,9 %) odpornih proti ampicilinu, proti TET in TMP 8,3 %, proti NAL
5,5 % in proti CHL 2,8 % (VURS, 2009).

Odpornost proti antibiotikom so spremljali tudi na UVHVVR, kjer so bili izolati
pridobljeni iz klini¢no zdravih zivali in Zivil Zivalskega izvora. Spremljali so odpornost
proti protimikrobnim zdravilom izolatom najpogosteje povzrocenih bolezni pri ljudeh, med
njimi tudi E. coli. Pokazal se je zelo velik delez odpornosti izolatov proti kinolonom (CIP
in NAL) in tetraciklinom. Glede odpornosti pa so se izolati proti razliénim antibiotikom
precej razlikovali, glede na to, iz katerih vzorcev so bili izolirani (UVHVVR, 2013).
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Iz pregleda obcutljivost bakterij na antibiotike v Sloveniji iz leta 2013 vidimo odpornost E.
coli na nekatere antibiotike, ki smo jih testirali tudi mi. VVzorci so bili sicer v laboratorije,
Ki so testirali protimikrobno odpornost, poslani iz bolnisni¢nih ambulant, medtem ko so
bili nasi izolati iz vzorcev Zivil, zato rezultati niso najbolje primerljivi, a jih kljub temu
navajam. In sicer so rezistentnost izolati izkazovali na ampicilin (49 %), ceftazidim (4 %),
gentamicin (8 %) in ciprofloksacin (19 %) (Strumbelj in sod., 2014).

Evropski trendi naras¢anja odpornosti sevov E. coli kazejo na povecanje odpornosti proti
cefalosporinom tretje generacije, fluorokinolonom in aminoglikozidom. Ve¢ drzav EU je
imelo pomemben trend povecanja teh vrst odpornosti v obdobju med leti 2009 in 2012.
Povprecen delez odpornosti proti FOT in TAZ v EU se je z 8,2 % v letu 2009 znatno
povecal na 11,8 % v letu 2012 (ECDC, 2013).

5.3.2.1 Analiza rezultatov testiranja E. coli na odpornost proti antibiotikom iz
vzorcev Zivil Zivalskega porekla

Nasi sevi, izolirani iz vzorcev zivil zivalskega izvora so kazali najvisjo stopnjo odpornosti
proti antibiotikom na azitromicin, sulfametoksazol. Prav tako so odpornost razvili tudi na
tetraciklin (27,3 %), ampicilin in nalidiksinsko kislino.

V porocilu EFSE in ECDC, ki je izSlo v zacetku leta 2015, porocajo o izolatih E. coli iz
zivali in hrane izolirane v letu 2013. Stiri drzave ¢lanice, med njimi tudi Slovenija in ena
drzava ne — ¢lanica, so E. coli izolirale iz mesa brojlerjev, prasi¢ev in goveda. Pri
poroCanju o antibiotski odpornosti je bila le-ta visoka na ampicilin, sulfonamide in
tetraciklin pri vzorcih mesa brojlerjev in prasi¢ev in nekoliko nizja v vzorcih govejega
mesa. Delez odpornosti proti antibiotikom je med drzavami variiral, pri ampicilinu med 24
in 74 %, med 18 in 54 % pri sulfonamidu in med 11 in 59 % za tetracikline (EFSA, 2015).

V skladu z evropskimi trendi naraS¢anja odpornosti lahko potrdimo tudi naraScanje
odpornosti v Sloveniji sode¢ po rezultatih raznih porocil, ne moremo pa enako trditi tudi za
dobljene rezultate v nasi nalogi.

Preglednica 11: Primerjava odpornosti izolatov E. coli iz vzorcev hrane med posameznimi leti

deleZ odpornih izolatov (%)
SMX TMP CIP NAL AMP FOT GEN TET AZI CHL
2008 0 18,1 4 23,5 30,2 0,7 1,3 23,5 25 5,3
2009 20,1 18,9 18,9 31,1 1,8 1,2 30,5
2013 66,7 33,3 59,3|33,3/51 |66,7/40 (33,3/20 4(33,3/28 100|33,3/ 8
2014 29,4 0 0 5,9 11,7 0 0 0 94,1 0

Podatki, obarvani z rdeco so vzeti iz Letnega porocila o zoonozah in povzrociteljih zoonoz v Sloveniji v letu
2008 in 2009 (VURS, 2009; VURS 2010), podatki za leto 2013 se nanasajo na Slovenijo in so vzeti iz
porocila EFSE in EDCD iz leta 2015 za leto 2013 (EFSA/ ECDC, 2015).
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5.3.2.2 Analiza rezultatov testiranja E. coli na odpornost proti antibiotikom iz
vzorcev Zivil rastlinskega porekla

Skockova in sod. (2013) so bakterijo E. coli izolirali iz vzorcev zelenjave, uvoZene na
Cesko, in ugotavljali rezistenco na antibiotike. Ugotovili so, da je E. coli najpogosteje
odporna na ampicilin (48 %), na tetraciklin (18,5 %), prav tako na trimetoprim in
nalidiksinsko kislino. Od 27 izoliranih sevov so v skladu s standardi CLSI tri seve potrdili
kot odporne na ampicilin, sedem kot zmerno obcutljive in tri kot obcutljive, medtem ko
smo mi od 18 vzorcev rastlin $tiri potrdili odporne na ampicilin in 12 kot obcutljive. V tej
isti Studiji je bila odpornost proti ve¢ kot eni skupini antibiotikov dokazana pri treh
izolatih.

Rezultati odpornosti proti antibiotikom nasSih vzorcev zelenjave so pokazali najvisjo
stopnjo rezistence na azitromicin in sulfametoksazol, medtem ko je bila odpornost na
ampicilin in tetraciklin bistveno nizja (16 %).

5.3.3 Mnogokratna odpornost

Glede na rezultate testiranja protimikrobne odpornosti lahko 14 (18,7 %) izolatov Stejemo
kot multirezistentne (MDR), ker kaZejo odpornost na vsaj tri antibiotske razrede. In sicer je
bilo pet sevov izoliranih iz vzorcev pitne vode, pet sevov je bilo izoliranih iz vzorcev
mesa in pa Stirje sevi iz zivil rastlinskega porekla (preglednica 5). Sevi E. coli, odporni na
ve¢ protimikrobnih zdravil tako predstavljajo veliko nevarnost za zdravje, e gre za
patogene seve, lahko pa predstavljajo nevarnost tudi kot mozni prenaSalci genov, Ki
kodirajo odpornost proti razlicnim protimikrobnim zdravilom.

Rezultati projekta PROMISE so pokazali, da je bilo izmed 113 sevov E. coli,. 12,4 %
sevov iz vzorcev hrane potrjene kot MDR, kar je manj kot v naSi nalogi, kjer je bilo
taksnih vzorcev 18,7 % oziroma ¢e primerjamo samo vzorce zivil zivalskega porekla, saj
so bili v projektu PROMISE izolirani sevi iz zivil zivalskega izvora, je bilo MDR sevov v
nasi nalogi 29,4 %, kar je bistveno ve¢ v primerjavi z izsledki projekta PROMISE. Ne
glede na vir hrane, je vecina sevov E. coli pokazala visoko frekvenco odpornosti na
ampicilin, tetraciklin (100 %) in sulfonamidnih spojin (93 %) in manj pogosto na
kloramfenikol (50 %). Ce primerjamo samo MDR izolate, so v nadi nalogi pokazali
najvisjo frekvenco odpornosti na tetraciklin, sulfonamidne spojine, prav tako na kinolone
(100 %), za razliko od odpornosti na ampicilin pri projektu PROMISE v MDR izolatih v
nasi nalogi ni bilo zaznati rezistence, prav tako ne na kloramfenikol.
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534 Analiza rezultatov odpornosti proti antibiotikom sevov VTEC

V nasi raziskavi smo imeli osemdesetih sevov E. coli, med katerimi smo jih pet potrdili kot
pozitivne za VTEC, en sev je bil iz vzorca petersSilja in smo ga izolirali v laboratoriju
NLZOH, Stirje sevi pa iz vzorcev mesa, Ki so bili preiskovani v projektu PROMISE, torej
nelegalno vnedeni v Slovenijo. Skupno 66 vzorcev, zasezenih na letalis¢u Brnik in 37
vzorcev Zivil zaplenjenih na mejnem prehodu ObreZje, je bilo preiskovanih na Univerzi v
Ljubljani v okviru projekta. Od vseh 103 preiskovanih vzorcev so bili Stirje potrjeni kot
VTEC. Te seve smo na antimikrobno aktivnost preverjali tekom naSe naloge. Med vsemi
zasezenimi vzorci tekom projekta, ki jih je bilo 1526 , pa so jih kot pozitivne na E. coli
potrdili 113 in izmed teh so 15 sevov potrdili kot VTEC. Torej je bil odstotek VTEC 1,0
%, medtem ko je bil delez izoliranih sevov v nasi nalogi 1,3 %. Zanimivo je, da nobeden
od 15 sevov VTEC analiziranih v projektu PROMISE ni imel gena za odpornost na
antibiotike in niso bili MDR. Prav tako sevi VTEC iz projekta PROMISE v nasi nalogi
niso izkazovali multirezistence. Medtem je bil sev iz vzorca petersilja, ki smo ga kot
VTEC potrdili v tej nalogi, veckratno odporen, oz. odporen na ve¢ skupin antibiotikov.

Nas sev VTEC iz vzorca petersilja je pokazal vecCkratno odpornost, in sicer na
sulfametoksazol, nalidiksinsko kislino, ampicilin, azitromicin, pokazal pa je tudi zmerno
obcutljivost na cefotaksim. Medtem ko vzorci iz projekta PROMISE niso pokazali
odpornosti na antibiotike, razen na azitromicin (preglednica 5).

Seve E. coli, izolirane iz razliénih Zzivil v Sloveniji, so Trkov in sod. (2014) testirali med
drugim tudi na VTEC. Glede na to, da so bili izolati iz hrane, vzorcene v Sloveniji lahko
delno primerjamo pogostnost VTEC sevov pri nas. In sicer so Trkov in sod. izmed 84
izolatov skupaj kar 11 potrdili, da ima enega ali oba stx gena. En izolat je bil pozitiven na
VTEC virulentni gen stx1, pet pa na stx2 in pet izolatov je bilo pozitivnih na oba stx alela.
Dva izolata z genom za VTEC sta bila izolirana iz solate, ostali so bili iz mesnih Zivil.

V nasi nalogi smo izolate potrdili kot VTEC, ¢e so imeli prisoten eae in vsaj eden gen stx.
In takih izolatov je bilo pet, od tega smo samo enega kot VTEC izolirali tekom naSe
naloge, ostale Stiri smo tekom raziskave samo dodatno potrdili, saj so bili izolirani v
projektu PROMISE na Biotehniski fakulteti v Ljubljani. Torej je delez pozitivnih E. coli
na verotoksin nekoliko niZji v nasi nalogi, smo pa v obeh raziskavah VTEC potrdili tako v
vzorcih hrane rastlinskega izvora, kot tudi vzorcih hrane zivalskega izvora. Zanimivo je Se
dejstvo, da so Trkov in sod. (2014) porocali, da imajo sevi, ki so bili pozitivni samo na Stx2
alel, ve¢ji potencial virulen¢nosti in vecjo pogostnost za HUS, kot sevi s samo stx1 ali
obema stx aleloma.
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5.35 Analiza rezultatov odpornosti proti antibiotikom sevov ESBL

V nasi nalogi sta bila dva seva potrjena kot ESBL. NasSa izolata potrjena kot ESBL sta bila
izolirana iz Zivila rastlinskega izvora. Sev iz vzorca blitve, potrjen kot ESBL je izkazoval
odpornost na SMX, TMP, FOT, AMP, AZI, TET, CHL in je MDR. Drugi sev ESBL je bil
odporen samo na azitromicin (preglednica 5). Za dva seva E. coli je bilo pri projektu
PROMISE ugotovljeno, da proizvajata ESBL, in sta bila potrjena kot MDR. Oba sta bila
odporna proti cefotaksimu, AMP, CHL, SMX in TET. Tako lahko potrdimo, da so rezultati
obeh raziskav primerljivi.

Skockova in sod. (2013) so prav tako razpravljali o sevih ESBL, katerim je v zadnjem ¢asu
namenjene ve¢ pozornosti, saj so sposobni hidrolize vecine B-laktamskih antibiotikov, ki
so trenutno v uporabi, ampak jih med samo raziskavo niso uspeli izolirati. V nasi Studiji
smo izolirali dva seva, potrjena kot ESBL, ki sta v 50 % pokazala odpornost na skupino
sulfamidov, makrolidov in fenikolov, odporna pa sta bila Se na tetraciklin, cefotaksim in
ampicilin. Za ESBL bakterije Pullukcu in sod. (2007) porocajo, da so bolniki, okuzeni z
ESBL najmanj dovzetni za antibiotike kot so sulfametoksazol ali ciprofloksacin. Visoko
stopnjo odpornosti pa kazejo tudi na R3-laktame. Odpornost na te antibiotike pogosto
presega 30 — 50 %. V kar 90 % naj bi bil na ESBL uspeSen antibiotik meropenem, Lu in
sod. (2008) pa porocajo, da naj bi bil v prav tolik$ni meri uspesen tudi tigeciklin. Nasa dva
seva sicer nista bila odporna na ciprofloksacin, je pa res, da nista pokazala obcutljivost ali
odpornosti na meropenem in tigeciklin in da je bila rast pri teh dveh antibiotikih zavrta.
Nobeden od ostalih 78 izolatov v nasi nalogi ni pokazal obc¢utljivosti ali odpornosti na ta
dva antibiotika.

Trkov in sod. (2014) so pregledali vseh 84 sevov na ESBL in jih potrdili kot ne — ESBL.
Nadalje so vseh 84 izolatov ne — ESBL pregledali za prisotnost plazmida, ki poseduje gen
za odpornost na kinolone. Gena v izolatih niso odkrili, kar je bilo v pricakovanju s
porocanji o nizki razsirjenosti tega gena med ne — ESBL sevi iz vzorcev hrane.
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6 SKLEPI

— Med letnim monitoringom smo v laboratoriju na NLZOH iz vzorcev Zzivil
zivalskega porekla in zivil rastlinskega porekla, kakor tudi iz vzorcev pitne vode izolirali
seve E. coli. Nekaj sevov smo pridobili tudi na Biotehniski fakulteti v Ljubljani in v zbirki
NLZOH v Kranju. Tako smo za nadaljnje delo zbrali 80 sevov E. coli iz vzorcev pitne
vode in Zivil.

- Med vsemi 80 sevi E. coli smo iz enega vzorca zivila rastlinskega porekla izolirali
sev, ki je bil potrjen kot VTEC. Iz projekta PROMISE smo pridobili Se Stiri VTEC seve iz
Zivil Zivalskega porekla. Prav tako smo izmed vseh preiskovanih sevov dva potrdili kot
ESBL.

- Izolate smo preverili na antimikrobno odpornost s standardnim setom antibiotikov
in po inkubaciji vsem sevom dolo¢ili MIK. Med vsemi izolati smo najpogosteje potrdili
Sevi iz vzorcev Zivil Zivalskega porekla so pokazali nekoliko pogostejSo odpornost na
antibiotike v primerjavi z zivili rastlinskega porekla in pitno vodo. Med vsemi izolati je
bilo tudi 14 sevov odpornih na ve¢ skupin antibiotikov, kar kaze na veliko pogostost
veckratno odpornih sevov E. coli iz hrane in pitne vode. Sev, ki smo ga izolirali tekom
naloge in potrdili kot VTEC, se je prav tako izkazal za veckratno odpornega na razlicne
skupine antibiotikov.
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7 POVZETEK

Bakterija E. coli je naravni prebivalec prebavnega trakta ljudi in Zivali ter glavni indikator
fekalne kontaminacije v Zivilih in vodah. Obicajno je neSkodljiva in je pomemben del
zdravega prebavnega trakta, vendar pa so nekateri sevi patogeni, kar pomeni da lahko
povzrocijo bolezni, bodisi drisko ali bolezni izven prebavnega trakta, naprimer okuzbe
secil. Patogene vrste E. coli se lahko prenasajo z okuzeno vodo ali hrano ali prek stika z
zivalmi ali ljudmi. Viri so Se kontaminirana hrana, predvsem mleta govedina,
nepasterizirano mleko in sok, mehki siri iz surovega mleka in surovo sadje in zelenjava
npr. kalcki, onesnazena voda, vklju¢no s pitno vodo, Zivali in njihovo okolje. Pri pregledih
okuzb s VTEC v svetu se je razsirjenost gibala med 4 — 55 % pri pitanem govedu, nekoliko
visji deleZz okuZzb je bil pri kravah molznicah, med 0,4 — 74 %. Prav tako so jih izolirali tudi
pri drugih zivalih, vkljutno s praSi¢i in kozami. Bakterije Escherichia coli so za
kampilobaktri, salmonelami in Clostridium difficile cetrti najpogostejsi bakterijski
povzroditelj drisk pri ljudeh v nagem okolju. Stevilo prijav v Sloveniji je bilo v letu 2013
enako Stevilu prijav adenovirusnih enterokolitisov. V EU in drzavah Evropskega
gospodarskega prostora (EGP) se je v zadnjih letih odpornost proti cefalosporinom tretje
generacije pri E. coli opazno povecala, prav tako je opaziti trend poveCevanja odpornosti
na fluorokinolone in aminoglikozide. Delez izolatov E. coli, odpornih na najbolj pogosto
uporabljene antibiotike se v Evropi povecuje. Po poroc¢anjih EARS-Neta je bilo v letu 2012
proti vsaj enemu od spremljanih antibiotikov odpornih vecina izolatov. Odpornost proti
karbapenemom pri E. coli ostaja nizka. Trenutne Studije kazejo, da so serotipi VTEC lahko
hkrati odporni na ve¢ antimikrobnih razredov, vklju¢no s penicilini, aminoglikozidi,
tetraciklini, sulfonamidi in fluorokinoloni. ESBL so encimi, ki inaktivirajo p-laktamske
antibiotike s tem ko cepijo amidne vezi v beta - laktamskem obro¢u. Sevi so odporni na
veéino pogosto uporabljenih beta - laktamskih antibiotikov, med njimi tudi tretje
generacije cefalosporinov. V skladu z letnim monitoringom smo v Nacionalnem
laboratoriju za zdravje, okolje in hrano (NLZOH) zbrali seve E. coli iz razli¢nih virov, in
sicer iz pitne vode in iz Zivil Zivalskega in rastlinskega izvora. Na podlagi zbranih sevov
smo s pomoc¢jo -PCR potrdili 1 sev kot VTEC in 2 seva kot ESBL, vsi trije pa so bili
rastlinskega izvora. S mikrotitrskimi plos¢icami smo dolo€ili minimalno inhibitorno
koncentracijo 80 izolatom bakterije E. coli na 14 razli¢nih antibiotikov. Odpornost proti
vsaj enemu antibiotiku je bila ugotovljena pri 90 odstotkih vzorcev pitne vode in Zzivil.
Vecina izoliranih sevov E. coli je bila odporna na azitromicin, nobeden od vzorcev pa ni
pokazal obcutljivosti ali odpornosti na kolistin. Velika vefina vzorcev je pokazala
obcutljivost na ve€ino skupin testiranih antibiotikov, torej sulfamide, kinolone (razen pri
ciprofloksacinu), R-laktame, aminoglikozide, makrolide in fenikole. Sev VTEC smo
izolirali iz vzorca peterSilja, pridobili pa smo Se Stiri seve VTEC iz vzorcev mesa, Ki so
bili nelegalno vneseni v Slovenijo in so bili del projekta PROMISE. Glede na rezultate
testiranja protimikrobne odpornosti smo lahko 14 izolatov potrdili kot multirezistentne
(MDR), saj kazejo odpornost na vsaj tri antibiotske razrede. In sicer je bilo pet sevov iz
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vzorcev pitne vode, pet sevov iz vzorcev zivil rastlinskega porekla in Stirje iz vzorcev zivil
zivalskega porekla. Sev iz vzorca petersilja, ki je bil VTEC, se je izkazal tudi za MDR, saj
je bil poleg SMX odporen Se na NAL, AMP in AZI, medtem ko sevi iz vzorcev mesa,
razen na azitromicin niso izkazovali druge odpornosti. Vzorca ESBL sta pokazala
odpornost na SMX in TMP, prav tako na FOT in AMP, ki ju uvrs¢amo med B-laktame in
pa tudi na azitromicin in tetraciklin. Tako smo tudi preiskovani sev ESBL potrdili kot
MDR. Zaklju¢imo lahko, da rezultati raziskave kazejo na veliko pogostnost veckratno
odpornih sevov E. coli iz hrane in pitne vode, kar bi bilo smiselno preiskovati z nadaljnimi
raziskavami.
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PRILOGA

PRILOGA A: Rezultati protimikrobnih testov vseh osemdesetih vzorcev, za vsak antibiotik, z ozna¢enimi
obmocji obcutljivosti, zmerne obcutljivosti in rezistence.

Glede na pridobljene rezultate testiranja antimikrobne odpornosti so spodaj predstavljeni
rezultati testov vseh osemdesetih izolatov, ne glede na Zivilo, za vsak antibiotik posebej.
Glede na standarde CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) so predstavljene
meje obcutljivosti (S), zmerne obcutljivosti (I) in odpornosti (R) za vsak antibiotik na
katerega smo testirali Zivila v tej nalogi.
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PRILOGA A3: Rezultati protimikrobne odpornosti za ciprofloksacin
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PRILOGA A4: Rezultati protimikrobne odpornosti zaazitromicin
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PRILOGA A5: Rezultati protimikrobne odpornosti za tetraciklin
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PRILOGA A6: Rezultati protimikrobne odpornosti za meropenem
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PRILOGA A7: Rezultati protimikrobne odpornosti za nalidiksinsko kislino
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PRILOGA A8: Rezultati protimikrobne odpornosti za cefotaksim



ACKO M. Verotoksi¢nost in veckratna odpornost ... Escherichia coli iz vzorcev Zivil in vod.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

a0
a0
7o
60

50
a0
30
20
10

0

stevilo zolatov

<8 16 32 64 128
MIC (po CLSI)
PRILOGA A9: Rezultati protimikrobne odpornosti za kloramfenikol
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PRILOGA A10: Rezultati protimikrobne odpornosti za tigeciklin

80

70
a0
50

40 1
524 R

30

20

10
o I — [

20,5 1 2 4 8
MIC (po CLSI)
PRILOGA A11: Rezultati protimikrobne odpornosti za ceftazidim

stevilo zoktov




ACKO M. Verotoksi¢nost in veckratna odpornost ... Escherichia coli iz vzorcev Zivil in vod.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

70

50

30

stevilo roltoy
]

20
10

=1 2 4 B 216
MIC (po CLSI)
PRILOGA A12: Rezultati protimikrobne odpornosti za kolistin
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PRILOGA A13: Rezultati protimikrobne odpornosti za gentamicin
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PRILOGA A14: Rezultati protimikrobne odpornosti za ampicilin
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