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PRISOTNOST BAKTERIJE BACILLUS CEREUS V BOLNISKEM
ODDELKU IN KUZNINAH, TVORBA ENTEROTOKSINOV TER NJENA
OBCUTLJIVOST ZA ANTIBIOTIKE
THE PRESENCE OF THE BACTERIUM BACILLUS CEREUS IN THE CLINICAL

DEPARTMENT AND IN THE INFECTIOUS SAMPLES, ITS ENTEROTOXIN
PRODUCTION AND SUSCEPTIBILITY TO ANTIBIOTICS

Karmen Godic¢ Torkar

Kljucne besede: Bacillus cereus, obcutljivost, antibi-
otiki, toksini

IZVLECEK

Izhodisca: Najvecje tveganje za prenos okuzb z mi-
kroorganizmi je v bolni$nicah in drugih zdravstvenih
ustanovah. Pomembno vlogo pri preprecevanju bol-
ni$ni¢nih okuzb imajo poleg higienskih sluzb pred-
vsem komisije za obvladovanje bolniSni¢nih okuZzb,
ki zdruzujejo strokovnjake razli¢nih specialnosti —
zdravnike, medicinske sestre, epidemiologe, klini¢ne
mikrobiologe, farmacevte in sanitarne inZenirje.

Namen: Ker je sporotvorna potencialno patogena bak-
terija Bacillus cereus mozZna povzrociteljica bolni$nic-
nih okuzb, je bil namen poskusa ugotoviti njeno pri-
sotnost v klinicnem okolju. Pri dobljenih klini¢nih izo-
latih in izolatih iz Zivil je bila testirana obcutljivost
za antibiotike in sposobnost tvorbe toksinov.

Metode: Za izolacijo in identifikacijo sevov B. cere-
us iz 38 brisov povr§in na opremi in inStrumentih v
bolniskih sobah, odvzetih v avgustu 2007, so se upo-
rabile standardne mikrobioloSke preiskave. Za 60 bak-
terijskih sevov B. cereus je bila s Kirby-Bauerjevo di-
fuzijsko metodo z diski preskuSena obcutljivost za an-
tibiotike in s testom Duopath® GLISA Cereus Ente-
rotoxins sposobnost tvorbe diarealnih enterotoksinov.

Rezultati: B. cereus je bil prisoten v Sestih (15,8 %)
od 38 brisov, in sicer v brisih, odvzetih na povrSini
podstavka za milo, embalaze z razkuZzilom, pladnja za
hrano, posteljne podloge, uporabljenega tulca za odv-
zem krvi in ko$a za perilo. Vseh 60 sevov, osamljenih
iz kuZnin in Zivil, je bilo obcutljivih za streptomicin
in gentamicin, 90 % jih je bilo obcutljivih za klinda-
micin in vankomicin, medtem ko jih je bilo 67 % ob-
cutljivih za eritromicin. Vsi izolati so bili odporni proti
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ABSTRACT

Introduction: The greatest risk for transfer of infec-
tions caused by microorganisms is in hospitals and
other medical institutions. Acountable for the preven-
tion of nosocomial infections are not only hygienic
services but also special committees for hospital in-
fection prevention and control. The latter is comprised
of medical doctors, nurses, epidemiologists, clinical
microbiologists, pharmacists and sanitary engineers.

Aim: Bacillus cereus is a sporeform, potentially patho-
genic microorganism which may cause serious infec-
tions. The aim of the study was to determine the pre-
sence of its isolates in clinical environments. The an-
tibiotic susceptibility and enterotoxin production of
the tested strains was also examined.

Methods: Standard microbiological procedures were
used in identification and isolation of B. cereus strains
from 38 swabs taken from the surfaces of the equip-
ment and instruments in sickrooms in one of the clini-
cal departments in August 2007. The susceptibility of
60 B.cereus isolates from clinical specimens and foods
to antibiotics was determined by Kirby-Bauer disc-
diffusion method. For establishing the production of
diarrhoeal enterotoxins, the Duopath® GLISA Cereus
Enterotoxin test kit was used.

Results: In 6 (15.8 %) out of 38 collected swabs the
presence of B. cereus was determined, namely from
the surfaces of the soap saucer, package of the dis-
infectant, the meal serving, , tray, bed lining, dirty linen
basket and used syringe container. The second part of
the experiment included the estimation of antimicro-
bial susceptibility of 60 clinical and food B. cereus
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amoksicilinu s klavulansko kislino, ampicilinu, cefo-
taksimu, ciprofloksacinu, kloksacilinu, cefotaksimu s
klavulansko kislino in penicilinu. Kar 98,3 % presku-
Senih sevov je tvorilo nehemoliti¢ni diarealni toksin,
medtem ko jih je 31,7 % tvorilo hemoliti¢ni diarealni
toksin. V primerjavi z izolati iz hrane je med klini¢ni-
mi izolati hemoliti¢ni diarealni toksin tvorilo deset od-
stotkov ve¢ izolatov. Nehemoliti¢ni diarealni entero-
toksin je bil ugotovljen tudi pri psihrotrofnih sevih,
inkubiranih pri temperaturi 6,5 °C.

Razprava in zakljucki: B. cereus je bil najden na po-
vrsinah in pripomockih v prostorih klini¢nega oddel-
ka v kar 16 % primerov. Bakterijski sevi so bili od-
porni proti Stevilnim testiranim antibiotikom in so vsi
tvorili vsaj enega od diarealnih enterotoksinov. Re-
zultati tega poskusa so lahko uporabna informacija
medicinskim sestram o kriticnih kontrolnih to¢kah od-
pornih potencialno patogenih mikroorganizmov. V po-
skusu sodelujoce medicinske sestre so izrazile potre-
bo po pogostejSem vzorcenju v bolniSkih oddelkih,
saj bi lahko na osnovi rezultatov mikrobioloSkih pre-
iskav primerno organizirale strategijo kontrole in ob-
vladovanja bolni$ni¢nih okuZzb.

Uvod

Najvecje tveganje za prenos okuzb z mikroorgani-
zmi je v bolni$nici, deloma tudi v nekaterih drugih
ustanovah (domovi za ostarele, zdravstveni domovi
ipd.). Bolniki pridejo v bolni$ni¢ne ustanove zaradi
zdravljenja nenalezljive ali nalezljive sporadi¢ne ali
epidemicne bolezni. V bolnisnicah se zadrzijo krajsi
ali daljsi Cas, nekateri med njimi se kolonizirajo z bol-
ni$ni¢nimi bakterijami. V njih se zdravijo osebe, ki so
bolne in neodporne in so kot take Se pogosteje tarca
bolni$ni¢nih okuzb ali kolonizacije z bolniSni¢nimi
mikroorganizmi. Kolonizacija je lahko podlaga za Sir-
jenje patogenih in oportunisti¢nih mikroorganizmov
(Dragas, Skerl, 2004 Gaspari, 2002).

Za uspesno nadzorovanje bolniSni¢nih okuzb je po-
trebna dobro organizirana higienska sluzba in izobra-
Zeno osebje, zlasti zdravnik in medicinska sestra.
Dnevno ¢is¢enje predmetov in povrSin v neposredni
bolnikovi okolici je naloga medicinske sestre s sred-
njo, vi§jo ali visokoSolsko strokovno izobrazbo. Pra-
vilno higiensko vzdrZevanje je zlasti pomembno na
oddelkih z vec¢jim tveganjem za prenos okuzbe, to so
operacijske sobe, prostori za izvajanje dialize, enote
za intenzivno zdravljenje in oddelki za bolnike z na-
lezljivimi boleznimi. Naloga medicinske sestre je tu-
di pravilno razkuzevanje povrSin, onesnaZzenih z bol-
nikovimi izlo¢ki. Med bivanjem v bolnisnici lahko bol-
niki pridobijo bakterijske seve, odporne proti antibi-
otikom ali kemoterapevtikom, drugi take Ze prinesejo

isolates. All tested strains were susceptible to strepto-
mycin and gentamycin, 90 % of them to clindamycin
and vancomycin, and 67 % of strains to erythromycin.
All isolates were resistant to amoxicillin with clavula-
nic acid, ampicillin, cefotaxime, ciprofloxacin, cloxa-
cillin, cefotaxime with clavulanic acid and penicillin.
Non-haemolytic diarrhoeal enterotoxin was produced
by 98.3 % of the tested strains, while 31.7 % of them
produced the haemolytic diarrhoeal enterotoxin. In
comparison to food isolates ten percent more clinical
isolates produced the haemolytic diarrhoeal entero-
toxin.

Discussion and conclusions: B. cereus was found on
equipement surfaces and instruments in almost 16 %
of cases. Bacterial strains were resistant to various
tested antibiotics, while all of them were capable to
produce at least one of the diarrhoeal enterotoxins. The
results of the study could serve as useful information
source for nurses in defining the critical control points
of resistant potential pathogenic microorganisms. The
nurses who collaborated in the experiment expressed
the need for more frequent sampling in clinical de-
partments. The results obtained through microbiologi-
cal examinations of these samples would dictate the
necessary future actions, surveillanceas well as pro-
tection procedures.

s seboj v bolnisnico. Posebno pozornost je potrebno
poleg okuzb dihal, ¢revesnih okuZzb, spolno prenos-
ljivih bolezni, tuberkulozi ipd. posvetiti prav proti an-
tibiotikom odpornim bakterijam (Dragas, Skerl, 2004;
Gaspari, 2002).

Antibiotiki so u¢inkovine, ki jih tvorijo razli¢ni mi-
kroorganizmi ali jih umetno sintetiziramo. Zavirajo
rast ali unicijo bakterije. Vendar so antibiotiki lahko
tudi Skodljivi, in sicer ne samo za bolnika, temvec tu-
di za okolico. Ne delujejo samo na mikroorganizme,
ki so povzrocitelji bolezni, ampak tudi na normalno
mikrofloro, ki se nahaja kot zas¢ita na kozi ali sluzni-
cah. Tako se na telesnih povrSinah razrastejo bakteri-
je ali glive, ki niso ob¢utljive za dani antibiotik oziro-
ma antimikotik. Le-te lahko povzrocijo lokalne okuz-
be, prodrejo v tkivo, se razsirijo po organizmu, lahko
se celo prenesejo na druge osebe. Odporni mikroorga-
nizmi lahko svojo odpornost prenesejo tudi na druge
mikroorganizme (Cizman, 2002). Tako danes v bol-
niSnicah predstavljajo resen problem okuZzbe z bakte-
rijskimi sevi, ki so odporni proti vec razli¢nim antibi-
otikom, npr. Staphylococcus aureus, odporen proti
meticilinu (MRS A — angl. meticillin-resistant S. aure-
us), enterokoki, odporni proti vankomicinu (VRE —
angl. vancomycin-resistant enterococci), ali nekatere
enterobakterije, ki izlocajo betalaktamaze z razsirje-
nim spektrom delovanja (Seme, Poljak, 2003).

Vir okuZbe so lahko tudi raztopine, ki se uporab-
ljajo v zdravstvu, npr. destilirana voda, fizioloSka raz-
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topina, infuzijske raztopine in tudi raztopine antisep-
tikov za razkuzevanje koZe in sluznic, ocesne kaplji-
ce ipd. Te raztopine so bile sicer predhodno sterilizi-
rane, vendar so se zaradi veckratnega odvzema iz iste
steklenice ali nepravilnega hranjenja v teh raztopinah
namnoZili mikroorganizmi. Tudi v milih in razkuZi-
lih, zlasti tistih, ki so na alkoholni osnovi, ali tistih,
kjer ima delovna raztopina razkuZila niZjo koncen-
tracijo od priporocene, so zasledili po Gramu nega-
tivne bakterije in sporotvorne bakterije rodu Bacil-
lus. Ti mikroorganizmi imajo ali pridobijo poleg od-
pornosti proti antibiotikom tudi odpornost proti raz-
kuzilom. Bakterije so bolj odporne takrat, ko so ovite
v biofilm ali polisaharidni glikokaliks, saj takrat raz-
kuzila in antibiotiki teZje prehajajo do celic, bakterije
pa razvijejo nove oblike genetsko pogojene odpor-
nosti. Biofilmi lahko nastanejo na hrapavih povrSinah
pultov, postelj, pladnjev, aparatur, instrumentov ipd.
(Dragas, Skerl, 2004).

B. cereus je v okolju pogost saprofitni mikroorga-
nizem, od koder se prenaSa preko predelovalne veri-
ge tudi v Zivila. Je zelo odporen in prilagodljiv. V obli-
ki spor prezivi pasterizacijo, neobcutljiv je za Stevil-
na razkuzila, npr. alkohole. Zastrupitve s hrano, ki jih
povzroca B. cereus, so znane Ze vecC kot 25 let. Pojav-
ljata se dve obliki zastrupitve: diarealni in emeticni
sindrom. Prvi nastane najveckrat 10 do 12 ur po uzi-
vanju mesne hrane, zelenjavnih jedi, sladic, omak in
juh zaradi enterotoksina v hrani. Spremljajo ga lahko
tudi dolgotrajne sluzno krvave driske. Hemoliti¢ni dia-
realni toksin (HBL) ali nehemoliti¢ni diarealni toksin
(NHE) tvori bakterija med razmnoZevanjem v tankem
¢revesu (Granum, Lund, 1997). Emeti¢ni toksin po-
vzroca bruhanje eno do Sest ur po zauZitju hrane, naj-
veckrat riza in testenin, ¢e stoji hrana na sobni tempe-
raturi in so ji dodana tudi jajca (Dragas, Skerl, 2004).
V tem primeru gre za zastrupitev, saj se toksin tvori
Ze v zivilu (Agata et al., 1995; Giffel, 1999).

B. cereus je del normalne ¢loveske mikroflore, po-
sebno pri bolnikih, ki so dolgo hospitalizirani (Gins-
burg et al., 2003; Drobniewski, 1993). Tako ta mikro-
organizem lahko povzroca tudi hude infekcije. Okuz-
be ran so lahko blage ali tezke z nekrozami. Posebno
pri dojenckih lahko B. cereus povzroca tezke okvare
oci, npr. keratitis, endoftalmitis ali panoftalmitis, tudi
sepse, bakteriemije, infekcije kirurSkih ran, mielopla-
zije ipd. (Ozkocaman et al., 2006; Cone et al., 2005;
Ginsburg et al., 2003; Mori et al., 2002; Strauss et al.,
2001; Dragas et al., 1997). Pri nas so zasledili bolni-
$ni¢no okuzbo z bakterijo B. cereus pri skupini otrok,
kjer so dokazali bakteriemijo in sepso. Po preiskavah
so ugotovili, da je vzrok okuzbe veckrat pregreta otro-
Ska hrana, ki so jo bolniki prejemali z gastrojejunalno
cevko (Dragas, Skerl, 2004).

Sele ko so ugotovili pomen bakterije B. cereus pri
tezjih infekcijah, so zaceli preucevati tudi njeno ob-
Cutljivost za antibiotike. Ugotovili so, da je odporna

proti penicilinu in betalaktamskim antibiotikom, ker
tvori encime betalaktamaze (Chen et al., 2003). Prav
tako je danes znano, da klavulanska kislina nekaterih
njenih betalaktamaz ne inhibira (Baldwin et al., 1980;
Connolly, Waley, 1983; Nielsen, Lampen, 1983; Hus-
sain et al., 1985; Felici et al., 1993; Chen et al., 2003).

Namen

Namen poskusa je bil:

— ugotoviti prisotnost bakterije B. cereus v brisih po-
vrs$in opreme in inStrumentov v bolniSkih sobah kli-
ni¢nega oddelka;

— dolociti obcutljivost za antibiotike pri sevih B. ce-
reus, izoliranih iz klini¢nih vzorcev in vzorcev Zi-
vil, ki so bila poslana na mikrobiolo$ko preiskavo
zaradi suma, da so po zauZitju povzrocila infekcijo
7 bakterijo;

— pri izoliranih sevih B. cereus preveriti sposobnost
tvorbe enterotoksinov;

— preskusiti rast bakterijskih sevov in ugotoviti tvor-
bo toksinov pri temperaturi hlajenja 6,5 °C.

Metode

Vzorcenje in bakterijski sevi

V prvem delu poskusa smo v avgustu 2007 odvzeli
38 brisov povrs$in na opremi in inStrumentih v bolni-
Skih sobah, sobi za medicinske sestre, na hodniku in
v sobi za rekreacijo v enem izmed klini¢nih oddelkov
v Ljubljani. Iz brisov smo izolirali prisotne seve B.
cereus. Mesta odvzema brisov so navedena v Razpre-
delnici 1.

V drugem delu poskusa smo, poleg izolatov iz bri-
sov, uporabili tudi izolate B. cereus iz kuZnin (rane,
opekline, blato, drugi izlocki, sluhovodi, nosne votli-
ne ipd.) ter iz Zivil, ki so bila poslana na mikrobiolo-
Ske preiskave zaradi suma, da vsebujejo to bakterijo
v infektivnih koncentracijah (mleko, sladoled, mleko
v prahu, solate, riZzeve jedi, pudingi, otroska hrana,
omake, cmoki, suhe za¢imbe, mesne jedi ipd.). Sku-
pno smo testirali 60 sevov.

V poskusu smo uporabili tudi kontrolne standar-
dne seve B. cereus ATCC 11778 (Oxoid), Staphylo-
coccus aureus ATCC 19095, S. aureus ATCC 29213
in Escherichia coli ATCC 25922.

Izolacija in biokemijska identifikacija
bakterij B. cereus

Iz odvzetih brisov smo prenesli vzorce v tekocCe
hranljivo gojisce s triptonom, sojinim ekstraktom in
polimiksinom ter jih inkubirali pri 30 °C 24 ur. V bri-
sih smo Zeleli ugotoviti tudi prisotnost spor bakterije
B. cereus, zato smo vzorce brisov segrevali v vodni
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kopeli pri temperaturi 80 °C 10 minut, da so spore ger-
minirale. Namnozeno kulturo smo nato prenesli na tr-
dna gojis¢a MYP in PEMBA (Merck). Znacilne mo-
dro obarvane kolonije zaradi nezmoZnosti razgradnje
manitola in s cono zaradi razgradnje lecitina smo pre-
cepili na gojisce z defibrinirano ovcjo krvjo in ugo-
tavljali hemoliti¢no aktivnost izolatov (ISO 7932,
2004). Izolate smo identificirali s pomocjo biokemij-
skih testov API 50 CHB in API 10 S (Biomerieux), pri
¢emer smo uporabili ra¢unalniSki program za identi-
fikacijo V.1.1.0 (isti proizvajalec).

Ostale bakterijske seve iz kuZnin in Zivil smo dobi-
li z InStituta za mikrobiologijo in imunologijo Medi-
cinske fakultete Univerze v Ljubljani ter InStituta za
varovanje zdravja RS. Tudi te izolate smo najprej pre-
nesli na Ze prej omenjena mikrobioloska gojis¢a in
jih testirali z biokemijskimi testi API.

Ugotavljanje obcutljivosti za antibiotike

Obcutljivost 60 izolatov B. cereus smo ugotavljali
z difuzijsko metodo z diski (National, 2001). Bakte-
rijsko suspenzijo smo razmazali po povrSini trdnega
gojisca in nato nanesli diske, prepojene z antibiotiki.
Nacepljena gojis€a smo inkubirali pri temperaturi 37
°C 24 ur in izmerili premere inhibicijskih con okrog
diskov z antibiotiki. V poskusu smo uporabili nasled-
nje diske z antibiotiki (BD BBL®, Becton Dickinson):
amoksicilin s klavulansko kislino AMC — 30 mg, am-
picilin AM 10 mg, cefotaksim CTX — 30 mg, cefota-
ksim s klavulansko kislino CTX/CLA 30/10 mg, ci-
profloksacin CIP — 5 mg, klindamicin CC —2 mg, klo-
ksacilin CX — 1 mg, eritromicin E — 2 mg, gentamicin
GM - 10 mg, penicilin P — 10 IE, streptomicin S —
10 mg in vankomicin Va — 30 mg.

Ugotavljanje tvorbe diarealnih
enterotoksinov

Za ugotavljanje hemoliti¢nega (HBL) in nehemoli-
ticnega (NHE) diarealnega toksina pri preskusenih se-
vih B. cereus smo uporabili test Duopath® GLISA Ce-
reus Enterotoxins (Merck). Test smo izvajali po na-
vodilih proizvajalca. Bakterijske seve smo namnozili
v tekocem gojis¢u CGY z dodatkom 1% glukoze in
jih inkubirali pri 37 °C 4 ure. 180 ml kulture smo pre-
nesli na testno ploscico. Po 25 minutah smo odcitali
rezultat. Pojav prve Crtice je pomenil, da sev tvori
HBL, pojav druge Crtice pa, da sev tvori NHE.

Rast bakterijskih sevov pri temperaturi

6,5°C

Vse bakterijske izolate smo razmazali po povrSini
trdnega gojis¢a BHI (Merck) in jih inkubirali pri tem-
peraturi 6,5 °C sedem do deset dni. Pri tistih sevih, ki

so na gojiscu tvorili kolonije, smo preskusili tudi spo-
sobnost tvorbe diarealnih enterotoksinov pri tej tem-
peraturi. Postopek testiranja je bil enak kot prej, le da
smo bakterijsko kulturo inkubirali pri 6,5 °C 24 do 48
ur in prenesli na testno plos¢ico Duopath® B. cereus.

Statisticne analize

Za statisticno analizo smo uporabili racunalniski
program SAS/STAT (2000). Rac¢unali smo osnovno
statistiko vkljucno s povprecji, standardnimi odklo-
ni, koeficientom variacije, najvecjimi in najmanjSimi
vrednostmi. Za racunanje razlik med izolati v obcu-
tljivosti na antibiotike smo uporabili t-test.

Rezultati

ldentifikacija izolatov

Ce so izolati iz brisov in kuZnin tvorili modrikaste
razSirjajoce se kolonije s precipitacijsko cono na go-
jis¢u PEMBA oziroma rdeckaste razsirjajoce se kolo-
nije s precipitacijsko cono na gojis¢u MYP, smo lah-
ko predpostavljali, da pripadajo vrsti B. cereus. Tak-
$na znacilna morfologija kolonij namre¢ kaZe na to,
da so sevi tvorili encim lecitinazo in da niso bili spo-
sobni razgrajevati manitola. Na krvnem agarju so se-
vi B. cereus tvorili zelenkaste kolonije z znacilno he-
molizo beta. Bakterijske celice sveZe kulture so bile
po Gramu pozitivne, palicaste oblike, lahko z znacil-
nimi endosporami. Kot vrsto B. cereus / thuringiensis
smo te izolate potrdili Se z biokemijskimi testi API in
s testom na gibljivost.

Prisotnost bakterij vrste B. cereus v brisih

Bakterijo B. cereus smo zasledili v Sestih (15,8 %)
od 38 odvzetih brisov povrSin opreme in inStrumen-
tov v bolniskih sobah klini¢nega oddelka. V treh (7,9
%) vzorcih smo nasli vegetativne bakterijske oblike,
prav tako v treh (7,9 %) vzorcih spore. Rezultati so
navedeni v Razpredelnici 1.

Obcutljivost za antibiotike

Pri difuzijski metodi z diski mednarodnih standar-
dov mejnih vrednosti za obcutljivost in neobcutljivost
vrste B. cereus ni. Zato smo uporabili mejne vredno-
sti premerov inhibicijskih con okrog diskov za stafi-
lokoke oziroma za bakterijo S. aureus. Po teh stan-
dardih je bilo vseh 60 preskusenih sevov obcutljivih
za ciprofloksacin, streptomicin in gentamicin. Kar 53
(88,3 %) izolatov je bilo obcutljivih tudi za klindami-
cin, ostalih sedem (11,7 %) je bilo delno obcutljivih
(intermediarnih). Za vankomicin je bilo obcutljivih
Sest (10 %) izolatov in za eritromicin 40 (66,7%) izo-
latov. Vsi izolati so bili neobcutljivi za amoksicilin s
klavulansko kislino, ampicilin, kloksacilin, cefotaksim
in cefotaksim s klavulansko kislino ter penicilin. 1zo-
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Razpr. 1. Prisotnost vegetativnih oblik in spor
bakterije B. cereus v brisih, odvzetih na povrsinah
bolniskih sob in prostorov klinicnega oddelka

Table 1. The presence of the B. cereus vegetative
forms and spores in swabs, sampled from the areas
of the sickrooms and other places in clinical

department
Zap. PHSOH.IOSF Prisotnost
St. Mesto odvzema brisa Vegetatllvmh spor
brisa oblik B. cereus
B. cereus
1 Umivalnik v bolniski sobi
Podstavek za milo +
3 Povrs§ina notranjosti sistema
za dihanje
4 Obleka zdravstvenega
delavca
5 Zascitna ograja na bolniski
postelji
6 Bolnikova miza
7 Vznozje bolniSke postelje
8 Skatla za rokavice
9 Crpalka za hrano
10 Telefon
11 Posteljna podloga +
12 Papirnate brisace
13 Kos za perilo v bolniski sobi +
14 Tipalo aparata za ultrazvok
15 Nosni filter
16 Umazana bolnikova rjuha
17 Racunalniska tipkovnica v
sobi za medicinske sestre
18 Infuzijska crpalka
19 Kljuka na vratih bolniske sobe
20 Ko§ za smeti v bolniski sobi
21 Umivalnik na hodniku pred
bolnisko sobo
22 Uporabljen tulec za odvzem
krvi +
23 Sondna hrana
24 Obveza centralnega venskega
katetra
25 Stetoskop
26 EmbalaZza z razkuZilom +
27 Vozicek za posege
28 Telefon v sobi za med. sestre
29 Vodovodna pipa v bolniski
sobi
30 Pladenj za hrano +
31 OciScena nocna posoda
32 Dlan zdravstvenega delavca 1
33 Dlan zdravstvenega delavca 2
34 Bolnikova piZama
35 Umivalnik v sobi za
rekreacijo
36 Vozicek za prevoz obrokov
hrane
37 Odprta dietna hrana
38 Vrecka s transfuzijsko tekocino
Skupno Stevilo brisov z
bakterijo B. cereus 3 3

Total number of swabs
contaminated with B. cereus

lati so se med seboj razlikovali v obcutljivosti za klin-
damicin, vankomicin in eritromicin. 38 (63,3 %) se-
vov je bilo obcutljivih za kombinacijo teh treh antibi-
otikov. Ugotovili smo Se Sest drugih vzorcev obcu-
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Preskuseni antibiotiki

Legenda: oznake antibiotikov: ampicilin AM 10 mg, amoksicilin s klavulansko
kislino AMC - 30 mg, cefotaksim CTX - 30 mg, cefotaksim s klavulansko
kislino CTX/CLA 30/10 mg, klindamicin CC - 2 mg, kloksacilin CX - 1mg,
ciprofloksacin CIP - 5 mg, eritromicin E - 2 mg, gentamicin GM - 10 mg,
penicilin P - 10 IE, streptomicin S - 10 mg, vankomicin Va - 30 mg

Legend: abbreviations of the antibiotics: ampicillin AM 10 mg, amoxicillin with
clavulanic acid AMC - 30 mg, cefotaxime CTX - 30 mg, cefotaxime with clavu-
lanic acid CTX/CLA 30/10 mg, clindamycin CC - 2 mg, cloxacillin CX - 1 mg,
ciprofloxacin CIP - 5 mg, erythromycin E2 mg, gentamicin GM - 10 mg, peni-
cillin P - 10 IE, streptomycin S - 10 mg, vancomycin Va - 30 mg

Sl. 1. Odstotek obcutljivih klini¢nih izolatov in
izolatov iz Zivil za preskuSene antibiotike 7 uporabo
difuzijske metode z diski.

Fig. 1. Percent of susceptible clinical and food
isolates on tested antibiotics using disc diffusion
method.

Razpr. 2. Stevilo (%) izolatov vrste B. cereus z
razlicnimi vzorci obcutljivosti za uporabljene
antibiotike

Table 2. The number (%) of B. cereus isolates with
different susceptibility patterns to antibiotics

Stevilo Stevilo . Vzorec,
Vzo- Vzorec* (%) (%) §kupaj znacilen
rec S . Stevilo % L
“ CCE Va Kklini¢nih izolatov pri skupini
st. . RO (%) .
izolatov iz Zivil izolatov
1 SSS* 17 (56,7) 21 (70) 38 (63,3) obe
2 SIS 3 (10,0) 133 46,7 obe
3 IRR 4 (13,3) 0 (0) 4 (6,7)  klini¢ni
4 SRS 56,7) 4 (134 9 (15,0 obe
5 SRR 1@3.3) 133 2@33) obe
6 ISS 0 (0) 26,7 2@33) Zivila
7 IIS 0 (0) 133 130,79 Zivila

* Vzorec: obcutljivost izolatov za kombinacijo razli¢nih anti-
biotikov, ki smo jih uporabili v poskusu: razlike med izolati se
kaZejo v obcutljivosti na klindamicin (CC), eritromicin (E) in
vankomicin (Va)

 Pattern: the sensitivity of the isolates to the combination of
different antibiotics used in the experiment: the differences
among isolates are expressed in the susceptibility to clin-
damycin (CC), erythromycin (E) and vancomycin (Va)
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tljivosti za kombinacije razli¢nih antibiotikov. En vzo-
rec obcutljivosti za kombinacijo razli¢nih antibioti-
kov je bil znacilen samo za izolate iz klini¢nih vzor-
cev, dva vzorca pa le za izolate iz vzorcev Zivil (Raz-
pr. 2). Opazili nismo nobenih statisti¢no znacilnih raz-
lik (p > 0,05) v premerih inhibicijskih con med izola-
ti, dobljenimi iz klini¢nih vzorcev in vzorcev Zivil,
razen pri preskusanju s cefotaksimom (p = 0,05) in
cefotaksimom s klavulansko kislino (p = 0,04).

Tvorba hemoliticnega in nehemoliticnega
diarealnega enterotoksina

Vseh 60 izolatov vrste B. cereus smo testirali z imu-
noabsorbcijskim testom Duopath® GLISA Cereus En-
terotoxins. Kar 59 (98,3 %) izolatov je tvorilo NHE,
medtem ko jih je 19 (31,7 %) tvorilo tudi HBL. Toksin
NHE smo ugotovili pri vseh klini¢nih izolatih in pri
96,7 % izolatov iz Zivil. Toksin HBL je tvorilo 36,7 %
klini¢nih izolatov in 26,7 % izolatov iz zivil. Kar 73
% izolatov, ki so se razmnoZevali v kulturi pri tempe-
raturi inkubacije 6,5 °C, je pri tej temperaturi tudi tvo-
rilo toksin NHE, nobeden od izolatov pa ni tvoril to-
ksina HBL.

Razprava

Prisotnost bakterije B. cereus smo ugotovili v 15,8
% od 38 odvzetih brisov povr§in opreme in in§trumen-
tov v bolniskih sobah klini¢nega oddelka. V polovici
vzorcev smo nasli aktivne bakterijske oblike, v drugi
polovici vzorcev pa B. cereus v obliki spor. Menimo,
da je to Stevilo dokaj visoko, Se posebno, ker so vsi
izolirani sevi tvorili NHE. Predvidevamo, da je izolat,
ki smo ga nasli na povrSini pladnja za serviranje hra-
ne, priel iz Zivila, ki so ga dostavili bolniku na plad-
nju. Jed se je verjetno med obrokom prenesla na pla-
denj, ugodni temperaturni pogoji in ostanki hrane pa
so omogocili uspesno in hitro namnoZitev bakterij. Za-
to je priporocljivo, da hrana ne stoji dolgo pri sobni
temperaturi, ker predstavlja ugodno okolje za namno-
zitev bakterij in tvorbo njihovih toksinov (Borge et
al., 2001; Klun, 2002).

Tudi Klun (2002) navaja podatke Svetovne zdrav-
stvene organizacije, da se B. cereus pogosto prenasa
z Zivili in vodo ter tvori tudi toksine. V obdobju 1991
do 1996 so zabeleZili tri epidemije, od leta 1996 do
1999 je bilo prijavljenih 265 okuzb in od 2000 do 2007
so prijavili 122 obolelih ter dve epidemiji (Klun, 2002;
Kreigher et al., 2000; Kreigher et al., 2002; Kreigher
et al., 2006; Kreigher et al., 2008). Posebno nevarne
so okuzbe v bolniSnicah, kjer navadno prizadenejo
ogrozene skupine bolnikov z zmanjSano imunsko od-
pornostjo, otroke in ostarele. Najpogostejsi vzroki za
nastanek okuZzb z Zivili in vodo so naslednji: neustre-
zna temperatura ohlajevanja, kuhanja, pogrevanja in
hranjenja pripravljene hrane, neustrezne surove su-

rovine, neustrezno ravnanje z Zivili (navzkrizna okuz-
ba, oporecna higiena, uporaba ostankov Zivil), okuz-
ba zaradi zaposlenih, neustrezne opreme ali prosto-
rov (Klun, 2002). OkuZzba z Zivili je najpogostejSa pri
termic¢no obdelanih izdelkih, kjer spore prezivijo, po-
novno segrevanje pa povzroci njihovo germinacijo in
tvorbo toksinov (Borge et al., 2001).

Ze dolga leta so uzakonjeni tudi predpisi o sanitar-
no-mikrobioloSkem nadzoru hrane ter obratov za pri-
pravo hrane, saj morajo bolni§ni¢ne kuhinje uposte-
vati pravila dobre proizvodne prakse. Nekaj ve¢ moz-
nosti za okuzbo predstavlja Ze tovarnisko pripravlje-
na hrana (npr. otroska hrana), ki je pred uporabo ni
treba kuhati. Vzrok za okuZzbo je lahko Ze okuZen to-
varni$ki pripravek, okuZena voda, posoda, neprime-
ren in predolg prevoz, nepravilno hranjenje Zivila ter
seveda okuzba z umazanimi rokami. Posebno pozor-
no je treba nadzirati enteralno hrano, ki jo bolniki do-
bivajo z nazogastricno ali jejunalno sondo (Dragas,
2002).

Vzrok za pojav in prenos mikroorganizmov in pa-
razitov je tudi pomanjkljiva higiena rok. Poleg dru-
gih mikroorganizmov je tudi B. cereus moZen povzro-
citelj bolniSni¢nih ¢revesnih okuZzb, ki se lahko pre-
nasajo z rokami oz. so posledica slabe higiene. V manj-
Sih kolic¢inah je sicer del prehodne oz. prehodnostal-
ne populacije na rokah bolnikov in osebja (Dragas,
Skerl, 2004). Tako je potrebno predhodno umivanje
in razkuZevanje, po moznosti s sporocidnimi razku-
zili. Osebje in bolnik lahko s tem mikroorganizmom
okuZijo tudi predmete in povrSine v okolici bolnika
(igrace, kljuke, telefone, termometre, no¢ne posode,
posteljnino, temperaturne liste ipd.).

Dragas et al. (1997) poudarjajo, da okuZbe z bakte-
rijo B. cereus najveckrat nastanejo v bolnisnicah, kjer
jo lahko najdemo na perilu, na prevezah, katetrih, ma-
zilih, v milih, razkuZilih, v alkoholu za razkuZevanje,
na rokah osebja, v hrani za enteralno in parenteralno
uporabo ipd.

Tudi v naSem poskusu smo bakterijo zasledili na
posteljni podlogi in koSu za umazano perilo. Na po-
vr§ino koSa se je po vsej verjetnosti prenesla iz uma-
zanega perila, le-to pa se je kontaminiralo bodisi s hra-
no, bolnikovimi izloc¢ki ali s povrSino kozZe, saj je B.
cereus lahko del normalne ¢loveske flore, lahko pa je
tudi povzrocitelj nekroti¢nih ran (Brown, Garn-Han-
sen, 2002; Buwa, van Staden, 2006).

Na perilu se nahaja veliko bakterij, poleg vrste
Bacillus najveckrat tudi po Gramu negativne bakteri-
je in koagulaza negativni stafilokoki, zato moramo s
perilom ravnati previdno, da ne postane vir okuzbe.
Posebno pozorno moramo zbirati in razvrscati uma-
zano perilo na mestu uporabe, npr. ob bolniskih po-
steljah. Tako ne smemo vzdigovati prahu in s tem klic
iz perila po prostoru, okuZeno perilo je namre¢ lahko
kontaminirano z izlo¢ki in krvjo bolnika (Vertelj,
2002).
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B. cereus tvori spore in je zato pogosto odporen pro-
ti uc¢inkovanju razkuZil, proti segrevanju ipd. Zato mo-
ramo biti na ta mikroorganizem Se posebej pozorni,
zlasti pri njegovem odstranjevanju oziroma uniceva-
nju. B. cereus so nasli tudi na rokah bolniSkega oseb-
ja in povrSinah inkubatorjev za nedonoSencke (Dra-
gas, Skerl, 2004).

Do kontaminacije mil in razkuZil z manj zahtev-
nimi bakterijami iz okolja lahko pride Ze pri proiz-
vodnji, najpogosteje pa pri nepravilni pripravi ali
redéenju z Ze kontaminirano vodo. Bakterije rodu
Bacillus so nasli tudi v 70% etanolu. Kontaminacije
razkuZil so pogoste v posodah za razkuZilo, ce se le-
te ne menjajo, ¢e v njih razkuzilo oziroma milo dolgo
stoji ali se milo in razkuZilo v posodo le dotaka. Ker
alkoholi niso sporocidni, morajo biti pred uporabo v
zdravstveni ustanovi asepti¢no filtrirani. Zaradi al-
kohola, kontaminiranega s sporami, lahko pri inva-
zivnih posegih nastanejo sporogene okuzbe. Ce je
razkuZilo potrebno redciti, naj to nadzorovano opra-
vi lekarna v koli¢ini in embalaZi, primerni za ¢im
hitrejSo porabo. Odpornost bakterij proti razkuZilom
je vecja, Ce le-te na hrapavi povrSini tvorijo biofilm
ali polisaharidni glikokaliks (Draga§, Skerl, 2004).
Do celic, ki so v biofilmu zascitene z glikokaliksom,
razkuZilo veliko tezje prihaja in tako tudi nanje slab-
Se ucinkuje, bakterijske celice v biofilmu razvijejo
tudi genetsko pogojeno odpornost proti razkuZzilom
in tudi antibiotikom. Peng, Tsai, Cheng (2002) so
ugotovili, da se je Stevilo prostih vegetativnih celic B.
cereus zmanjSalo za vec¢ kot 5,0 log KE/ml v 15 se-
kundah pri delovanju hipoklorita v koncentraciji 25
ppm ali 100 ppm kvartatnih amonijevih substanc.
Oba navedena pripravka razkuZzil po 5 minutah delo-
vanja nista zniZala tevila bakterij v biofilmu. Se bolj
odporne so celice v biofilmih, ¢e se biofilm razvija na
organski podlagi, npr. na ostankih mascob, beljako-
vin in sladkorjev.

Na spore ucinkujejo predvsem razkuzila, ki teme-
ljijo na klorovih pripravkih, glutaraldehidih in pero-
ksidih. Coates (1996) je ugotovil, da je razkuZilo, ki
je vsebovalo 3180 ppm klora, zmanj$alo Stevilo spor
Bacillus za faktor 10° $ele po eni uri, razkuZilo s kon-
centracijo klora 5780 ppm pa v petih minutah. Enak
ucinek je imel 1% vodikov peroksid po dveh do treh
urah, pripravek peroksiocetne kisline je u¢inkoval ta-
koj, pripravek glutaraldehida pa v dveh urah. Delo-
vanje vseh pripravkov je bilo daljse, ¢e so bile spore
v raztopini z dodano 2% krvjo. Beljakovine in druge
organske snovi namre¢ zmanjSajo ucinek in podalj-
$ajo Cas, potreben za delovanje razkuZil.

Posebno pozornost je potrebno posvetiti tudi asep-
tiéni tehniki in sterilnosti inStrumentov pri odvzemu
kuznin, npr. krvi. V naSem primeru smo ugotovili bak-
terijo tudi na uporabljenem tulcu za odvzem krvi. Gro-
sek et al. (2002) navajajo, da so okuZbe s predstavni-
ki rodu Bacillus zasledili tudi v otroSkem oddelku za

intenzivno zdravljenje v 1,25 % primerov, predvsem
je Slo za sepse oziroma katetrske sepse.

Raziskave zadnjih let so pokazale, da je B. cereus
odporen proti Stevilnim antibiotikom (Roy, Moktan,
Sarkar, 2007; Meena, Kapoor, Agarwal, 2000; Teuber,
1999). Mnogi zato Zelijo ugotoviti vzorec odpornosti
za razliCne antibiotike pri tej bakteriji (Roy, Moktan,
Sarkar, 2007).

V nafem poskusu smo ugotavljali obcutljivost
za antibiotike pri izolatih iz brisov povrSin, kuZnin
in vzorcev hrane. Vsi bakterijski izolati so bili obcu-
tljivi le za streptomicin, ciprofloksacin in gentamicin.
Vecina sevov (90 %) je bila obcutljivih tudi za klin-
damicin in vankomicin ter 67 % sevov tudi za eritro-
micin. NasSi rezultati se ujemajo s podatki Drobniew-
skega (1993) in Jorgensena (2004). Po drugi strani pa
Meena, Kapoor, Agarwal (2000) poroc¢ajo o izolatih
B. cereus iz Zivil, ki so odporni tudi proti streptomici-
nu in gentamicinu. Na§ vzorec obcutljivosti klini¢nih
izolatov na preskusSene antibiotike je podoben vzor-
cema, ki so jih dobili Duboix et al. (2005) in Al-Kha-
tib et al. (2007), vendar s to razliko, da smo mi ugoto-
vili ve¢ odpornih sevov proti eritromicinu.

Znano je, da B. cereus tvori encime cinkove beta-
laktamaze, ki inaktivirajo betalaktamske antibiotike,
npr. peniciline in cefalosporine, tudi ¢e je dodana kla-
vulanska kislina (Baldwin et al., 1980; Connolly, Wal-
ley, 1983; Chen et al., 2003). Tako ni presenetljivo,
da so bili vsi nasi izolati neobcutljivi za testirane be-
talaktamske antibiotike.

Teuber (1999) meni, da so mehanizmi prenosa ge-
nov za odpornost proti antibiotikom enaki pri bakteri-
jahiz okolja, Zivil in klini¢nih materialov, Ceprav smo
v naSem poskusu ugotovili statisticno znacilne razlike
v obcutljivosti za antibiotike med klini¢nimi izolati in
izolati iz Zivil tako za cefotaksim kot tudi za cefota-
ksim s klavulansko kislino. Prav tako se kazejo razlike
v vzorcih obcutljivosti za antibiotike. Za uporabljene
antibiotike smo ugotovili sedem razli¢nih vzorcev ob-
Cutljivosti. Za skoraj 62 % izolatov je bil znacilen prvi
vzorec. Ti izolati so bili obcutljivi za klindamicin, eri-
tromicin in vankomicin, medtem ko so bili za ostale
antibiotike neobcutljivi. En vzorec obcutljivosti je bil
znacilen le za klini¢ne izolate, dva vzorca obcutljivo-
sti pa le za izolate iz zivil (Razpr. 2).

Tvorba diarealnih enterotoksinov

NHE je v naSem poskusu tvorilo kar 97 % izolatov
iz zivil in 100 % klini¢nih izolatov. HBL smo zasledi-
li le pri 27 % izolatov iz zivil in 37 % klini¢nih
izolatov. Med obema skupinama se torej kazejo razli-
ke v Stevilu izolatov, ki so tvorili toksin HBL. éeprav
Svensson et al. (2007) poroc¢ajo, da psihrotrofni sevi
B. cereus iz mleka ne tvorijo ve¢jih koli¢in diarealnih
enterotoksinov, nasi podatki kaZejo, da 73 % psihro-
trofnih izolatov iz Zivil tvori toksin NHE tudi pri



28

Obzor Zdr N. 2009;43(1)

temperaturi 6,5 °C, vendar ne tudi toksina HBL. Veld
et al. (2001) so zasledili 55 % psihrotrofnih izolatov
B. cereus iz pasteriziranega mleka, ki so tvorili tudi
toksin HBL; odstotek sevov, ki so tvorili toksin NHE,
pa je podoben rezultatu v naSem poskusu.

Zakljucek

B. cereus smo na povrSinah in pripomockih v pro-
storih klinicnega oddelka zasledili v kar 16 % prime-
rov. Prisotnost te vrste bakterij je problemati¢na, ker
te bakterije tvorijo spore in so zato zelo odporne proti
segrevanju pri visokih temperaturah in proti delova-
nju razkuZil. Tako mora biti medicinsko osebje v bol-
niSkih oddelkih pozorno na pravilno ravnanje s pri-
pravljeno hrano, perilom, uporabljenimi instrumenti,
na higieno rok ter predvsem na izbiro in pravilen po-
stopek priprave ustreznih distil ter razkuzil. Tu imajo
ustrezno usposobljene medicinske sestre, ki so sezna-
njene s tem problemom, pomembno vlogo.

B. cereus lahko povzroci gastrointestinalne tezZave
ali infekcije ran, opeklin, o¢i ipd., zato moramo ob nje-
govi prisotnosti nujno ukrepati, veckrat tudi z zdrav-
ljenjem z antibiotiki iz skupin kinolonov, aminogli-
kozidov in glikopeptidov.

B. cereus je komenzalen, zoonotien in potencial-
no patogen mikroorganizem s Sirokim spektrom od-
pornosti proti antibiotikom ter s sposobnostjo tvorbe
razli¢nih toksinov. Geni, ki so odgovorni za odpor-
nost, se lahko prenesejo na druge, tudi patogene mi-
kroorganizme. Bakterija naseljuje razlicne ekoloske
niSe, npr. prst, vodo, vegetacijo, zrak, od koder z lah-
koto prehaja na Zivali, v Zivila, predelovalno verigo
7ivil, v kliniéno okolje ipd. Stevilni avtorji so si edini,
da je prisotnost tako velikega Stevila za antibiotike
neobcutljivih sevov B. cereus v vzorcih Zivil in kli-
ni¢nih humanih vzorcih zelo zaskrbljujoca.

Problem pojavljanja za antibiotike neobcutljivih
patogenih mikroorganizmov v humani medicini bo-
mo resili le v tesnem sodelovanju med farmacevti,
zdravniki, medicinskimi sestrami in drugim zdravstve-
nim osebjem, veterinarji, mikrobiologi, ekologi ter Zi-
vilskimi tehnologi.

Zahvala

Avtorji se zahvaljujemo proizvajalcu MERCK
KGaA, Darmstadt, iz Nemcije ter predstavniStvu
MERCK Slovenija za testne komplete Duopath® B.
cereus in sodelujo¢im medicinskim sestram iz Uni-
verzitetnega klinicnega centra v Ljubljani.
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