ZAKLJU CNO POROCILO
O REZULTATIH OPRAVLJENEGA RAZISKOVALNEGA DELA
NA PROJEKTU V OKVIRU CILINEGA RAZISKOVALNEGA
PROGRAMA (CRP) »KONKUREN CNOST SLOVENIJE 2006 — 2013«

|. Predstavitev osnovnih podatkov raziskovalnega projda

1. Naziv teziga v okviru CRP:
Povezovanje ukrepov za doseganje trajnostnegajeazv

2. Sifra projekta:
| V4-0529 |

3. Naslov projekta:
Tipizacija salmonel in kampilobakterjev za zagftaje varne hrane

3. Naslov projekta

3.1. Naslov projekta v slovenskem jeziku:
Tipizacija salmonel in kampilobakterjev za zagftaje varne hrane

3.2. Naslov projekta v angleSkem jeziku:
Typing of Salmonella and Campylobacter for safedfassurance

4. Kljuéne besede projekta

4.1. Kljuéne besede projekta v slovenskem jeziku:
zoonoze, kampilobakterioza, salmoneloza, genatgya, molekularna epidemiologija,
PFGE, odpornost proti protimikrobnim zdravilom

4.2. Kljuéne besede projekta v angleSkem jeziku:
zoonoses, campylobacteriosis, salmonelosis, gemgtymolecular epidemiology, PFGE,
antibiotic resistance
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Splosna bolnisnica Celje - Zavod za zdravstvemstva Celje
Institut za varovanje zdravja Republike Slovenije

6. Sofinancer/sofinancerji:
MKGP

7. Sifra ter ime in priimek vodje projekta:

11133 | | Dr. Matjaz Ocepek
Datum:
Podpis vodije projekta: Podpis in zig izvajalca:
Dr. Matjaz Ocepek Rektor: Prof. dr. Radovan Stawis

Pejovnik
Po pooblastilu
Dekan: Prof. dr. Marjan Kosec
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okviru CRP
1. Cilji projekta:
1.1. Ali so bili cilji projekta dosezeni?
X a) v celoti
[ ] b) delno
[ ] c) ne

Ce b) in ¢), je potrebna utemeljitev.

Vsebinska struktura zakljué¢nega pordila o rezultatih raziskovalnega projekta v

1.2. Ali so se cilji projekta med raziskavo spreftien

[ ] a) da
X b) ne

Ce so se, je potrebna utemeljitev:
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2. VVsebinsko pordilo o realizaciji predloZzenega programa dela

Skrb za zdravje ljudi je med prednostnimi ciljirBpske unije in ena od razvojnih prioritet
Strategije razvoja Slovenije. Zagotavljanje zdralali je tesno povezano s skrbjo |za
varno hrano in zdravje zivali. Ta zajema predvseamdzor in zatiranje alimentarnih
zoonoz - bolezni, ki se preko hrane prenasSajo alizha ¢loveka. Zoonoze te vrste 5o
najpogostejSe ne samo v drzavah v razvoju, ampdikvtuazvitem svetu. Za deovaje
preventivnih ukrepov in ukrepov za nadzor okuzb anww poznati vire, poti in pogoje
Sirjenja okuzb. To pa nam omaggo epidemioloSke raziskave.
Namen projekta je bil epidemioloSka raziskava okszevi bakterij S. Enteritidis in C.
jejuni, ki so posledica uzivanja zivil zivalskegavora. S standardizirano genotipizacijsko
metodo (metoda pulzne elektroforeze, angl. PFGH) %ateli ugotoviti lastnosti sevov
omenjenih bakterij, izoliranih iz ljudi, zivali igivil zivalskega izvora. Poleg tega smo
zeleli preveriti odpornost izolatov omenjenih baigtproti protimikrobnim zdravilom. Ob
pomai omenjenih metod smo nameravali dobiti vpogledidemiolosko situacijo glede
obeh bolezni v Sloveniji in s primerjavo genotipmolatov iz razlénih virov odkriti
povezave med njimi ter dadai kriti ¢ne take za Sirjenje okuzb.

Nabor izolatov

V raziskavi smo analizirali 395 izolatov S. Entielis in 506 izolatov C. jejuni. Stevilo
analiziranih sevov salmonel je nekoliko nizje odmtanega (450), ker nam ni uspglo
pridobiti zadosti izolatov salmonel iz zivil v pr@tu, smo pa zato za enako Stevilo
poveali planiran nabor izolatov C. jejuni.

Izolati S. Enteritidis

Preiskali smo 148 izolatov iz klignih vzorcev odvzetih pri ljudeh, 149 izolatov izaii
in 106 iz zivil v prometu.

Ker se je med raziskavo pokazalo, da imamo &rtosanemcasovnem obdobju (200
2010) na voljo premalo izolatov S. Enteritidis iziZ smo ga razsirili Se za nekaj let nagaj
in tako v raziskavo vkljgili vse razpolozljive izolate iz vzorcev zivil. 10@olatov S
Enteritidis izvira iz obdobja od leta 2002 do 2088,iz leta 2007, 122 iz leta 2008 in |84
iz let 2009 in 2010. Da bi pri naboru kinih izolatov iz ljudi izklj&ili izolate iz
posamezne epidemije in zajélm vet razlicnih izolatov, smo v raziskavo vkiui vsak
prvi izolat v posameznem mesecu, ki so ga dolalnalizo v sodelujgh laboratorijih.

Pri izolatih iz zivali smo v raziskavo vkijui naslednje izolate:

a) iz vzorcev odvzetih zdravim zivalim v okviru gramov monitoringa: (i) najwetri
izolate v eni jati perutnine; (ii) 2-15 izolatovcvedi plemenskih pra&v glede na Stevil
ograd v gospodarstvu; (iii) vse izolate pridobljemeokviru monitoringa zoonoz FII‘)I
drobnici in iz raziskave »Mestni golob;

b) iz vzorcev odvzetih bolnim zivalim (perutnina)iz preventivnih pregledov eksétih
Zivali.

Med izolate iz zivil v prometu smo uvrstili vse paozljive izolate, s katerimi g0
razpolagali laboratoriji delujo v okviru Zavodov za zdravstveno varstvo in Ingtt zg
varovanje zdravja. Poleg tega smo v raziskavo viijizolate iz vzorcev zivil, ki so bilj

<
1

! Potrebno je napisati vsebinsko raziskovalno gitwpkjer mora biti na kratko predstavljen progratela z
raziskovalno hipotezo in metodoloSko-teafeti opis raziskovanja pri njenem preverjanju alrasanju vkljuino s
pridobljenimi rezultati projekta.
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odvzeti v okviru uradnega nadzora nad proizvajaajves 2 izolata na serijo) in izolate |iz
vzorcev odvzetih v okviru temeljnih raziskav medvdimi praski.

Izolati C. jejuni
Preiskali smo 158 izolatov iz klignih vzorcev odvzetih pri ljudeh, v okviru monitoga
zoonoz in temeljne Studije je bilo pridobljenih 1B®latov iz fecesa piancev in 114
izolatov iz zivil (meso, koza ali trup @id&ncev), 56 izolatov iz zivil pa je bilo pridobljén
v okviru uradnega nadzora nad proizvajalci. 97 atmt izvira iz leta 2007, 176 iz lgta
2008, 185 iz leta 2009 in 48 iz leta 2010.

—_—

Na prisotnost S. Enteritidis in C. jejuni smo pezili tudi 100 nakljeno izbranih zivil
perutninskega izvora iz prometa v rémlh krajih Slovenije. Iz njih smo izolirali 45 sewp
C. jejuni, ki smo jih vkljgili v raziskavo, medtem, ko so bila vsa zivila nidgaa na S
Enteritidis.

Metode
Dolocanje olgutljivosti za protimikrobna zdravila

Pri vseh izolatih smo dotdi obcutljivost za protimikrobna zdravila z metodo diflezz
diski po Kirby Bauerju po navodilih CLSI (Clinicdlaboratory standards institute).
Dolocili smo olxutljivost za ampicilin (A), cefotaksim (X), gentacm (G), ciprofloksacin
P), kloramfenikol (H), nalidikg¢no kislino (N), kanamicin (K
trimetoprim/sulfametoksazol (T), trimetoprim (Ruylf®namide (L), streptomicin (S)
tetracikline (Y). Uporabili smo Mueller-Hinton agd&tloge smo inkubirali 24 ur pri 35°(
Glede na velikost zaviralnih pasov smo izolate delié kot obkiutljive (S), zmerng
odporne (I) oziroma odporne (R).

Za opredelitev rezistotipa smo testirali tisti napootimikrobnih zdravil, ki se pot@a pri
rutinskem delu oziroma v evropski informacijskiteis TESSy pri Evropskem centru|za
nalezljive bolezni (ECDC).

Kot pripadaj@a razltnima tipoma vzorcev odpornosti proti protimikrobniedravilom
smo izolata opredelili takrat, ko sta se razlikavalajmanj v odpornosti proti enemu
protimikrobnemu zdravilu. Rezistotipe smo oahas skupkom kratic protimikrobni
zdravil proti katerim je izolat odporen.

Pri paralelnih izolatih salmonel smo izbrali sexedol@itev olxutljivosti glede na PFG
profil.

SO+

=)

Dolo¢anje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) zarpbo mikrodilucijske metode
(Sensitire, Trek)

Uporabili smo mikrotitrske pl@g (Sensititre, Trek), ki so mikroverzija kl&se metode z
uporabo bujona. Rezultat so kvantitativni ( mininaalnhibitorna koncentracija - MIK) |n
kvalitativni (okzutljiv ali odporen). Nabor sensititre EUCAMP ptogentamicin (GEN),
ciprofloksacin(CIP), tetraciklin (TET), eritromici(ERY), nalidiksinska kislina (NAL),
kloramfenikol (CHL), streptomicin (STR). Za prip@guspenzije za inokluacijo na pies$
smo uporabili komercialno pripravljen Mueller-Hintdujon z dodatkom lizirane konjske
krvi CAMHBT + LHB, (Sensititre, Trek). Plé& smo inkubirali 24 ur pri 42 °C|v
mikroaerofilni atmosferi. Rezulate smodttdli po prilozenem protokolu in kvalitativno
ovrednotili po priporeéilih CRL za kampilobaktre.
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Analiza kromosomske DNA s pulzno elektroforezo

Pri delu smo kot osnovo uporabili protokola, kijavajata mrezi Pulse-Net Europe |(za
salmonele) in Pulse-Net USA (za kampilobaktre)sta standardizirana in omagdal
primerljivost rezultatov med laboratoriji.

Salmonele:

Cisto bakterijsko kulturo smo inkubirali preko ddn naslednji dan spektrofotometnio
umerili gostoto bakterijske suspenzije. 400 ul bejdke suspenzije z dodatkom 20| ul
proteinaze K smo vklopili v 400 ul 1 % agaroze zkmn tali¥em, da se pri nadaljnji
obdelavi DNA ne bi razlomila. MeSanico smo odpifativ satovje za pripravo agarozmnih
ploic. Strjene agarozne pkise smo nato dve uri inkubirali v pufru CLB z dokiatn 25
pl proteinaze K v stresalniku pri 54°C . Po inkupamo agarozne pld@gce Stirikrat pg
15 minut izpirali s TE pufrom pri 45°C. Sledilagepitev DNA z encimom Xbal. Tretjin
agarozne plasce smo dodali 200 pl restrikcijskega encima v zspgciftnem pufru
Nato smo pripravili 1 % agarozni gel za elektrofmrén vanj vstavili agarozne pléige z
bakterijsko DNA. Poleg vzorcev, ki smo jih testiradmo na gel vsakinanesli tud)
standardni sev Salmonella Braenderup. ¢dvanje fragmentov je potekalo |v
elektroforeznem aparatu CHEF-DR Il ali CHEF-DRBlio-Rad Laboratories, ZDA). Pri
tem smo uporabili pufer 1xTBE. Elektroforeza jegd@tia 19 ur pri 14°C in pri napetosti
6V/cm ter kotu spreminjanja smeri toka 120°Cetai in korEni pulzni ¢as sta bila 2,
oziroma 63,8 sekund.

N

Kampilobaktri:
Bakterijske celice C. jejuni smo suspendirali vipuPBS do optine gostote med 0,570(in
0,820 (OD 610). K 400 pl suspenzije bakterijskiticcemo dodali enako kalino 1 %
agaroze in 20 pl proteinaze K. S tako pripravljemeSanico smo napolnili mod&e za
agarozne plasce in jih inkubirali 10 — 15 minut pri sobni tempéuri. Ko so se plasce
strdile, smo jih prenesli v centrifugirke in jihkabirali 15 — 30 minut v mesSanici pufra
CLB in proteinaze K v vodni kopeli s stresanjemtpmperaturi 50 - 54°C. Plage smqg
nato najprej sprali z 10 — 15 ml ogrete sterilnstileane vode, nato pa Se enkrat 10 + 15
minut z 10 - 15 ml sterilne destilirane vode pri-584 °C. Plo&ice smo nato Se trikrat
spirali v pufru TE, prav tako v vodni kopeli s stamjem pri temperaturi 50 - 54 °C. Nato
smo odrezali priblizno 2 mm Sirok kiZk posamezne pléig€e in ga sprali v pufry
specifcnem za restrikcijski encim Smal. Temu smo po odgtrapufra dodali 200 pl
cepitvene mesSanice, ki je vsebovala 179 pl stedestilirane vode, 20 pl pufra in 1 |ul
encima Smal (40 U/ul). Po ceptivi, ki je potekalaré pri 25°C, smo odstranili cepitveno
mesanico in plagcam dodali 200 pl pufra 0,5%xTBE. Pripravili smd¥d agarozni gel v
pufru TBE. Plo8ice smo s kapljico agaroze pritrdili na konico glé&a in ga umestili
odprtinice agaroznega gela, glavnik pa odstraRibleg vzorcev, ki smo jih testirali, smo
na gel vsaki nanesli tudi standardni sev Salmonella Braendekupe bil cepljen 2z
restrikcijskim encimom Xbal. Gel s plisami smo nato namestili v elektroforetsko kad s
pufrom TBE. Elektroforeza je potekala 18 ur pri paraturi 14 °C in pri napetosti 6V/cm.
Zacetni in koreni pulznicas sta bila 6,7 oziroma 35,4 sekund.

Po korgani elektroforezi smo gel obarvali z etidijevim bridlom (1 pg/ml) in sliko zaje
s pomajo digitalnega dokumentacijskega sistema Gel Dao-fBad Laboratories, ZDA
oziroma GeneGenius (Syngene, VB).
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Dolocanje stopnje genetske sorodnosti med izolati
a) Vizualna analiza profilov PFGE

Uporabljena je bila samo pri izolatih S. Entergidkjer je stopnja genetske raznolikgsti
bistveno manjsa kot pri izolatih C. jejuni. Restijgke profile prevladujéih tipov smg
analizirali v skladu s kriteriji po Tenoverju. Keitje smo uporabili le pri previadujin
tipih, saj so namenjeni analizi izolatov, za katseesumi, da so del epidemije, v rjasi
raziskavi pa gre za analizo epidemiolosko nepoubz@&olatov. Z interpretacijo pjo
Tenoverju smo dejansko preverili, ali smo v dendsiogu pridobili smiselne rezultate.

Kriteriji za dolotanje stopnje sorodnosti

1. Kot genetsko netdjive oziroma idenine smo izolate ozidi takrat, ko so imel
njihovi profili PFGE enako Stevilo fragmentov in ko bili fragmenti enake velikosti.

2. Ce so se izolati razlikovali v do treh fragmentimasjih oznaili kot genetska
tesno povezane.

3. Ce so se izolati razlikovali v 4 do 6 fragmentih, csiin oznaili kot verjetno
genetsko povezane.

4. Ce so se izolati razlikovali v 7 ali ¥dragmentih, smo jih ozidi kot genetska

nepovezane oziroma nesorodne.

Oznaevanje profilov PFGE
Ozn&ili smo le prevladujoe profile, to je tiste, ki smo jih nasli pri ¥&ot treh izolatih
Ozn&ili smo jih z velikimi tiskanimicrkami A, B, C itn.

b) Analiza profilov PFGE z tanalniSkim programom

Analizo z r&unalniskim programom smo naredili tako pri izola8h Enteritidis kot prji
izolatih C. jejuni. Stopnjo podobnosti sevov smotagljali s programoma Gel Compat I
(verzija 3.0, Applied Maths, Belgija) in BioNumesic(verzija 5.0, Applied Maths,
Belgija), ki izra&unavata stopnjo sorodnosti in oblikujeta dendrognanpodlagi algoritma
UPGMA (angl. unweighted pair group method usinghanetic averages).
Gre za najpogosteje uporabljano metodo analizeé @klastrov, angl. clusters), zlasti pri
analizi elektroforetskin profilov dobljenih po r&aiih restrikcijskih metodah, pr
primerjanju nukleotidnih zaporedij in analizi hitzacijskih vzorcev. UPGMA vsako
operativho taksonomsko enoto (OTE, angl. operatitedeonomic unit), ki predstavlja
skupek opazovanih lastnosti, v naSem primeru jeskopek fragmentov ali skupino
(klaster) OTE, poveze z znanim klastrom na podipgvpre&ja distanc med vsemi
kombinacijami parov OTE. Pri tem je vsaki OTE darale pomen — teza. Distanco (D)
oziroma oddaljenost izéanamo kot D = 1-s, prcemer je s vrednost koeficienta
podobnosti in ima vrednost od 0 do 1. N&krat se uporablja Dicov koeficient
podobnosti, ki izraza razmerje med Stevilom skupfidgmentov in Stevilom vseh
fragmentov. Za razliko od nekaterih drugih koeint@®s podobnosti (navadni koeficignt
ujemanja, Sneath in Sokalov koeficient) pri &nau stopnje podobnosti ne upoSteva
Stevila primerov, ko je opazovana lastnost odspimabeh primerjanih OTE (v nasem
primeru Stevila primerov, ko je dalen fragment odsoten pri obeh primerjanih profiljh),
temve le Stevilo primerov, ko je opazovana lasnost pniagri obeh ali pri vsaj eni OTE.
Ta lastnost koeficienta je v primeru analize r&stjskih profilov ugodna, saj pr
restrikcijskih profilih vnaprej ne poznamo Stevileagmentov in njihovih pozicij.
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takSnem primeru lahko vrednost Stevila primerov, sta fragmenta odsotna pri oheh
primerjanih profilih tako naraste, da péperacunani koeficient. S ponég dendrogram
poskuSamo poiskati vzorce raztafja znotraj zbirke podatkov, v naSem primeru jpoofi
Pri vnosu slik gelov v ranalniski program smo slednje normalizirali s péjao
standardnega seva in pri dédmju polozajev fragmentov dopustili 1 % odstopanje.
Primerjave med opredelitvijo stopnje epidemioloi@vezanosti s pont® vizualne
analize profilov po Tenoverju in izZtanom Dicovega koeficienta podobnosti so pokazale,
da imajo izolati, ki jih po Tenoverju opredelimotkdenticne Dicov koeficient v@i od 95
%, tesno povezani izolati pa koeficient med 85598

Pri analizi izolatov C. jejuni, ki so pokazali pega/eijo genetsko pestrost kot izolati |S.
Enteritidis, smo naredili poleg skupnega dendrograrseh izolatov Se dendrograme| po
posameznih skupinah¢lovek, zivali, zivila...). Rezistotipi pri izolatih Cjejuni so
narejeni glede na klastre, ki smo jih definiralip@dlagi posameznih dendrogramov, da bi
ugotovili, ali se rezistotipi znotraj klastra rdaljejo.

D

Rezultati

Vsi rezultati, pridobljeni v raziskavi, so prikazandveh dendrogramih, ki sta prilogi tega

pordila. Podatki, s katerimi sta dendrograma opremljesabujejo profil PFGH,
ustanovo, ki je prispevala izolat, leto izolacijelentifikacijsko Stevilko izolata in
rezistotip.

1. Analiza sorodnosti izolatov

1.1 Izolati S. Enteritidis
Analiza je pokazala, da ima med 395 izolati 123atay enak profil A (31,1 %), 56
izolatov profil B (14,2 %), 120 izolatov profil 30,4 %), po 13 izolatov profila D in [E
(po 3,3 %), 5 izolatov profil F (1,3 %) in 4 izalarofil G (1,0 %). Profila A in B sg
razlikujeta le v enem pasu, profila A in C v tredspvih, A in E v dveh pasovih in A in|G
le v enem pasu. Profili A, B, C, E in G pripadajaigini izolatov, za katero je Dicqv
koeficient manjSi od 85 %, kar kaze na tesno g&oesorodnost oziroma na skugno
klonalno poreklo. Profila F in G se razlikujeta veen pasu in pripadata skupini izolatpv,
ki je genetsko bolj oddaljena, pripada drugemu &loemu kompleksu kot skuping s
profili A, B, C, E in G.
Profilom A, B in C tako pripada kar 299 izolatowarke 75,7 % vseh analiziranih izolatgv.
123 izolatov s profilom A je bilo pridobljenih méetoma 2003 in vkljgno 2009 iz vseh
kategorij vzorcev in v vseh sodeldjb ustanovah. Izolati s profilom A so v Sloveniji
prisotni vsaj 7 let v vsej prehranski verigi.
56 izolatov profila B je bilo prav tako pridobljénv obdobju sedmih let iz vseh kategorij
vzorcev in v vseh sodelujin ustanovah. Med temi izolati sta tudi dva, kia@ta iz zival
iz uvoza, kar pomeni, da je ta profil prisoten tmdhaj meja Slovenije.

Izolati s profilom C so v Sloveniji prisotni vsajlét, saj so bili pridobljeni med letoma
2002 do vkljgno 2010. Verjetno je ta profil navgde dlje, saj sta bila prva dva izolata iz
leta 2002 pridobljena iz vzorcev zivil v prometu.
Skupina 13 izolatov s profilom D vkiuje 10 izolatov zivalskega porekla, dva |sta
humanega izvora, prvi iz leta 2005 pa je bil osamlg zivila. Profil D je v Sloveniji tak
prisoten 5 let, verjetno pa Se dlje.

Med 13 izolati s profilom E je 12 izolatov iz zivat leta 2008 in eden iz zivila iz leta
2004. Kaze, da je bil ta tip S. Enteritidis epid&mni med zivalmi v letu 2008, sicer pa

O
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prav tako prisoten daljSe obdobje.
Kot epideménega med zivalmi lahko opredelimo tudi profil Fj gavseh 5 izolatov iz
vzorcev zivalskega porekla iz let 2008 in 2009. @aeedini pogostejsi tip, ki je glede |na
rezultate te raziskave ostal omejen le na zivali.

Ceprav je skupina izolatov, ki pripadajo profilu Gtgimi izolati najmanj3a, pa vkijuje
izolate vseh izvorov (en izolat iz 2003 iz zivia obma@ja Nove Gorice, 2 izolata |z
humanega izvora iz leta 2007 iz obfj@o Celja in Ljubljane ter en izolat zivalskega
porekla iz leta 2010) skozi dolgasovno obdobje. Primer kaze, da lahko ze manjmab
izolatov zazna seve z &an potencialom Sirjenja.

N

1.2. Izolati C. jejuni
Izolati C. jejuni so se razvrstili v 64 klastrovs&h 8 vejih klastrov (ki so zdruzevali 10
ali ve izolatov) je vsebovalo seve izolirane iz zivalviin ljudi. Le dva manjSa klastra
sta vsebovala seve izolirane samo iz ljudi.
Glede na dobre epidemioloske podatke, pridobljenekviru temeljne Studije in
monitoringa zoonoz, smo izolate C. jejuni analizizavec vidikov ter tudi po posameznjh
kategorijah vzorcev. Zanimalo nas je, kaksni préfFGE se pojavljajo pri izolatih, ki $o
izvirali iz zivali istega rejca. V isti reji brojigev so se v daljSer@asovnem obdobju samo
izjemoma pojavljali isti profili, kar kaze na vetikpestrost sevov C. jejuni v rejng
okolju. Nadalje nas je zanimalo, kaksni profili pejavljajo v posameznih klavnicg
Ugotovili smo, da se je v eni klavnici, od koderizeiralo 16 izolatov iz let 2007-201
pojavilo 15 razknih PFGE profilov, 2 izolata, ki sta bila odvzetgasovnem razmaku
tednov od 2 raztnih rejcev, pa sta izrazala enak profil. V drugavdici, od koder |
izviralo 25 izolatov iz let 2007-2010, se je pojawet kot 10 razlénih profilov ter 2
klastra: prvi je vseboval 2 izolata, ki sta bilavedta véasovnem razmaku 11 dni od 2
razlicnih rejcev, drugi pa 9 izolatov, ki so bili odvzetirazmaku dveh let od 9 raatih
rejcev. Zaradi Sirokegégasovnega razpona klanja in rénlbsti rejcev, t.J. izvora izolatov|v
omenjeni klavnici, lahko sklepamo, da obstaja meknperzistence dotenih tipov
izolatov v klavnicah oziroma v naravi. V tretji kiaici, od koder je izhajalo najige
Stevilo izolatov, t.j. 85 izolatov iz let 2007-2Q16e je pojavilo vé& kot 35 razlknih
profilov ter 14 klastrov, od katerih je bil en dfie(vseboval je 17 izolatov, ki so blli
odvzeti v razmaku treh let od 16 r&nih rejcev). Klaster iz te klavnice, ki je vseboga
izolatov, je izrazal profil, ki je bil enak kot walyem, t.j. véjem klastru iz druge klavnic
Ugotovili smo, da so se v nekaj primerih pojavljati profili pri sevih izoliranih iz trupo
pis¢ancev, ki so bili klani v isti klavnici na isti dan so prihajali iz raztinih rej.

Na podlagi nértne preiskave vzorcev fecesa in trupa iste zigatidatki iz temeljng
Studije za leto 2008) smo ugotovili, da imajo sexlirani iz fecesa in trupa iste ziva
pogosto enak profil.

3

TS

D
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2. Analiza oButljivosti izolatov za protimikrobna sredstva

2.1 1zolati S. Enteritidis
Od 395 izolatov je bilo 340 izolatov alljivih na vsa protimikrobna sredstva. Od |55
izolatov, pri katerih smo zaznali odpornost prototpnikrobim sredstvom, je bilo 43
izolatov odpornih le proti enemu protimikrobnemedstvu (eden proti gentamicinu| 2
proti tetraciklinom, 1 proti ciprofloksacinu, 5 gr@ampicilinu, 6 proti streptomicinu, 13
proti sulfonamidom in 15 proti nalidiksi kislini. 5 izolatov je bilo odpornih proti dvema
protimikrobnima sredstvoma, trije proti trem, egenti petim in trije izolati proti sedmi

razlicnim protimikrobnim sredstvom. \é&ratno odpornih izolatov je bilo le 8. Izstopa
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odpornost proti kinolonom, saj smo jo zaznali drii2olatih.
29 od 55 odpornih izolatov (52,7 %) je bilo pripedaivalim, 13 ljudem (23,6 %) in 13
Zivilom (23,6 %).

2.2 1zolati C. jejuni
Od 346 izolatov jih je bilo 74 a@oitljivih za vsa protimikrobna sredstva. 12 jih jdol
odpornih samo proti ciprofloksacinu, 5 samo pretrdciklinom, 118 proti nalidik&ni
kislini in ciprofloksacinu, 53 proti tetraciklinom ciprofloksacinu, 71 proti tetraciklinom,
nalidiksiéni kislini in ciprofloksacinu, 3 proti eritromicinunalidikséni kislini in
ciprofloksacinu, 2 proti eritromicinu, tetraciklimo in ciprofloksacinu, 1 prog
eritromicinu, tetraciklinom, nalidik&ni kislini in ciprofloksacinu ter 2 proti gentammi,
tetraciklinom in nalidiksini kislini. Sevi, ki so bili odporni proti gentaminu ali
eritromicinu, so bili izolirani le iz ljudi.

3. Analiza povezav med rezistotipi in profili PFGE

V raziskavi pri obeh vrstah preiskovanih bakteripilo mogaie vzpostaviti pomembnih
povezav med profili PFGE in rezistotipi. Izolati enakim profilom PFGE pripadajo
razlicnim rezistotipom in nasprotno, izolati z istim &oitipom imajo raztine profile
PFGE.

Pri salmonelah smo med 123 izolati s profilom Aln#&S 15 odpornih izolatov, K
pripadajo 8 raztinim rezistotipom. Med 56 izolati s profilom B in @2zolati skupine (
smo nasli po 10 odpornih izolatov pripadaio po trem razlinim rezistotipom. Me
izolati s profilom D smo nasli le en odporen izphatskupini s profilom E pa 3 odpor
izolate istega rezistotipa. V skupini F in G nidbddpornih izolatov.

Najbolj odporni izolati (proti sedmim razhim protimikrobnim sredstvom) so bjli
omejeni le na izolate s profilom E, izolati z izalho odpornostjo proti ampicilinu pa sq le
med izolati s profilom A.

S5Ot =

e

Pri kampilobaktrih smo med 64 klastri po eni stramasli 38 manjSih klastrov (ki $o
zdruzevali od 2 do 9 izolatov), kjer so izolatiazali enak rezistotip, po drugi strani|pa
smo izolate v 26 preostalih klastrin lahko Se dodatazvrstili po rezistotipu, ki se |je
znotraj klastra razlikoval. V vseh osmih¢j klastrih je 10 ali vé izolatov klastra
pripadalo 2 do 6 razihim rezistotipom. Med njimi je bila zastopana&wa rezistotipo
od ugotovljenih.

Zakljucki:

1. Z raziskavo smo v Sloveniji opredelili tri & previadujoe tipe S. Enteritidi
(A, Bin C), ki so navzé v prehranski verigi vsaj 7 do 9 let.

2. Tudi drugi pogostejsi tipi (C, D, E, F in G) g&loveniji prisotni vé kot tri leta;
razen enega so vsi prisotni v prehranski verigi.

3. Sirjenje S. Enteritidis v Sloveniji je izraziktonalno.

4. Ker so bili izolati s prevladugami profili pridobljeni iz zivali dom&e vzreje
lahko trdimo, da je we@na primerov okuzb prtloveku v Sloveniji posledica uzivanja
hrane domée pridelave.

5. PFGE profil S. Enteritidis je skozi leta stahil®zn&evalec, kar omoga
dolgorane raziskave Sirjenja izolatov in ob dobri epideloséi raziskavi tudi potrjevanje

U7
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epidemij. Je torej primerna metoda, s katero je sd@graditi nacionalno bazo profilgv,
namenjeno epidemioloskim raziskavam.
6. Odpornost in Se posebejc¢keatna odpornost med izolati S. Enteritidis se \ te
raziskavi zaenkrat ni izkazala kot problensadi, saj je 86,1 % izolatov &ltljivin za vsa
testirana protimikrobna sredstva. Z 21 od 55 odpoizolatov izstopa le odpornost proti
kinolonom, kar pa je pomembno pri zdravljenju okpzixloveku.

7. Rezistotip pri pretevanju klonalne narave Sirjenja S. Enteritidis mirigtno
orodje, je pa neprecenljive vrednosti pri zgodnjedkrivanju in omejevanju Sirjenja
odpornosti proti protimikrobnim sredstvom.
8. Smiselna bi bila sprotna tipizacija vseh izola® Enteritidis iz rutine, kar bi med
drugim omogeilo odkrivanje hitrosti Sirjenja pomembnih tipov prehranski verigi,
odkrivanje tipov z vgim potencialom Sirjenja, odkrivanje epidemijcjid razseznosti i
sledenje izvora epidekmih sevov.

9. Izolati C. jejuni so izjemno genetsko raznoliMied 506 izolati smo ugotovili kar 64
klastrov, med katerimi je le eden zdruzeval ket trideset sevov.
10. Enaki profili PFGE so se pri izolatih C. jejupbjavljali pri vseh kategorijah
preiskovanih vzorcev (iz zivali, zivil in ljudi),kezi vse Stiriletho obdobje, kar nakazyje,
da so zivali neposreden vir okuzb za ljudi.
11. Sevi C. jejuni, izolirani iz zivali istih rejeeimajo v razlénih obdobjih pravilom;
razlicne profile, kar pomeni, da sevi v reji ne perzgtyr temveé se na novo vhlevljere
zivali okuzujejo z drugimi sevi.
12. Sevi C. jejuni, izolirani iz trupov zivali, if@pogosto isti profil kot sevi, izolirani |z
fecesa iste zivali, kar kaze na neposredno kontenomv klavnicah.

13. Sevi C. jejuni, izolirani iz trupov zivali razhih rej, ki so bile klane ist@sno v ist
klavnici, imajo lahko enak profil. Potrebno bi bitwipraviti ukrepe, ki bi prepeevali ali
vsaj omejevali navzkrizno kontaminacijo ga$icev v klavnicah.

14. Pri preiskavi 100 zivil perutninskega porekiaprometa smo kar iz 45 izolirali C.
jejuni, kar kaze na veliko stopnjo kontaminiranastil s kampilobaktri.
15. Za razliko od profilov PFGE se rezistotipi,Mgebujejo odpornost na gentamicin|ali
eritromicin, pojavljajo samo pri sevih izoliranih fjudi.
16. Samo 21,4 % sevov kampilobaktrov je biléwhivih na vsa protimikrobna sredstva.
Problemaiina je predvsem rezistenca na kinolone, ki se gajgvi veini izolatov.
17. Isti rezistotipi se pojavljajo pri ragtiih profilih in nasprotno, kar nakazuje majhno
uporabno vrednost rezistotipov pri nadaljni tipigeevov.
18. Za pravilno vrednotenje epidemioloskih anatiza hitro in dinkovito ukrepanje pri
izbruhih epidemij so kljgnega pomena dobri epidemiolosSki podatki. Le- telgi&o
pridobimo le z dobrim sodelovanjem vseh vpletenstitucij. Prav tako je za dobro d¢lo
na podrgju zoonoz in varne hrane, nujno nenehno medselxifjoovno in znanstvero
sodelovanje strokovnjakov iz raahih podraij.

52
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3. Izkoris ¢anje dobljenih rezultatov:

3.1. KaksSen je potencialni ponfaezultatov vaSega raziskovalnega projekta za:
a) odkritje novih znanstvenih spoznanj;

b) izpopolnitev oziroma razSiritev metodolosSkaggtrumentarija;

C) razvoj svojega temeljnega raziskovanja;

d) razvoj drugih temeljnih znanosti;

e) razvoj novih tehnologij in drugih razvojnidwziskav.

LI

3.2. Ozndite s katerimi druzbeno-ekonomskimi cilji (po mettmbiji OECD-ja)
sovpadajo rezultati vasSega raziskovalnega projekta:

X a) razvoj kmetijstva, gozdarstva in ribolova - Mklje RR, ki je v osnovi
namenjen razvoju in podpori teh dejavnosti;

[ 1 b) pospeSevanje industrijskega razvoja - vkije RR, ki v osnovi podpira razvoj
industrije, vkljuitno s proizvodnjo, gradbeniStvom, prodajo na debelirobno,
restavracijami in hoteli, b&niStvom, zavarovalnicami in drugimi gospodarskimi
dejavnostmi;

[ ] ¢) proizvodnja in racionalna izraba energije -jutije RR-dejavnosti, ki so v
funkciji dobave, proizvodnje, hranjenja in distrije vseh oblik energije. V to
skupino je treba vklgiti tudi RR vodnih virov in nuklearne energije;

[1d) razvoj infrastrukture - Ta skupina vijije dve podskupini:
* transport in telekomunikacije - Vkijen je RR, ki je usmerjen v izboljSavo
in pove&anje varnosti prometnih sistemov, vKkifw z varnostjo v prometu;
e prostorsko planiranje mest in podezelja - Véd§n je RR, ki se nanaSa na
skupno nartovanje mest in podezelja, boljSe pogoje bivanjaboljSave v
okolju;

[ ] e) nadzor in skrb za okolje - Vkijuje RR, ki je usmerjen v ohranjevanije fizéga
okolja. Zajema onesnazevanje zraka, voda, zemljesmodnjih slojev,
onesnazenje zaradi hrupa, odlaganja trdnih odpanikegvanja. Razdeljen je v
dve skupini:

X ) zdravstveno varstvo (z izjemo onesnaZevanj&lju éuje RR - programe, ki so
usmerjeni v varstvo in izboljSanj#ovekovega zdravja;

[ ] g) druzbeni razvoj in storitve - VKkuje RR, ki se nana3a na druzbene in kulturne
probleme;

[ ] h) splo3ni napredek znanja - Ta skupina zajema KRRrispeva k splosnemu
napredku znanja in ga ne moremo pripisati &ham ciljem;

[ 1) obramba - Vklj¢uje RR, ki se v osnovi izvaja v vojaske nameneglede na
njegovo vsebino, ali na moznost posredne civilneralpe. VKlj&uje tudi
varstvo (obrambo) pred naravnimi nésmi.

% Oznaite lahko vé odgovorov.
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3.3. Kateri smmeposredni rezultativaSega raziskovalnega projekta glede na zgoraj
oznaen potencialni pomen in razvojne cilje?

V okviru raziskovalnega projekta smo grvipizirali veliko Stevilo sevov razinegag
porekla (zivali, zivila, ljudje) in tako dobili vigbed v genetsko raznolikost sevov|S.
Enteritidis in C. jejuni v Sloveniji, kar bo bistwe pripomoglo k vrednotenju rezultatov
tipizacij, saj je predpogoj za to poznavanje pestiaolatov na doléenem podrgu.
Ugotovili smo, da so sevi salmonel relativnaatljivi proti antibiotikom, medtem ko go
sevi kampilobaktrov bolj odporni proti antibiotikorfe posebej proti kinolonom.
Rezultati kazejo, da so zivali vir okuzbe s salntame in kampilobaktri za ljudi, vendar
pa rezultati pri testiranju odpornosti kampilobaktnakazujejo, da so multiplorezistentni
sevi pri ljudeh verjetno posledica népaga zdravljenja ljudi in ne primarne rezistence.

3.4. Kaksni so lahkdolgoroéni rezultati vasSega raziskovalnega projekta glede na zgoraj
oznaen potencialni pomen in razvojne cilje?

Na osnovi rezultatov projekta, se bodo lahko ialilelkrepi za izboljSanje postopkov med
klanjem zivali in za ravnanje z zivili zivalskegeorpkla, saj je trenutna stopnja
kontaminiranosti zivil zaskrbljuf@a. Tako bomo lahko dolga¥no izboljSali varnost zivil
in s tem zdravje ljudi, ter nenazadnje tudi ekonmwost zivilsko predelovalne industrife.
Prav tako moramo na osnovi rezultatov raziskavergtds posebno pozornost natasju
odpornosti kampilobaktrov proti antibiotikom in preciti morebiten velik zdravstven
problem v bodénosti.

3.5. Kje obstaja verjetnost, da bodo vaSa znanatspoznanja delezna zaznavnega
odziva?
X a) v domaih znanstvenih krogih:;
X b) v mednarodnih znanstvenih krogih;
X c¢) pri dom&ih uporabnikih;
[ ] d) pri mednarodnih uporabnikih.

3.6. Kdo (poleg sofinancerjev) Ze izraza interesg®h spoznanjih oziroma rezultatin?
Epidemiologi, mikrobiologi, zivilsko predelovalmadustrija, rejci zivali in potrosniki.

3.7. Stevilo diplomantov, magistrov in doktorjevsk zakljili $tudij z vklju¢enostjo v
raziskovalni projekt?

V okviru projekta je v zakljeni fazi izdelave doktorska naloga z odobrenim nasio
"EpidemioloSka raziskava okuzb Zzivali z bakterijoalrSBonella enterica serovar
Enteritidis."

4. Sodelovanje z tujimi partnerji:
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4.1. Navedite Stevilo in obliko formalnega raziséimega sodelovanja s tujimi
raziskovalnimi institucijami.
PulseNet Europe
Bilateralni projekt med Republiko Slovenijo in Rdéghiko BiH v letih 2010-2011]
Perutnina kot izvor nevarnih zoonoz salmonelozé&ampilobakterioze, BI-BA/10-11
001, nosilec v Sloveniji-M. Ocepek,
Bilateralni projekt med Republiko Slovenijo in Réytiko Hrvasko v letih 2010-2011.
Izpopoljnjevanje sodobne diagnostike povaiejev zoonoz, BI-HR/10-11-018, nosileg v
Sloveniji-M. Pate,
Bilateralni projekt med Republiko Slovenijo in Réftiko Srbijo v letih 2010-2011.
Analiza mikrobioloSkega tveganja (Campylobactepr@izvodnji perutninskega mesa, BI-
SR/10-11-002, sodeluje-M. Ocepek,
Sodelovanje s Centralnim refetamm laboratorijem (CRL) EU za salmonele,
Sodelovanje s CRL za kampilobaktre,
Sodelovanje s CRL za odpornost bakterij proti pndkrobnim zdravilom
Sodelovanje z ECDC (European Centre for DiseaseeRten and Control) v skupini za
bolezni, ki se prenasajo s hrano in vodo ter zoenoz
Sodelovanje z European Food Safety Authority (EFSA)
Sodelovanje z Global Foodborne Infections NetwarkSpetovni zdravstveni organizadiji
(WHO GFN)
Sodelovanje v EU komisiji za mikrobioloSke kriteri{fEuropean Commission, SANCO
E2)
Sodelovanje v evropski mrezi EU-IBIS (European Biva Bacterial Infection
Surveillance Network)

[72)

4.2. Kaksni so rezultati tovrstnega sodelovanja?

S pomgajo sodelovanja s PulseNet Europe smo vpeljali sistipizacije povzroiteljev
zoonoz povzréenih s kontaminirano hrano in sistema mednarodnenepljivosti
rezultatov.

Bilateralni projekti Se potekajo, v vseh primeria gre v prvi fazi za izmenjavo izkusen;
in znanj ter medsebojno izpopolnjevanje in usklarge metod dela, v drugi fazi pa
skupne raziskave na podjo epidemioloSkega préavanja zoonoz, ki so posledica
uzivanja perutninskega mesa.
Pomen sodelovanja s CRL-ji se odraza predvsem V\ajesknju metod znotraj ELl
rednega letnega preverjanja usposobljenosti latget v okviru medlaboratorijski
kontrol in navezovanja stikov z drugimi laboratioviEU.

) =

5. Bibliografski rezultati ® :
Za vodjo projekta in ostale raziskovalce v prajpekkupini prilozite bibliografske izpise za
obdobje zadnjih treh let iz COBISS-a) 0z. za meska vede iz InStituta za biomedicinsko
informatiko. Na bibliografskih izpisih ozeige tista dela, ki so nastala v okviru gujocega
projekta.

® Bibliografijo raziskovalcev si lahko natisnete samspletne strani:http:mww.izum.si/
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6. Druge referencé vodje projekta in ostalih raziskovalcev, ki izhajgo iz
raziskovalnega projekta:

Vpeljava in medsebojna kladitev metod za tipizacijo salmonel in kampilotvak v

vseh vpletenih laboratorijih (IVZ, ZZV Celje, IMPH, ki se sedaj uporabljajo v rutingki

diagnostiki.

Medsebojna uskladitev metod za ugotavljanje odmirngalmonel in kampilobaktrgv

proti protimikrobnim zdravilom.

Clani projektne skupine med drugim vodijo:

Nacionalni refereéni laboratorij za salmonele

Nacionalni referetni laboratorij za kampilobaktre

Oddelek za medicinsko mikrobiologijo z refe¢amm laboratorijem, CNB, IVZ.

Zavod za zdravstveno varstvo Celje

in koordinirajo zbiranje podatkov o serotipih in pminosti izolatov vseh salmonel

humanega izvora.

Delni rezultati projekta so bili predstavljeni nakbngresu Slovenskega mikrobioloSkéga

drustva v Portorozu, november 2008, na Evropskeerivarskem tednu, Ljubljana 2010

in na seminarju "Salmonele - zdravstveni probleadiljin zivali?, ki ga je organiziral

Center za podiplomski Studij in permanentno izobvahje VF v aprilu 2010.

Koncni rezultati projekta bodo predstavljeni v okviruknobioloSke delavnice, ki jo bo

predvidoma v oktobru 2010 v sodelovanjuckani projektne skupine organizirglo

Slovensko mikrobiolosko drustvo.

* Navedite tudi druge raziskovalne rezultate iz ofj@dinanciranja vasega projekta, ki niso zajetiilibgrafske
izpise, zlasti pa tiste, ki se nanaSajo na prenasja in tehnologije.

Navedite tudi podatke o vseh javnih in drugih ptads/ah projekta in njegovih rezultatov vkipo s
predstavitvami, ki so bile organizirane izkij za nardnika/nar@nike projekta.
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