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IZVLECEK

Kljuéne besede: Enterococcus spp; klini¢ni vzorci ljudi in zivali; rejne zivali; Zivila zivalskega
izvora; Skoljke; odpornost proti protimikrobnim zdravilom; virulen¢ni dejavniki; filmotvornost

Enterokoki so ubikvitarni mikroorganizmi, indikatorji fekalne kontaminacije in del normalne
¢revesne mikrobiote, ki lahko povzrocajo resne okuzbe ljudi in zivali, pomembni so tudi kot
povzrocitelji okuzb, povezanih z zdravstvom. Namen naSe raziskave je bil pridobiti podatke o
odpornosti in virulen¢nih dejavnikih pri enterokokih, izoliranih iz vzorcev rejnih in ljubiteljskih
zivali ter zivil zivalskega izvora ter jih primerjati z enterokoki, izoliranimi iz klini¢nih vzorcev
ljudi. Analizirali smo 854 enterokokov 16 razli¢nih vrst. Z mikrodilucijsko metodo dolo¢anja
minimalne inhibitorne koncentracije smo ugotavljali odpornost enterokokov proti 12
antibiotikom. Z metodo veriZne reakcije s polimerazo smo ugotavljali prisotnost sedmih genov
za virulen¢ne dejavnike: ace, asal, cylA, efaAd, esp, gelE in hyl. Najvecji delez odpornosti smo
ugotovili proti tetraciklinu, eritromicinu in ciprofloksacinu. Obcutljivost enterokokov za
skupino kriticno pomembnih antibiotikov, ki se uporabljajo za zdravljenje okuzb ljudi, je bila
vec¢inoma dobro ohranjena. Najvecji delez odpornosti smo ugotovili pri enterokokih iz klini¢nih
vzorcev ljudi in Zivali, mesa piS€ancev in perutninske klavnice, najmanjSega pa pri enterokokih
iz govejega mesa. Pri Zivalih smo izolirali tudi 10 proti vankomicinu odpornih enterokokov in
59 enterokokov, ki so bili odporni proti visokim koncentracijam aminoglikozidov. Najvec
genov za virulen¢ne dejavnike smo ugotovili pri izolatih vrste Enterococcus faecalis, od tega
najpogosteje gene efad, gelE in ace. 1zolati vrste Enterococcus faecium so bili najpogosteje
nosilci genov esp in hyl. Skupaj smo pri vseh testiranih enterokokih dolo¢ili 28 razli¢nih
virulen¢nih tipov. Na osnovi predhodno ugotovljenih genov za povrSinske adhezine (ace, asal
in esp) smo 92 izbranih izolatov testirali glede sposobnosti filmotvornosti na mikrotitrskih
ploscicah. Pri izolatih s kombinacijo vseh treh genov smo ugotovili mo¢no znacilno povezavo
s filmotvornostjo, vendar pa pri primerjavi posameznih genov te povezave nismo ugotovili za
gen asal. Rezultati naSe raziskave v sploSnem ne kaZejo na vecjo nevarnost zaradi
neposrednega prenosa odpornih ali bolj patogenih enterokokov z zZivali na ljudi, nedvomno pa
predstavljajo zelo pomemben rezervoar genov za odpornost in Stevilne virulen¢ne dejavnike.
Raziskava predstavlja pomemben doprinos k oceni tveganja za prenos odpornih enterokokov
ter virulen¢nih determinant iz zivali na ljudi, bodisi preko prehranske verige ali pa preko
ljubiteljskih zivali.
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ABSTRACT

Key words: Enterococcus spp; human and animal clinical samples; livestock; food of animal
origin; mussels; antimicrobial resistance; virulence factors; biofilm forming ability

Enterococci are ubiquitous microorganisms, indicators of faecal contamination and a part of
normal intestinal microbiota, which are also capable of causing serious infections in humans
and animals. They are also an important cause of nosocomial infections. The aim of the present
study was to collect data about the prevalence of antimicrobial resistance and virulence genes
in enterococci isolated from pet animals, livestock and food of animal origin in order to compare
them with enterococci isolated from human clinical samples. A total of 854 Enterococcus
isolates belonging to 16 species were analysed. Broth microdilution method was used to
determine the minimum inhibitory concentrations of 12 antimicrobials. Polymerase chain
reaction was used to detect the presence of seven virulence-associated genes (ace, asal, cylA,
efad, esp, gelE and hyl). The highest resistance rate was found for tetracycline, erythromycin
and ciprofloxacin. The susceptibility of enterococci for the critically important antimicrobials
for human medicine was generally well conserved. The highest resistance rate was detected in
isolates from human and animal clinical samples, broiler meat and poultry slaughterhouse,
whereas the smallest proportion of resistance was observed in isolates from beef. In animals,
10 vancomycin-resistant isolates and 59 isolates with high-level aminoglycoside resistance
were discovered. The highest occurrence of virulence-associated genes was observed in
Enterococcus faecalis isolates, most commonly genes efad, gelE and ace. Enterococcus
faecium isolates most frequently harboured genes esp and hyl. In total, 28 distinct virulence
types were identified. According to the previously detected genes encoding surface adhesins
(ace, asal and esp), 92 isolates were selected to determine their biofilm forming ability on
microtiter plates. The presence of all three aforementioned genes was significantly associated
with their biofilm forming ability, as well as the sole presence of ace or esp gene, respectively,
whereas no significant association was identified for asal gene. The results of the present study
indicate a risk for direct transmission of resistant or highly virulent enterococci from animals
to humans. In addition, enterococci represent an important reservoir of resistance and virulence-
associated genes. The study is an important contribution to risk assessment regarding the
transmission of resistant and virulent enterococci from animals to humans, either via food chain
or pet animals.
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SEZNAM OKRAJSAYV IN SIMBOLOV

AME

Ace

ARE

Asal
ATCC

bp

CIA

CylA
DNA
EARS-Net

ECDC

ECOFF
EfaA

E. faecalis
E. faecium
EFSA

Esp
EUCAST

GelE
HLAR

Hyl

IMP VF

KA

LAB
MALDI-TOF MS

MIK
MRSA
OD
PCR

SBA
VOB

aminioglikozid-spreminjajocCi encimi; angl. aminoglycoside-modifying
enzymes

protein, ki veze kolagen; angl. collagen binding protein

enterokoki, odporni proti ampicilinu; angl. ampicillin-resistant enterococci
agregacijska snov (substanca); angl. aggregation substance

Ameriska zbirka tipskih kultur; angl. American Type Culture Collection
bazni par

kriti¢na protimikrobna zdravila; angl. critically important antimicrobials
citolizin — hemolizin; angl. cytolysin

deoksiribonukleinska kislina; angl. deoxyribonucleic acid

Evropska mreza za spremljanje odpornosti nekaterih invazivnih bakterij;
angl. European Antimicrobial Resistance Surveillance Network

Evropski center za preprecevanje in obvladovanje bolezni; angl. European
Centre for Disease Prevention and Control

epidemioloSka mejna vrednost; angl. epidemiological cutoff value
Enterococcus faecalis antigen; angl. endocarditis antigen

bakterija vrste Enterococcus faecalis

bakterija vrste Enterococcus faecium

Evropska agencija za varnost hrane; angl. European Food Safety Authority
enterokokini povr$inski protein; angl. enterococcal surface protein
Evropski odbor za ugotavljanje obcutljivosti za protimikrobna zdravila;
angl. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
zelatinaza; angl. gelatinase

enterokoki, odporni proti visokim koncentracijam aminoglikozidov; angl.
high-level aminoglycoside resistant enterococci

hialuronidaza ; angl. hyaluronidase

InStitut za mikrobiologijo in parazitologijo Veterinarske fakultete

gojisce krvni agar

mle¢nokislinske bakterije; angl. lactic acid bacteria

masna spektrometrija, ionizacija v matriksu z lasersko desorpcijo — ¢as
preleta ionov; angl. matrix-assisted laser desorption / ionization time-of-
flight mass spectrometry

minimalna inhibitorna koncentracija; angl. minimum inhibitory
concentration

proti meticilinu odporna bakterija Staphylococcus aureus; angl. methicillin
resistant Staphylococcus aureus

opti¢na gostota; angl. optical density

verizna reakcija s polimerazo; angl. polymerase chain reaction

gojisce Slanetz and Bartley agar

veckratno odporne bakterije; angl. multidrug resistant (MDR) bacteria
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VRE proti vankomicinu odporni enterokoki; angl. vancomycin-resistant
enterococci
WHO Svetovna zdravstvena organizacija, angl. World Health Organization
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1 UVOD

Rod Enterococcus obsega skupino Stevilnih ubikvitarnih, po Gramu pozitivnih bakterij, ki sicer
sodijo med normalne predstavnike ¢revesne mikrobiote (komenzale) ljudi in zZivali, vendar pa
lahko povzrocajo razlicne bolezni in so pogosti povzrocitelji ponavljajoCih se, tezko
ozdravljivih okuzb. Zbolijo predvsem pacienti s kroni¢nimi ali sistemskimi boleznimi ali z
drugace oslabljenim imunskim sistemom. Najpogostejsi vir okuzbe so pacienti sami, lahko pa
tudi kontaminirano okolje ali kontaminirana hrana/krma. Trenutno poznamo ve¢ kot 60 vrst
enterokokov, med katerimi so najpomembnejse in tudi najveckrat izolirane bakterije iz vrst
Enterococcus faecalis in Enterococcus faecium. Poleg teh so, Se posebej v veterinarski
medicini, pomembne tudi nekatere druge vrste: Enterococcus avium, Enterococcus canis,
Enterococcus canitestini, Enterococcus cecorum, Enterococcus gallinarum in Enterococcus
hirae. Enterokoki so najpogosteje povzrocitelji okuzb secil in ran, enteritisa, bakterijskega
endokarditisa, peritonitisa in sepse. Poleg tega se v veterini pri pisancih brojlerjih pogosto
sreCujemo tudi s specifiénimi obolenji (artritis, nekroza glavice stegnenice, perikarditis) in
povecano smrtnostjo, ki jih povzrocata vrsti E. cecorum in E. hirae.

V humani medicini so v zadnjih desetletjih enterokoki pomembni predvsem kot veckratno
odporni povzrocitelji okuzb, povezanih z zdravstvom, Se posebej proti vankomicinu odporni
enterokoki (angl. vancomycin-resistant enterococci, VRE). V Sloveniji se Ze od leta 2006 redno
spremljajo podatki o invazivnih izolatih VRE E. faecium iz hemokultur. Poleg tega se pojavljajo
tudi okuzbe z enterokoki, odpornimi proti visokim koncentracijam aminoglikozidov (HLAR)
in enterokoki, odpornimi proti ampicilinu (ARE). Po svetu ugotavljajo t.i. klone z visokim
tveganjem, kar nakazuje, da se nekateri sevi enterokokov obnasajo kot pravi patogeni. Stevilni
virulen¢ni dejavniki, ki so jih odkrili v zadnjih letih, omogocajo enterokokom vezavo na
gostiteljske celice, kolonizacijo sluznice Crevesja ter Sirjenje v druge organe, kjer povzrocajo
resnejSe okuzbe. Najpogosteje opisani dejavniki virulence so hemolizin — citolizin (Cyl),
proteaza zelatinaza (GelE) in razli¢ni povrSinski adhezini, npr. enterokokni povrsinski protein
(Esp), povrsinski glikoproteini (Asal) in drugi. Enterokoki sicer ne tvorijo spor, vendar so med
nesporogenimi bakterijami eni izmed najbolj odpornih proti ekstremnim pogojem okolja,
sposobni pa so tudi tvoriti biofilm.

Poleg razli¢nih dejavnikov patogenosti pri enterokokih tezavo predstavlja tudi njihova naravna
odpornost proti Stevilnim skupinam protimikrobnih zdravil. Primarno so odporni proti
cefalosporinom, aminoglikozidom v niZjih koncentracijah in klindamicinu, in vivo (klini¢no)
pa izkazujejo odpornost tudi proti trimetoprim—sulfametoksazolu. Zanje je znacilno, da imajo
zmoznost pridobivanja sekundarne odpornosti proti vsem trenutno znanim antibiotikom, bodisi
z mutacijami ali s sprejemanjem tujega genetskega materiala preko plazmidov in transpozonov.
S Stevilnimi raziskavami so ugotovili, da se po zacCetku uporabe novega antibiotika poveca
odpornost tako patogenih kot tudi komenzalnih bakterij. Enterokoki tako predstavljajo
rezervoar genov za odpornost, ki se lahko prenaSajo na druge, bolj patogene bakterije. Raven
odpornosti komenzalnih bakterij je dober pokazatelj, kako mocan je selektivni pritisk na
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bakterije z uporabo doloCenega antibiotika ter kakSno odpornost lahko pri¢akujemo pri
patogenih bakterijah.

Iz literature je znano, da so ljudje lahko preko kontaminirane hrane zivalskega izvora
potencialno izpostavljeni odpornim komenzalnim bakterijam. Zato Evropska agencija za varno
hrano (EFSA) zaradi varovanja zdravja ljudi Se posebej poudarja pomen rednega spremljanja
odpornosti indikatorskih mikroorganizmov, med katere se, poleg bakterije Escherichia coli,
uvriajo tudi enterokoki. Komisija za Codex Alimentarius je na 34. zasedanju v Zenevi
poudarila, da je odpornost bakterij proti protimikrobnim zdravilom velik svetovni problem na
podrocju javnega zdravja in varnosti zivil ter sprejela smernice za analizo tveganja odpornosti
pri bakterijah, ki se prenasajo z zivili. Uporaba protimikrobnih zdravil pri rejnih zivalih je lahko
pomemben dejavnik tveganja za selekcijo in Sirjenje odpornih bakterij ali genov za odpornost
z zivali na ljudi preko prehranske verige.

1.1 NAMEN RAZISKAVE

Z raziskavo smo Zzeleli pridobiti podatke o odpornosti ter virulen¢nih dejavnikih pri
enterokokih, izoliranih iz vzorcev ljubiteljskih in rejnih zivali ter Zivil Zivalskega izvora na
slovenskem trzi$c¢u ter jih primerjati z enterokoki, izoliranimi iz klini¢nih vzorcev ljudi. Podatki
o odpornih enterokokih pri Zivalih in v Zivilih so v Sloveniji namre¢ zelo skopi, prav tako ni
podatkov, kateri virulen¢ni dejavniki se pojavljajo pri posameznih vrstah enterokokov,
izoliranih iz razli¢nih skupin vzorcev. Zeleli smo raziskati tudi, katere vrste enterokokov se
pojavljajo kot patogeni pri okuzbah zivali ter pri teh izolatih opredeliti njihovo odpornost proti
protimikrobnim zdravilom in prisotnost genov za virulenéne dejavnike. Preverili smo tudi, ali
obstajajo razlike v odpornosti in pojavnosti virulen¢nih dejavnikov med izolati iz klini¢nih
vzorcev ter izolati iz vzorcev zdravih rejnih Zivali in Zivil Zivalskega izvora. S tem smo Zeleli
dobiti vpogled v to, ali komenzalni enterokoki predstavljajo tveganje za Sirjenje odpornih
bakterij oz. njihovih genov z Zivali na ljudi preko prehranske verige. Raziskovali smo Se, v
kolikS§ni meri se izolati VRE pojavljajo pri rejnih Zivalih in v Zivilih Zivalskega izvora.
Nenazadnje smo pri izbranih izolatih enterokokov Zeleli preveriti Se, ¢e izolati z geni za tvorbo
biofilma, to lastnost izkazujejo tudi fenotipsko.
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1.2

HIPOTEZE

Postavili smo naslednje delovne hipoteze:

Prisotnost enterokokov bo visoka ne glede na izvor preiskovanih vzorcev, ugotovili
pa bomo razlike v pogostosti pojavljanja posameznih enterokoknih vrst. 1z vzorcev
bomo najpogosteje izolirali vrsti E. faecalis in E. faecium.

Izolirali bomo enterokoke s pridobljeno odpornostjo proti eni ali ve¢ skupinam
protimikrobnih zdravil. Izolirali bomo seve z odpornostjo proti ampicilinu (ARE) in
z odpornostjo proti visokim koncentracijam aminoglikozidov (HLAR), le izjemoma
pa odporne proti vankomicinu (VRE).

Proti vankomicinu odporni enterokoki pri rejnih zivalih bodo praviloma nosilci gena
vanA, za razliko od ¢loveskih izolatov, pri katerih najdemo vanA in vanB.

Pri izolatih enterokokov iz klini¢nih vzorcev bo raznolikost in Stevilo virulen¢nih
dejavnikov praviloma vecje kot pri komenzalnih enterokokih.

Izolati enterokokov z geni, ki kodirajo tvorbo biofilma, bodo to lastnost izrazili tudi
fenotipsko.
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2 PREGLED LITERATURE
2.1 ENTEROKOKI
2.1.1 SplosSne znacilnosti in klasifikacija rodu Enterococcus

Enterokoki so fakultativno anaerobni, po Gramu pozitivni ovalni koki, ki se urejajo v pare ali
kratke verizice in ne proizvajajo katalaze. So ubikvitarne bakterije, ki jih lahko izoliramo iz
zemlje, povrsinskih in morskih voda, rastlin in zivil. Hkrati so tudi normalni predstavniki
¢revesne mikrobiote (komenzali), ki lahko naseljujejo tudi kozo in sluznice ljudi in zivali (Arias
in sod., 2012; Garcia-Solache in Rice, 2019; Germ in Seme, 2020; Lebreton in sod., 2014).
Enterokoki sicer ne tvorijo spor, vendar so izredno dobro prilagodljivi na razli¢ne dejavnike
okolja. Prezivijo v matriksu s poviSano koncentracijo soli, saj ve¢ina vrst lahko raste v 6,5 %
raztopini NaCl. Prav tako rastejo v Sirokem temperaturnem razponu (10—45 °C); njihov
optimum je okrog 37 °C, prezivijo pa tudi 30 minut pri 60 °C in so izredno odporni proti
izsusitvi. Dobro uspevajo tudi v Sirokem obmodju pH (4,8-9,6, optimum 7,5), rastejo v
prisotnosti zol¢a ter hidrolizirajo eskulin. Poleg tega so sposobni tvoriti tudi biofilm. Vse te
lastnosti prispevajo h kolonizaciji razli¢nih gostiteljskih ni§, k obstojnosti v okolju in
uporabnosti enterokokov kot indikatorjev za fekalno kontaminacijo (Ch’ng in sod., 2019; Germ
in Seme, 2020; Vu in Carvalho, 2011). Med vsemi enterokoki sta samo dve vrsti gibljivi:
E. gallinarum in Enterococcus casseliflavus / Enterococcus flavescens (Garcia-Solache in Rice,
2019).

Enterokoki imajo nizko razmerje baznih parov GC (3445 %), njihov genom je velik 2,3-5,4
Mb in zapisuje 2154-5107 genov. Osrednji genom zapisuje 605—-1037 genov, odvisno od
nabora genomov in uporabljenih kriterijev za analizo. Pangenom enterokokov je velik in odraza
plasti¢nost genoma kot tudi prilagoditev izolatov na specificne ekoloske niSe (Garcia-Solache
in Rice, 2019; Zhong in sod., 2017). Zhong in sodelavci (2017) so v primerjalani genomski
analizi 37 enterokokov ugotovili pomembno vlogo habitata pri evoluciji enterokokov; genetske
povezave so bile bliZje med izolati iz podobnih habitatov. Predvidevali so tudi, da bi bili lahko
ljudje in sesalci originalni gostitelji enterokokov, od tam pa naj bi se razsirili na rastline, ptice,
zivila in v druga okolja.

Prvi, ki je skoval izraz ,,enterocoque” in opisal to bakterijo, je bil francoski u€enjak Thiercelin
leta 1899. S tem poimenovanjem je Zelel poudariti izvor na novo odkritih, po Gramu pozitivnih
saprofitnih diplokokov iz Crevesja, ki lahko povzro¢ajo okuZzbe. Istega leta sta MacCallum in
Hastings prvi¢ porocala o primeru endokarditisa, povzrocenega s hemolitiénim enterokokom
pri bolniku, vendar sta povzrocitelja takrat poimenovala Micrococcus zymogenes. Ime
Streptococcus faecalis sta prva uporabila Andrewes in Horder leta 1906, Orla-Jensen pa je leta
1919 prvi¢ opisal Streptococcus faecium (Murray, 1990). Enterokoke so tako do leta 1984
uvrscali med fekalne streptokoke v serolosko skupino D po Lancefieldovi, nato pa so jih na
osnovi genomskih analiz, ki sta jih izvedla Schleifer in Kilpper-Bilz, uvrstili v samostojen rod
Enterococcus (Schleifer in Kilpper-Bélz, 1984). Poimenovanje druzine Enterococcaceae, v
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katero so na osnovi podobnosti 16S rRNA uvrstili rodove Enterococcus, Vagococcus,
Tetragenococcus in Melissococcus, je prvi predlagal Ludwig s sodelavci leta 2009 (Ludwig in
sod., 2009). Rod Enterococcus uvrs€amo v druzino Enterococcaceae, red Lactobacillales,
razred Bacilli in deblo Firmicutes

Trenutno poznamo 70 vrst enterokokov (Tabela 1), med katerimi jih je 60 uradno priznanih in
opisanih skladno s pravili Mednarodnega kodeksa o nomenklaturi bakterij (International Code
of Nomenclature of Bacteria) (LPSN, 2021). Najpomembne;jsi in tudi najveckrat izolirani sta
vrsti E. faecalis in E. faecium. Poleg njiju pa so klinicno pomembne tudi nekatere druge vrste:
E. avium, E. casseliflavus, E. cecorum, Enterococcus durans, E. gallinarum, E. hirae,
Enterococcus mundtii in Enterococcus raffinosus (EUCAST, 2020; Garcia-Solache in Rice,
2019; Guzman-Prieto in sod., 2016; Torres in sod., 2018).

Tabela 1: Vrste enterokokov (povzeto po LPSN, List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature).
Table 1: Enterococcal species (adopted from LPSN, List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature).

Vrste enterokokov

Prvi opisal

Nomenklaturni status
(taksonomski status)

Enterococcus alcedinis
Enterococcus aquimarinus
Enterococcus asini
Enterococcus avium
Enterococcus bulliens
Enterococcus burkinafasonensis
Enterococcus caccae
Enterococcus camelliae
Enterococcus canintestini
Enterococcus canis
Enterococcus casseliflavus
Enterococcus cecorum
Enterococcus columbae
Enterococcus crotal
Enterococcus devriesei
Enterococcus diestrammenae
Enterococcus dispa
Enterococcus dongliensis
Enterococcus durans
Enterococcus eurekensis
Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium
Enterococcus flavescens
Enterococcus florum

Enterococcus gallinarum
Enterococcus gilvus

Frolkova in sod., 2013

Svec in sod., 2005

de Vaux in sod., 1998

(Nowlan in Deibel, 1967) Collins in sod., 1984
Kadri in sod., 2016

Gouba in sod., 2020

Carvalho in sod., 2006

Sukontasing in sod., 2007

Naser in sod., 2005

De Graef in sod., 2003

(Vaughan in sod., 1979) Collins in sod., 1984
(Devriese in sod., 1983) Williams in sod., 1989
Devriese in sod., 1993

McLaughlin in sod., 2017

Svec in sod., 2005

Kim in sod., 2013

Collins in sod., 1991

Liin Gu, 2019

(Sherman in Wing, 1937) Collins in sod., 1984
Cotta in sod., 2013

(Andrewes in Horder, 1906)

Schleifer in Kilpper-Bilz, 1984

(Orla-Jensen, 1919)

Schleifer in Kilpper-Bilz, 1984

Pompei in sod., 1992

Techo in sod., 2019
(Bridge in Sneath, 1982) Collins in sod., 1984
Tyrrell in sod., 2002

uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
ni veljavno objavljeno*
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno

uradno objavljeno

uradno objavljeno
(sin. za casseliflavus)
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno

Tabela se nadaljuje na naslednji strani.
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Enterococcus haemoperoxidus
Enterococcus hermanniensis
Enterococcus hirae
Enterococcus hulanensis
Enterococcus italicus
Enterococcus lactis
Enterococcus lemanii
Enterococcus malodoratus
Enterococcus massiliensis
Enterococcus mediterraneensis
Enterococcus moraviensis
Enterococcus mundtii
Enterococcus nangangensis
Enterococcus olivae
Enterococcus pallens
Enterococcus phoeniculicola
Enterococcus pingfangensis
Enterococcus plantarum
Enterococcus porcinus

Enterococcus pseudoavium
Enterococcus quebecensis
Enterococcus raffinosus
Enterococcus ratti
Enterococcus rivorum
Enterococcus rota
Enterococcus saccharolyticus

Enterococcus saccharominimus

Enterococcus saigonensis
Enterococcus sanguinicola
Enterococcus seriolicida

Enterococcus silesiacus
Enterococcus solitarius
Enterococcus songbeiensis
Enterococcus sulfureus
Enterococcus termitis
Enterococcus thailandicus
Enterococcus timonensis
Enterococcus ureasiticus
Enterococcus ureilyticus
Enterococcus viikkiensis
Enterococcus villorum
Enterococcus wangshanyuanii
Enterococcus xiangfangensis

Svec in sod., 2001
Koort in sod., 2004
Farrow in Collins, 1985
Liin Gu, 2019

Fortina in sod., 2004
Morandi in sod., 2012
Cotta in sod., 2013

(Pette, 1955) Collins in sod., 1984

Le Page in sod., 2016
Takakura in sod., 2019

Svec in sod., 2001

Collins in sod., 1986

Liin Gu, 2019
Lucena-Padros in sod., 2014
Tyrrell in sod., 2002
Law-Brown in Meyers, 2003
Liin Gu, 2019

Svec in sod., 2012

Teixeira in sod., 2001

Collins in sod., 1989
Sistek in sod., 2012
Collins in sod., 1989
Teixeira in sod., 2001
Niemi in sod., 2012
Sedlacek in sod., 2013
(Farrow in sod., 1985)
Rodrigues in Collins, 1991
Vancanneyt in sod., 2004

Harada in sod., 2016
Carvalho in sod., 2008
Kusuda in sod., 1991

Svec in sod., 2006

Collins in sod., 1989

Liin Gu, 2019
Martinez-Murcia in Collins, 1991
Svec in sod., 2006
Tanasupawat in sod., 2008
Mbogning Fonkou in sod., 2019
Sistek in sod., 2012

Sedlacek in sod., 2013

Rahkila in sod., 2011
Vancanneyt in sod., 2001

Jin in sod., 2017

Liin sod., 2014

uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno

ni veljavno objavljeno*
ni veljavno objavljeno*

uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
(sin. za villorum)

uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno

uradno objavljeno
(sin. za italicus)
uradno objavljeno

ni veljavno objavljeno*

uradno objavljeno
(sin. za garvieae)
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno

ni veljavno objavljeno*

uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno
uradno objavljeno

Legenda: *To taksonomsko ime je bilo sicer objavljeno, vendar ne v skladu s pravili Mednarodnega kodeksa o
nomenklaturi bakterij (International Code of Nomenclature of Bacteria; ni veljavno objavijeno); sin., sinonim
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2.1.2 Mikrobioloska diagnostika

Vecino vrst enterokokov iz razli¢nih vzorcev lahko izoliramo z uporabo neselektivnih (krvni
agar) ali selektivnih trdnih gojiS¢ po predhodni inkubaciji pri temperaturi 37 °C v aerobni
atmosferi. Izjema so nekatere vrste enterokokov, npr. vrsta E. cecorum, ki ne raste na
(Golob in sod., 2015; Jung in sod., 2018). Pri klini¢nih vzorcih za izolacijo enterokokov
najpogosteje uporabljamo krvni agar, na katerem E. faecalis raste v obliki sivih gladkih kolonij,
E. faecium pa kot drobne sive kolonije z ozkim obrocem alfa hemolize (Slika 1). Za izolacijo
enterokokov iz vzorcev zivil in okolja pa najpogosteje uporabljamo selektivna gojisca, npr.
Slanetz and Bartley agar. Selektivna gojiS¢a za izolacijo enterokokov, glede na njihove
presnovne sposobnosti, pogosto vsebujejo zoléne soli, natrijev azid, antibiotike in eskulinske
oz. tetrazolijeve soli. Taka gojiS¢a niso primerna za rast vseh vrst enterokokov, vendar pa
klini¢no najpomembnejse vrste na njih dobro rastejo (Garcia-Solache in Rice, 2019).

. A

] _:'_ -, . . e
Slika 1: Kolonije bakterij vrste E. faecalis (A) in vrste E. faecium (B) na krvnem agarju. (foto: M. Golob)
Figure 1: Clonies of E. faecalis (A) and E. faecium (B) isolates on blood agar.

Identifikacija enterokokov temelji na mikroskopski preiskavi, morfoloskih znacilnostih kolonij,
barvanju po Gramu, odsotnosti encima katalaze, testu za pirolidonil arilamidazo (PYR) in
razliénih drugih biokemijskih testih. Vendar pa so za dokonc¢no identifikacijo do vrste
najprimernejSe molekularne metode ali pa metoda masne spektrometrije MALDI-TOF MS
(angl. matrix assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry) (Garcia-
Solache in Rice, 2019; Germ in Seme, 2020; Golob in sod., 2018; Markey in sod., 2013b).

Identifikacija bakterij z metodo MALDI-TOF MS predstavlja nov pristop pri identifikaciji
bakterij in kvasovk, ki temelji na primerjavi proteinskega spektra preiskovanega izolata s
spektri referen¢nih bakterij v bazah podatkov. Postopek identifikacije je hiter, poceni, zanesljiv
in zelo uporaben tako v humanih kot v veterinarskih klini¢nih laboratorijih (Bizzini in Greub,
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2010; Singhal in sod., 2015), poleg tega pa je primeren za hitro identifikacijo enterokokov do
vrste (Ledina in sod., 2018; Nowakiewicz in sod., 2015; Stepien-Pys$niak in sod., 2017).

Odpornost enterokokov iz klini¢nih vzorcev zivali in vzorcev zivil ugotavljamo na osnovi
mikrodilucijske metode dolo¢anja minimalne inhbitorne koncentracije (MIK) ali z disk-
difuzijsko metodo. Z molekularno metodo verizne reakcije s polimerazo (angl. polymerase
chain reaction, PCR) pa dokazujemo prisotnost genov za odpornost proti protimikrobnim
zdravilom ter genov za virulenéne dejavnike (Golob in sod., 2018).

Metoda PCR je ena izmed najbolj uporabljenih molekularnih diagnosticnih metod za
pomnozevanje tar¢nih odsekov nukleinskih kislin. Omogo¢a nam in vitro pomnoZevanje
tarCnih genov za namen diagnostike, tipizacije ali kvantifikacije izbranih organizmov. Za vsak
test PCR so potrebni matricna DNA (v naSem primeru izolirana bakterijska DNA iz €istih kultur
enterokokov), vodilni in povratni zacetni oligonukleotid (angl. forward and reverse primer, ki
se prilegata na zaletek in konec tarénega odseka v genomu), meSanica vseh Stirih
deoksinukleotidov (ANTP: dATP, dGTP, dCTP, dTTP), termostabilna polimeraza DNA, pufer
za delovanje polimeraze in magnezijevi ioni, reakcijo PCR pa do kon¢nega volumna dopolnimo
s sterilno destilirano vodo brez DNaz in RNaz. Metoda temelji na cikliénem pomnozevanu
tarcnih odsekov DNA, pri ¢emer cikel sestavljajo tri faze: (7) denaturacija dvoverizne DNA pri
95 °C, (ii) prileganje para zaetnih oligonukleotidov na taréni odsek DNA (angl. annealing) in
(7ii) sinteza nove (komplementarne) verige DNA s termostabilno polimerazo pri 72 °C.
Obicajno se v PCR-pomnozevalnikih izvede 30—40 ciklov pomnoZevanja, Stevilo pa se doloci
med vpeljavo metode.

PomnoZene odseke DNA analiziramo s klasi¢no elektroforezo v agaroznem gelu ali s kapilarno
elektroforezo. Elektroforeza temelji na loCevanju pomnozenih odsekov glede na njihovo
velikost, njihov naboj pa omogoc¢a potovanje v elektricnem polju elektroforetske kadicke ali
kapilarah. Vizualizacija pomnoZenih odsekov temelji na obarvanju DNA z etidijevim
bromidom, ki se veze z dvojno vija¢nico in sveti, ¢e ga osvetlimo z UV. Intenziteta je
sorazmerna s koli¢ino nastalega pomnozka PCR, velikost pa je odvisna od tarénega odseka
DNA in se podaja v baznih parih [bp]. Kapilarna elektroforeza v celoti nadomesca klasicno
agarozno elektroforezo, omogoca analizo vecjega Stevila vzorcev v krajSem cCasu in lazjo
primerjavo velikosti pomnoZenih fragmentov DNA vzorcev in PCR-kontrol, saj analiza poteka
s pomocjo raCunalniSkega sistema (digitalizirana slika gela, moznost za prekrivanje
elektroferogramov razli¢nih vzorcev) (Markey in sod., 2013a; QIAxcel User Manual, version
1.0, 2018).
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2.2 PATOGENEZA — OKUZBE PRI LIJUDEH IN ZIVALIH

Enterokoki so oportunisti¢ni mikroorganizmi, ki povzrocajo razlicne okuzbe ljudi in Zzivali.
Vendar pa v zadnjem Casu ugotavljajo t.i. klone z visokim tveganjem, kar nakazuje, da se
nekateri sevi enterokokov obnasajo kot prave patogene bakterije (Arias in Murray, 2012;
Guzman-Prieto in sod., 2016). Enterokoke uvrs¢amo tudi med najpogosteje izolirane
povzrocitelje okuzb, povezanih z zdravstvom (Garcia-Solache in Rice, 2019).

Najpomembnejsa povzrocitelja okuzb pri ljudeh sta vrsti E. faecalis (90-95 %) in E. faecium
(5-10 %). Druge vrste enterokokov redkeje povzrocajo okuzbe, vefinoma pri bolnikih s
kroni¢nimi ali sistemskimi boleznimi ter z oslabljenim imunskim sistemom. Enterokoki
povzrocajo okuzbe secil, bakteriemijo, endokarditis, okuzbe kirurskih ran, opeklin, zol¢nih
poti, peritonitis in ognojke v trebusni votlini ter okuzbe katetrov in implantatov (Arias in
Murray, 2012; Foulquié Moreno in sod., 2006; Garcia-Solache in Rice, 2019; Germ in Seme,
2020; Hollenbeck in Rice, 2012).

Epidemioloski podatki, zbrani v zadnjih dveh desetletjih, kaZejo na pojav Sirjenja posebnih,
bolni$ni¢nih klonov (angl. health care-associated clones), in sicer klonalni kompleks CC17 pri
vrsti E. faecium ter klona CC2 in CC9 pri vrsti E. faecalis. Vzporedno s pojavom teh klonov so
opazili tudi povecano odpornost enterokokov proti skupinam antibiotikov, ki jih obicajno
uporabljamo za zdravljenje (glikopeptidom in aminoglikozidom v visokih koncentracijah)
(Arias in Murray, 2012; Lebreton in sod., 2013; Werner in sod., 2013).

Pri zivalih enterokoki povzrocajo podobno klini¢no sliko kot pri ljudeh: enteritis, okuzbe secil,
bakteriemijo, endokarditis, mastitis, okuzbe ran in sluhovoda. Med najpogosteje izolirane vrste
enterokokov iz klini¢nih vzorcev Zivali sodita prav tako vrsti E. faecalis in E. faecium; poleg
njijupaSe vrste E. durans, E. hirae, E. cecorum in E. villorum (Aarestrup in sod., 2002; Stewart,
2013; Torres in sod., 2018).

Klini¢na slika okuzb z enterokoki je pri posameznih vrstah Zivali precej podobna. Pri psih in
mackah enterokoki najpogosteje povzrocajo vnetje zunanjega sluhovoda, obicajno v
kombinaciji z drugimi bakterijskimi ali glivicnimi povzrocitelji otitisa. Poleg tega jih pogosto
izoliramo tudi pri vnetju spodnjih secil (predvsem vrsto E. faecalis), okuzbah ran in driski, tako
pri mladih kot pri starejSih Zivalih (Stewart, 2013). Pred leti smo prvi¢ v Sloveniji opisali
klini¢ni primer sepse, povzrocene z veckratno odporno bakterijo E. faecalis (HLAR) pri psu, ki
se je koncala s poginom (Golob in sod., 2011). Pri konjih se enterokokne okuZbe najveckrat
izrazijo z driskami pri Zrebetih ali z abscesi 0z. okuzbami ran. Pri govedu je situacija podobna,
klini¢na slika je najpogosteje opazna pri teletih kot driska, poleg tega pa so enterokoki tudi
povzrocitelji mastitisa pri kravah. Pri prasi¢ih se, podobno kot pri ostalih rejnih Zivalih, okuzbe
z enterokoki klini€no kazejo predvsem pri pujskih kot driske ali kot okuzbe ran (posledica
kontaminacije iz okolja) (Stewart, 2013). Pri perutnini sta, poleg vrst E. faecalis in E. faecium,
kliniéno pomembni tudi vrsti E. hirae in E. cecorum (Jung in sod., 2018; Stewart, 2013).
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Slednja se je, kot pravi patogen, zaCela pojavljati pri perutnini v zadnjih petnajstih letih; pri
pis¢ancih brojlerih povzroCa artritise, osteomielitise in povecan pogin. Pogin piScancev
brojlerjev je v zgodnji fazi rasti posledica sepse, medtem ko je v pozni fazi rasti navadno
posledica stradanja in dehidracije, saj zivali zaradi paralize okonc¢in (zloma stegnenic¢ne glavice)
ne morejo priti do hrane in vode. Zaradi ve¢jega pogina, slabe konverzije krme in nujnega
zdravljenja z antibiotiki prihaja v rejah pis€¢ancev do velikih ekonomskih zgub (deHerdt in sod.,
2008; Jung in sod., 2018). Okuzbe z bakterijami vrste E. cecorum (endokarditis, bakteriemija,
peritonitis, okuzbe secil) so opisane tudi pri ljudeh, ve¢inoma pri bolnikih z motnjami v
delovanju imunskega sistema zaradi prejemanja imunosupresivnih zdravil, debelosti,
podhranjenosti, dekompenzirane jetrne ciroze, transplantacije ledvic in daljSe terapije s
steroidnimi zdravili (Delaunay in sod., 2015; Grmek Ko$nik in sod., 2015; Pang in sod., 2016).

2.2.1 Vir okuzbe

Najpogostejsi vir okuzbe so pacienti sami, ve¢ino okuzb namre¢ povzrocijo enterokoki
crevesne mikrobiote, ¢e preidejo v secila ali ¢e ob invazivnih posegih vdrejo v primarno sterilne
predele (Germ in Seme, 2020; Selleck in sod., 2019). Enterokoki po naravni poti v manjSem
delezu kolonizirajo prebavila, saj predstavljajo priblizno 1 % celotne ¢revesne mikrobiote
(Lebreton, 2014). Pomemben korak k nastanku okuzb z enterokoki je povecan delez
enterokokov v ¢revesju na racun drugih bakterij, predvsem zaradi izpostavljanja Stevilnim
antibiotikom. Do okuZbe pride zaradi motenj v ravnovesju ¢revesne mikrobiote, zaradi ¢esar se
enterokoki v ¢revesju mo¢no namnozijo, prehajajo ¢revesno bariero ter posledi¢no vstopajo v
krvni obtok. Mozen vir okuzbe je tudi z enterokoki kontaminirano okolje, Se posebej znotraj
bolni$ni¢nega okolja. Zdravstveno osebje ob nezadovoljivi higieni rok prenasa enterokoke (tudi
odporne) preko kontakta na druge bolnike, prenos z medicinskimi pripomocki je redkejsi (Arias
in Murray, 2012; Germ in Seme, 2020; Selleck in sod., 2019). Prav tako so enterokoki stalno
prisotni v farmskem okolju in predstavljajo rezervoar za okuzbe (Novais in sod., 2013). Vir
okuzbe ljudi in Zivali pa je lahko tudi z enterkoki kontaminirana hrana in krma (Foulquié
Moreno in sod., 2006; Vu in Carvalho, 2011).

2.2.2 Virulenéni dejavniki

Enterokoki ne sodijo med zelo virulentne bakterije, prav tako ne proizvajajo vnetnih toksinov
kot npr. druge po Gramu pozitivne bakterije (stafilokoki, streptokoki). Patogeneza okuzb, ki jih
povzroc¢ajo enterokoki, Se ni v celoti pojasnjena, vendar pa je njihov patogeni potencial povezan
predvsem s sposobnostjo kolonizacije prebavil, izogibanja imunskemu sistemu, pritrditvijo na
gostiteljske celice ali beljakovine zunajceli¢nega matriksa in druge snovi (tudi inertne materiale
medicinskih pripomockov, npr. katetre) ter tvorbo biofilma (Arias in Murray, 2012; Garcia-
Solache in Rice, 2019; Germ in Seme, 2020, Selleck in sod., 2019; Vu in Carvalho, 2011). Vec
virulen¢nih dejavnikov najdemo pri vrsti E. faecalis, kar pojasnjuje njihovo vodilno vlogo pri
enterokoknih okuzbah (Garcia-Solache in Rice, 2019).
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Pri nastanku okuzb, ki jih povzroc€ajo enterokoki, sodelujejo razli¢ni virulen¢ni dejavniki, med
katerimi so v prvi fazi okuzbe najpomembnejsi povrSinski adhezini (angl. microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules, MSCRAMMs), kamor uvrS¢amo
enterokokni povrsinski protein, agregacijsko snov ter protein, ki veze kolagene. PovrSinski
adhezini omogocajo vezavo na gostiteljske celice pri vrstah E. faecalis in E. faecium.
Pomembno vlogo imajo tudi sekrecijski faktorji (toksin citolizin in zelatinaza) in drugi
dejavniki, med njimi megaplazmid, ki je pogost pri klini¢nih izolatih vrste E. faecium in se
prenasa na komenzalne seve, pri katerih poveca virulenco. Nekateri sevi enterokokov lahko
tvorijo tudi polisaharidno kapsulo, ki jih s¢iti pred fagocitozo, s ¢imer se povecuje njihova
invazivnost, hkrati pa ima pomembno vlogo tudi pri nastanku biofilma in pritrjevanju bakterije
na razli¢ne povrsine (Arias in Murray, 2012; Germ in Seme, 2020; Gilmore in sod., 2002;
Selleck in sod., 2019).

Pri enterokokih so opisali razli¢ne gene za virulen¢ne dejavnike, ki naj bi imeli pomembno
vlogo pri okuzbah ljudi (Anderson in sod., 2016). Veliko teh genov najdemo tudi pri
enterokokih, izoliranih iz zivali in zivil Zivalskega izvora (Eaton in Gasson, 2001; Franz in sod.,
2003). Geni, ki kodirajo virulen¢ne dejavnike, so v Stevilnih primerih locirani na mobilnih
genetskih elementih (konjugativnih plazmidih in transpozonih) ali na kromosomalnih otokih
patogenosti in so lahko prenosljivi med bakterijami znotraj istega rodu ali celo med rodovi
(Palmer in sod., 2010; Vu in Carvalho, 2011). Med pomembnejSe gene za virulencne
determinante uvr§¢amo: ace, gen, ki kodira protein za vezavo kolegena; asal, gen na plazmidu,
ki kodira agregacijsko snov; cyl4, gen na plazmidu ali kromosomu (na otokih patogenosti), ki
kodira citolizin; efad, gen, ki kodira antigen Enterococcus faecalis; esp, gen, ki kodira
enterokokni povrSinski protein; gelE, gen, ki kodira zelatinazo in hyl, gen, ki kodira
hialuronidazo (Barbosa in sod., 2010; Foulquié Moreno in sod., 2006; Vankerckhoven in sod.,
2004).

2.2.2.1  Ace, protein, ki veZze kolagene (angl. collagen binding protein)

Adhezin, povrSinski protein, ki posreduje vezavo na kolagene, laminin in dentin, ima
pomembno vlogo pri nastanku matriksa ter ima vpliv na razvoj endokarditisa (kolonizacija
srénih zaklopk) ter vnetje secil pri obeh vrstah, E. faecalis (Ace) in E. faecium (Acm) (Arias in
Murray, 2012; Garcia-Solache in Rice, 2019; Gilmore in sod., 2002; Soares in sod., 2014).

2.2.2.2  Asal, agregacijska snov (angl. aggregation substance)

Adhezin, povrsinski protein, induciran s feromoni, ki omogoca prenos mobilnih genetskih
elementov (plazmidov). Igra pomembno vlogo v prvi fazi nastanka biofilma pri pritrjevanju
enterokokov na gostiteljske celice, omogoca medsebojno zlepljanje (tvorbo agregatov), poveca
adhezijo bakterij na ledvi¢ne tubularne celice ter sréne endokardialne celice. Prisoten je pri
obeh vrstah, E. faecalis in E. faecium (Selleck in sod., 2019; Soares in sod., 2014;
Vankerckhoven in sod., 2004).



M. Golob: Odpornost proti antibiotikom in virulen¢ni dejavniki enterokokov pri zivalih in v Zivilih... 34
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2021. Doktorska disertacija

2.2.2.3  CylA, citolizin — hemolizin (angl. cytolysin)

Citolizin je toksin, ki poskoduje gostiteljske celice; ima izrazeno hemoliti¢no aktivnost proti
humanim, konjskim in zaj¢jim eritrocitom. Lizira rdeCe krvne celice, retinalne celice,
polimorfonuklearne nevtrofilce in makrofage. Poleg tega ima sposobnost poskodovanja tudi
drugih po Gramu pozitivnih bakterij. Je sekrecijski faktor, ki ga proizvaja priblizno 30 %
bakterij vrste E. faecalis (Arias in Murray, 2012; Garcia-Solache in Rice, 2019; Gilmore in
sod., 2002; Selleck in sod., 2019).

2.2.2.4  EfaA, Enterococcus faecalis antigen (angl. endocarditis antigen)

Povrsinski adhezin, ki ima pomembno vlogo pri adheziji bakterije E. faecalis na sréne celice
pri endokarditisu (Lowe in sod., 1995).

2.2.2.5 Esp, enterokokini povrsinski protein (angl. enterococcal surface protein)

Povrsinski protein pri vrstah E. faecalis in E. faecium, ki sodeluje pri vezavi na gostiteljske
celice, Se posebej pri okuzbah secil in endokarditisu ter ima pomembno vlogo pri nastanku
biofilma (Arias in Murray, 2012; Garcia-Solache in Rice, 2019; Gilmore in sod., 2002; Selleck
in sod., 2019).

2.2.2.6  GelE, zelatinaza (angl. gelatinase)

Sekrecijski faktor (ekstracelularna metaloproteaza), ki hidrolizira Zelatino, kolagen, kazein,
hemoglobin in druge beljakovine. Zelatinaza poskoduje tkiva gostitelja in olajsa Sirjenje
bakterij. Ima vlogo pri razli¢nih vnetjih (endokarditis, peritonitis, endoftalmitis), vpliva na
translokacijo skozi €revesne epitelne celice in poveca oprijem na zobne korenine, poleg tega pa
aktivira avtolizin in tvorbo biofilma. Prisotna je pri vrsti E. faecalis (Arias in Murray, 2012;
Eaton in Gasson, 2001; Garcia-Solache in Rice, 2019; Gilmore, 2002).

2.2.2.7  Hyl, hialuronidaza (angl. hyaluronidase)

Hidrolizira hialuronsko kislino v tkivu, s ¢imer omogoca prodiranje v tkiva. Ima podobno vlogo
kot hialuronidaza pri bakterijah Staphylococcus aureus in streptokokih (Anderson in sod., 2016;
Rice in sod., 2003; Vankerckhoven in sod., 2004).

2.2.3 Tvorba biofilma

Pomembna lastnost enterokokov je sposobnost tvorbe biofilma, ki je pomemben vir
kontaminacije povrsin v Zivilski industriji, poleg tega pa prispeva k ve¢ji virulenci pri okuzbah,
Se posebej pri okuzbah secil in ran ter endokarditisu. Zdravljenje takih okuzb je precej tezavno,
saj antibiotiki tezje prodirajo skozi matriks biofilma. Poleg tega biofilmi predstavljajo stalno
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moznost ponovne okuzbe in rezervoar genov za odpornost proti antibiotikom, saj obstaja vecja
moznost horizontalnega prenosa genov med bakterijami (Ch'ng in sod., 2019).

Nastanek biofilma je odvisen od razli€nih dejavnikov in povrSine, kamor se biofilm pripenja.
Nastanek biofilma, vklju¢no z dejavniki, ki pripomorejo k nastanku biofilma, je prikazan na
Sliki 2 (Ch'ng in sod., 2019) in poteka v S$tirih fazah: (i) pritrjevanje enterokokov na podlago
oz. gostiteljsko celico, (ii) oblikovanje mikrokolonij, (iii) bujna rast mikrobnih celic in razvoj
zrelega biofilma ter (7v) delni razkroj biofilma in sprostitev mikrobnih celic, ki nato naseljujejo
nove povrsine za ponovni razvoj biofilma.
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Slika 2: Stopnje razvoja biofilma pri enterokokih (Ch'ng in sod., 2019). a, b; Prva stopnja tvorbe biofilma pri vrsti
E. faecalis se zacne s pritrditvijo enterokoknih celic na povrsino. V procesu pritrjevanja sodelujejo povrsinski
adhezini, vkljucno s pili za biofilm (EbP), agregacijsko snovjo (Agg), enterokoknim povrsinskim proteinom (Esp),
proteini, ki vezejo kolagen (Ace), proteazami in glikolipidi. Po pritrditvi se oblikujejo mikrokolonije, ki za¢nejo
proizvajati polisaharidni matriks. Sledi razvoj zrelega biofilma z debelej$im in kompleksnejSim matriksom. c;
Faza zrelega biofilma, ki ji sledi delni razkroj in disperzija posameznih celic.

Figure 2: Stages of biofilm development in enterococci (Ch'ng et al, 2019). a, b; Enterococcus faecalis biofilm
formation begins with planktonic cells that attach to a surface in a process involving adhesins, including the
endocarditis and biofilm-associated pilus (Ebp), aggregation substance (Agg), enterococcal surface protein (Esp),
adhesin to collagen from E. faecalis (Ace), proteases and glycolipids. Following attachment, microcolonies form,
and rhamnopolysaccharide is produced. Some microcolonies may be readily dispersed, but others may further
develop into a mature biofilm with a thicker and more complex matrix. ¢; Phase od the mature enterococcal
biofilm; progression from mature biofilms to the dispersal stage.

V tvorbo biofilma pri vrstah E. faecalis in E. faecium so vkljuceni razli¢ni dejavniki; v prvi fazi
pritrditve so poleg proteaz in glikolipidov zelo pomembni povrsinski adhezini (agregacijska
snov (Asal), enterokokni povrsinski antigen (Esp) in protein, ki veze kolagen (Ace). V primeru
njihove odsotnosti se oprijem enterokokov na gojene ¢loveske celice zmanjsa in tvorba biofilma
je oslabljena (Ch'ng in sod., 2019; Heikens in sod., 2011; Rozdzinski in sod., 2001; Toledo-
Arana in sod., 2001). Medtem ko je vrsta E. faecium primarno bolj odporna proti antibiotikom,
izolati vrste E. faecalis tvorijo debelejSe biofilme, ki jim omogocajo toleranco na antibiotike
(Soares in sod., 2014). Po dostopnih podatkih raziskav o filmotvornosti drugih enterokoknih
vrst e ni (Ch'ng in sod., 2019).

224 Zdravljenje enterokoknih okuzb

Ce izolati enterokokov ne izkazujejo odpornosti proti visokim koncentracijam aminoglikozidov
in so hkrati ob¢utljivi za zaviralce sinteze celi¢ne stene (peniciline in glikopeptide), lahko zaradi
njihovega sinergisticnega in baktericidnega delovanja za zdravljenje uporabimo kombinacijo
teh antibiotikov (EUCAST, 2020Db).

Za zdravljenje okuzb z bakterijami vrste E. faecalis uporabljamo ampicilin, vankomicin ter
kombinacije aminoglikozidov (najpogosteje gentamicin) in antibiotika, ki deluje na celi¢no
steno (ampicilin ali vankomicin). Izbor antibiotikov je pri zdravljenju okuzb z bakterijami vrste
E. faecium navadno bolj omejen, saj pri tej vrsti pogosto ugotovimo odpornost proti
betalaktamskin antibiotikom (Germ in Seme, 2020). Pri izolatih, ki so odporni proti
antibiotikom prve izbire, lahko za zdravljenje okuzb pri ljudeh uporabimo tudi novejse
antibiotike: kvinupristin/dalfopristin, linezolid in daptomicin (Garcia-Solache in Rice, 2019;
Hammerum in sod., 2010). Ti antibiotiki, vklju¢no z vankomicinom, so uvrsceni v skupino
kriticnih antibiotikov (angl. critically important antimicrobials, CIA), namenjenih samo za
zdravljenje hujSih okuzb pri ljudeh in ne za zdravljenje zivali (WHO, 2017a).
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23 ODPORNOST PROTI ANTIBIOTIKOM

Odpornost bakterij proti antibiotikom delimo na naravno (intrinzi¢no) in pridobljeno
(sekundarno). O naravni odpornosti govorimo, kadar so bakterije naravno odporne proti
nekaterim antibiotikom, ker nimajo tar¢nih mest, na katera lahko antibiotiki delujejo ali kadar
je antibiotikom zaradi znacilne sestave celicne stene bakterije prepreCen dostop do tar¢nega
mesta njihovega delovanja. Naravno odpornost najdemo pri vecini predstavnikov dolocene
vrste ali rodu, geni za odpornost se nahajajo na kromosomu in se na¢eloma ne prenasajo na
druge bakterijske vrste. Nasprotno pa pridobljeno odpornost najdemo le pri posameznih izolatih
bakterije znotraj doloCene vrste ali rodu. Pridobljena odpornost bakterij je sposobnost
organizma, da postane odporen proti antibiotiku, na katerega je sicer naravno obcutljiv. Lahko
je posledica mutacije kromosomskega ali plazmidnega gena posamezne bakterijske celice za
tarCo antibiotika ali pridobljene nove genetske informacije z genskim prenosom iz druge
bakterijske celice. Geni za odpornost se z odpornih sevov prenesejo na obcutljive z mobilnimi
genetskimi elementi (npr. plazmidi, transpozoni, integroni), predvsem s transformacijo,
konjugacijo ali transdukcijo. Pridobljena odpornost proti antibiotikom temelji na $tirih glavnih
mehanizmih: spremembi tarénega mesta oz. prijemaliS¢a antibiotika ali spremembi presnovne
poti, na katero deluje antibiotik, zmanjSani prepustnosti celicne membrane za antibiotik,
encimski razgradnji ali modifikaciji antibiotika ter aktivnem iz¢rpavanju antibiotika iz celice.
Sposobnost mobilnih genetskih elementov, da zberejo razli¢ne gene, ki kodirajo odpornost proti
razlicnim skupinam antibiotikov, pa povzro¢i nastanek veckratno odpornih sevov (Miiller
Premru in Pir$, 2020; Seme, 2002).

Veckratno odporne bakterije (VOB, angl multidrug-resistant bacteria, MDR) so bakterije, ki
so odporne proti vsaj enemu antibiotiku iz treh ali ve€ razli¢nih skupin protimikrobnih zdravil.
Kot ekstremno odporne bakterije (angl. extensively drug-resistant, XDR) opredelimo tiste, ki
so obcutljive samo Se za eno ali dve skupini testiranih protimikrobnih zdravil, panrezistentne
(angl. pandrug-resistant, PDR) pa so bakterije, ki so odporne proti vsem testiranim
protimikrobnim zdravilom v vseh skupinah protimikrobnih zdravil (Magiorakos in sod., 2012).

2.3.1 Odpornost enterokokov

Enterokoki so naravno odporni proti Stevilnim skupinam protimikrobnih zdravil (Arias in
Murray, 2012; Hollenbeck in Rice, 2012). Primarno so odporni proti cefalosporinom, nizkim
koncentracijam  aminoglikozidov, klindamicinu, sulfonamidom in trimetoprim—
sulfametoksazolu (Arias in Murray, 2012; EUCAST, 2020a; EUCAST, 2020b; Garcia-Solache
in Rice, 2019; Hollenbeck in Rice, 2012). Izolati vrste E. faecalis so primarno odporni tudi proti
kvinupristinu/dalfopristinu, vrst E. gallinarum in E. casseliflavus pa proti vankomicinu
(EUCAST, 2020b).

Poleg tega je zanje znalilno tudi, da imajo zmoznost hitrega pridobivanja sekundarne
odpornosti (Slika 3) proti vsem trenutno obstojec¢im antibiotikom, vklju¢no z rezervnimi
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antibiotiki kot so daptomicin, kvinupristin/dalfopristin in linezolid. Enterokoki razpolagajo s
Sirokim spektrom mehanizmov za pridobljeno odpornost, bodisi z mutacijami ali s
horizontalnim prenosom genetskega materiala preko plazmidov in transpozonov (Ahmed in
Baptiste, 2017; Arias in Murray, 2012; Cetinkaya in sod., 2000; Furuya in Lowy, 2006; Kak in
Chow, 2002; Miller in sod., 2014; Werner in sod., 2013). Sposobnost mobilnih genetskih
elementov, da zberejo razlicne gene, ki kodirajo odpornost proti razlicnim skupinam
antibiotikov, pa povzro¢i nastanek veckratno odpornih sevov. Nekateri izolati pridobijo
odpornost tudi proti trem ali celo ve€ razlicnim skupinam antibiotikov in jih zato uvrs¢amo v
skupino veckratno odpornih enterokokov (Hollenbeck in Rice, 2012; Klare in sod., 2003;
Magiorakos in sod., 2012).
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Slika 3: Mehanizmi sekundarne odpornosti pri enterokokih (Arias in Murray, 2012).
Figure 3: Mechanisms of enterococcal antimicrobial resistance (Arias and Murray, 2012).

Veckratno odporni izolati, Se posebej ¢e so hkrati odporni tudi proti vankomicinu, oteZujejo
zdravljenje, poleg tega pa imajo pomembno vlogo pri moZnosti prenosa genov za odpornost
znotraj rodu ali celo med razli¢nimi rodovi (Hollenbeck in Rice, 2012; Klare in sod., 2003;
Miller in sod., 2014; Tenover in McDonald, 2005; Giraffa, 2002).

Antibiotiki, ki smo jih testirali v tej nalogi, so glede na njihov mehanizem delovanja prikazani
v Tabeli 2.
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Tabela 2: Skupine testiranih antibiotikov in njihov mehanizem delovanja.
Table 2: Antimicrobial groups tested and their resistance mechanism.

Skupine protimikrobnih Antibiotik Mehanizem delovanja v bakterijski celici

zdravil

aminoglikozidi gentamicin zaviralci sinteze celi¢nih beljakovin

betalaktamski antibiotiki ampicilin zaviralci sinteze celi¢ne stene

fenikoli kloramfenikol zaviralci sinteze celi¢nih beljakovin

fluorokinoloni ciprofloksacin zaviralci sinteze nukleinskih kislin

glikopeptidi teikoplanin zaviralci sinteze celicne stene
vankomicin

lipopeptidi daptomicin zaviralci delovanja celicne membrane

makrolidi eritromicin zaviralci sinteze celi¢nih beljakovin

oksazolidinoni linezolid zaviralci sinteze celi¢nih beljakovin

streptogramini kvinupristin- zaviralci sinteze celi¢nih beljakovin
dalfopristin

tetraciklini tetraciklin zaviralci sinteze celi¢nih beljakovin
tigeciklin

Enterokoki so primarno dobro obcutljivi za tetracikline in eritromicin, vendar pri teh skupinah
antibiotikov pogosto ugotavljamo pridobljeno odpornost (razen za tigeciklin). Prav tako so
primarno dobro obcutljivi tudi za nekatera novejSa zdravila (linezolid, tedizolid, daptomicin,
televancin, oritavancin), vrsta E. faecium tudi za kombinacijo kvinupristin/dalfopristin (Garcia-
Solache in Rice, 2019). Proti enterokokom delujejo tudi flouorokinoloni, vendar je pri vrsti
E. faecium pogosto ugotovljena pridobljena odpornost proti ciprofloksacinu (de Lastours in
sod., 2017).

Na Sliki 4 (Garcia-Solache in Rice, 2019) je predstavljena ¢asovnica pomembnejSih dogodkov
v zgodovini, povezanih z enterokoki kot patogenimi bakterijami. Casovni trak se zaéne s prvim
opisom enterokokov leta 1899, nadaljuje se s prvim opisom prenosa odpornosti proti
kloramfenikole leta 1964, le 15 let po zacetku njegove uporabe za zdravljenje. Podobno se je
zgodilo tudi pri aminoglikozidih in glikopeptidih. Pojavu proti vankomicinu odpornih izolatov
vrste E. faecium v poznih 80-ih letih prejSnjega stoletja je sledil Se pojav odpornosti proti
novejSim antibiotikom, linezolidu in daptomicinu, kmalu po zaetku uporabe. Medtem ko
prevalenca bakterij VRE vrste E. faecium v povezavi z okuzbami v zdravstvu narasc¢a, ve€ina
enterokokov Se vedno ostaja dobro obcutljiva za novejSe antibiotike.
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Slika 4: Enterokoki skozi ¢as: pomembnejsi dogodki glede okuzb pri ljudeh (modro obarvani kvadratki),
odpornosti proti antibiotikom (zeleni kvadratki) in ¢as uvedbe novega antibiotika za zdravljenje (rdeci kvadratki)
(Garcia-Solache in Rice, 2019).

Figure 4: Timeline of relevants events in the history of enterococci as human pathogens (blue rectangles),
apperance of antibiotic resistance (green rectangles) and antibiotic debut (red rectangles) (Garcia-Solache in Rice,
2019).

2.3.1.1  Odpornost proti betalaktamskim antibiotikom

Enterokoki so Ze naravno odporni proti dolo¢enim skupinam znotraj betalaktamskih
antibiotikov (cefalosporinom), medtem ko so praviloma obcutljivi za peniciline (ampicilin,
piperacilin) in karpabeneme (Garcia-Solache in Rice, 2019; Kak in Chow, 2002).
Betalaktamski antibiotiki delujejo baktericidno, tako da zavirajo sintezo celi¢ne stene bakterije
(peptidoglikana). Vstopajo skozi bakterijsko steno in se vezejo na proteine PBP (penicilin
vezoCi proteini, angl. penicillin-binding protein), ki so na citoplazemski membrani, s tem
preprecujejo zamrezenje peptidoglikana in rast bakterijske stene (Kak in Chow, 2002; Kotnik,
2002; Miiller Premru in Pir§, 2020). Za razliko od stafilokokov, pri katerih je glavni mehanizem
odpornosti proti betalaktamskim antibiotikom izlocanje encimov betalaktamaz, je pri
enterokokih glavni mehanizem odpornosti povezan s tockastimi mutacijami v regiji PBPS pri
vrsti E. faecium in v regiji PBP4 pri vrsti E. faecalis. Posledicno pride do slabse vezave
betalaktamskih antibiotikov v celi€ni steni in bakterija pridobi odpornost proti tej skupini
antibiotikov. Gen, ki nosi zapis za proizvodnjo PBP5, je pbp5 in se lahko med bakterijskimi
celicami prenaSa s transpozonom 7n5382, ki hkrati nosi tudi gene za odpornost proti
vankomicinu (Arias in Murray, 2012; EFSA, 2012; Hollenbeck in Rice, 2012; Kak in Chow,
2002). Pri vrsti E. faecalis je odpornost proti ampicilinu redka (veinoma gre za mutacijo gena
pbp35), nasprotno pa je pri vrsti E. faecium pogosta (EUCAST, 2020a; Garcia-Solache in Rice,
2019; Torres in sod., 2018).
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Molekularne analize kazejo, da je pri humanih izolatih vrste E. faecium, ki so zelo odporni proti
ampicilnu (MIK >16 pg/ml), relativno malo genetskih linij (veCina pripada klonalnemu
kompleksu CC 17), ki so se uspesno razsirile po bolniSnicah in povzrocajo klini¢ne okuzbe ter
kolonizacijo bolnikov, zdravljenih z razli¢nimi antibiotiki. Na drugi strani izolati vrste
E. faecium, ki izvirajo iz zdravih ljudi in niso povzrocitelji okuzb, izkazujejo dobro obcutljivost
za ampicilin (MIK < 2 pg/ml), pri zivalskih izolatih vrste E. faecium pa vrednost MIK za
ampicilin zelo variira, od 0,5 do 128 2 pg/ml (Galloway-Pefia in sod., 2009; Montealegre in
sod., 2016).

2.3.1.2  Odpornost proti glikopeptidom

Glikopeptidi delujejo le proti po Gramu pozitivnim bakterijam, vendar jih zaradi manjse
ucinkovitosti v primerjavi z betalaktamskimi antibiotiki vecinoma uporabljamo pri zdravljenju
tezjih okuzb z odpornimi bakterijami (npr. s proti meticilinu odporno bakterijo S. aureus,
MRSA). Najbolj znana predstavnika iz skupine glikopeptidov sta vankomicin in teikoplanin
(Kak in Chow, 2002; Miiller Premru in Pir§, 2020; Seme, 2002). Glikopeptidi so velike
kompleksne molekule, ki so sestavljene iz heptapeptidov, aromatskih obrocev in razli¢nih
sladkorjev (Kak in Chow, 2002). So baktericidni antibiotiki, njihov na¢in delovanja pa temelji
na zaviranju sinteze celi¢ne stene, in sicer s transglikolizacijo peptidoglikana preden pride do
zamrezZenja, ki ga omogocajo encimi PBP (Miiller Premru in Pir§, 2020; Seme, 2002). Za razliko
od penicilinov, glikopeptidi delujejo na sintezo celi¢ne stene tako, da delujejo na substrate
encimov, ki sodelujejo pri sintezi celi¢ne stene. Odpornost naj bi bila posledica nenavadne poti
biosinteze peptidoglikana, kjer se namesto normalnega prekurzorja UDP-muramilpentapeptida
sintetizira UDP-muramiltetrapeptid-D-laktat. Encimi, ki katalizirajo sledee reakcije,
prepoznajo spremenjen vmesni produkt kot substrat. Struktura nastalega peptidoglikana ima na
koncu pentapeptida namesto D-alanil-D-alanina vezan D-alanil-D-laktat ali D-alanin-D-serin,
ki pa ga glikopeptid ne prepozna in zato ne tvori kompleksa (Kak in Chow, 2002; Miiller
Premru in Pir§, 2020; Torres in sod., 2018). Odpornost proti glikopeptidom je zapisana na genih
(operonih) van, ki se izraZajo v treh fenotipih odpornosti; fenotip VanA in VanB sta pridobljeni
obliki odpornosti, fenotip VanC pa je intrinzi¢na lastnost bakterij vrst E. gallinarum in E.
casseliflavus in se ne prenaSa na druge enterokoke. Fenotip VanA omogoc¢a odpornost proti
obema, vankomicinu in teikoplaninu, fenotip VanB pa samo proti vankomicinu (Miiller Premru
in Pir§, 2020). V zadnjih desetletjih so opisali devet razli¢nih operonov za odpornost proti
glikopeptidom, ki jih lahko razdelimo v dve kategoriji. V prvo skupino uvr§¢amo operone, ki
so odgovorni za zamenjavo D-alanil-D-alanina z D-alanil-D-laktatom (vand, vanB, vanD in
vanM), v drugo pa operone, ki omogocajo zamenjavo D-alanil-D-alanina z D-alanin-D-serinom
(vanC, vanE, vanG, vanL in vanN). Prvi opisani operon za odpornost proti glikopeptidom je bil
operon vanA, ki ostaja najpogostejsi operon v klinicnem okolju (Garcia-Solache in Rice, 2019).
Geni za zapis odpornosti proti glikopeptidom so locirani na kromosomu ali na mobilnih
elementih, transpozonih. Med bakterijskimi celicami se operon vand najpogosteje prenasa na
transpozonu Tn/546, operon vanB pa na transpozonu Tn5382/1549 (Garcia-Solache in Rice,
2019; Hollenbeck in Rice, 2012; Kak in Chow, 2002; Torres in sod., 2018).
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Vankomicin in teikoplanin sta se klini¢no uspesno uporabljala skoraj 30 let, preden se je
pojavila odpornost bakterij proti tema dvema antibiotikoma (Kak in Chow, 2002). V zacetku
devetdesetih let 20. stoletja se je zaradi poveCane uporabe vankomicina in drugih
Sirokospektralnih antibiotikov v ameriskih bolniSnicah pojavilo znacilno vecje Stevilo izolatov
vrste E. faecium, ki so razvili sekundarno odpornost proti vankomicinu. Prva porocila o izolaciji
VRE v Evropi pa so se pojavila v poznih osemdesetih, vendar so bili to ve¢inoma sevi, izolirani
iz prebavnega trakta zivali oz. iz ljudi, ki niso bili hospitalizirani. Pojav VRE v Evropi je bil
mocno povezan z uporabo avoparcina v krmi zivali. Avoparcin je glikopeptidni antibiotik, ki
so ga v subklini¢nih koncentracijah uporabljali za pospesevanje rasti zivali, vendar so se kmalu
pojavila porocila, da avoparcin povzroca odpornost proti glikopeptidom, ki se v medicini
uporabljajo izkljucno za zdravljenje tezjih okuzb ljudi (Arias in Murray, 2012; EFSA, 2012).
Danska in Nemcija sta bili prvi drzavi, ki sta prepovedali uporabo avoparcina v zivalski krmi,
leta 1997 pa je bila z Direktivo Komisije 97/6/ES uporaba tega antibiotika v Evropi popolnoma
prepovedana. Posledi¢no se je znizala prevalenca VRE pri rejnih zivalih in nehospitaliziranih,
zdravih ljudeh (Klare in sod. 1999), vendar pa so bili izolati VRE po umiku avoparcina Se dolgo
Casa prisotni v rejah zivali (Bortolaia in sod., 2015). V ¢asu velike razsirjenosti izolatov VRE
pri zivalih v Evropski uniji je bila pogostost okuzb ljudi nizka, vendar pa se je Stevilo okuzb
ljudi, povezanih z VRE, pri ljudeh od leta 1999 povecalo (Ahmed in Baptiste, 2017).

2.3.1.3  Odpornost proti aminoglikozidnim antibiotikom

V skupino aminoglikozidnih antibiotikov uvr$¢amo streptomicin, gentamicin, kanamicin,
neomicin, tobramicin, amikacin in druge. Njihov nacin delovanja je vezava na specifien
proteinski receptor na ribosomski podenoti 30 S, s ¢imer preprecijo vezavo t-RNK na ribosom
in prenos t-RNK, s tem pa zavirajo sintezo proteinov in delujejo baktericidno (Kotnik, 2002;
Miiller Premru in Pir§, 2020). Zaradi slabSe prepustnosti celi¢ne stene za velike molekule
aminoglikozidov so enterokoki Ze naravno odporni proti nizkim (kliniénim) koncentracijam,
zato je zdravljenje z antibiotiki iz te skupine v monoterapiji neucinkovito (Arias in Murray,
2012; Aslangul in sod., 2006; EUCAST, 2020a; Garcia-Solache in Rice, 2019). Za zdravljenje
hujsih enterokoknih okuZzb jih lahko zaradi sinergisti¢nega delovanja uporabimo v kombinaciji
z zaviralci sinteze celicne stene, ¢e enterokoki ne kaZzejo odpornosti proti aminoglikozidom v
visokih koncentracijah, kar izni¢i sinergisti¢ni u¢inek (EUCAST, 2020b; Garcia-Solache in
Rice, 2019). Za testiranje odpornosti proti visokim koncentracijam aminoglikozidov (HLAR)
se uporablja gentamicin; izolate z vrednostjo MIK > 128 pg/l uvrs€amo v skupino HLAR
(EUCAST, 2020a). Odpornost proti aminoglikozidom je najpogosteje posledica delovanja
razli¢nih encimov (acetiltransferaze, adeniltransferaze in fosfotransferaze), ki jih kodirajo geni
na plazmidih in transpozonih. Ti aminoglikozid-spreminjajo¢i encimi (angl. aminoglycoside-
modifying enzymes, AMFE) tako spremenijo strukturo antibiotika, da ta ni ve¢ ucinkovit. Vzrok
pridobljene odpornosti proti visokim koncentracijam aminoglikozidov so lahko tudi mutacije,
ki spremenijo ribosomsko beljakovino S12 ali motijo prenos antibiotika skozi celi¢no steno.
Pridobljena odpornost pa je lahko tudi posledica aktivnega ¢rpanja antibiotika iz celice. [zmed
vseh genov, ki nosijo zapis za odpornost proti visokim koncentracijam aminoglikozidov, so
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klini¢no najpomembnejsi tisti, ki kodirajo odpornost proti gentamicinu in streptomicinu, saj se
omenjena antibiotika najpogosteje uporabljata pri zdravljenju resnih enterokoknih okuzb (Arias
in Murray, 2012; Garcia-Solache in Rice, 2019; Hollenbeck in Rice, 2012; Miiller Premru in
Pirs, 2020). 1zolati vrste E. faecium tvorijo Se kromosomski AAC(6")-1 encim, ki je odgovoren
za izgubo sinergizma med aminoglikozidi (z izjemo gentamicina, amikacina in streptomicina)
in penicilini oz. glikopeptidi (EUCAST, 2020b).

Odpornost proti visokim koncentracijam glikopeptidov je bila pri enterokokih iz vzorcev rejnih
zivali ter zivil zivalskega izvora prvi€ opisana leta 1998 na Danskem (Torres in sod., 2018).

2.3.1.4  Odpornost proti tetraciklinom

Tetraciklini so Sirokospektralni bakteriostati¢ni antibiotiki, ki preprecujejo sintezo bejlakovin
v bakterijski celici, tako da se reverzibilno vezejo na ribosomsko podenoto 30 S in preprecijo
vezavo aminoacil-t-RNK na akceptorsko mesto (Miiller Premru in Pirs, 2020). V veterinarski
medicini se najpogosteje uporabljajo tetraciklin, klortetraciklin, oksitetraciklin in doksiciklin
Odpornost enterokokov proti njim je precej pogosta, opisanih je ve¢ kot 60 genov, ki jo
kodirajo, med njimi najpogosteje tet(M), tet(O), tet(S), tet(K) in tet(L). Gen tet(M), ki se
najpogosteje pojavlja pri proti tetraciklinu odpornih enterokokih in drugih po Gramu pozitivnih
bakterijah, je lociran na transpozonu Tn9/6/Tni545 (Torres in sod., 2018). Do nastanka
odpornosti proti tetraciklinom pride zaradi spremembe tarénega mesta, encimske razgradnje,
zmanj$ane prepustnosti ali aktivnega ¢rpanja antibiotikov iz celice s posebnimi membranskimi
¢rpalkami (Garcia-Solache in Rice, 2019; Miiller Premru in Pirs, 2020).

V skupino tetraciklinov v S$irSem pomenu spadajo tudi glicilciklini, med katerimi je
najpomembnejsi predstavnik tigeciklin. Delujejo na enak nacin, imajo Sirok spekter delovanja
in so zaviralci sinteze beljakovin. Prednost tigeciklina je, da se proti njemu redko pojavijo
mehanizmi za odpornost (redko nastane odpornost zaradi ¢rpanja antibiotika iz bakterije)
(Garcia-Solache in Rice, 2019; Miiller Premru in Pirs, 2020).

2.3.1.5 Odpornost proti makrolidom, linkozaminom in streptograminom

V skupino makrolidov uvrS¢amo razli¢ne kemicne spojine, za vse pa je znacilen makrocikli¢ni
laktonski obro¢. Makrolidi so Sirokospektralni bakteriostati¢ni antibiotiki, ki zavirajo sintezo
beljakovin, tako da se reverzibilno vezejo s 23S rRNK ribosomske podenote 50S in z
zaviranjem encima peptidil transferaze preprecijo translacijo in podaljSevanje beljakovinske
verige. Najbolj znan makrolid je eritromicin. Odpornost proti eritromicinu je bila opisana ze
takoj po zacetku klini¢ne uporabe antibiotika pri ljudeh leta 1952, kodirana pa je z razli¢nimi
genetskimi determinantami. Med vec kot 92 opisanimi geni, ki kodirajo pridobljeno odpornost
proti eritromicinu pri entreokokih iz ljudi in zivali, je najpogostejsi gen erm(B), ki se po navadi
prenasa na transpozonu Tn9/7 (Torres in sod., 2018; Miiller Premru in Pir§, 2020). Pri vrsti
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E. faecium je opisana primarna kromosomalna odpornost proti makrolidom z genom msr(A) in
linkozamide z genom /inB (Portillo in sod., 2000; Torres in sod.; 2018).

Proti linkomicinu in klindamicinu so enterokoki primarno odporni (Torres in sod., 2018).

Streptogramini so skupina antibiotikov, ki so naravni produkti nekaterih bakterij v zemlji in
zavirajo sintezo proteinov. Uvr§¢amo jih v skupino rezervnih antibiotikov (Miiller Premru in
Pir§, 2020). Najpomembnejsi predstavnik je kvinupristin-dalfopristin (Q/D), ki je bil prvi
antibiotik, priznan s strani ameriSke Uprave za hrano in zdravila (Food and Drug
Administration, FDA) za zdravljenje okuzb s sevi vrste E. faecium, odpornimi proti
vankomicinu (Arias in Murray, 2012; Hollenbeck in Rice, 2012). Omenjeni antibiotik je
sestavljen iz dveh komponent — semisinteticnih streptograminov B in A, ki delujeta
sinergisti¢no. Podobno kot pri makrolidnih in linkozamidnih antibiotikih, Q/D zavira sintezo
proteinov, tako da se veze na specifi¢en receptor, ki je na ribosomski podenoti 50S (Miiller
Premru in Pirs, 2020). Izolati vrste E. faecalis so naravno odporni proti dalfopristinu in zaradi
tega tudi proti Q/D. Pri izolatih vrste E. faecium pa je sekundarna odpornost najpogosteje
posledica delovanja encima virginiamicin acetiltransferaze (Vat), ki povzrofa spremembo
strukture antibiotika, inaktivacijo antibiotika in aktivno iz€rpavanje antibiotika iz bakterijske
celice (Arias in Murray, 2012; Hollenbeck in Rice, 2012; Kak in Chow, 2002).

2.3.1.6  Odpornost proti fluorokinolonom

Osnova kinolonov, ki so trenutno ena najpomembnejsih skupin potimikrobnih zdravil, je
nalidiksinska kislina. Njihova nadgradnja so fluorokinoloni, med katerimi so najbolj znani
ciprofloksacin, levofloksacin in moksifloksacin, v veterinarski medicini tudi enrofloksacin in
marbofloksacin. So Sirokospektralni, baktericidni kemoterapevtiki, ki zavirajo sintezo
nukleinskih kislin. Pri po Gramu pozitivnih bakterijah zavirajo delovanje bakterijske DNK-
topoizomeraze 1V, pri po Gramu negativnih bakterijah pa DNA-giraze; obe sta potrebni za
podvojevanje bakterijskega kromosoma (Miiller Premru in Pir§, 2020). Ciprofloksacin in
levofloksacin se uporabljata predsvem za zdravljenje enterokoknih okuzb secil. Pridobljena
odpornost bakterij proti kinolonom je vefinoma posledica mutacij na genih za bakterijska
encima (gyr4 in parC), v manjsi meri pa tudi kot posledica ¢rpanja antibiotika iz bakterijske
celice s ¢rpalkami (EmeA in NorA-like) (Garcia-Solache in Rice, 2019; Torres in sod., 2018).
Odpornost proti ciprofloksacinu je ohranjena pri izolatith vrste E. faecium klonalnega
kompleksa CC17 pri okuzbah, povezanim z zdravstvom in pri skoraj vseh izolatih z odpornostjo
proti glikopeptidom (Werner in sod., 2010).

2.3.1.7  Odpornost proti linezolidu
Linezolid uvr§¢amo v skupino oksazolidinonov in je pomemben antibiotik za zdravljenje okuzb

z VRE in tudi z MRSA (leta 2000 je bil priznan s strani FDA za zdravljenje okuzb z VRE) (Bi1
in sod. 2018). Je bakteriostatien antibiotik, ki se veZe na podenoto 50 S kromosoma ter z
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oviranjem tvorbe iniciacijskega kompleksa med tRNA, mRNA in ribosomom prepreci zacetek
sinteze beljakovin (Miiller Premru in Pir§, 2020; Torres in sod., 2018). Pomembno odkritje je
bila identifikacija gena cfi v enterokokih humanega in Zivalskega izvora. Gen crf kodira rRNA
metiltransferazo, ta pa preprecuje vezavo antibiotika na specificna mesta (Torres in sod., 2018).
Gen so prvi¢ odkrili pri klini¢nih primerih okuzb ljudi s stafilokoki in postavili hipotezo, da gen
verjetno izvira iz zivalskih izolatov (Hollenbeck in Rice, 2012). V letu 2011 je Liu s sodelavci
(2012) prvi opisal in dolocil lokacijo gena pri sevu vrste E. faecalis, izoliranem na goveji farmi.
Poleg omenjenega gena je pomemben Se gen optrA, ki je lahko lociran na kromosomu ali na
plazmidu izolatov vrst E. faecalis in E. faecium pri ljudeh in Zivalih ter kodira ABC-transporter
(Garcia-Solache in Rice, 2019). Odpornost enterokokov proti linezolidu lahko predstavlja
tezavo, saj sodi linezolid med kriticne antibiotike, namenjene zdravljenju ljudi. Geni za
odpornost proti linezolidu (ve¢inoma gen optr4) so bili ugotovljeni pri enterokokih iz rejnih
zivali in v Zivilih zivalskega izvora, niso pa bili ugotovljeni pri domacih ljubljenckih in divjih
zivalih. Kljub temu, da se linezolid ne uporablja za zdravljenje zivali, pa pojav odpornih
enterokokov, ki nosijo gene na mobilnih genetskih elementih, predstavlja tveganje za javno
zdravje (Torres in sod., 2018; Tyson in sod., 2018).

2.3.1.8  Odpornost proti daptomicinu

Daptomicin je cikli¢ni lipopeptidni antibiotik, ki deluje na membrano po Gramu pozitivnih
bakterij, jo depolarizira in okvari ionski gradient, kar povzroci bakterijsko smrt. Primeren je za
zdravljenje zapletenih okuzb koze in podkozja ter bakteriemije in endokarditisa, predvsem
tistih, ki jih povzroc¢ajo veckratno odporni enterokoki (vkljuéno z VRE); uvrs¢amo ga med
rezervne antibiotike in se uporablja samo v bolni$nicah (Arias in sod., 2011; Miiller Premru in
Pirs, 2020; Torres in sod., 2018). Mehanizmi odpornosti enterokokov so po navadi posledica
mutacij na genih, ki kodirajo protein LiaF, odvisno od vrste. Pri vrsti E. faecalis je odpornost
proti daptomicinu povezana s premikom membranskih fosfolipidov, pri vrsti E. faecium pa
zaradi sprememb v fosfolipidni sestavi celicne membrane (Garcia-Solache in Rice, 2019).

2.3.2 Odpornost enterokokov pri ljudeh

NajpogostejSa povzrocitelja enterokoknih okuzb pri ljudeh sta vrsti E. faecalis (90-95 %) in
E. faecium (5-10 %) (Germ in Seme, 2020). Enterokoke pogosto povezujemo z okuzbami,
povezane z zdravstvom, zanje pa lahko v literaturi najdemo razli¢ne epidemioloske podatke. V
ZDA so enterokoki drugi najpogosteje izolirani povzrocitelji okuzb, povezanih z zdravstvom
(Arias in Murray, 2012), medtem ko so v Evropi na tretjem oz. cetrtem mestu (Werner in sod.,
2008).

V skupini EARS-Net (angl. European Antimicrobial Resistance Surveillance Network), ki jo
koordinira Evropski center za prepre¢evanje in obvladovanje bolezni (angl. European Centre
for Disease Prevention and Control; ECDC) ze dve desetletji zbirajo podatke o obcutljivosti
izbranih invazivnih bakterij v drzavah Evropske unije in drzavah Evropskega gospodarskega
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prostora. Podatki se zbirajo po enotni metodologiji, in sicer za prve invazivne okuzbe (iz
vzorcev hemokultur ali likvorja), povzro¢ene z doloCeno bakterijo (tudi za enterokoke) v
opazovanem letu pri posameznem bolniku. Izmed vseh porocanih bakterijskih okuzb v letu
2019 je bil delez okuzb z bakterijami vrste E. faecalis 6,8 %, z bakterijami vrste E. faecium pa
4,5 %. Opisan je tudi trend pojavnosti za izolate vrste E. faecalis, odporne proti visokim
koncentracijam aminoglikozidov (HLAR) ter trend za proti vankomicinu odporne izolate vrste
E. faecium (VRE). Med pojavnostjo HLAR in VRE so bile med posameznimi drzavami EU
razlike, vendar je bil pri izolatih HLAR med leti 2015 in 2019 statisticno znacilen padajoci
trend z31,9 % v letu 2015 na 26,6 % v letu 2019. Zaskrbljajoce je bilo povecanje deleza izolatov
vrste E. faecium VRE z 10,5 % v letu 2015 na 18,3 % v letu 2019 vendar brez posebnega
geografskega vzorca znotraj EU. V skoraj vseh drzavah EU pa so v letu 2019 porocali o zelo
visokem delezu (> 75 %) proti ampicilinu odpornih (ARE) invazivnih izolatov vrste E. faecium
(ECDC, 2020).

Po podatkih mreze EARS-Net Slovenija vsako leto narasca Stevilo prvih primerov invazivnih
okuzb pri nas; v letu 2017 je naraslo za 5,8 %, v letu 2018 pa za 6,6 %, glede na prejsnje leto.
Stevilo prvih primerov invazivnih okuZb se je od leta 2015 do leta 2018 povecalo pri vseh
bakterijah, spremljanih v EARS-Net, od tega pri vrsti E. faecalis za 21,8 %, pri vrsti E. faecium
pa za 8,1 %. Delezev odpornih enterokokov za leti 2017 in 2018 je predstavljen v Tabeli 3.
(Socan in sod., 2018; Soc¢an in sod., 2019)

Tabela 3: Delez odpornih invazivnih (hemokultura in cerebrospinalna tekocina) izolatov vrst E. faecalis in
E. faecium v letih 2017 in 2018 (EARS-Net Slovenija).

Table 3: Proportion of resistant invasive (blood and cerebrospinal fluid) E. faecalis and E. faecium isolates in
years 2017 and 2018 (EARS-Net Slovenia).

Delez odpornih invazivnih izolatov v Sloveniji (EARS-Net Slovenija)
2017 2018
E. faecalis E. faecium E. faecalis E. faecium
(%] (%] [70] [70]
ARE 0,6 91,3 0,0 94,8
VRE 0,0 0,7 0,0 0,0
HLAR 33,5 41,8 20,5 24,0

ARE, proti ampicilinu odporni enterokoki; VRE, proti vankomicinu odporni enterokoki; HLAR, enterokoki,
odporni proti visokim koncentracijam aminoglikozidov.

Podatke o odpornosti enterokokov in drugih bakterij iz klini¢nih vzorcev bolnikov, brez
nadzornih kuznin, v Sloveniji spremlja Slovenska komisija za ugotavljanje obcutljivosti za
protimikrobna zdravila (SKUOPZ). V letu 2017 je bilo glede odpornosti testiranih 7943 prvih
izolatov vrste E. faecalis in 1897 izolatov vrste E. faecium. 1zolati vrste E. faecalis so bili
najbolj odporni proti nitrofurantioinu (24,2 %), v manjSem deleZu pa tudi proti ampicilinu (0,6
%), ciprofloksacinu (0,5 %), linezolidu (0,4 %) ter trije izolati Se proti vankomicinu (0,04 %).
Pri izolatih vrste E. faecium je bil delez odpornosti precej visji proti ciproflaksacinu (94,3 %)
in ampicilinu (89,9 %), man;jsi pa proti vankomicinu (0,6 %) in linezolidu (0,5 %) (Strumbelj
in sod., 2018).
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Prvi invazivni izolati E. faecium VRE so se v Sloveniji pojavili leta 2006. Opisani so tudi
posamezni izbruhi okuzb z bakterijami vrste E. faecium VRE z genom vanB iz Splosne
bolnisnice Novo mesto v letu 2012 in iz Splosne bolniSnice Jesenice v letu 2014 ter z genom
vanA iz bolniSnice v osrednjeslovenski regiji v letu 2012 (Ribi¢ in sod., 2007; Schouten in sod.,
2000; Triglav in sod., 2013).

233 Odpornost enterokokov pri Zivalih

Pri zivalih enterokoke glede namena ugotavljanja odpornosti uvrs¢amo v dve skupini. V prvo
skupino uvrs¢amo enterokoke, ki izkazujejo patogeni potencial in povzrocajo razli¢ne okuzbe.
Te enterokoke spremljamo s terapevtskega vidika, da ugotovimo, kateri antibiotiki so primerni
za zdravljenje in kateri, zaradi pridobljene odpornosti, niso primerni. Podobno kot pri ljudeh,
so tudi pri zivalih najpogostejSe povzrociteljice okuzb bakterije vrst E. faecalis in E. faecium,
pri perutnini je pomemben patogen Se vrsta E. cecorum. V drugo skupino, pri katerih
ugotavljamo odpornost proti antibiotikom, uvrs¢amo komenzalne enterokoke pri rejnih zivalih
(perutnini, prasic¢ih in govedu), ki sluzijo kot indikatorski mikroorganizmi za skupino po Gramu
pozitivnih bakterij. Tako lahko spremljamo stanje glede odpornosti in posredno spremljamo
selekcijski pritisk uporabe antibiotikov na populacijo ¢revesne mikrobiote pri rejnih zivalih. Za
ta namen iz fecesa zdravih zivali na farmi (tik preden gredo v klanje) ali v klavnici izoliramo
vrsti E. faecalis in E. faecium, s poudarkom na spremljanju proti vankomicinu odpornih
izolatov vrste E. faecium (EFSA, 2015). Pregled odpornosti indikatorskih bakterij izvajajo vse
drzave EU po usklajenem protokolu, zato rezultate lahko uporabimo tako na nacionalnem
nivoju kot tudi za mednarodno spremljanje v okviru Izvedbenega sklepa EU o spremljanju in
poroCanju odpornosti zoonotskih in komenzalnih bakterij proti protimikrobnim
zdravilom.Uradno porocilo je obi¢ajno na voljo z dveletnim zamikom od ¢asa vzor€enja, vendar
so podatki kljub temu zelo uporabni, ker nakazujejo trende odpornosti pri razlicnih vrstah in
kategorijah Zivali v EU.

V porocilu EFSA za leto 2013 (EFSA, 2015) so predstavljeni rezultati testiranja indikatorskih
izolatov vrst E. faecalis in E. faecium iz fecesa pri piS€ancih (iz Sestih evropskih drzav (Danska,
Finska, Hrvaska, Spanija, Svedska in Svica) in fecesa pri kokosih nesnicah (Norveska). Pri
obeh vrstah enterokokov i1z piScancjega fecesa so v vecini drzav ugotovili najvecji delez
odpornosti proti tetraciklinu (53,7-88, 9 %) in eritromicinu (20,2-78,7 %), pri izolatih vrste
E. faecium pa tudi visok delez odpornosti proti kvinupristinu/dalfopristinu (65,2-86,3 %) in
nekoliko nizji delez proti ampicilinu (18,8-32,9 %). Vecina drZav ni porocala o odpornosti proti
vankomicinu, razen posameznih izolatov vrste E. faecalis na HrvaSkem (4,3 %, 2013) ter
posameznih izolatov vrste E. faecium v Belgiji (1,4 %, 2013) in Franciji (1,0 %, 2012).
Enterokoki iz fecesa kokosi nesnic (Norveska) so bili v sploSnem manj odporni kot pri piS¢ancih
(EFSA, 2015). Pri prasicih so o odpornosti pri enterokokih iz fecesa porocale Stiri drZave:
Belgija, Danska, Finska, Spanija. Najve¢ji delez odpornosti pri izolatih vrste E. faecalis je bil
ugotovljen proti tetraciklinu (58,3-95,7 %) in eritromicinu (33,3-76,1 %), pri izolatih E.
faecium pa proti kvinupristinu/dalfopristinu (68,1-94,7 %). Delezi odpornosti so se precej
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razlikovali med posameznimi drzavami. O posameznih izolatih bakterij VRE vrste E. faecium
so porocali le iz Belgije (1,5 % v 2013; 4,1 % v 2012) in Francije (1,1 % v 2012).

Odpornost enterokokov, izoliranih iz vzorcev zivali, je bila predmet tudi drugih razli¢nih
raziskav, predvsem za skupini betalaktamskih antibiotikov in glikopeptidov.

Betalaktamski antibiotiki: Pri izolatih vrste E. faecalis, razen nekaj izjem, niso ugotovili
odpornosti proti ampicilinu, medtem ko se je prevalenca odpornih izolatov vrste E. faecium
razlikovala med drzavami in vrstami zivali. Odpornost proti ampicilinu (30 %) so odkrili v
fecesu perutnine na Portugalskem, ne pa tudi pri govedu na klavnici v Avstraliji (Poeta in sod.,
2006; Barlow in sod., 2017). Pri psih se je delez proti ampicilinu odpornih izolatov vrste E.
faecium iz vzorcev fecesa zelo razlikoval: 3 % na Portugalskem, 23 % v Veliki Britaniji, 63 %
v ZDA ter 76 % na Danskem (Damborg in sod., 2009; Jackson in sod., 2009; Poeta in sod.,
2006).

Glikopeptidi: O odpornosti enterokokov proti vankomicinu, kot najbolj znac¢ilnem predstavniku
skupine, so porocale Stevilne raziskave, ki so jih Torres in sod. (2018) povzeli v preglednem
¢lanku. Vrsta E. faecium z genotipom vand je bila najpogosteje opisana kot odporna proti
vankomicinu pri rejnih zivalih. Gen vanA4 je, po do zdaj dostopnih podatkih, najpogoste;jsi vzrok
pridobljene odpornosti proti vankomicinu, ugotovili pa so ga tudi pri vrstah E. faecalis, E.
casseliflavus, E. durans, E. hirae in E. mundtii. Pri zivalih se pojavljata tudi gen vanB (opisan
pri vrstah E. faecalis, E. faecium in E. hirae pri prasicih in perutnini) in gen vanC1 (opisan pri
vrstah E. faecalis, E. faecium in E. mundtii pri perutnini). Delez odpornih enterokokov se
razlikuje glede na skupino rejnih zivalih; najvisji je pri perutrnini (0-77 %), nizji pa pri prasic¢ih
(0-25,3 %) in govedu (00,5 %). Pri psih so proti vankomicinu odporne enterokoke do sedaj
ugotovili le v fecesu, in sicer pri vrsti E. faecium z genotipom vanA v obdobju med 1996 in
2003 (prevalenca 2,8-22,7 %). Pozneje bakterije VRE vrste E. faecium pri psih, niti pri bolnih,
niso bile ve¢ opisane (povzeto po Torres in sod, 2018). Znan pa je primer iz Nove Zelandije,
kjer so pri psicki z mastitisom izolirali bakterije VRE vrste E. faecalis z genotipom vanA
(Manson in sod., 2003).
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24 ENTEROKOKI V ZIVILIH ZIVALSKEGA IZVORA

Enterokoke uvr§¢amo v skupino mlecno-kisliniskih bakterij (angl. lactic acid bacteria, LAB),
ki jih lahko najdemo v Stevilnih, tako v surovih kot v toplotno obdelanih zivilih rastlinskega in
zivalskega izvora (Franz in sod., 2003; Foulqui¢ Moreno in sod., 2006; Klein, 2003; Miiller,
2001). Zaradi njihove sposobnosti prezivetja pri visjih temperaturah in v okolju s povecano
koncentracijo soli jih uvrs¢amo med kvarljivce zivil (Franz in sod., 2011; Foulquié Moreno in
sod., 2006).

Prisotnost enterokokov v prebavnem traktu Zzivali in v okolju predstavlja veliko moZnost
kontaminacije surovega mesa in mleka vzdolz celotne prehranske verige. Z enterokoki je lahko
kontaminirana ze sama surovina, lahko pa pri procesu proizvodnje zivila pride do naknadne
kontaminacije kon¢nega produkta (Giraffa, 2002; Torres in sod., 2018). Enterokoke lahko
uporabljamo kot indikatorje fekalne kontaminacije zivil (Foulquié Moreno in sod., 2006; Franz
in sod., 2007). Njihova prisotnost v zivilih je lahko povezana z nezadostno higiensko prakso,
npr. kontaminacijo mesa med procesom evisceracije na klavni liniji. Nekatere raziskave kazejo,
da se vec kot 90 % zivil zivalskega izvora z enterokoki kontaminira ze v klavnici (Franciosi in
sod., 2009; Hammerum in sod., 2010; Torres in sod., 2018; Tyson in sod., 2017). Vendar pa to
ne drzi vedno, na kar lahko sklepamo tudi iz dolocil Uredbe evropske komisije o mikrobioloSkih
merilih za Zivila, v kateri ni predpisanih mej glede prisotnosti enterokokov v hrani (Uredba
komisije §t. 1441/2007).

Prisotnost enterokokov v hrani pa Se zdale¢ nima samo negativne plati. Enterokoki namrec
igrajo pomembno vlogo v procesu fermentacije pri proizvodnji razli¢nih tradicionalnih
fermentiranih Zivil z edinstvenimi organolepticnimi lastnostmi (tradicionalni siri in klobase)
(Franz in sod., 2003; Foulquié¢ Moreno in sod., 2006; Miiller, 2001). Zaradi proizvodnje mle¢ne
kisline ter proteoliticnih in encimskih aktivnosti jih pri proizvodnji Zivil uporabljamo kot
Starterske kulture, ki vplivajo na okus, aromo in teksturo zivil (Gaglio in sod., 2016; Jaouani in
sod., 2015). Prav tako so pomembni tudi pri naravni konzervaciji Zivil zaradi njihove
sposobnosti tvorbe baktericidnih substanc, npr. mle¢ne kisline in bakteriocinov (enterocinov)
(Reis in sod., 2012; Jaouani in sod., 2015). Znano je, da imajo enterocini, ki jih proizvajajo
enterokoki, v Zivilih mo¢no protimikrobno delovanje proti patogenim bakterijam kot so Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium botulinum in
Pseudomonas aeruginosa, poleg tega pa tudi proti kvaljivcem in nekaterim glivam (Cleveland
in sod., 2001; Franz in sod. 2007; Ben Braiek in sod., 2018).

Enterokoki se lahko uporabljajo tudi kot probiotiki za ljudi in zivali. V prehrani ljudi se
najveckrat pojavljajo v kombinaciji z drugimi mle¢no-kislinskimi bakterijami (Lactobacillus,
Bifidobacterium), in sicer v jogurtih in drugih fermentiranih mle¢nih izdelkih, lahko pa tudi v
obliki farmacevtskih pripravkov. Glavni namen uporabe probiotikov je blagodejni vpliv na
zdravje gostitelja s pospeSevanjem presnove laktoze, zatiranje drugih, patogenih, bakterij v
Crevesju ter blazenje driske. Vendar pa je pred uporabo enterokokov kot biokonzervansov,
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Starterskih kultur ali probiotikov nujno izvesti oceno varnosti glede moznosti prenosa genov za
virulen¢ne dejavnike in/ali za odpornost proti protimikrobnim zdravilom (Ben Braiek in sod.,
2018; Franz in sod., 2003; Franz in sod. 2007; Franz in sod., 2011; Baccouri in sod., 2019).

Najpogostejsi vrsti enterokokov, ki jih izoliramo iz zivil, sta vrsti E. faecalis in E. faecium,
redkeje pa izoliramo tudi druge vrste - E. casseliflavus, E. durans, E. hirae, E. gallinarum,
odvisno od zivila (Aarestrup in sod., 2002; Foulqui¢ Moreno in sod., 2006; Franciosi in sod.,
2009; Gelsomino in sod., 2001; Klein, 2003). V slovenskih tradicionalnih sirih so poleg
najpogostejSih vrst E. faecalis in E. faecium ugotovili Se vrste E. hirae, E. casseliflavus,
E. gallinarum in E. mundtii (Mohar Lorbeg, 2008). Pogosto iz mle¢nih izdelkov izolirajo tudi
vrsto E. italicus (Maietti in sod., 2007).

24.1 Odpornost enterokokov iz Zivil Zivalskega izvora

V porocilu EFSA za leto 2013 (EFSA, 2015) so predstavljeni rezultati testiranja indikatorskih
izolatov vrst E. faecalis in E. faecium iz mesa piS€ancev in svinjine iz Stirih drzav (Danska,
Madzarska, Nizozemska in Slovenija) ter iz vzorcev govedine iz treh drzav (Danska,
Madzarska, Nizozemska). Izolati vrste E. faecalis iz mesa piS€ancev so bili v najvecji meri
odporni proti tetraciklinu (46,8-80,0 %) in eritromicinu (51,6 %), medtem ko so izolati vrste
E. faecium izkazovali razli¢no stopnjo odpornosti proti tema dvema antibiotikoma, glede na
posamezno drzavo. Pri izolatih vrste E. faecium v mesu pis€ancev so porocali tudi o visokem
delezu odpornosti proti kvinupristinu/dalfopristinu (54,5-73,3 %). Nizji delez (< 10 %)
odpornosti proti ampicilinu, kloramfenikolu in gentamicinu pa so ugotovili pri izolatih obeh
vrst iz piS¢ancjega mesa. Podobna situacija je bila tudi pri enterokokih iz svinjine in govedine,
zelo razlicen glede na posamezno drzavo. Proti vankomicinu odporne izolate so ugotovili le pri
vrsti E. faecalis iz mesa piS€ancev na Madzarskem. Porocali pa so tudi o posameznih izolatih
vrste E. faecalis, odpornih proti linezolidu v mesu pis€ancev in v govedini (EFSA, 2015).
Enterokoki izolirani iz tradicionalnih slovenskih sirov so bili dobro obcutljivi za betalaktamske
antibiotike, vankomicin, teikoplanin in visoke koncentracije gentamicina, medtem ko so
izkazovali odpornost proti rifampicinu (36 %), tetraciklinu (11 %), eritromicinu in
kloramfenikolu (oba 8 %) ter ciprofloksacinu (2 %) (Mohar Lorbeg, 2008). Enterokoki,
1zolirani vzdolZ celotne proizvodnje tradicionalnih siciljanskih sirov, pa so bili odporni proti
eritromicinu (52,5 %), ciprofloksacinu (35 %), kvinupristinu/dalfopristinu (20 %), tetraciklinu
(17,5 %) in visokim koncentracijam streptomicina (5 %) (Gaglio in sod., 2016). Pri vrsti
E. italicus iz mle¢nih izdelkov so ugotovili le odpornost proti tetraciklinom (17 %), medtem ko
so bili izolati za vse ostale testirane antibiotike dobro obcutljivi (Maietti in sod., 2007).
Enterokoki razlicnih vrst iz morske hrane v Tuniziji so bili odporni proti ciprofloksacinu
(43,2 %), streptomicinu (29,5 %), tetraciklinu (27,3 %), eritomicinu (25 %), kloramfenikolu
(9,1 %) in gentamicinu (6,8 %) (Ben Said in sod., 2017). Enterokoki iz S8koljk klapavic, nabranih
leta 2011 v slovenskem morju, so bili odporni proti tetraciklinu (68,8 %) in eritromicinu
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(56,2 %), daptomicinu (12,5 %) in visokim koncentracijam aminoglikozidov (3,1 %) (Golob in
sod., 2018b).

V obsezni raziskavi v ZDA so pri izolatih vrste E. faecium iz mesa v ugotovili nizko prevelanco
odpornosti pri izolatih iz govedine (4 %) in svinjine (2,7 %), za razliko iz mesa piScancev, kjer
je bilo odpornih 26 % izolatov, iz puranjega mesa pa celo 62,6 % izolatov (Tyson in sod., 2017).
Bortolaia in sodelavci (2016) so primerjali podatke glede odpornih izolatov vrste E. faecium iz
mesa perutnine in humanimi klini¢nimi izolati iz nekaterih drzav EU (Danska, Nizozemska,
Slovenija, Svedska) ter ZDA. Ugotovili so, da so humani izolati kazali visok deleZ odpornosti
proti ampicilinu (> 80 %), ne glede na drzavo, medtem ko je bila odpornost pri izolatih iz mesa
znacilno nizja.

Podobno kot pri rejnih zivalih, je bila tudi v Zivilih zivalskega izvora proti vankomicinu
najpogosteje ugotovljena vrsta E. faecium z genotipom vanA. Gen vanA so ugotovili tudi pri
drugih vrstah E. faecalis, E. cecorum, E. durans, E. gallinarum in E. hirae iz razli¢nih zivil. V
zivilih pa so ugotovili tudi gen vanB (opisan pri vrsti E. faecium iz razli¢nih vzorcev zivil v
Spaniji in Gréiji) in gen vanN (opisan na Japonskem pri petih izolatih vrste E. faecium iz mesa
piS€ancev). Prevalenca VRE v Zivilih Zivalskega izvora je bila razli¢na glede na vrsto Zivali in

drzavo porekla (povzeto po Torres in sod., 2018).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 BAKTERIJSKI IZOLATI

V raziskavo smo vkljucili 854 izolatov, pridobljenih iz razli¢nih vzorcev ljudi, zivali, zivil
zivalskega izvora in okolja, ki so pripadali Sestnajstim vrstam enterokokov. Ve¢ kot polovica
vseh izolatov je pripadala vrsti E. faecalis, Cetrtina vrsti E. faecium, ostali izolati pa Se drugim
vrstam enterokokov: E. hirae, E. cecorum, E. durans, E. casseliflavus, E. gallinarum, E. gilvus,

E. italicus, E. malodoratus, E. mundtii, E. avium, E. canitestini, E. canis, E. devriesei in
E. thailandicus (Slika 5).

Vrste testiranih enterokokov

W E. avium
W E. canis
E. canitestini
E. casseliflavus
W E. cecorum
W E. devriesei

B E. durans

Stevilo izolatov [n]

B E. faecalis

E
- B E. faecium
W E. gallinarum
W E. gilvus
E. hirae
E. italicus
E. malodoratus
s i S - B E. mundtii
i - - . A | - i A : - B E. thailandicus

Slika 5: Vrste enterokokov, analiziranih v raziskavi.
Figure 5: Enterococcal species analyzed in the study.

71

Stevilo, vrste in izvor enterokokov, pri katerih smo ugotavljali ob&utljivost za razli¢na
protimikrobna zdravila ter prisotnost genov za sedem najpogostejSih dejavnikov virulence, so
prikazani v Tabeli 4.
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Tabela 4: Pregled Stevila [n] in vrst enterokokov, ki so bili zajeti v raziskavo, ter izolirani iz razli¢nih vrst vzorcev.
Table 4: Overview of the number [#] and enterococcal species, isolated from different types of samples included
in the study.

Vrsta vzorca Vsi izolati [n] E. faecalis [n] E. faecium [n] Drugi enterokoki [#]

humani klini¢ni vzorci 101 71 30 0
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3.1.1 Humani klini¢ni izolati

V doktorsko delo smo vkljucili 101 izolat enterokokov iz zbirke Nacionalnega laboratorija za
zdravje, okolje in hrano (NLZOH) v Kranju; osredotoCili smo se na dve klinicno
najpomembnejsi vrsti E. faecalis (n =71) in E. faecium (n =30). Enterokoki so bili izolirani iz
klini¢nih vzorcev bolnikov v obdobju 20162018 po standardnem postopku na neselektivnih in

Izolati so izvirali iz razli¢nih klini¢nih vzorcev: urin (7 = 49), hemokultura (n = 30), vaginalni
bris (n = 8), rana (n = 5), aspirat sapnika (n = 2), abdomen (n = 2), po en izolat pa je bil izoliran
iz aspirata abdominalnega drena, brisa zol¢nika, centralnega venskega katetra, ejakulata ter
sluhovoda. Proti vankomicinu odpornih izolatov enterokokov (VRE) iz klini¢nih vzorcev
bolnikov nismo vkljucili v raziskavo. V Tabeli 5§ je prikazano Stevilo enterokokov vrst
E. faecalis in E. faecium iz posameznih kuznin.

Tabela 5: Izvor in Stevilo [r] enterokokov iz humanih klini¢nih vzorcev.
Table 5: Origin and number [n] of enterococci from human clinical samples.

Klini¢ni vzorci E. faecalis [n] E. faecium [n] | Skupaj
abdomen 2 0 2
aspirat abdominalnega drena 0 1 |
aspirat sapnika 0 2 2
bris zol¢nika 1 0 1
centralni venski kateter 0 1 1
ejakulat 1 0 1
hemokultura 16 14 30
rana 4 1 5
sluhovod 1 0 1
urin 38 11 49
vaginalni bris 8 0 8
skupaj 71 30 101
3.1.2 Izolati iz klini¢nih vzorcev Zivali

Izolate enterokokov iz te skupine smo pridobili v okviru splo$ne bakterioloSke preiskave
kliniénih vzorcev razliénih vrst Zivali na InStitutu za mikrobiologijo in parazitologijo
Veterinarske fakultete v Ljubljani (IMP VF) v letih 2008 in 2009 ter v obdobju 2012-2020.

V raziskavo smo vkljucili 106 izolatov enterokokov, in sicer: E. faecalis (n = 46), E. faecium
(n=125), E. cecorum (n =25), E. hirae (n =95), E. canitestini (n = 2), E. gallinarum (n = 2) ter
E. canis (n=1) (Slika 6). Vzorci, iz katerih so bili enterokoki izolirani, so bili odvzeti razlicnim
vrstam zivali: pes (n = 59), brojlerji (n = 30), macek (n = 8), krava (n = 3), purani (n = 3), kokosi
(n = 1; mati¢na jata), zebra (n = 1) in Zelva (n = 1) (Slika 6).
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Slika 6: 1zvor (levo) in vrste (desno) testiranih enterokokov iz vzorcev zivali.
Figure 6: Origin (left) and species (right) of enterococci tested from animal samples.

Enterokoke smo osamili iz razlicnih klini¢nih vzorcev: urin (n = 34), zivalski organi po
raztelesbi (jetra, srce, ledvica, plju¢a, vranica; n = 33), sluhovod (n = 13), bris sklepa (n = 8),
rana (n = 7), punktat trebusne votline (n = 3), mleko krav z mastitisom (n = 3), bris podkoZnega
tkiva (n =2), po en izolat pa smo pridobili tudi iz hemokulture, brisa sapnika in nosnega izpirka.
Pregled Stevila enterokokov iz posameznih kuznin je predstavljen v Tabeli 6.

Tabela 6: Izvor in Stevilo [r] enterokokov iz Zivalskih klini¢nih vzorcev.
Table 6: Origin and number [#] of enterococci from animal clinical samples.

T _ =

O T

£ § = § § § =

5 § ¢ § § §

g & § § 8 % =
Klini¢ni vzorci o o & & B & & Skupaj
bris podkoznega tkiva 1 1 0 0 0 0 0 2
bris sklepa 0 0 0 0 6 0 2 8
bris sapnika 1 0 0 0 0 0 0 1
hemokultura 0 1 0 0 0 0 0 1
mleko (mastitis) 2 1 0 0 0 0 0 3
nosni izpirek 0 0 0 1 0 0 0 1
organi 5 5 0 0 19 2 2 33
punktat trebusne votline 0 3 0 0 0 0 0 3
rana 4 3 0 0 0 0 0 7
sluhovod 9 2 1 1 0 0 0 13
urin 24 9 0 0 0 0 1 34
skupaj 46 25 1 2 25 2 5 106
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3.1.3 Izolati iz mesa

V raziskavo smo vkljucili 252 enterokokov, pridobljenih iz vzorcev mesa zivali, namenjenih za
prehrano ljudi (perutnina, prasi¢i, govedo). Vzorci so bili odvzeti v okviru temeljne Studije,
predpisane s strani EU z dokumentom Izvedbenega sklepa Komisije o spremljanju in poro¢anju
odpornosti zoonotskih in komenzalnih bakterij proti protimikrobnim zdravilom (2013/652 EU)
in v okviru Programa monitoringa zoonoz Uprave za varno hrano, veterinarstvo in varstvo
rastlin (UVHVVR). Vzorcenje se je izvajalo v maloprodajnih obratih, ki neposredno oskrbujejo
kon¢nega potrosnika s svezim mesom (trgovine) pri razli¢nih nosilcih dejavnosti (trgovskih
verigah) na celotnem ozemlju Slovenije. Vzorce mesa slovenskega in tujega izvora, iz katerih
smo pridobili izolate enterokokov, je predstavljalo nepakirano in pakirano ohlajeno sveze meso
pis¢ancev, svinjine in govedine. 1z prodajnih izlozb so bili naklju¢no izbrani originalni paketi
predpakiranega mesa, v mesnicah pa je vzorcevalec nakljucno izbral kos mesa v skupni tezi
najmanj 100 g. Vsi vzorci svezega mesa so bili pod kontroliranimi pogoji hladne verige
preneseni v laboratorij IMP VF. Stevilo posameznih vrst enterokokov izoliranih iz razli¢nih
vrst mesa je prikazano na Sliki 7.
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Slika 7: Stevilo posameznih vrst enterokokov, izoliranih iz mesa pis¢ancev, svinjine in govedine.
Figure 7: Number of enterococcal species from chicken, pork and beef.
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Iz pis¢ancjega mesa smo osamili in analizirali 81 izolatov, ki so pripadali petim razli¢nim
vrstam enterokokov: E. faecalis (n = 59), E. faecium (n = 19), E. gallinarum (n = 1), E. gilvus
(n=1)1in E. hirae (n=1).

Iz svinjine smo osamili in analizirali 85 izolatov, ki so pripadali sedmim razli¢nim vrstam
enterokokov: E. faecalis (n = 68), E. faecium (n = 10), E. casseliflavus (n = 2), E. durans (n =
2), E. gilvus (n=1), E. hirae (n=1) in E. mundtii (n = 1).

Iz govejega mesa smo osamili in analizirali 86 izolatov, ki so pripadali sedmim razli¢nim
vrstam enterokokov: E. faecalis (n = 64), E. faecium (n = 11), E. hirae (n = 6), E. casseliflavus
(n=2), E. devriesei (n=1), E. durans (n = 1) in E. mundtii (n=1).

3.14 Izolati iz mleka in mleénih izdelkov

Testirali smo 86 enterokokov iz mleka in mle¢nih izdelkov, ki so pripadali sedmim razli¢nim
vrstam: E. faecalis (n = 48), E. faecium (n = 17), E. durans (n = 7), E. casseliflavus (n = 6),
E. italicus (n = 3), E. malodoratus (n = 3) in E. gilvus (n = 2).

Enterokoki so bili izolirani iz naslednjih vzorcev: mleko (n = 40), sir (n = 30), sirnina (n = 13),
maslo (7 = 2) in pinjenec (n = 1). V laboratoriju IMP VF smo iz surovega mleka, odvzetega iz
mlekomatov z obmocja celotne Slovenije v letu 2015, osamili 31 enterokokov, 55 analiziranih
izolatov pa je bilo iz zbirke InsStituta za mlekarstvo in probiotike Biotehniske fakultete (IML-
PRO) iz Rodice. Pregled enterokokov izoliranih iz vzorcev mleka in mle¢nih izdelkov je
predstavljen v Tabelah 7 in 8.

Tabela 7: Izvor in $tevilo [n] enterokokov iz kravjega mleka in mle¢nih izdelkov.
Table 7: Origin and number [n] of enterococci from cow's milk and milk products.
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Vzorci NRR R R R N SKupaj

mleko 2 2 0 0 0 1 0 5
mlekomat*® 20 4 1 4 1 0 1 31
sir 11 2 0 1 1 2 2 19
sirnina 4 2 1 0 0 0 0 7
skupaj 37 10 2 5 2 3 3 62

*Surovo mleko, odvzeto iz mlekomatov na celotnem ozemlju Slovenije v letu 2015.
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Tabela 8: Izvor in Stevilo [n] enterokokov iz ovéjega in kozjega mleka ter mleénih izdelkov.
Table 8: Origin and number [#] of enterococci from sheep or goat milk and milk products.
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2 § 5 3
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Q 3] > N
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S & 3 S
Vzorci N R KR K| Skupaj
maslo 2 0 0 0 2
mleko 0 1 3 0 4
pinjenec 1 0 0 0 |
Sir 5 4 0 2 11
sirnina 3 2 1 0 6
skupaj 17 4 2 24

3.1.5 Izolati iz Skoljk

V raziskavo smo vkljucili tudi izolate enterokokov iz mediteranskih klapavic (Mytilus
galloprovincialis), nabranih v slovenskem morju za prehrano ljudi. Vzorci so bili odvzeti v
okviru uradnega nadzora glede prisotnosti morskih biotoksinov v treh slovenskih §kolj¢is¢ih,
Strunjanu, Secovljah in na Debelem rti¢u, in sicer v vsakem skolj¢is¢u na treh razli¢nih
kontrolnih to¢kah. Skoljke so bile pod kontroliranimi pogoji hladne verige prenesene v
laboratorij. Odprte in poSkodovane klapavice smo zavrgli. Za izolacijo enterokokov smo
zaCetkom analize smo jih sprali pod tekoco vodo ter z njih odstranili pesek in alge, nato pa
uporabili celotno vsebino Skoljk brez lupine. Klapavice so predstavljale tako vzorec Zivila
zivalskega izvora za prehrano ljudi in hkrati tudi okoljski vzorec. Skoljke so zaradi njihove
narave prehranjevanja s filtriranjem vode dober pokazatelj fekalne kontaminacije okolja in

morja.

Iz mesa Skoljk smo osamili in analizirali 82 izolatov, ki so pripadali petim razliénim vrstam
enterokokov: E. faecium (n = 36), E. faecalis (n = 28), E. hirae (n = 14), E. casseliflavus (n =
3) in E. thailandicus (n = 1).

3.1.6 Izolati iz fecesa

V raziskavo smo vkljucili tudi 178 enterokokov, pridobljenih iz fecesa zdravih piS€ancev in
prasicev, namenjenih za zakol. Podobno kot vzorci mesa so bili tudi vzorci fecesa odvzeti v
okviru temeljne Studije skladno s sklepom 2013/652 EU. Vzorci fecesa so bili odvzeti v
odobrenih obratih za klanje perutnine in prasi¢ev. V vzorcenje so bile vklju¢ene samo pitovne
zivali (piS¢anci brojlerji in pra$ici pitanci), ki so bile v celoti ali deloma rejene v Sloveniji ter
pri katerih pri veterinarsko sanitarnem pregledu na klavni liniji ni bilo ugotovljeno stanje, ki bi
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lahko vplivalo na zdravje ljudi ali zivali. Pri piS¢ancih je vzorec fecesa predstavljala vsebina
naklju¢no izbranih desetih slepih Creves zivali iz ene klavne serije. Pri pitancih pa je bilo
vzorceno priblizno 200 g slepega ¢revesa z vsebino ali 200 g fecesa iz slepega Crevesa pri
naklju¢no izbranem prasicu po evisceraciji iz ene klavne serije. Vsi vzorci so bili pod
kontroliranimi pogoji hladne verige preneseni v laboratorij IMP VF.

Iz fecesa pisancev smo osamili in analizirali 84 izolatov, ki so pripadali Sestim razlicnim
vrstam enterokokov: E. faecalis (n = 42), E. faecium (n = 34), E. hirae (n = 4), E. durans (n =
2), E. casseliflavus (n = 1) in E. gallinarum (n = 1) (Slika 8).

Iz fecesa prasi¢ev smo osamili in analizirali 94 izolatov, ki so pripadali sedmim razli¢nim
vrstam enterokokov: E. faecalis (n = 38), E. hirae (n = 28), E. faecium (n=19), E. durans (n =
4), E. gallinarum (n = 3), E. avium (n = 1) in E. mundtii (n = 1) (Slika 8).
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Slika 8: Stevilo posameznih vrst enterokokov, izoliranih iz fecesa pi§¢ancev in prasicev.
Figure 8: Number of enterococcal species from broiler and pig feces.

3.1.7 Ostali izolati iz prehranske verige (od farme do klavnice)

V raziskavo smo vkljucili tudi 49 izolatov enterokokov, ki smo jih uvrstili v skupino ostalih
izolatov iz prehranske verige. Enterokoke v tej skupini smo pridobili v okviru ciljnega
raziskovalnega projekta Izvor in Sirjenje odpornih bakterij preko Zivil Zivalskega izvora (V4-
1606) v letu 2017, s katerim smo zeleli raziskati kriticna mesta, kjer lahko odporne bakterije,
vklju¢no z VRE, vstopajo v prehransko verigo.
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Iz okoljskih vzorcev perutninske klavnice smo pridobili 22 izolatov, 27 izolatov pa iz prasicje
farme in klavnice. Skupaj smo tako testirali 48 izolatov, ki so pripadali vrstam E. faecalis (n =
23), E. faecium (n = 13), E. hirae (n = 12) in E. avium (n = 1). Stevilo izolatov glede na
posamezno vrsto enterokokov in njihov izvor je graficno prikazano na Sliki 9.
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Slika 9: Stevilo posameznih vrst enterokokov, izoliranih iz prehranske verige.
Figure 9: Number of enterococcal species from food chain.

3.1.7.1 Perutninska klavnica

Vzor¢ili smo razlicna mesta v perutninski klavnici, kjer so v enem dnevu zaklali Zivali iz treh
razli¢nih rej (farma A, B in C). Na vsakem odvzemnem mestu je bilo odvzetih po 10 brisov, ki
smo jih nato zdruZili v skupen vzorec. Pri vseh treh farmah smo vzor¢ili: Zivali po zakolu in
skubljenju, Zivali po evisceraciji, trupe Zivali pred hlajenjem ter trupe Zivali po hlajenju,
pripravljene za prodajo. Poleg tega smo vzor¢ili Se vodo iz parilnika pred zacetkom klanja in
po klanju, vodo iz skubilnika, bris tekocega traku ter bris naklju¢ne delovne povrsine na klavni
liniji. Iz vzorcev smo osamili 22 izolatov, ki so pripadali trem vrstam enterokokov: E. faecalis
(n = 15), E. faecium (n = 6) in E. avium (n = 1). Pregled vzorcev, glede na vrsto in izvor
izoliranih enterokokov iz perutninske klavnice, je v Tabeli 9.

3.1.7.2  PraSi¢ja farma in klavnica

Izbrano rejo prasic¢ev smo najprej vzorcili na posestvu, nato pa isto skupino zivali $e na klavnici.
Farma, ki smo jo izbrali, sodi med eno vecjih slovenskih rej pitancev, kjer odojke ve¢inoma
kupujejo v Avstriji, nato pa jih redijo do klavne teze. V preteklosti so na farmi Ze imeli tezave
z zdravstvenim stanjem zivali, zaradi ¢esar so jih zdravili z antibiotiki. Na posestvu smo zivalim

eyvee

mestih, vodo iz napajalnikov, zrak v hlevu, brise prezrac¢evalnih sistemov, okenskih polic, kljuk
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za vstop na farmo ter Skornjev skrbnika zivali. Istim zivalim smo nato odvzeli nosne brise tudi
na klavnici.. Poleg tega smo na klavnici vzor¢ili tudi: brise tovornjaka za transport pitancev v
brise nozev mesarja po evisceraciji in nozev veterinarja na klavni liniji, crevesno vsebino ter
brise trupov na koncu klavne linije pred hlajenjem. 1z vzorcev smo osamili 27 izolatov, ki so
pripadali trem vrstam enterokokov: E. hirae (n = 12), E. faecalis (n = 8) in E. faecium (n =17).
Prikaz vzorcev, glede na vrsto in izvor izoliranih enterokokov iz prasi¢je farme in klavnice, je
v Tabeli 10.

Tabela 9: Izvor in Stevilo [n] enterokokov iz perutninske klavnice.
Table 9: Origin and number [#] of enterococci from a poultry slaughterhouse.
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Vzorei (farme A, B in C) B o | Skupaj
delovne povrsine na klavni liniji 1 1 0 2
trupi po zakolu in skubljenju 3 2 0 5
trupi pred hlajenjem (oprani) 1 1 1 3
trupi po hlajenju (za prodajo) 3 0 0 3
trupi po evisceraciji 3 0 0 3
voda iz skubilnika 2 0 0 2
voda iz parilnika 2 2 0 4
skupaj 15 6 | 22

Tabela 10: Izvor in $tevilo [n] enterokokov iz prasi¢je farme in klavnice.
Table 10: Origin and number [#] of enterococci from a pig farm and slaughterhouse.
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3.2 OPIS METOD

3.2.1 Izolacija in identifikacija enterokokov iz klini¢nih vzorcev Zzivali ter vzorcev
Zivil Zivalskega izvora, fecesa in vzorcev okolja

Enterokoki iz klini¢nih zivalskih vzorcev so bili izolirani skladno s standardnim operativnim
postopkom splosne bakterioloske preiskave (interni dokument VF, SOP 14). Vse klini¢ne
KA) in URI agar (Uri Select 4, BioRad, Francija) (Slika 10), pripravljeni po navodilih
proizvajalca, nato pa ploSce inkubirali 2448 h pri 37 °C v aerobni atmosferi. Vsak klini¢ni
vzorec kuznine smo tudi neposredno pregledali pod mikroskopom po barvanju po Gramu. Na
identificirali do vrste z metodo masne spektrometrije MALDI-TOF (ang. matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight; Bruker, MALDI Biotyper, Bruker Daltonics, Nemcija), ki
je opisana v tocki 3.2.2.

Slika 10: Kultura vrste E. faecalis na krvnem agarju (levo, foto: M. Golob) in kromogenem URI agarju (desno,
foto: M. Lepen) po 24-h inkubaciji pri 37 °C.

Figure 10: Culture of E. faecalis on blood agar (left, photo: M. Golob) and chromogenic URI agar (right, photo
M. Lepen) after 24-h incubation at 37 °C.

Vzorcem zivil zivalskega izvora (25 g/ml) smo dodali 9-kratno koli¢ino puferirane peptonske
vode (Buffered Pepton Water, Biokar, Francija; PPV) ali 9-kratno koli¢ino slanega bujona
(Mueller-Hinton broth MHB, 6,5% NaCl, Oxoid, Velika Britanija), jih homogenizirali ter
inkubirali 16-20 h pri 37 °C v aerobni atmosferi. Po inkubaciji smo vzorce precepili na dve
kromogeno gojisS¢e VRE agar (BioMerieux, Francija). PloS¢e smo inkubirali 24—48 h pri 37 °C,
po inkubaciji pa opazovali prisotnost morfolosko znacilnih kolonij. Na gojis¢u SBA so
enterokoki zrasli v obliki rdecih, bles¢ecih, izboCenih kolonij (E. faecalis), roznatih kolonij s
temnejSim centrom (E. faecium) oz. roznatih kolonij brez izrazitega centra (druge vrste
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enterokokov) (Slika 11). Na gojis¢u VRE so proti vankomicinu odporni izolati E. faecalis zrasli
v obliki temno modrih kolonij, proti vankomicinu odporni izolati E. faecium pa so bili vijolicni.

Slika 11: Kolonije bakterije vrste E. faecalis (levo) in vrste E. faecium (desno) na goji¢su SBA. (foto: M. Golob)
Figure 11: Colonies of E. faecalis (left) and E. faecium (right) isolates on SBA agar. (photo: M. Golob)

Po istem postopku smo izolirali tudi enterokoke iz vzorcev fecesa ter drugih vzorcev v
prehranski verigi (od farme do klavnice). Pri fecesu smo odvzeli 10 g vzorca ter dodali 9-kratno
koli¢ino PPV. Pri izolaciji enterokokov iz razli¢nih brisov v prehranski verigi smo odvzeli po
10 brisov iz vsakega odvzemnega mesta, jih zdruzili v en vzorec ter dodali 10 ml PPV. Zrak na

PROREY

ZDA), vodo pa smo vzor¢ili v koli€ini 3 1, nato pa jo prefiltrirali ter filter uporabili kot vzorec.
3.2.2 Identifikacija enterokokov do vrste

Po inkubaciji vzorcev na trdnih gojis¢ih smo na osnovi makroskopskega pregleda odbrali
morfolosko razli¢ne kolonije in jih za pripravo Ciste kulture presadili na KA. Plos¢e smo
inkubirali ¢ez no€ pri 37 °C v aerobni atmosferi, bakterijske izolate pa nato do vrste identificirali
z metodo masne spektrometrije MALDI-TOF po navodilih proizvajalca (Bruker Daltonics,
Nemcija). Identifikacijo bakterij smo izvedli tako, da smo del¢ek bakterijske kolonije z
zobotrebcem nanesli na kovinsko plos¢ico s 96 polji, dodali 1 pl matriksa (HCCA, Bruker
Daltonics, Nemcija), pustili na sobni temperaturi, da se je kapljica posusila, nato pa kovinsko
ploscico vstavili v vakuumsko komoro naprave MALDI-TOF. Vzorec je bil nato obsevan z
laserjem, Cigar valovna dolzina je bila v absorpcijskem obmocju matriksa. Identifikacija
bakterij z masnim spektrometrom v kombinaciji z analizatorjem ¢asa potovanja je temeljila na
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analizi beljakovinskih spektrov citoplazme izolatov ter njihovi racunalnisSki primerjavi z
referen¢nimi spektri iz podatkovne knjiznice po navodilih proizvajalca.

Z metodo MALDI-TOF smo potrdili tudi vse humane klini¢ne enterokoke iz zbirke NLZOH
Kranj in vse enterokoke iz mleka ter mle¢nih izdelkov iz zbirke IML-PRO BF Rodica.

Izolate enterokokov smo za nadaljnje preiskave shranili na kroglicah (Microbank, Pro-Lab
Diagnostics, Kanada) v zamrzovalni omari pri —70 °C .

3.23 Ugotavljanje odpornosti enterokokov proti razlicnim skupinam protimikrobnih
zdravil

Z mikrodilucijsko metodo dolofanja minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) smo pri
izoliranih enterokokih ugotavljali odpornost proti dvanajstim antibiotikom iz desetih razli¢nih
skupin protimikrobnih zdravil. Uporabili smo komercialno pripravljene mikrotitrske plosée z
razlicnimi koncentracijami antibiotikov (EUVENC, Trek Diagnostic Systems, Thermo
Scientific, ZDA). Odpornost enterokokov smo ugotavljali proti ampicilinu (AMP),
ciprofloksacinu (CIP), daptomicinu (DAP), eritromicinu (ERY), gentamicinu (GEN),
kloramfenikolu (CHL), kvinupristin/dalfopristinu (SYN), linezolidu (LZD), teikoplaninu
(TEI), tetraciklinu (TET), tigeciklinu (TGC) in vankomicinu (VAN). Razporeditev antibiotikov
in njihova koncentracija na mikrotitrskih plos¢ah EUVENC je shematsko prikazana v Tabeli
11.

Tabela 11: Razporeditev in koncentracija protimikrobnih zdravil na mikrotitrski plo§¢i EUVENC (Trek,
Diagnostic Systems).
Table 11: Antimicrobial distribution and concentration on microtitre plate formate EUVENC (Trek, Diagnostic

Systems).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A VAN TEI SYN TET DAP CIP ERY TGC LZD GEN AMP CHL
128 64 64 128 32 16 128 4 64 1024 64 128
B VAN TEI SYN TET DAP CIP ERY TGC LZD GEN AMP CHL
64 32 32 64 16 8 64 2 32 512 32 64
C VAN TEI SYN TET DAP CIP ERY TGC LZD GEN AMP CHL
32 16 16 32 8 4 32 1 16 256 16 32
D VAN TEI SYN TET DAP CIP ERY TGC LZD GEN AMP CHL
16 8 8 16 4 2 16 0,5 8 128 8 16
E VAN TEI SYN TET DAP CIP ERY TGC LZD GEN AMP CHL
8 4 4 8 2 1 8 0,25 4 64 4 8
F VAN TEI SYN TET DAP CIP ERY TGC LZD GEN AMP CHL
4 2 2 4 1 0,5 4 0,12 2 32 2 4
G VAN TEL SYN TET DAP CIP ERY TGC LZD GEN AMP POS
2 1 1 2 0,5 0,25 2 0,06 1 16 1 CON
H VAN TEI SYN TET DAP CIP ERY TGC LZD GEN AMP POS
1 0,5 0,5 1 0,25 0,12 1 0,03 0,5 8 0,5 CON

Legenda: VAN vankomicin, TEI teikoplanin, SYN kvinupristin/dalfopristin, TET tetraciklin, DAP daptomicin,
CIP ciprofloksacin, ERY eritromicin, TGC tigeciklin, LZD linezolid, GEN gentamicin, AMP ampicillin, CHL
kloramfenikol, POS pozitivna kontrola.

Stevilke pod kraticami za protimikrobna zdravila predstavljajo koncentracijo protimikrobne snovi v pg/ml.
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Iz ciste kulture na krvnem agarju smo izbrali 3-5 kolonij in jih suspendirali v 4 ml
demineralizirane vode do gostote, ki je ustrezala standardu 0,5 McFarland. 10 pl pripravljene
suspenzije smo prenesli v 11 ml bujona Sensititre Mueller-Hinton (Trek Diagnostic Systems,
Thermo Scientific, ZDA) in dobro premesali. Po homogenizaciji smo z avtomatskim
razlivalcem v vsako jamico na mikrotitrski plos¢i inokulirali po 50 pl bujona (Slika 12).
Gostota inokuluma v konéni suspenziji je bila priblizno 5 x 10° CFU/ml (CFU, angl. colony
forming units; kolonijske enote)

Slika 12: Testiranje enterokokov glede odpornosti proti protimikrobnim zdravilom z mikrodilucijsko metodo:
inokulacija suspenzije enterokokov z avtomatskim razlivalcem. (foto: M. Golob)

Figure 12: Antimicrobial susceptibility testing of enterococci by microdillution method: inoculation of
enterococcal suspension with automatic dispenser. (foto: M. Golob)

Po nanosu bakterijske suspenzije smo mikrotitrske plos¢e pokrili s samolepilno folijo, jih
inkubirali aerobno 20-24 h pri 35 °C in nato odc¢itali rezultate. Pred od¢itavanjem smo najpre;j
preverili bakterijsko rast v kontrolnih jamicah, s ¢imer smo potrdili veljavnost izvedenega testa.
Glede na rast bakterije v obliki skupka celic (gumbka) na dnu mikrotitrske jamice ali njegovo
odsotnost, smo dolocili koncentracije MIK za posamezne antibiotike; MIK je predstavljala
najmanj$a koncentracija antibiotika, ki je Se popolnoma zavrla bakterijsko rast (Slika 13). V
primeru, da pri posameznem antibiotiku na plos¢i ni bilo vidne rasti, smo kot MIK za ta
antibiotik dolocili vrednost, ki je bila manjSa ali enaka najmanjsi testirani koncentraciji
antibiotika na plos¢i. Kadar pa smo pri posameznem antibiotiku rast bakterije opazili v vseh
jamicah, smo za ta antibiotik kot MIK doloc¢ili vrednost, ve¢jo od najvecje testirane
koncentracije antibiotika na plos¢i. Za kontrolo postopka smo uporabili referencni sev
E. faecalis ATCC 29212.



M. Golob: Odpornost proti antibiotikom in virulenéni dejavniki enterokokov pri Zivalih in v zivilih... 66
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2021. Doktorska disertacija

Slika 13: Mikrodilucijska metoda za dolo¢anje minimalnih inhibitornih koncentracij (MIK): rast bakterij v obliki
gumbka na dnu jamice, kjer antibiotik ni preprecil bakterijske rasti. (foto: M. Golob)

Figure 13: Microdilution method for determination of the minimum inhibitory concentration (MIC): bacterial
growth at the bottom of wells, where antimicrobial did not inhibit bacterial growth. (foto: M. Golob)

Rezultate obcutljivosti za protimikrobna zdravila smo interpretirali skladno s standardom
EUCAST (EUCAST, 2020a) in priporocili Evropskega referencnega laboratorija za
ugotavljanje odpornosti proti protimikrobnim zdravilom (EU-RL AMR), s katerimi je usklajena
tudi direktiva Evropske komisije 2013/652 EU. Pri vsakem izolatu enterokokov smo dolo¢ili
MIK ter opredelili njegovo obcutljivost (S; angl. sensitive) ali odpornost (R; angl. resistant) za
testirane antibiotike. Za ta namen smo uporabili standardne epidemioloske mejne vrednosti
(angl. epidemiological cutoff values, ECOFFs), navedene v Tabeli 12. Epidemioloske mejne
vrednosti, ki smo jih pri posameznem antibiotiku uporabili za interpretacijo »obcutljiv za (S)«
in »odporen proti (R)«, so skoraj za vsa testirana protimikrobna zdravila skladne tudi s
klini¢nimi mejnimi vrednostmi, dolo¢enimi v standardu EUCAST (Tabela 12). Glede na nabor
testiranih antibiotikov v standardu ni podanih klini¢nih mejnih vrednosti za eritromicin,
gentamicin (razen za dokazovanje odpornosti proti visokim koncentracijam aminoglikozidov),
kloramfenikol in tetraciklin.
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Tabela 12: Epidemioloske mejne vrednosti (ECOFFs), na osnovi katerih smo interpretirali obcutljivost
posameznih enterokokov za testirane antibiotike, ter klinicne mejne vrednosti za enterokoke po podatkih standarda
EUCAST.

Table 12: Epidemiological cutoff values (ECOFFs), which were used for the interpretation of antimicrobial
susceptibility for the tested antimicrobials, and clinical cutoff values for enterococci according to the EUCAST

standard.
ECOFFs EUCAST
MIK MIK MIK MIK (pg/ml)
(ugml)  (ug/mb  (ug/m) R>
R> R> R>
E. faecalis E. faecium ostali

Antibiotik enterokoki
ampicilin 4 4 4 8
ciprofloksacin 4 4 4 4
daptomicin 4 8 4 NA upostevaj ECOFFs
eritromicin 4 4 4 NA
gentamicin* 32 32 32 128 za testiranje HLAR
kloramfenikol 32 32 32 NA
kvinupristin/dalfopristin IR 4 NA 4 samo za E. faecium
linezolid 4 4 4 4
teikoplanin 2 2 2 2
tetraciklin 4 4 4 NA
tigeciklin 0,5 0,25 0,25 0,25
vankomicin 4 4 4 4

R >, odporen sev; enterokoki z MIK, ve¢jim od navedene vrednosti, so odporni proti testiranemu antibiotiku

IR, primarno odporen (angl. intrinsically resistant); izolati E. faecalis so primarno odporni proti
kvinupristinu/dalfopristinu

NA, ni na voljo (angl. not available)

Za eritromicin, kloramfenikol in tetraciklin v standardu EUCAST ni podanih klini¢nih mejnih vrednosti za
enterokoke.

*Gentamicin se uporablja za testiranje enterokokov glede odpornosti proti visoki koncentraciji aminoglikozidnih
antibiotikov (HLAR), kjer velja MIK > 128 pg/ml.

3.2.4 VeriZna reakcija s polimerazo (PCR)
3.2.4.1 Izolacija DNA iz bakterijskih kultur

Za izolacijo DNA smo uporabili postopek hitre izolacije s segrevanjem. Z bakteriolosko zanko
smo nekaj kolonij enterokokov iz €istih kultur na KA prenesli v 2 ml-epruvetke (Eppendorf,
Nemcija) s 100 pl pufra 1xTris-EDTA (pufer TE, Sigma-Aldrich, ZDA) ter pripravili
bakterijske suspenzije, ki smo jih segrevali 15 min pri 95 °C, nato pa centrifugirali 2 min pri
14.000 g. Supernatant smo uporabili kot matriéno DNA za veriZno reakcijo s polimerazo (PCR;
angl. polymerase chain reaction). DNA smo do uporabe shranili v zamrzovalniku pri —20 °C.
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3.2.4.2 Ugotavljanje genov za virulen¢ne dejavnike

Pri izolatih eneterokokov smo ugotavljali prisotnost naslednjih genov za virulen¢ne dejavnike:
ace, asal, cylA, efaA, esp, gelE in hyl. Uporabili smo dva testa PCR, s katerima smo hkrati
ugotavljali pet (asal, cylA, esp, gelE, hyl; PCR 1, opis v poglavju 3.2.4.2.1) oziroma dva (ace,
efad; PCR 2, opis v poglavju 3.2.4.2.2) gena za virulen¢ne dejavnike.

Reakcijske mesanice PCR smo pripravili tako, da so za en vzorec vsebovale 12,5 pl reagenta
2x Multiplex PCR Master Mix (Qiagen, Nemcija), 7,5 ul vode (Ultra Pure Destilled Water,
Invitrogen, Velika Britanija), 2,5 ul 10-kratne meSanice zacetnih oligonukleotidov (Sigma-
Aldrich, ZDA) in 2,5 ul izolirane DNA do skupnega volumna 25 pl.

3.2.4.2.1 PCR I: geni asal, cylA, esp, gelE in hyl

Zaporedja zacetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili za potrditev genov asal, cylA, esp,
gelE in hyl smo povzeli po ¢lanku Vankerckhoven in sod. (2004) (Tabela 13), sestavo
reakcijske meSanice in program pomnozevanja pa smo optimizirali v laboratoriju. Pripravili
smo 10-kratno meSanico zacetnih oligonukleotidov, ki je vsebovala 1 uM vsakega zaCetnega
oligonukleotida za gene asal (ASA11, ASA12), gelE (GEL11, GEL12) in Ay/ (HYL nl, HLY
n2) ter 2 uM za gena cyl4A (CYT I, CYT IIb) in esp (ESP14F, ESP12R).

Kot pozitivno kontrolo postopka smo uporabili dva izolata bakterije E. faecalis: izolat
F4/IM270 (iz zbirke IMPL BF) je predstavljal pozitivno kontrolo za gene asal, cyl4, esp in
gelE, izolat EK QA 11.6./17 (iz medlaboratorijske kontrole EURL AMR; EQAS 2017) pa
pozitivno kontrolo za gen Ayl. Za negativno kontrolo smo uporabili sterilno destilirano vodo.

Tabela 13: Zaporedja zacetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili za dolocanje genov asal, cyl4, esp, gelE in
hyl v reakciji PCR 1 in pricakovana velikost pomnozenih odsekov DNA.

Table 13: Primers used for determination of asal, cylA, esp, gelE and hyl genes in PCR 1 reaction and the expected
PCR product sizes.

Zacetni oligonukleotid Velikost pomnoZenega

Gen Oznaka Nukleotidno zaporedje 5' — 3' odseka DNA [bp]
asal ASA 11 GCACGCTATTACGAACTATGA 375

ASA 12 TAAGAAAGAACATCACCACGA
cylA CYTI ACTCGGGGATTGATAGGC 688

CYT IIb GCTGCTAAAGCTGCGCTT
esp ESP 14F AGATTTCATCTTTGATTCTTGG 510

ESP 12R AATTGATTCTTTAGCATCTGG
gelE GEL 11 TATGACAATGCTTTTTGGGAT 213

GEL 12 AGATGCACCCGAAATAATATA
hyl HYL nl ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG 276

HYL n2 GACTGACGTCCAAGTTTCCAA
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Pomnozevanje DNA je potekalo v PCR-pomnozevalnikih GeneAmp PCR System AB2700
(Applied Biosystems, ZDA), Veriti (Applied Biosystems, ZDA) in ProFlex PCR System
(Thermo Fisher Scientific, ZDA) po programu, ki je naveden v Tabeli 14.

Tabela 14: Program pomnoZzevanja DNA za ugotavljanje genov asal, cylA, esp, gelE in hyl v reakciji PCR 1.
Table 14: DNA amplification program for detection of asal, cylA, esp, gelE and hyl genes in PCR 1 reaction.

Korak T [°C] Cas
aktivacija DNA-polimeraze 95 15 min
denaturacija 94 30 sec
30-krat prileganje zacetnih oligonukleotidov 56 90 sec
podaljSevanje verige 72 60 sec
kon¢no podalj$evanje verige 72 10 min
zaustavitev reakcije 10 o0

3.2.4.2.2 PCR 2: gena ace in efad

Zaporedja zacetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili za potrditev genov ace in efad smo
povzeli po ¢lanku Martin-Platero in sod. (2009) (Tabela 15), sestavo reakcijske meSanice in
program pomnozevanja pa smo optimizirali v laboratoriju. Pripravili smo 10-kratno meSanico
zaCetnih oligonukleotidov, ki je vsebovala 2 uM vsakega zacetnega oligonukleotida za gena
ace (ACE-F, ACE-R) in efad (EFA-AF, EFA-AR).

Kot pozitivno kontrolo postopka smo uporabili enega izmed dveh izolatov (EK QA 11.2/17,
EK QA 11.3/17) bakterije E. faecalis iz medlaboratorijske kontrole (EQAS 2017), ki sta nosilca
genov ace in efad. Za negativno kontrolo smo uporabili sterilno destilirano vodo.

Tabela 15: Zaporedja zacetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili za doloCanje genov ace in efad v reakciji
PCR 2 in pric¢akovana velikost pomnozenih odsekov DNA.
Table 15: Primers used for determination of ace and efad genes in PCR 2 reaction and the expected PCR product

sizes.

Zacetni oligonukleotid Velikost pomnoZenega
Gen Oznaka Nukleotidno zaporedje 5' — 3' odseka DNA [bp]
ace ACE-F GAATTGAGCAAAAGTTCAATCG 1008
ACE-R GTCTGTCTTTTCACTTGTTTC
efaA EFA-AF GCCAATTGGGACAGACCCTC 688
EFA-AR CGCCTTCTGTTCCTTCTTTGGC

Pomnozevanje DNA je potekalo v enem izmed treh PCR-pomnozevalnikih GeneAmp PCR
System AB2700 (Applied Biosystems, ZDA), Veriti (Applied Biosystems, ZDA) ali ProFlex
PCR System (Thermo Fisher Scientific, ZDA) po programu, ki je naveden v Tabeli 16.
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Tabela 16: Program pomnoZevanja DNA za ugotavljanje genov ace in efad v reakciji PCR 2.
Table 16: DNA amplification program for detection of ace and efad genes in PCR 2 reaction.

Korak T [°C] Cas
aktivacija DNA-polimeraze 95 15 min
denaturacija 94 30 sec
30-krat prileganje zacetnih oligonukleotidov 55 90 sec
podaljSevanje verige 72 90 sec
kon¢no podaljsevanje verige 72 10 min
zaustavitev reakcije 10 o0

3.2.4.3 Ugotavljanje genov za odpornost proti vankomicinu

Pri izolatih, ki so fenotipsko izkazovali odpornost proti vankomicinu, smo z metodo PCR
ugotavljali prisotnost genov vanAd in vanB. Reakcijsko meSanico PCR smo pripravili tako, da
je za en vzorec vsebovala 12,5 pl reagenta 2x Multiplex PCR Master Mix (Qiagen, Nemcija),
7,5 pl vode (Ultra Pure Destilled Water, Invitrogen, Velika Britanija), 2,5 ul 10-kratne meSanice
zacetnih oligonukleotidov (Sigma-Aldrich, ZDA) in 2,5 pl izolirane DNA do skupnega
volumna 25 pl.

Zaporedja zacetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili za potrditev genov vanA in vanB smo
povzeli po ¢lanku Martin-Platero in sod. (2009) (Tabela 17), sestavo reakcijske meSanice in
program pomnozevanja pa smo optimizirali v laboratoriju. Pripravili smo 10-kratno meSanico
zacetnih oligonukleotidov, ki je vsebovala 2 uM vsakega zaCetnega oligonukleotida za gena
vanA (VAN-AF, VAN-AR) in vanB (VAN-BF, VAN-BR).

Kot pozitivni kontroli postopka smo uporabili dva izolata bakterije E. faecium: izolat IMI
1001/13 iz zbirke InStituta za mikobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete UL, ki ima
gen vanA, ter izolat ATCC 51299, ki ima gen vanB. Kot negativno kontrolo smo uporabili
sterilno destilirano vodo.

Tabela 17: Zaporedja zacetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili za dolo¢anje genov vand in vanB v reakciji
PCR in pri¢akovana velikost pomnozenih odsekov DNA.
Table 17: Primers used for determination of vanA and vanB genes in PCR reaction and the expected PCR product

sizes.
Zacetni oligonukleotid Velikost pomnoZenega
Gen Oznaka Nukleotidno zaporedje 5' — 3' odseka DNA [bp]
vanA VAN-AF TCTGCAATAGAGATAGCCGC 377
VAN-AR GGAGTAGCTATCCCAGCATT
vanB VAN-BF GCTCCGCAGCCTGCATGGACA 529
VAN-BR ACGATGCCGCCATCCTCCTGC

Pomnozevanje DNA je potekalo v PCR pomnozevalniku Veriti (Applied Biosystems, ZDA) po
programu, ki je naveden v Tabeli 18.
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Tabela 18: Program pomnozevanja DNA za ugotavljanje genov vand in vanB v reakciji PCR.
Table 18: DNA amplification program for detection of van4 and vanB genes in PCR reaction.

Korak T [°C] Cas
aktivacija DNA-polimeraze 95 15 min
denaturacija 94 30 sec
30-krat prileganje zacetnih oligonukleotidov 55 90 sec
podaljSevanje verige 72 90 sec
kon¢no podaljSevanje verige 72 10 min
zaustavitev reakcije 10 o0

3.2.44  Analiza pomnozenih odsekov DNA

Pomnozene odseke DNA smo analizirali s kapilarno elektroforezo QIAxcel (Qiagen, Nemcija)
in kompletom QIAxcel DNA High Resolution kit (Qiagen, Nemcija). Za analizo pomnozenih
odsekov DNA genov asal, cylA, esp, gelE in hyl (PCR 1) ter pomnozenih odsekov DNA genov
vanA in vanB smo uporabili velikostni standard QX Size Marker 50—800 bp in poravnalni
standard QX Alignment Marker 15-1000 bp. Za analizo pomnozenih odsekov DNA genov ace
in efad (PCR 2) pa smo uporabili velikostni standard QX Size Marker 50—1500 bp in poravnalni
standard QX Alignment Marker 15-3000 bp; vsi standardi so bili od proizvajalca Qiagen
(Nemcija).

Pridobljene rezultate smo analizirali s pripadajo¢o programsko opremo. Velikost pomnozenih
odsekov DNA smo dolocili tako, da smo primerjali njihovo lego glede na pozitivne kontrole ter
njihovo velikost. Pricakovane velikosti (bp) ugotavljanih genov za virulen¢ne dejavnike in
genov za odpornost proti vankomicinu so zbrane v Tabelah 13, 15 in 17. Odsotnost
pomnoZenih odsekov DNA ustrezne velikosti smo ovrednotili kot negativen rezultat za
analiziran gen.

Na Sliki 14 so prikazani rezultati reakcije PCR 1 za ugotavljanje genov asal, cylA, esp, gelE
in hyl pri posameznih izolatih enterokokov (stolpci 1-4), pozitivni kontroli E. faecalis (stolpca
5 in 6), negativna kontrola (stolpec 7) ter velikostni standard 50—800 bp (stolpec M).
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Slika 14: Prikaz rezultatov pomnoZevanja genov asal, cylA, esp, gelE in hyl s kapilarno elektroforezo QIAxcel.
Figure 14: Example of QIAxcel capillary electrophoresis results for asal, cylA, esp, gelE and hyl genes.

3.2.5 Test tvorbe biofilma na mikrotitrskih plos¢ah
3.2.5.1 Izbor enterokokov za testiranje filmotvornosti

Sposobnost tvorbe biofilma na mikrotitrskih plos¢icah smo dolocili za 92 izolatov, izbranih na
osnovi prisotnosti genov za povrSinske adhezine (ace, asal in esp), ki imajo pomembno vlogo
v prvi fazi nastanka biofilma. Za testiranje smo izbrali 76 izolatov E. faecalis, 12 i1zolatov
E. faecium ter po dvaizolata E. hirae in E. mundtii razli¢nih virulen¢nih tipov. Izolati so izvirali
iz razli¢nih klini€nih vzorcev ljudi (n = 21; 13 iz urina, 6 iz hemokulture in 2 vaginalna brisa)
in zivali (n = 22; 11 iz urina, 3 iz brisov rane, 3 iz mastiticnega mleka, 2 iz punktata trebusne
votline, 2 iz brisa sluhovoda in en iz pljuc). Poleg tega smo testirali tudi izolate iz Zivil
zivalskega izvora (n = 32; 5 izolatov iz piS¢ancjega mesa, 10 iz svinjine, 6 iz govedine, 8§ iz
mleka in mle¢nih izdelkov ter 3 izolate iz skoljk), izolate iz fecesa zdravih Zivali (n = 5; en
1zolat iz fecesa piS€ancev in 4 iz fecesa prasicev) ter izolate iz zivilsko predelovalne industrije
(n=12; 6 1zolatov iz perutninske in 6 izolatov iz prasicje klavnice). Podatki o izbranih izolatih
so navedeni v Prilogi 1.
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3.2.5.2  Postopek testiranja

Izbrane izolate enterokokov smo iz kroglic, shranjenih pri —70 °C, oziveli na KA ter nato
precepili v 10 ml bujona TSB (Triptic Soy Broth, Biolife, Italija) z dodano 1 % glukozo
(Kemika, Hrvaska) ter inkubirali 24 h pri 37 °C. Po inkubaciji smo 100 ul bakterijske suspenzije
prenesli v 10 ml svezega triptoznega sojinega bujona (TSB) z glukozo, s ¢imer smo dosegli
primerno gostoto bakterij za inokulacijo na mikrotitrske plos¢e. Sposobnost tvorbe biofilma
smo dolocali po predhodno opisanem protokolu z nekaj prilagoditvami (Stepanovi¢ in sod.,
2007).

Za test filmotvornosti smo uporabili sterilne mikrotitrske plos¢ice s 96 jamicami, ravnim dnom
in pokrovom, ki se uporabljajo za celi¢ne kulture (Tissue Culture Testplate 96F, TPP, Svica).
Suspenzijo enterokokov smo najprej dobro homogenizirali na elektricnem meSalcu, nato pa s
pipeto prenesli po 200 ul suspenzije posameznega izolata v Stiri jamice mikrotitrske ploscice.
Kot negativno kontrolo smo v zadnje Stiri jamice nanesli enako koli¢ino (200 pl) sterilnega
medija TSB z glukozo. Izbrani sistem nanasSanja nam je tako omogocil testiranje 23 vzorcev na
eni ploscici. Po konfanem nanosu smo mikrotitrske plos¢ice pokrili, za zmanjSanje
izhlapevanja dodatno zavili v folijo ter inkubirali 24 h pri 37 °C v aerobnih pogojih.

Poskus smo izvedli v dveh bioloskih ponovitvah. Po inkubaciji smo vsebino mikrotitrske
ploscice odlili ter jamice trikrat sprali z 250 pl sterilnega fosfatnega pufra (Phosphate Buffered
Saline, PBS) s pH 7,2. Sestava in priprava PBS sta opisani v Tabeli 19.

Tabela 19: Sestava in priprava fosfatnega pufra (PBS) za spiranje mikrotitrskih plos¢ic.
Table 19: Composition and preparation of Phosphate Buffered Saline (PBS) for microtiter plate washing.

Sestava fosfatnega pufra (PBS) Koli¢ina [g/1]
NaCl (Merck, Nemcija) 8

KCI (Kemika, Hrvaska) 0,2

Na,HPO4 (Merck, Nemcija) 1,42

KH,PO4 (Kemika, Hrvaska) 0,24

Sestavine smo raztopili v litru destilirane vode, avtoklavirali 15 minut pri 121 °C ter umerili pH na 7,2.

Po kon€anem spiranju smo mikrotitrske plos¢ice susili pol ure pri 45 °C. Ko so bile ploscice
popolnoma suhe, smo v vsako jamico nanesli po 150 pl kristal vijolicnega barvila (Sigma-
Aldrich, ZDA) ter barvali 15 min. Barvilo smo nato previdno odpipetirali iz jamic, mikrotitrske
ploscice pa sStirikrat sprali z navadno vodo, da smo odstranili nevezano barvilo. Po spiranju smo
plos¢ice ponovno posusili, nato pa v vsako jamico dodali po 150 ul 96 % etanola (Merck,
Nemcija), s ¢imer smo sprostili vezano barvilo. Po 30-min inkubaciji (brez tresenja) pri sobni
temperaturi smo z avtomatskim citalcem (EL808, Bio-Tek Instruments, ZDA) pri 540 nm
valovne dolZine (ODs40) izmerili vrednosti absorbance kristal vijolicnega v raztopini.
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3.2.5.3 Interpretacija rezultatov

Pri interpretaciji rezultatov smo upostevali priporocila Stepanovica in sod. (2007), tako da smo
rezultat izrazili kot Stevil¢no vrednost ter izracunali povprecje vseh izmerjenih absorbanc za
posamezen izolat. Enako smo storili tudi pri negativni kontroli, ki jo je predstavljal neinokuliran
pufer TSB z glukozo. Dolocili smo mejno vrednost (ODc, angl. optical density cutt-off value),
na osnovi katere smo lahko locili filmotvorne izolate od nefilmotvornih. Vrednost ODc smo
izraunali za vsako mikrotitrsko plos¢ico posebej, opredelili pa smo jo kot vsoto povprecne
vrednosti ODs40 negativne kontrole in trikratne standardne deviacije (SD) negativne kontrole.
Konc¢no vrednost OD za posamezen testirani izolat smo izrazili kot razliko povprecne vrednosti
OD izolata in vrednosti ODc.

Za lazjo interpretacijo rezultatov smo glede na izmerjene vrednosti absorbance izolate
enterokokov razdelili v §tiri skupine (Stepanovi¢ in sod., 2000), kot je prikazano v Tabeli 20.
V tem primeru smo upostevali samo povprecno vrednost ODsso posameznega izolata (brez
odstete ODc vrednosti; Stepanovi¢ in sod., 2007).

Tabela 20: Razporeditev enterokokov glede na moznost tvorbe biofilmov v mikrotitrskih ploséicah; povzeto po
Stepanovié in sod. (2000).

Table 20: Distribution of enterococci according to the ability of biofilm formation in microtiter plates; adopted
from Stepanovi¢ et al. (2000).

Kategorija izolatov Kriterij

N (no biofilm producer) izolati, ki ne tvorijo biofilma ODs40 < ODc

W (weak biofilm producer) §ibki tvorci biofilma ODc < ODs49 <2 x ODc

M (moderate biofilm producer) zmerno mo¢ni tvorci biofilma 2 x ODc < ODs49 <4 x ODc

S (strong biofilm producer) mocni tvorci biofilma 4 x ODc < ODsa0
ODs40, povprecna vrednost absorbance; ODc, mejna vrednost, na osnovi katere smo lo¢ili filmotvorne izolate od
nefilmotvornih.
3.2.6 Statisti¢ne analize

Podatke smo analizirali s pomoc¢jo programa Microsoft Excel (Microsoft Corp., ZDA). Za
statisticno primerjavo zastopanosti fenotipske odpornosti in determinant virulence med 854
izolati iz klini¢nih vzorcev in neklini¢nimi izolati (torej vsi izolati iz hrane in okolja) smo
uporabili test hi-kvadrat za neodvisnost (angl. Pearson’s Chi-squared test) in Fisherjev
natancni test (angl. Fisher's exact test). Slednjega smo uporabili, ko je bila pri¢akovana
frekvenca < 5. Za oba testa smo uporabili program R 3.6.2. Z uporabljenimi statisti¢nimi testi
smo ovrednotili medsebojno povezanost preucevanih spremenljivk ter ugotavljali statisti¢no
znacCilne razlike med skupinama vzorcev. Kot statisti€éno znacilne smo privzeli vse rezultate z
vrednostjo p < 0,05.

Za podatke, ki smo jih pridobili pri testiranju 92 izolatov enterokokov na njihovo sposobnost
tvorbe biofilma, smo statisticno analizo izvedli s programom GraphPad Prism v8.0.2
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(GraphPad Software, ZDA). Za potrebe statisticne primerjave filmotvornosti izolatov smo
izolate razvrstili v primerjane skupine glede na prisotnost oz. odsotnost genov, ki so znano
udeleZeni v tvorbi biofilma (ace, asal in esp). Normalnost porazdelitve smo analizirali s testom
Shapiro-Wilk. Ker podatki niso bili normalno porazdeljeni, smo za primerjavo skupin uporabili
neparametri¢ni test Mann-Whitney, pri ¢emer smo kot statisticno znacilne privzeli vse rezultate
z vrednostjo p < 0,05. Podatke smo grafi¢no prikazali kot grafikone kvantilov (angl. box plot).
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4 REZULTATI

Med 854 testiranimi enterokoki, ki so pripadali 16 razlicnim vrstam, smo najvecji delez
odpornosti proti protimikrobnim zdravilom ugotovili proti tetraciklinu (43,3 %), eritromicinu
(25,4 %) in ciprofloksacinu (10,0 %). Tudi pri ostalih testiranih antibiotikih smo ugotovili
zmanj$ano obcutljivost enterokokov, vendar je bil delez odpornih izolatov pri njih pod 10 %,
proti daptomicinu in linezolidu celo pod 1 % (Tabela 21).

Delez izolatov, ki so bili odporni proti najmanj enemu izmed testiranih antibiotikov, se je med
posameznimi skupinami precej razlikoval. Najvecji delez odpornosti smo ugotovili pri
enterokokih iz klini¢nih vzorcev ljudi in zivali, mesa piSCancev in perutninske klavnice.
Najmanj odpornih enterokokov smo izolirali iz govejega mesa (Slika 15).

Delez odpornih enterokokov pri posameznih skupinah vzorcev

klini¢ni - H 88,1
klinigni-Z I 74,5
meso-PE 75,3
feces-PE  I—— 69
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feces-PRA I 41,5
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meso-PRE NN 24,4
mleko in mlecni izdelki-PRE 33,7
Skoljke I 32,9
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DeleZ odpornih izolatov [%]

Legenda: H, humani klini¢ni vzorci; Z, kliniéni vzorci Zivali; PE, perutnina (pis¢anci); PRA, prasi¢i; PRE, prezvekovalci
(prevladuje govedo).

Slika 15: Delez odpornih enterokokov pri posameznih skupinah vzorcev.
Figure 15: Proportion of resistant enterococcal isolates from individual groups of samples.

Najvec¢ veckratno odpornih enterokokov (VOB), ki so izkazovali odpornost proti najmanj trem
skupinam antibiotikov hkrati, smo zaznali pri vrstah E. faecium in E. faecalis. Veckratno
odporna sta bila tudi izolat vrste E. avium i1z fecesa prasicev ter izolat vrste E. hirae iz fecesa
pis€ancev. Glede na izvor izolatov smo najve¢ veCkratno odpornih enterokokov ugotovili pri
kliniénih vzorcih ljudi in Zivali. Visok delez VOB smo ugotovili tudi pri vzorcih vzdolz
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Delez veckratno odpornih (VOB) izolatov vrst E. faecalis in
E. faecium

K 1€ i -~ H |
KIiNTEN - 7
meso-PE I
feces-PE  nm——
klavnica-PE
meso-PRA i
feces-PRA  mmmm
farma in klavnica-PRA I
meso-PRE &
mleko in mlecni izdelki-PRE
Skoljke — n—

Skupine vzorcev

0 20 40 60 80 100 120
Delez VOB [%]

B E. faecalis W E. faecium

Legenda: H, humani klini¢ni vzorci; 7, klini¢ni vzorci Zivali; PE, perutnina (piscanci); PRA, prasi¢i; PRE, prezvekovalci
(prevladuje govedo); VOB, veckratno odporni enterokoki.

Slika 16: Delez veckratno odpornih (VOB) enterokokov pri posameznih skupinah vzorcev.
Figure 16: Proportion of multidrug resistant (MDR) enterococcal isolates from individual groups of samples.

Glede na posamezne vrste enterokokov smo najve¢ odpornih izolatov ugotovili pri vrstah
E. facealis in E. faecium, pri vrstah E. canis, E. devriesei in E. mundtii pa odpornih izolatov
nismo odkrili. Pregled odpornih enterokokov po posameznih vrstah glede na testirane
antibiotike je prikazan v Tabeli 21.

Najvecji delez odpornosti pri izolatih vrste E. faecalis, ne glede na njihov izvor, smo ugotovili
proti tetraciklinu in eritromicinu. Delez odpornosti proti tetraciklinu je bil od 25,0 % pri izolatih
1z govedine do 78,9 % pri humanih klini¢nih izolatih. DeleZ odpornosti proti eritromicinu pa je
bil od 2,9 % pri izolatih iz svinjine do 49,2 % pri izolatih iz mesa piS€ancev. Izjema so bili
vzorci s praSi¢je farme in klavnice, pri katerih nismo ugotovili odpornih izolatov vrste
E. faecalis. Pri doloCenih skupinah vzorcev smo ugotovili odpornost proti ampicilinu (priblizno
2 % pri humanih klini¢nih izolatih ter izolatih iz mesa in fecesa piS¢ancev), proti linezolidu
(priblizno 2 % pri izolatih iz govedine in mleka) ter proti tigeciklinu (1,5 % pri izolatih iz
svinjine). Proti vankomicinu odpornih izolatov vrste E. faecalis nismo ugotovili pri nobeni
skupini vzorcev (Slika 17).

Pri izolatih vrste E. faecium smo najvecji delez odpornosti ugotovili proti tetraciklinu,
eritromicinu in ampicilinu, vendar se je delez odpornih izolatov precej razlikoval med
posameznimi skupinami vzorcev. Pri izolatih iz svinjine odpornosti proti tem antibiotikom
nismo ugotovili. V nasprotju z izolati vrste E. faecalis, smo pri vrsti E. faecium ugotovili proti
vankomicinu odporne izolate, in sicer pri klini¢nih vzorcih Zivali in vzorcih perutnine. Vsi
izolati vrste E. faecium pa so bili dobro obcutljivit za daptomicin in linezolid (Slika 18).
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Tabela 21: Stevilo in delez odpornih enterokokov pri posameznih vrstah za vse testirane izolate (n = 854).
Table 21: Number and proportion of resistant enterococci according to species for all the tested isolates (n = 854).

AMP CIP DAP ERY GEN CHL SYN* LZD TEI TET TGC VAN
E. faecalis (n = 487) 4 35 0 122 34 29 IR 2 0 244 0 0
E. faecium (n =214) 66 44 0 80 25 2 34 0 10 69 13 10
E. hirae (n=171) 0 2 3 6 0 0 - 0 0 23 1 0
E. cecorum (n =25) 0 2 0 5 0 0 - 0 0 21 0 0
E. durans (n=16) 0 0 0 1 0 0 - 0 0 3 1 0
E. casseliflavus®* (n = 14) 0 0 0 0 0 0 - 0 0 1 0 IR
E. gallinarum** (n =4) 0 2 0 1 0 0 - 0 0 4 0 IR
E. gilvus (n=4) 0 0 0 0 0 0 - 0 0 2 0 0
E. italicus (n =3) 0 0 0 0 0 0 - 0 0 1 0 0
E. malodoratus (n =3) 2 0 0 0 0 0 - 0 0 0 0 0
E. mundtii (n =3) 0 0 0 0 0 0 - 0 0 0 0 0
E. avium (n =2) 1 0 0 1 0 0 - 0 0 1 0 0
E. canitestini (n =2) 0 0 0 1 0 0 - 0 0 0 0 0
E. canis (n=1) 0 0 0 0 0 0 - 0 0 0 0 0
E. devriesei (n=1) 0 0 0 0 0 0 - 0 0 0 0 0
E. thailandicus (n=1) 0 0 0 0 0 0 - 0 0 1 0 0
Stevilo odpornih izolatov 73 85 3 217 59 31 2 10 370 15 10
(%) (8.5) (10) 0,4) (25,4) (6,9) (3,6) 0,2) (1,2) (43,3) (1,8) (1,2)

Legenda: AMP, ampicillin; CIP, ciprofloksacin; DAP, daptomicin; ERY, eritromicin; GEN, gentamicin; CHL, kloramfenikol; SYN, kvinupristin/dalfopristin; LZD, linezolid; TEL
teikoplanin; TET, tetraciklin; TGC, tigeciklin; VAN, vankomicin; * Izolati E. faecalis so primarno odporni (IR, angl. intrinsically resistant) proti SYN. **1zolati vrst E. casseliflavus in E.
gallinarum so primarno odporni proti vankomicinu. EpidemioloSka mejna vrednost za ta antibiotik je doloCena samo za vrsto E. faecium, medtem ko za ostale enterokoke ni na voljo.
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DeleZ odpornosti pri izolatih vrste E. faecalis
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Legenda: AMP, ampicillin; CIP, ciprofloksacin; DAP, daptomicin; ERY, eritromicin; GEN, gentamicin; CHL, kloramfenikol; SYN, kvinupristin/dalfopristin; LZD, linezolid; TEI,
teikoplanin; TET, tetraciklin; TGC, tigeciklin; VAN, vankomicin; H, humani klini¢ni vzorci; 7, klini¢ni vzorci Zivali; PE, perutnina (pis¢anci); PRA, prasi¢i; PRE, prezvekovalci (prevladuje

govedo); S, skoljke; * Izolati E. faecalis so primarno odporni proti SYN, zato niso prikazani.

Slika 17: Delez odpornosti pri izolatih vrste E. faecalis pri posameznih skupinah vzorcev.
Figure 17: Percentage of resistance in E. faecalis isolates from individual groups of samples.
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DeleZ odpornosti pri izolatih vrste E. faecium

120

100
g 80
>
o
2
o
o
N
£ 60
<
o
o
2°]
o
>N
@ 40
[}
a

20 |
Ml ||| ||||‘| o il : || “l‘u I
AMP CIP DAP ERY GEN CHL SYN LZD TEI TET TGC VAN
B E. faecium-H W E. faecium-Z E. faecium-meso PER E. faecium-feces PER
E. faecium-klavnica PER E. faecium-meso PRA W E. faecium-feces PRA B E. faecium-farma in klavnica PRA
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Legenda: AMP, ampicillin; CIP, ciprofloksacin; DAP, daptomicin; ERY, eritromicin; GEN, gentamicin; CHL, kloramfenikol; SYN, kvinupristin/dalfopristin; LZD, linezolid; TEIL,
teikoplanin; TET, tetraciklin; TGC, tigeciklin; VAN, vankomicin, H, humani klini¢ni vzorci, 7, klini¢ni vzorci Zivali; PE, perutnina (pis¢anci); PRA, prasi¢i; PRE, prezvekovalci
(prevladuje govedo); S, skoljke.

Slika 18: Delez odpornosti pri izolatih vrste E. faecium pri posameznih skupinah vzorcev.
Figure 18: Percentage of resistance in E. faecium isolates from individual groups of samples.
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V skupini enterokokov s posebnim vzorcem odpornosti smo fenotipsko in genotipsko potrdili
odpornost proti vankomicinu (VRE) pri 10 (1,2 %) izolatih vrste E. faecium; devet smo jih
izolirali iz mesa in fecesa piscancev ter okoljskih vzorcev na perutninski klavnici, enega pa iz
vzorca hemokulture psa (Slika 19). Na osnovi visoke vrednosti MIK za gentamicin pa smo v
skupino HLAR uvrstili 59 (6,9 %) izolatov vrst E. faecalis in E. faecium (Slika 19).

Stevilo enterokokov s posebno obliko odpornosti:
HLAR in VRE
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Legenda: H, humani klini¢ni vzorci; 7, klini¢ni vzorci Zivali; PE, perutnina (pisc¢anci); PRA, prasi¢i; PRE, prezvekovalci
(prevladuje govedo); HLAR, enterokoki, odporni proti visokim koncentracijam aminoglikozidov; VRE, proti vankomicinu
odporni enterokoki.

Slika 19: Stevilo enterokokov, odpornih proti visokim koncentracijam aminoglikozidov (HLAR), in proti
vankomicinu odporni enterokoki (VRE) pri posameznih skupinah vzorcev.

Figure 19: Number of high-level resistant enterococci (HLAR) and vancomycin-resistant enterococci (VRE) from
individual groups of samples.

Vseh 854 enterokokov smo testirali tudi glede prisotnosti genov za virulen¢ne dejavnike.
Ugotovili smo jih pri §tirih vrstah: E. facealis, E. faecium, E. hirae in E. mundtii. Pri izolatih
vrst E. faecalis in E. faecium smo ugotovili prisotnost vseh sedmih iskanih genov, medtem ko
smo pri izolatih vrste E. hirae ugotovili le gene ace, asal in efaA, pri izolatih vrste E. mundtii
pa gene ace, efad in gelE. Pri nobenem izolatu nismo hkrati ugotovili vseh sedem genov za
virulen¢ne dejavnike.

Najve¢ genov smo ugotovili pri izolatih vrste E. faecalis, ki so bili najpogosteje nosilci genov
efad, gelE in ace. Stevilo in deleZ genov pri posameznih vrstah enterokokov sta prikazana v
Tabeli 22.
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Tabela 22: Stevilo in deleZ enterokokov z geni za virulenéne dejavnike pri posameznih vrstah za vse testirane
izolate (n = 854).
Table 22: Number and proportion of enterococci harboring virulence genes according to species for all the tested
isolates (n = 854).

Gen za Stevilo (deleZ [%]) izolatov

virulen¢ni E. faecalis E. faecium E. hirae E. mundtii Skupaj
dejavnik [n=487]) [n=214] [n=T71] [n=13]

ace 370 (76,0) 4(1,9) 2(2,8) 2 (66,7) 378 (44,3)
asal 234 (48,0) 2(0,9) 1(1,4) 0(0,0) 237 (27,8)
cylA 83 (17,0) 2(0,9) 0(0,0) 0(0,0) 85 (10,0)
efaA 478 (98,2) 4(1,9) 2(2,8) 2 (66,7) 486 (56,9)
esp 122 (25,1) 23 (10,7) 0 (0,0) 0(0,0) 145 (17,0)
gelE 400 (82,1) 2(0,9) 0(0,0) 2 (66,7) 404 (47,3)
hyl 3 (0,6) 17 (7,9) 0(0,0) 0(0,0) 20 (2,3)

Legenda: ace, gen, ki kodira protein za vezavo kolegena; asal, gen, ki kodira agregacijsko snov; cyl4, gen, ki kodira citolizin;
efad, gen, ki kodira antigen Enterococcus faecalis; esp, gen, ki kodira enterokokni povrSinski protein; gelE, gen, ki kodira
zelatinazo; hyl, gen, ki kodira hialuronidazo.

Skupaj smo pri vseh testiranih enterokokih dolo¢ili 28 razli¢nih virulen¢nih tipov. Najvecjo
raznolikost smo ugotovili pri vrsti E. faecalis: pri izolatih iz svinjine smo ugotovili 15 razli¢nih
virulen¢nih tipov, pri humanih klini¢nih izolatih 14, pri izolatih iz klini¢nih vzorcev Zivali ter
vzorcev mleka in mle¢nih izdelkov pa 13 razli¢nih virulen¢nih tipov. Najmanj virulen¢nih tipov
(dva) smo ugotovili pri izolatih vrste E. faecalis iz prasi¢je farme in klavnice. Pri vrsti
E. faecium smo ugotovili precej manj virulen¢nih tipov: Sest pri humanih klini¢nih izolatih, dva
pri izolatih iz klini¢nih vzorcev zivali ter en virulenéni tip pri Skoljkah. Pri izolatih E. faecium
iz drugih skupin vzorcev nismo ugotovili nobenega izmed iskanih genov za virulen¢ne
dejavnike. Pri vrsti E. hirae smo ugotovili dva virulen¢na tipa, pri vrsti E. mundtii pa enega.
Stevilo razli¢nih virulenénih tipov je glede na posamezne skupine vzorcev in vrsto enterokokov
prikazano na Sliki 20.
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Stevilo razli¢nih virulenénih tipov pri enterokokih
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Legenda: H, humani klini¢ni vzorci; 7, klini¢ni vzorci Zivali; PE, perutnina (pis¢anci); PRA, prasici; PRE, prezvekovalci
(prevladuje govedo).

Slika 20: Stevilo razli¢nih virulenénih tipov pri posameznih skupinah vzorcev glede na vrsto enterokokov.
Figure 20: Number of different virulence types from individual groups of samples according to the species of
enterococci.

Pri izolatih vrste E. faecalis smo skupaj ugotovili 26 razli¢nih virulen¢nih tipov, pri izolatih
vrste E. faecium pa sedem. Ne glede na izvor sta bila pri izolatih vrste E. faecalis najpogosteje
ugotovljena virulen¢na tipa ace-efad-gelE (25,5 %) in ace-asal-efaA-gelE (19,5 %). Pri
izolatih vrste E. faecium je bil najpogoste;jsi virulencni tip esp-hyl (7,5 %) (Tabela 23).

Najpogostejsa virulencna tipa pri izolatih vrste E. faecalis (ace-efaA-gelE in efaA-gelE) smo
ugotovili pri vzorcih iz vseh skupin, tako pri izolatih iz klini¢nih vzorcev kot pri komenzalnih
izolatih (Slika 21). Prav tako smo pri vzorcih iz vseh skupin, razen pri izolatih vrste E. faecalis
iz okoljskih vzorcev prasicje farme in klavnice, ugotovili kombinacijo genov ace-asal-efaA-
gelE. Virulen¢ni tip s kombinacijo Sestih genov ace-asal-cylA-efaA-esp-gelE smo ugotovili
samo pri izolatih vrst E. faecalis in E. faecium iz klini¢nih vzorcev ljudi ter pri izolatih vrste
E. faecalis iz klini¢nih vzorcev zivali ter Skoljk (Slika 21).

Nekateri virulencni tipi so se pojavili samo pri eni skupini vzorcev: kombinacija genov esp-hyl
samo pri izolatih iz klini¢nih vzorcev ljudi, asal-gelE samo pri izolatih vrste E. faecalis iz
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svinjine, ace-cylA-efaA-gelE samo pri izolatih vrste E. faecalis iz fecesa praSicev, efaA-esp
samo pri izolatih vrste E. faecalis iz govejega mesa, asal-cylA-efaA-gelE pa samo pri izolatih
vrste E. faecalis pri perutnini. Virulencni tip asal-efaA-esp smo ugotovili le pri klini¢nih
izolatih ljudi in Zivali, medtem ko smo virulenc¢na tipa efaAd-gelE-hyl in hyl ugotovili samo pri
klini¢nih izolatih iz Zivali. Nasprotno pa smo kombinacijo genov za virulen¢ne dejavnike ace-
asal-efaA in ace-efaA ugotovili pri vseh komenzalnih enterokokih, ne pa tudi pri izolatih iz

klini¢nih vzorcev (Slika 21).

Tabela 23: Stevilo in deleZ izolatov vrst E. faecalis in E. faecium glede na virulenéni tip.

Table 23: Number and proportion of E. faecalis and E. faecium isolates according to the virulence pattern.

Stevilo (delez [%]) izolatov

E. faecalis E. faecium
Virulené¢ni tip [n=487] [n=214]
ace-asal-cylA-efaA-esp-gelE 39 (8,0) 1(0,5)
ace-asal-cylA-efad-esp 29 (6,0) 0(0,0)
ace-asal-cylA-efad-gelE 10 (2,1) 0(0,0)
ace-asal-efaA-esp-gelE 6(1,2) 0(0,0)
asal-cylA-efaA-esp-gelE 7(1,4) 0(0,0)
ace-asal-cylA-efad 2(0,4) 1(0,5)
ace-asal-efaA-gelE 95 (19,5) 0(0,0)
ace-cylA-efaA-gelE 1(0,2) 0(0,0)
ace-efaA-esp-gelE 24 (4,9) 1(0,5)
asal-cylA-efaA-gelE 4(0,8) 0(0,0)
asal-efaA-esp-gelE 10 (2,1) 0(0,0)
ace-asal-efaA 19 (3,9) 0(0,0)
ace-efaA-esp 5(1,0) 1(0,5)
ace-efaA-gelE 124 (25,5) 0(0,0)
asal-efaA-esp 4(0,8) 0(0,0)
asal-efaA-gelE 14 (2,9) 0(0,0)
efaA-esp-gelE 16 (3,3) 0(0,0)
efaA-gelE-hyl 1(0,2) 0(0,0)
ace-efaA 25 (5,1) 0(0,0)
asal-efad 2(0,4) 0(0,0)
asal-gelE 1(0,2) 0(0,0)
efad-esp 2(0,4) 0(0,0)
efad-gelE 43 (8,8) 0 (0,0)
esp-hyl 2 (0,4) 16 (7,5)
efad 5(1,0) 0(0,0)
esp 0(0,0) 4(1,9)
gelE 2 (0,4) 0(0,0)
hyl 0(0,0) 1(0,5)
brez genov za virulen¢ne dejavnike 4(0,8) 189 (88,3)

Legenda: ace, gen, ki kodira protein za vezavo kolegena; asal, gen, ki kodira agregacijsko snov; cyl4, gen, ki
kodira citolizin; efad, gen, ki kodira antigen Enterococcus faecalis; esp, gen, ki kodira enterokokni povrsinski

protein; gelE, gen, ki kodira zelatinazo; hyl, gen, ki kodira hialuronidazo.

S krepko pisavo so oznacene kombinacije genov za virulen¢ne dejavnike, ki so bile najpogostejse pri posameznih

vrstah enterokokov v tej skupini.
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Legenda: H, humani klini¢nivzorci; Z, klini¢ni vzorci Zivali; PE, perutnina (pid¢anci); PRA, prasi¢i; PRE, prezvekovalci (prevladuje govedo); S, skoljke;

Slika 21: Virulencni tipi izolatov vrst E. faecalis in E. faecium pri posameznih skupinah vzorcev.
Figure 21: Virulence types of E. faecalis and E. faecium isolates from individual groups of samples.
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Slika 22: Delez izolatov vrste E. faecalis z geni za virulencne dejavnike v posameznih skupinah vzorcev.
Figure 22: Proportion of E. faecalis isolates with virulence genes from individual groups of samples.
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Delez izolatov, pri katerih nismo ugotovili niti enega izmed preiskovanih genov za virulencne
dejavnike, je bil znatno visji pri izolatih vrste E. faecium kot pri vrsti E. faecalis. V skupini
komenzalnih izolatov vrste E. faecium pri rejnih zivalih (perutnina, prasici in prezvekovalci)
nismo ugotovili nobenega izmed iskanih genov za virulen¢ne dejavnike. Genov za virulencne
dejavnike nismo ugotovili tudi pri ve¢ kot 90 % izolatov vrste E. faecium iz klini¢nih vzorcev
zivali in Skoljk ter pri Cetrtini izolatov vrste E. faecium iz klini¢nih vzorcev ljudi. Nasprotno pa
so bili vsi izolati vrste E. faecalis z izjemo mesa prasicev in govedi nosilci vsaj enega izmed
iskanih genov (Sliki 22 in 23).

80
70
60
50
40
30
20

10

0 Hm [
ace asal cyl efaA esp gelE hyl

Delez izolatov s preiskovanimi geni [%)]

E. faecium-H WE. faecium-Z W E. faecium-$
Legenda: H, humani klini¢ni vzorci; Z, kliniéni vzorci Zivali; S, 8koljke;

Slika 23: Delez izolatov vrste E. faecium z geni za virulen¢ne dejavnike v posameznih skupinah vzorcev.
Figure 23: Proportion of E. faecium isolates with virulence genes from individual groups of samples.

Vsi rezultati odpornosti proti protimikrobnim zdravilom in virulenénih dejavnikov so
podrobneje predstavljeni pri posameznih skupinah vzorcev. Rezultate smo oblikovali in jih
primerjali posebej za naslednje skupine:

enterokoki iz klini¢nih vzorcev ljudi in Zivali
enterokoki pri perutnini

enterokoki pri prasicih

enterokoki pri prezvekovalcih

enterokoki iz Skoljk klapavic.

Nk W=

Rezultati tvorbe biofilma so predstavljeni samostojno na koncu tega poglavja (tocka 4.6.).



M. Golob: Odpornost proti antibiotikom in virulen¢ni dejavniki enterokokov pri zivalih in v zivilih... 88
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2021. Doktorska disertacija

4.1 ENTEROKOKI 1Z KLINICNIH VZORCEV LJUDI IN ZIVALI
4.1.1 Odpornost enterokokov iz klini¢nih vzorcev ljudi in Zivali

Vsi izolati iz klini¢nih vzorcev so bili dobro obcutljivi za daptomicin in linezolid. Poleg tega
so bili vsi humani izolati dobro obcutljivi Se za teikoplanin in vankomicin, izolati vrste
E. faecalis pa tudi za tigeciklin. Pri zivalih so bili prav tako vsi izolati, razen izolatov vrste
E. faecium, dobro obcutljivi za ampicilin, teikoplanin in tigeciklin (Slika 24 ter Priloge 2-5).

Stevilo odpornih enterokokov iz humanih klini¢nih vzorcev
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Legenda: AMP, ampicillin; CIP, ciprofloksacin; DAP, daptomicin; ERY, eritromicin; GEN, gentamicin; CHL, kloramfenikol;
SYN, kvinupristin/dalfopristin; LZD, linezolid; TEI, teikoplanin; TET, tetraciklin; TGC, tigeciklin; VAN, vankomicin; *

Izolati E. faecalis so primarno odporni proti SYN, zato niso prikazani.

Slika 24: Stevilo odpornih enterokokov iz kliniénih vzorcev ljudi in Zivali.
Figure 24: Number of resistant enterococci from human and animal clinical samples.
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Med vsemi izolati iz klini¢nih vzorcev ljudi je bilo le 12 (11,9 %) dobro obcutljivih za vsa
testirana protimikrobna zdravila, medtem ko je preostalih 89 (88,1 %) izolatov fenotipsko
izkazovalo odpornost proti vsaj enemu izmed testiranih antibiotikov. Pri Zivalih je bilo 27 (25,5
%) 1zolatov dobro obcutljivih za vse testirane antibiotike, preostalih 79 (74,5 %) enterokokov
pa je bilo odpornih vsaj proti enemu izmed testiranih antibiotikov (Tabeli 24 in 25).

Najvecji delez odpornosti med vsemi humanimi enterokoki smo ugotovili pri izolatih vrste
E. faecium, med katerimi jih je bilo 22 (73,3 %) odpornih proti trem ali ve¢ razli¢nim skupinam
antibiotikov (VOB). Dva (6,7 %) izolata vrste E. faecium sta bila odporna proti trem razlicnim
antibiotikom, Stirje (13,3 %) izolati proti Stirim, 13 (43,3 %) proti petim, trije (10,0 %) izolati
pa so bili odporni proti kar Sestim razlicnim antibiotikom (Tabela 24). Vsi trije Sestkratno
odporni izolati vrste E. faecium z vzorcem odpornosti AMP-CIP-ERY-GEN-SYN-TGC so bili
izolirani iz hemokulture.

V skupino veckratno odpornih bakterij se je uvrséalo tudi 21 (29,6 %) izolatov vrste E. faecalis
iz klini¢nih vzorcev ljudi. Med njimi jih je bilo 14 (19,7 %) odpornih proti trem razli¢nim
antibiotikom, trije (4,2 %) proti Stirim in Stirje (5,6 %) proti petim razli¢cnim antibiotikom
(Tabela 24).

Tabela 24: Stevilo in delez odpornih izolatov vrst E. faecalis in E. faecium iz klini¢nih vzorcev ljudi in Zivali
glede na obcutljivost za razli¢ne skupine antibiotikov.

Table 24: Number and proportion of resistant E. faecalis and E. faecium isolates from human and animal clinical
samples according to the susceptibility to different groups of antimicrobials.

Odpornost proti Stevilo (delez [%]) izolatov

skupinam Humani klini¢ni vzorci Klini¢ni vzorci zivali
protimikrobnih E. faecalis E. faecium E. faecalis E. faecium
zdravil (Stevilo) [n=171] [n=30] [n=46] [n=25]
6 0 (0,0) 3 (10,0) 0 (0,0) 1(4,0)
5 4 (5,6) 13 (43,3) 3(6,5) 5(20,0)
4 34,2 4(13,3) 4(8,7) 9 (36,0)
3 14 (19,7) 2 (6,7) 3 (6,5) 5(20,0)
VOB 21 (29,6) 22 (73,3) 10 (21,7) 20 (80,0)
2 13 (18,3) 3 (10,0) 10 (21,7) 0(0,0)
1 28 (39,4) 2 (6,7) 10 (21,7) 1(4,0)
Obcutljivi 9 (12,7) 3 (10,0) 16 (34,8) 4 (16,0)

Legenda: V obarvani vrstici je podan sestevek veckratno odpornih izolatov (VOB).

Tudi pri Zivalskih klini¢nih enterokokih smo najvecji deleZ odpornosti ugotovili pri izolatih
vrste E. faecium, med katerimi jih je bilo 20 (80,0 %) odpornih proti trem ali ve¢ razlicnim
skupinam antibiotikov. Pet (20,0 %) izolatov vrste E. faecium je bilo odpornih proti trem
razlicnim antibiotikom, devet (36,0 %) proti Stirim, pet (20,0 %) proti petim, en (4,0 %) izolat
pa je bil odporen proti kar Sestim razli¢nim antibiotikom (Tabela 24). Izolat vrste E. faecium,
ki je bil odporen proti Sestim razlicnim antibiotikom z vzorcem odpornosti AMP-CIP-ERY -
GEN-SYN-TET, je bil izoliran iz brisa podkoznega tkiva pri macku s fasciitisom.
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Delez veckratno odpornih enterokokov iz klinicnih vzorcev zivali je bil pri izolatih vrste
E. faecalis znatno nizji (21,7 %) kot pri izolatih vrste E. faecium. V skupino VOB smo uvrstili
10 izolatov E. faecalis iz razli¢nih klini¢nih vzorcev (urin, bris rane, traheje in sluhovoda). Med
temi izolati so bili trije (6,5 %) odporni proti trem razli¢nim antibiotikom, Stirje (8,7 %) proti
Stirim in trije (6,5 %) proti petim razli¢nim antibiotikom (Tabela 24).

Pri ostalih vrstah enterokokov, izoliranih iz klini¢nih vzorcev zivali (E. cecorum, E. hirae,
E. canis, E. canitestini in E. gallinarum), je bilo Stevilo odpornih izolatov na splosno precej
manjse kot pri izolatih vrst E. faecium in E. faecalis (Slika 25). V tej skupini enterokokov nismo
ugotovili VOB (Tabela 25).

Tabela 25: Stevilo in delez odpornih izolatov drugih vrst enterokokov klini¢nih vzorcev Zivali glede na
obcutljivost za razli¢ne skupine antibiotikov.

Table 25: Number and proportion of resistant other enterococcal isolates from animal clinical samples according
to susceptibility to different groups of antimicrobials.

Odpornost proti Stevilo (delez [%]) izolatov

skupinam

protimikrobnih E. cecorum E. hirae E. canis E. canitestini E. gallinarum
zdravil (Stevilo) [n=125] [n=175] [n=1] [n=2] [n=2]
VOB / / / / /

2 5(20,0) 1 (20,0) 0 (0,0) 0(0,0) 2 (100,0)
1 18 (72,0) 1 (20,0) 0(0,0) 1 (50,0) 0(0,0)
obcutljivi 2 (8,0) 3 (60,0) 1 (100,0) 1 (50,0) 0(0,0)

Legenda: V obarvani vrstici je podan sestevek veckratno odpornih izolatov (VOB).

Iz Slike 25 je razvidno, da so bili humani izolati vrste E. faecium najpogosteje odporni proti
eritromicinu (76,7 %), ampicilinu in ciprofloksacinu (oba 70,0 %). Vec kot polovica jih je bilo
odpornih proti gentamicinu in kvinupristinu/dalfopristinu (oba 56,7 %), 30,0 % pa proti
tigeciklinu. Manjs$i delez odpornosti smo ugotovili tudi proti tetraciklinu (13,3 %) in
kloramfenikolu (3,3 %). Za razliko od izolatov vrste E. faecium je bilo pri humanih klini¢nih
izolatih vrste E. faecalis najve¢ odpornih proti tetraciklinu (78,9 %), malo manj kot polovica
(46,5 %) proti eritromicinu, 28,2 % izolatov pa proti gentamicinu. Slaba petina (18,3 %)
izolatov je bila odporna proti ciprofloksacinu, manjsi deleZ odpornosti pa smo ugotovili Se proti
kloramfenikolu (5,6 %) in ampicilinu (2,8 %) (Slika 25, Priloga 2).

Pri izolatih vrste E. faecium iz klini¢nih vzorcev Zivali je bila ve€ina odporna proti ampicilinu,
tetraciklinu (oba 80,0 %) ter eritromicinu (76,0 %), nekaj vec kot polovica (52,0 %) izolatov pa
je bila odporna proti ciprofloksacinu. ZmanjSano obcutljivost izolatov vrste E. faecium smo
ugotovili Se za kvinupristin/dalfopristin (odpornih 24,0 %) in gentamicin (odpornih 16,0 %).
Manjsi deleZ odpornosti smo ugotovili tudi proti teikoplaninu, tigeciklinu in vankomicinu (4,0
%) (Slika 25, Priloga 3).
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Podobno kot za izolate vrste E. faecium smo tudi za zivalske klini¢ne izolate vrste E. faecalis
ugotovili, da so v najvec¢ji meri odporni proti tetraciklinu (58,7 %) in eritromicinu (39,1 %).
Nasprotno pa smo pri enajstih izolatih vrste E. faecalis ugotovili odpornost proti
kloramfenikolu (23,9 %), ki je pri izolatih vrste E. faecium nismo ugotovili. Priblizno petina
(19,6 %) izolatov vrste E. faecalis je bila odporna tudi proti ciprofloksacinu, proti gentamicinu
pa 10,9 % (Slika 25, Priloga 3).

DeleZ odpornih izolatov vrst E. faecalis in E. faecium iz klini¢nih
vzorcev ljudi in Zivali
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Legenda: AMP, ampicillin; CIP, ciprofloksacin; DAP, daptomicin; ERY, eritromicin; GEN, gentamicin; CHL, kloramfenikol;
SYN, kvinupristin/dalfopristin; LZD, linezolid; TEI, teikoplanin; TET, tetraciklin; TGC, tigeciklin; VAN, vankomicin; H,
humani kliniéni vzorci; Z, klini¢ni vzorci Zivali; * Izolati E. faecalis so primarno odporni proti SYN, zato niso prikazani.

Slika 25: Delez odpornih izolatov vrst E. faecalis in E. faecium iz klini¢nih vzorcev ljudi in Zivali.
Figure 25: Proportion of resistant E. faecalis in E. faecium isolates from human and animal clinical samples.

Med humanimi klini€nimi enterokoki smo 20 (28,2 %) izolatov vrste E. faecalis na osnovi
vrednosti MIK za gentamicin uvrstili v skupino HLAR (Priloga 2); izolati so izvirali iz urina,
hemokulture, vaginalnega brisa, rane med operacijo ter ejakulata. V skupino HLAR smo uvrstili
tudi 17 (56,7 %) izolatov vrste E. faecium (Priloga 2) iz hemokulture, urina in aspirata sapnika
ljudi. Skupaj smo tako vec kot tretjino (36,3 %) vseh testiranih humanih klini¢nih enterokokov
uvrstili v skupino HLAR. Poleg tega so bili vsi ti izolati tudi veckratno odporni, saj so poleg
povecane odpornosti proti aminoglikozidom (gentamicinu) fenotipsko izkazovali odpornost Se
najmanj proti dvema drugima skupinama protimikrobnih zdravil.
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Pri Zivalih smo v skupino posebno odpornih enterokokov (HLAR) uvrstili §tiri (16,0 %) izolate
vrste E. faecium iz brisa podkoZznega tkiva in vzorcev urina ter pet (10,9 %) izolatov vrste
E. faecalis iz urina, rane in brisa sapnika. Podobno kot pri humanih izolatih HLAR so bili tudi
zivalski izolati, z izjemo enega (E. faecalis), veckratno odporni (Priloga 3).

Proti vankomicinu odpornih enterokokov (VRE) iz klini¢nih vzorcev bolnikov nismo vkljuéili
v raziskavo. Pri zivalih smo iz klini¢nih vzorcev (hemokulture psa) pridobili en izolat VRE
vrste E. faecium (Priloga 3), pri katerem smo tudi s testom PCR dokazali gen za odpornost
proti vankomicinu vanA. V skupini zivalskih klini¢nih izolatov vrste E. faecalis nismo ugotovili
odpornosti proti vankomicinu.

Med drugimi enterokoki iz zivalskih klini¢nih vzorcev (Priloga 5) sta imela oba izolata vrste
E. gallinarum vrednost MIK za vankomicin 8 pg/ml; izolat iz piS¢ancjih organov je bil odporen
proti ciprofloksacinu in tetraciklinu, izolat iz jeter enodnevnih puranov pa proti tetraciklinu.
Izolata vrst E. canis in E. canitestini iz pasjega sluhovoda sta bila dobro obcutljiva za vse
testirane antibiotike, medtem ko smo pri izolatu vrste E. canitestini iz nosnega izpirka macka
ugotovili odpornost proti eritromicinu.

Delez odpornosti proti posameznim antibiotikom ter distribucija vrednosti MIK sta za vse
enterokoke iz klini¢nih vzorcev ljudi in Zivali prikazana v Prilogah 2-5.

4.1.2 Geni za virulen¢ne dejavnike pri enterokokih iz klini¢nih vzorcev ljudi in Zivali

Pri enterokokih iz klini¢nih vzorcev smo ugotovili vse preiskovane gene za virulenéne
dejavnike, vendar pa noben izolat ni imel vseh sedmih genov hkrati. Prisotnost genov se je
razlikovala glede na vrsto enterokokov. Preiskovane gene za virulenéne dejavnike smo
ugotovili le pri vrstah E. faecalis in E. faecium, medtem ko pri izolatih vrst E. canis,
E. canitestini, E. cecorum, E. gallinarum in E. hirae iz klini¢nih vzorcev Zivali nismo ugotovili
nobenega. Pogosteje smo gene za virulencne dejavnike ugotovili pri izolatih vrste E. faecalis,
razen gena hyl (Tabela 26).

Delez posameznih genov pri vrsti E. faecalis je bil podoben tako pri humanih kot Zivalskih
klini¢nih izolatih, prevladoval pa je gen efad (> 97,0 % v obeh skupinah). Pri izolatih vrste
E. faecium smo znatno ve¢ genov ugotovili v skupini izolatov iz klini¢nih vzorcev ljudi, kjer je
prevladoval gen esp (70,0 %). Pri Zivalih smo v skupini izolatov vrste E. faecium ugotovili le
dva, ki sta imela gena esp in hyl. DeleZ posameznih genov za virulencne dejavnike, glede na
vrsto enterokokov in njihov izvor, je prikazan v Tabeli 26.
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Tabela 26: Prisotnost genov za virulen¢ne dejavnike pri izolatih vrst E. faecalis in E. faecium iz klini¢nih vzorcev
ljudi in zivali.

Table 26: The presence of virulence genes in E. faecalis and E. faecium isolates from human and animal clinical
samples.

Stevilo (deleZ [%]) izolatov

Gen za Humani klini¢ni vzorci Klini¢ni vzorci zivali
virulen¢ni E. faecalis E. faecium E. faecalis E. faecium
dejavnik [n="71] [7 =30] [n=46] [n=25]
ace 54 (76,1) 4(13,3) 35 (76,1) 0(0,0)
asal 46 (64,8) 2 (6,7) 28 (60,9) 0(0,0)
cylA 32 (45,1) 2 (6,7) 14 (30,4) 0(0,0)
efad 69 (97,2) 4(13,3) 45 (97,8) 0(0,0)
esp 51(71,8) 21(70,0) 22 (47,8) 1(4,0)
gelE 63 (88,7) 2 (6,7) 32 (69,6) 0 (0,0)
hyl 2(2,8) 16 (53,3) 1(2,2) 1 (4,0)

Legenda: ace, gen, ki kodira protein za vezavo kolegena; asal, gen, ki kodira agregacijsko snov; cyl4, gen, ki
kodira citolizin; efad, gen, ki kodira antigen Enterococcus faecalis; esp, gen, ki kodira enterokokni povrSinski
protein; gelE, gen, ki kodira zelatinazo; hyl, gen, ki kodira hialuronidazo.

Tako pri humanih kot pri zivalskih izolatih vrste E. faecalis smo ugotovili ve¢jo pestrost in
Stevilo razli¢nih virulen¢nih tipov kot pri izolatih vrste E. faecium. Nekateri virulen¢ni tipi so
se pojavili samo pri izolatih iz klini¢nih vzorcev ljudi, drugi pa samo pri izolatih iz klini¢nih
vzorcev zivali; virulen¢ni tipi in njihov delez pri izolatih vrst E. faecalis in E. faecium iz
klini¢nih vzorcev ljudi in Zivali so prikazani v Tabeli 27.

Pri izolatih vrste E. faecalis iz klini¢nih vzorcev ljudi smo ugotovili 14 razli¢nih virulen¢nih
tipov z najpogostejSim vzorcem ace-asal-cylA-efaA-esp-gelE. Tako kombinacijo genov smo
ugotovili pri 22 (31,0 %) izolatih, in sicer iz urina (n = 13), hemokulture, vagine (oba n = 3) ter
iz abdomna, ejakulata in rane (vsi n = 1). Med pogostejSe virulencne tipe smo uvrstili Se
kombinacijo genov ace-asal-efaA-gelE pri devetih (12,7 %) izolatih ter kombinaciji ace-efa4-
esp-gelE in ace-efaA-gelE (obe pri sedmih [9,9 %] izolatih). Vseh 71 humanih izolatov vrste
E. faecalis je hkrati vsebovalo najmanj dva gena za virulencne dejavnike (Tabela 27).

Pri1 izolatih vrste E. faecalis iz klini¢nih vzorcev Zivali smo ugotovili 13 razli€nih virulenénih
tipov, vseh 46 izolatov pa je vsebovalo vsaj en gen za virulencne dejavnike. Najpogostejsi
vzorec ace-efaA-gelE smo ugotovili pri desetih (21,7 %) izolatih vrste E. faecalis (Tabela 27)
iz urina psa (n = 4), razli¢nih organov psa (n = 3), rane in brisa sluhovoda psa (oba n = 1) ter
brisa sapnika Zelve (n = 1). Med pogostejSe virulencne tipe smo uvrstili Se kombinacijo genov
ace-asal-cylA-efaA-esp pri sedmih (15,2 %) izolatih ter kombinacijo ace-asal-efaA-gelE pri
Sestih (13,0 %) izolatih (Tabela 27).

Za razliko od i1zolatov vrste E. faecalis so imeli izolati vrste E. faecium manjSe Stevilo genov
za virulen¢ne dejavnike. Pri izolatih vrste E. faecium iz klini¢nih vzorcev ljudi smo ugotovili
Sest razli¢nih virulenénih tipov z najpogostejSim vzorcem esp-hyl. Tak virulenéni tip je imelo
16 humanih izolatov vrste E. faecium (53,3 %, Tabela 27) iz hemokulture (n = 10), urina (n =
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4) in aspirata sapnika (n = 2). Pri zivalskih klini¢nih izolatih vrste E. faecium pa smo ugotovili
le dva razli¢na gena za virulenc¢ne dejavnike pri dveh izolatih; gen esp smo ugotovili pri izolatu
iz punktata trebusne votline macka s peritonitisom, gen Ayl pa pri izolatu iz urina psa (Tabela
27).

Tabela 27: Virulen¢ni tipi, ugotovljeni pri izolatih vrst E. faecalis in E. faecium iz klini¢nih vzorcev ljudi in zivali.
Table 27: Virulence patterns observed in E. faecalis and E. faecium isolates from human and animal clinical

samples.
Stevilo (deleZ [%]) izolatov
Humani klini¢ni vzorci Klini¢ni vzorci zivali
E. faecalis E. faecium E. faecalis E. faecium
Virulené¢ni tip [n=T1] [n=30] [n=46] [n=25]
ace-asal-cylA-efaA-esp-gelE 22 (31,0) 1(3,3) 5(10,9) 0(0,0)
ace-asal-cylA-efad-esp 4(5,6) 0(0,0) 7 (15,2) 0(0,0)
ace-asal-cylA-efad-gelE 2(2,8) 0(0,0) 2(4,3) 0 (0,0)
ace-asal-efad-esp-gelE 2(2,8) 0(0,0) 2(4,3) 0(0,0)
asal-cylA-efaA-esp-gelE 4(5,6) 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0)
ace-asal-cylA-efad 0(0,0) 1(3,3) 0(0,0) 0(0,0)
ace-asal-efaA-gelE 9(12,7) 0(0,0) 6 (13,0) 0(0,0)
ace-efaA-esp-gelE 7(9,9) 1(3,3) 0(0,0) 0(0,0)
asal-efaA-esp-gelE 2(2,8) 0(0,0) 2 (4,3) 0(0,0)
ace-efaA-esp 1(1,4) 1(3,3) 3 (6,5) 0(0,0)
ace-efaA-gelE 7(9,9) 0(0,0) 10 (21,7) 0(0,0)
asal-efaA-esp 1(1,4) 0 (0,0) 3(6,5) 0(0,0)
efaA-esp-gelE 6 (8,5) 0(0,0) 0 (0,0) 0(0,0)
efaA-gelE-hyl 0(0,0) 0 (0,0) 1(2,2) 0(0,0)
asal-efaA 0(0,0) 0 (0,0) 1(2,2) 0(0,0)
efad-gelE 2(2,8) 0(0,0) 3 (6,5) 0(0,0)
esp-hyl 2(2,8) 16 (53,3) 0(0,0) 0 (0,0)
esp 0(0,0) 2 (6,6) 0(0,0) 1 (4,0)
gelE 0(0,0) 0(0,0) 1(2,2) 0(0,0)
hyl 0(0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 1 (4,0)
brez genov za virulen¢ne dejavnike 0 (0,0) 8 (26,7) 0(0,0) 23(92,0)

Legenda: ace, gen, ki kodira protein za vezavo kolegena; asal, gen, ki kodira agregacijsko snov; cyl4, gen, ki
kodira citolizin; efad, gen, ki kodira antigen Enterococcus faecalis; esp, gen, ki kodira enterokokni povrSinski
protein; gelE, gen, ki kodira zelatinazo; hyl, gen, ki kodira hialuronidazo.

S krepko pisavo so oznacene kombinacije genov za virulencne dejavnike, ki so bile najpogostejSe pri posameznih
vrstah enterokokov v tej skupini.

Glede na vrsto vzorca so imeli izolati vrste E. faecalis 1z urina ljudi (n = 38) najvec¢ virulencnih
genov. Pri vecini teh izolatov smo odkrili §tiri najpogostejSe virulencne tipe, skupaj pa 11
razli¢nih. Sest genov hkrati smo ugotovili tudi pri humanem izolatu vrste E. faecium iz urina.
Pri zivalskih izolatih vrste E. faecalis iz urina (n = 24) pa smo ugotovili 12 razli¢nih virulen¢nih
tipov, najveckrat kombinacije genov ace-asal-cylA-efaA-esp (pri petih izolatih), ace-asal-
cylA-efaA-esp-gelE in ace-efaA-gelE (obe pri §tirih izolatih).
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Pri humanih izolatih vrste E. faecalis iz hemokultur (n = 16) smo ugotovili devet razli¢nih
virulen¢nih tipov z najpogostejSim vzorcem efaAd-esp-gelE, prisotni pa so bili tudi Stirje
najpogostejsi virulen¢ni tipi. Pri dveh humanih izolatih vrste E. faecalis iz hemokultur smo
ugotovili virulencni tip esp-hly, ki ga nismo zasledili pri nobenem drugem izolatu vrste
E. faecalis, bil pa je precej pogost pri izolatih vrste E. faecium. Pri osmih izolatih vrste
E. facealis iz vagine ljudi smo ugotovili pet razlicnih virulen¢nih tipov z najpogostejSim
vzorcem ace-asal-cylA-efaA-esp-gelE, pri treh izolatih iz ran ljudi tri virulenéne tipe, pri dveh
izolatih iz abdomna ljudi pa dva razli¢na virulencna tipa. 1z ostalih klini¢nih vzorcev ljudi (bris
zol¢nika, ejakulat, ulkus in uho) smo izolirali po en izolat vrste E. faecalis, od katerih je imel
vsak svoj virulencni tip.

Pri zivalskih izolatih vrste E. faecalis iz sluhovodov (n = 9) smo ugotovili Sest razli¢nih
virulen¢nih tipov z najpogostejSim vzorcem ace-asal-efaA-gelE, poleg tega pa tudi redko
kombinacijo genov efaA-gelE-hyl pri psu. Izolati vrste E. faecalis, izolirani iz razli¢nih pasjih
organov (n = 4), so imeli dva razli¢na virulen¢na tipa ace-efad-gelE in ace-asal-cylA-efaA-
esp, iz jeter enodnevnih puranov pa smo pridobili izolat s kombinacijo genov ace-asal-cyl4-
efaA-gelE. Pri §tirih izolatih vrste E. faecalis iz ran zivali smo ugotovili tri razli¢ne virulen¢ne
tipe, izolati iz dveh vzorcev mleka krave, podkoznega tkiva psa in brisa sapnika zelve pa so
tudi vsi imeli razli¢ne virulen¢ne tipe.

4.2 ENTEROKOKI PRI PERUTNINI

V to skupino smo vkljudili enterokoke iz mesa in fecesa piS€ancev ter iz razli¢nih vzorcev
perutninske klavnice.

4.2.1 Odpornost enterokokov iz mesa in fecesa piS¢ancev ter perutninske klavnice

Vsi izolati, pridobljeni iz vzorcev perutnine, so bili dobro obcutljivi za daptomicin in linezolid.
Poleg tega so bili izolati iz mesa dobro obcutljivi tudi za tigeciklin, izolati iz fecesa Se za
kloramfenikol, izolati iz klavnice pa tudi za gentamicin, kloramfenikol in tigeciklin (Slika 26
in Priloge 6-11).

Med vsemi 187 izolati iz te skupine jih je bilo 52 (27,8 %) dobro obcutljivih za vse testirane
antibiotike, medtem ko je ostalih 135 (72,2 %) enterokokov fenotipsko izkazovalo odpornost
proti vsaj enemu izmed testiranih antibiotikov. Delez odpornih izolatov se ni veliko razlikoval
glede na njihov izvor; odpornost proti vsaj enemu izmed testiranih antibiotikov je izkazovalo
75,3 % enterokokov iz mesa pis€ancev, 69,0 % iz fecesa piScancev in 72,7 % iz perutninske
klavnice (Tabeli 28 in 29).

V skupino veckratno odpornih enterokokov se je uvrScalo devet izolatov iz mesa, 10 izolatov
1z fecesa in Sest izolatov iz klavnice, od teh pa sta najve¢jo odpornost izkazovala izolata vrst
E. faecalis in E. faceium iz mesa, ki sta bila odporna proti petim skupinam protimikrobnih



M. Golob: Odpornost proti antibiotikom in virulen¢ni dejavniki enterokokov pri zivalih in v zivilih... 96

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2021. Doktorska disertacija

zdravil (Tabela 28). Pri drugih vrstah enterokokov iz vzorcev perutnine smo ugotovili le en
veckratno odporen izolat vrste E. hirae iz fecesa piscancev (Tabela 29) z vzorcem odpornosti

CIP-ERY-TET.
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Legenda: AMP, ampicillin; CIP, ciprofloksacin; DAP, daptomicin; ERY, eritromicin; GEN, gentamicin; CHL, kloramfenikol;
SYN, kvinupristin/dalfopristin; LZD, linezolid; TEI, teikoplanin; TET, tetraciklin; TGC, tigeciklin; VAN, vankomicin; *Izolati
vrste E. faecalis so primarno odporni proti SYN, zato niso prikazani. Izolati vrst E. casseliflavus in E. gallinarum so primarno

odporni proti VAN.

Slika 26: Stevilo odpornih enterokokov iz mesa in fecesa pis¢ancev ter iz perutninske klavnice.
Figure 26: Number of resistant enterococci from broiler meat, feces and poultry slaughterhouse.
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Tabela 28: Stevilo in delez odpornih izolatov vrst E. faecalis in E. faecium iz mesa in fecesa pis¢ancev ter perutninske klavnice glede na obéutljivost za razliéne skupine

antibiotikov.

Table 28: Number and proportion of resistant isolates of E. faecalis and E. faecium from broiler meat, feces and poultry slaughterhouse according to susceptibility to

different groups of antimicrobials.

Odpornost proti Stevilo (deleZ [%]) izolatov

skupinam Meso piscancev Feces piscancev Perutninska klavnica
protimikrobnih E. faecalis E. faecium E. faecalis E. faecium E. faecalis E. faecium
zdravil (Stevilo) [n=159] [n=19] [n=42] [n=34] [n=15] [n=06]
5 1(1,7) 1(5,3) 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0 (0,0)
4 1(1,7) 1(5,3) 1(24) 3(8,8) 0(0,0) 2 (33,3)
3 4 (6,8) 1(5,3) 2 (4,8) 3(8,8) 4 (26,7) 0 (0,0)
VOB 6 (10,2) 3 (15,8) 3(7,1) 6 (17,6) 4 (26,7) 2 (33,3)
2 13 (22,0) 6 (31,6) 8 (19,0) 10 (29,4) 1(6,7) 1(16,7)
1 27 (45,8) 4(21,1) 16 (38,1) 10 (29,4) 6 (40,0) 2 (33,3)
obdutljivi 13 (22,0) 6(31,6) 15 (35,7) 8(23,5) 4 (26,7) 1 (16,7)
skupaj 78 76 21

Legenda: V obarvani vrstici je podan sestevek veckratno odpornih izolatov (VOB).

Tabela 29: Stevilo in delez odpornih izolatov drugih vrst enterokokov iz mesa in fecesa pis¢ancev ter perutninske klavnice glede na ob&utljivost za razliéne skupine

antibiotikov.

Table 29: Number and proportion of resistant isolates of other enterococcal species from broiler meat, feces and poultry slaughterhouse according to susceptibility to

different groups of antimicrobials.

Odpornost proti Stevilo (deleZ [%]) izolatov

skupinam Meso piscancev Feces piscancev Perutninska klavnica
protimikrobnih E. gallinarum  E. gilvus E. hirae E. casseliflavus E. durans E. gallinarum E. hirae E. avium
zdravil (Stevilo) [n=1] [n=1] [n=1] [n=1] [n=2] [n=1] [n=4] [n=1]

3 0(0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(25,0) 0 (0,0)

VOB 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(25,0) 0 (0,0)

2 1 (100,0) 0(0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 1 (50,0) 1 (100,0) 0(0,0) 0(0,0)

1 0(0,0) 1 (100,0) 0 (0,0) 0(0,0) 1 (50,0) 0(0,0) 1 (25,0) 0(0,0)
obcutljivi 0(0,0) 0 (0,0) 1 (100,0) 1 (100,0) 0 (0,0) 0(0,0) 2 (50,0) 1 (100,0)
skupaj 3 8 1

Legenda: V obarvani vrstici je podan sestevek veckratno odpornih izolatov (VOB).
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Delez odpornosti proti posameznim antibiotikom ter distribucija vrednosti MIK sta za vse
testirane enterokoke iz vzorcev perutnine prikazana v Prilogah 6—11.

Med vsemi izolati vrst E. faecalis in E. faecium iz vzorcev perutnine smo najvecji delez
odpornosti ugotovili proti tetraciklinu in eritromicinu (Slika 27). Pri izolatih vrste E. faecium
smo ne glede na njihov izvor ugotovili ve¢ji delez odpornosti tudi proti ampicilinu, teikoplaninu
in vankomicinu. Proti vankomicinu (VRE) so bili odporni trije izolati iz mesa, $tirje iz fecesa
in dva iz klavnice (en izolat smo osamili iz vode v parilniku pred za¢etkom klanja, drug izolat
pa iz brisov pisc¢ancjih trupov farme A po zakolu in skubljenju). Sedem izolatov VRE smo
uvrstili v skupino VOB, saj je vecina izmed njih poleg odpornosti proti glikopeptidom
izkazovala odpornost Se proti ampicilinu, eritromicinu in tetraciklinu. Pri vseh izolatih VRE
smo s testom PCR dokazali prisotnost gena vanA za odpornost proti vankomicinu. V nasprotju
z izolati vrste E. faecium pri izolatih vrste E. faecalis nismo ugotovili izolatov VRE, smo pa v
povprec¢ju ugotovili vecji delez odpornih proti ciprofloksacinu (sklic na sliko/tabelo). Na osnovi
visoke vrednosti MIK za gentamicin smo v posebno skupino odpornosti HLAR uvrstili Sest
enterokokov: dva izolata vrste E. faecalis iz mesa in enega iz fecesa ter tri izolate vrste
E. faecium iz fecesa; vsi so fenotipsko izkazovali odpornost tudi proti drugim antibiotikom in
fenotip VOB.

DeleZ odpornih izolatov vrst E. faecalis in E. faecium iz
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Legenda: AMP, ampicillin; CIP, ciprofloksacin; DAP, daptomicin; ERY, eritromicin; GEN, gentamicin; CHL, kloramfenikol;
SYN, kvinupristin/dalfopristin; LZD, linezolid; TEI, teikoplanin; TET, tetraciklin; TGC, tigeciklin; VAN, vankomicin; *Izolati
vrste E. faecalis so primarno odporni proti SYN, zato niso prikazani; M, meso pis¢ancev; F, feces piS€ancev; K, klavnica.

Slika 27: Delez odpornih izolatov vrst E. faecalis in E. faecium iz mesa in fecesa piS€ancev ter perutninske
klavnice.

Figure 27: Proportion of resistant E. faecalis in E. faecium isolates from broiler meat, feces and poultry
slaughterhouse.
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4.2.1.1  Odpornost enterokokov iz mesa pis¢ancev

Najvecji delez (75,4 %) odpornosti med vsemi enterokoki iz piS¢an¢jega mesa smo ugotovili
pri izolatih vrste E. faecalis, med katerimi jih je bilo Sest (10,2 %) odpornih proti trem ali ve¢
razli¢nim skupinam antibiotikov. Stirje (6,8 %) izolati vrste E. faecalis so bili odporni proti
trem razli¢nim antibiotikom (dva izolata z vzorcem odpornosti CIP-ERY-TET in dva z vzorcem
CHL-ERY-TET), en (1,7 %) izolat proti Stirim (CHL-ERY-GEN-TET) in en (1,7 %) izolat
proti petim razli¢nim antibiotikom (AMP-CIP-ERY-GEN-TET) (Tabela 28).

Iz Priloge 6 je razvidno, da je bila vec¢ kot polovica (61,0 %) izolatov vrste E. faecalis odporna
proti tetraciklinu, nekaj manj (49,2 %) pa proti eritromicinu. Manjsi delez odpornih izolatov
smo ugotovili e proti ciprofloksacinu in kloramfenikolu (oba 5,1 %), gentamicinu (3.4 %) in
ampicilinu (1,7 %). Med vsemi izolati je bila sicer najpogostejSa odpornost samo proti
tetraciklinu (28,8 %), drugi najpogostejsi vzorec odpornosti pa ERY-TET (22,0 %). Odpornosti
proti ostalim testiranim antibiotikom nismo ugotovili, prav tako v tej skupini nismo ugotovili
izolatov VRE.

V nasprotju z izolati vrste E. faecalis smo pri izolatih vrste E. faecium iz piS¢ancjega mesa
ugotovili tri izolate VRE, noben izolat vrste E. faecium pa ni bil odporen proti visokim
koncentracijam gentamicina (HLAR). Nekaj ve¢ kot polovica (52,6 %) izolatov vrste
E. faecium 1z piS€ancjega mesa je bila odporna proti eritromicinu, proti ampicilinu in
tetraciklinu 26,3 % izolatov, proti kvinupristinu/dalfopristinu, teikoplaninu in vankomicinu
15,8 % ter proti ciprofloksacinu 10,5 % izolatov (Priloga 6). Tri izolate vrste E. faecium smo
uvrstili v skupino VOB: en izolat je bil odporen proti trem skupinam antibiotikov (AMP-ERY-
TEI-VAN), en proti Stirim (AMP-CIP- ERY-TET) in en proti petim razlicnim skupinam
antibiotikov (AMP-CIP-ERY-TET-TEI-VAN) (Tabela 28).

Ostali trije izolati vrst E. gallinarum, E. gilvus in E. hirae, ki smo jih prav tako izolirali iz
piScancjega mesa, niso izkazovali veckratne odpornosti proti testiranim antibiotikom. Izolat
vrste E. gallinarum je bil odporen proti tetraciklinu in ciprofloksacinu, izolat vrste E. gilvus
proti tetraciklinu, medtem ko je bil izolat vrste E. hirae dobro obcutljiv za vse antibiotike
(Tabela 29, Priloga 7).

4.2.1.2  Odpornost enterokokov iz fecesa pis€ancev

Najvecji deleZ odpornosti med vsemi enterokoki iz piS¢ancjega fecesa smo ugotovili pri izolatih
vrste E. faecium, med katerimi jih je bilo Sest (17,6 %) odpornih proti trem ali ve¢ razlicnim
skupinam antibiotikov (Tabela 28). Trije (8,8 %) izolati vrste E. faecium so bili odporni proti
trem razlicnim skupinam antibiotikov, od tega sta bila dva izolata odporna proti ampicilinu,
tetraciklinu in glikopeptidom (TEI in VAN), en izolat pa proti ampicilinu, eritromicinu in
tetraciklinu. V skupino VOB smo uvrstili §e tri izolate vrste E. faecium, ki so bili odporni proti
Stirim razlicnim skupinam antibiotikov z razli€énim vzorcem odpornosti. Vsi §tirikratno odporni



M. Golob: Odpornost proti antibiotikom in virulen¢ni dejavniki enterokokov pri zivalih in v zivilih... 100
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2021. Doktorska disertacija

izolati vrste E. faecium so bili odporni proti ampicilinu, eritromicinu in tetraciklinu, dva izmed
teh sta bila odporna Se proti gentamicinu (HLAR), eden pa proti glikopeptidom (VRE).

Iz Priloge 8 je razvidno, da je bilo najvec izolatov vrste E. faecium odpornih proti tetraciklinu
(50,0 %), eritromicinu (47,1 %) in ampicilinu (29,4 %). Poleg tega so bili odporni tudi proti
teikoplaninu in vankomicinu (oba 11,8 %), gentamicinu (8,8 %), kvinupristinu/dalfopristinu in
tigeciklinu (oba 5,9 %).

Iz piscancjega fecesa smo izolirali tri veckratno odporne izolate vrste E. faecalis (7,1 %)
(Tabela 28), med katerimi sta bila dva (4,8 %) odporna proti trem razlicnim skupinam
antibiotikov z vzorcem odpornosti CIP-ERY-TET. En izolat vrste E. faecalis, odporen proti
Stirim razlicnim skupinam antibiotikov (CIP-ERY-GEN-TET), pa smo na osnovi visoke
vrednosti MIK za gentamicin uvrstili v skupino HLAR.

V splosnem je bila nekaj ve¢ kot polovica (54,8 %) izolatov vrste E. faecalis iz piS¢ancjega
fecesa odporna proti tetraciklinu, tretjina (33,3 %) proti eritromicinu, v manjSem delezu pa tudi
proti ciprofloksacinu (7,1 %), ampicilinu in gentamicinu (oba 2,4 %). Proti vankomicinu
odpornih izolatov vrste E. faecalis v pis€anc¢jem fecesu nismo ugotovili (Priloga 8).

Med ostalimi osmimi izolati enterokokov, ki smo jih izolirali iz fecesa piS€ancev, smo ugotovili
en veckratno odporen izolat vrste E. hirae (Tabela 29) z vzorcem odpornosti CIP-ERY-TET.
Proti eritromicinu in tetraciklinu sta bila odporna dva izolata (en vrste E. durans in en
E. gallinarum), izolat vrste E. durans je bil odporen proti tetraciklinu, izolat vrste E. hirae pa
proti eritromicinu. Ostali izolati so bili dobro obcutljivi za vse antibiotike (Priloga 9).

4.2.1.3  Odpornost enterokokov iz perutninske klavnice

Najvecji delez (73,3 %) odpornosti med vsemi enterokoki iz pis€ancje klavnice smo ugotovili
pri izolatih vrste E. faecalis, med katerimi so bili §tirje (26,7 %) odporni proti trem razli¢nim
skupinam antibiotikov (Tabela 28). Vsi veckratno odporni izolati vrste E. facealis so imeli enak
vzorec odprornosti CIP-ERY-TET, i1zvirali pa so iz vzorcev vode v parilniku pred zacetkom
klanja, vode v skubilniku (dva izolata) ter brisov trupov piS€ancev farme A po hlajenju,
namenjenih za prodajo.

Iz Priloge 10 je razvidno, da so bili izolati vrste E. faecalis iz perutninske klavnice odporni
proti tetraciklinu (66,7 %), ciprofloksacinu in eritromicinu (oba 33,3 %). Odpornosti proti
ostalim testiranim antibiotikom nismo ugotovili, prav tako v tej skupini nismo ugotovili
izolatov VRE.

V nasprotju z izolati vrste E. faecalis smo pri klavniskih izolatih vrste E. faecium ugotovili dva
izolata VRE. Velika vecina (83,3 %) izolatov vrste E. faecium iz perutninske klavnice je bila
odporna proti tetraciklinu, polovica (50,0 %) pa proti eritromicinu. Dva izolata vrste E. faecium
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VRE sta tako predstavljala tretjino izolatov, ki so bili odporni tudi proti ampicilinu,
teikoplaninu in vankomicinu (vsi 33,3 %) (Priloga 10).

Izolat vrste E. avium, pridobljen iz opranih pis¢ancjih trupov farme C pred hlajenjem, je bil
dobro obcutljiv za vse testirane antibiotike (Tabela 29).

Izolati enterokokov, ki smo jih pridobili iz brisov trupov piscancev, so se glede odpornosti
razlikovali med posameznimi farmami (Tabela 30). Najvec¢ odpornih izolatov smo izolirali iz
piScancjih trupov farme A, ki je bila prva na klavni liniji.

Iz vzorcev piscancjih trupov farme A smo izolirali tri izolate vrste E. faecalis ter dva izolata
vrste E. faecium, vsi pa so bili odporni najmanj proti eni skupini testiranih antibiotikov. V
skupini izolatov vrste E. faecalis je bil izolat trupov po hlajenju, namenjenih za prodajo,
odporen proti trem razlicnim skupinam antibiotikov (CIP-ERY-TET), izolat trupov po
visceraciji proti dvema (ERY-TET), izolat trupov po zakolu in skubljenju pa je bil odporen
proti eni skupini antibiotikov (CIP). 1z vzorca trupov po zakolu smo izolirali $e izolat vrste
E. faecium VRE, ki je bil odporen poti Stirim skupinam antibiotikov (AMP-ERY-TET-TEI-
VAN), izolat iz opranih trupov pred hlajenjem pa je bil odporen proti tetraciklinu (Tabela 30).

Tabela 30: Vzorci odpornosti proti antibiotikom pri enterokokih iz pis¢ancjih farm A, B in C na klavni liniji.
Table 30: Antimicrobial resistance patterns in enterococci from broiler farms A, B and C at the slaughter line.

Farma | Izvor (brisi trupov) 1zolat Vzorec odpornosti
A po zakolu in skubljenju E. faecalis CIP
E. faecium AMP-ERY-TET-TEI-VAN
po evisceraciji E. faecalis ERY-TET
pred hlajenjem (oprani trupi) E. faecium TET
po hlajenju (za prodajo) E. faecalis CIP-ERY-TET
B po zakolu in skubljenju E. faecalis -
E. faecium ERY-TET
po evisceraciji E. faecalis -
po hlajenju (za prodajo) E. faecalis TET
C po zakolu in skubljenju E. faecalis -
po evisceraciji E. faecalis -
pred hlajenjem (oprani trupi) E. avium -
pred hlajenjem (oprani trupi) E. faecalis TET
po hlajenju (za prodajo) E. faecalis TET

1z vzorcev pis€ancjih trupov farme B smo pridobili tri izolate vrste E. faecalis ter en izolat vrste
E. faecium. Dva izolata vrste E. faecalis sta bila dobro obcutljiva za vse antibiotike, izolat vrste
E. faecalis iz trupov po hlajenju, namenjenih za prodajo, pa je bil odporen proti tetraciklinu.
Izolat vrste E. faecium iz trupov po zakolu in skubljenju je bil odporen proti dvema skupinama
antibiotikov (ERY-TET) (Tabela 30).
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vrste E. avium. lzolata vrste E. faecalis iz trupov med zakolom in skubljenjem ter po
evisceraciji, poleg tega pa tudi izolat vrste E. avium iz opranih trupov pred hlajenjem so bili
dobro obcutljivi za vse antibiotike, medtem ko sta bila izolata vrste E. faecalis iz trupov pred
hlajenjem ter po hlajenju (za prodajo) odporna proti tetraciklinu (Tabela 30).

4.2.2 Geni za virulen¢ne dejavnike pri enterokokih iz vzorcev perutnine

Pri enterokokih iz mesa in fecesa pis€ancev ter perutninske klavnice smo ugotovili pet od
sedmih iskanih genov za virulencne dejavnike (nismo ugotovili genov esp in hyl). Gene za
virulen¢ne dejavnike so imeli samo izolati vrste E. faecalis, medtem ko pri vrstah E. faecium,

E. avium, E. casseliflavus, E. durans, E. gallinarum, E. gilvus in E. hirae nismo odkrili
nobenega od preiskovanih genov (Tabela 31).

DeleZ posameznih genov se je razlikoval glede na izvor izolatov vrste E. faecalis. Gen efad
smo ugotovili pri vseh izolatih (100,0 %), pri ve€ini pa tudi gen gelE (meso 93,2 %; feces 97,6
%; klavnica 100 %). Pri vecCini izolatov vrste E. faecalis iz mesa in fecesa piS€ancev smo
ugotovili tudi gen ace (meso 84,7 %; feces 83,3 %), medtem ko je bil ta gen pri izolatih iz
klavnice malo manj pogost (66,7 %). Nasprotno pa sta bila gena asal in cylA pogosteje
ugotovljena pri izolatih iz klavnice kot pri izolatih iz mesa ali fecesa. Delez posameznih genov
za virulen¢ne dejavnike, glede na izvor izolatov vrste E. faecalis, je naveden v Tabeli 31.

Tabela 31: Prisotnost genov za virulenéne dejavnike pri izolatih vrste E. faecalis iz mesa in fecesa pis€ancev ter
perutninske klavnice.

Table 31: The presence of virulence genes in E. faecalis isolates from broiler meat, feces and poultry
slaughterhouse.

Stevilo (delez [%]) izolatov

Gen za virulen¢ni E. faecalis (meso) E. faecalis (feces) E. faecalis (klavnica)
dejavnik [n=159] [n=42] [n=15]

ace 50 (84,7) 35(83.,3) 10 (66,7)

asal 32 (54,2) 25(59,5) 11(73.,3)

cyld 3(5,1) 6 (14,3) 7 (46,7)

efad 59 (100,0) 42 (100,0) 15 (100,0)

esp 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)

gelE 55(93,2) 41 (97,6) 15 (100,0)

hyl 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)

Legenda: ace, gen, ki kodira protein za vezavo kolegena; asal, gen, ki kodira agregacijsko snov; cyl4, gen, ki
kodira citolizin; efad, gen, ki kodira antigen Enterococcus faecalis; esp, gen, ki kodira enterokokni povrSinski
protein; gelE, gen, ki kodira Zelatinazo; hyl, gen, ki kodira hialuronidazo.

Pri izolatih vrste E. faecalis iz mesa pis€¢ancev smo ugotovili sedem razli¢nih virulen¢nih tipov,
med katerimi sta bila najpogostejSa vzorca ace-asal-efaA-gelE pri 22 (37,3 %) izolatih in ace-
efaA-gelE pri 21 (35,6 %) izolatih (Tabela 32). Trije izolati vrste E. faecalis iz mesa so imeli
vseh pet ugotovljenih genov hkrati.
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Prav tako kot pri izolatih iz mesa smo enaka virulenc¢na tipa najpogosteje ugotovili tudi pri
izolatih vrste E. faecalis iz fecesa piS€ancev, in sicer kombinacijo genov ace-asal-efaA-gelE
pri 16 (38,1 %) izolatih in ace-efad-gelE pri 15 (35,7 %) izolatih (Tabela 32). Pri izolatih iz
fecesa smo sicer ugotovili sedem razli¢nih virulen¢nih tipov, ki so bili ve¢inoma enaki tistim iz
mesa. Vsi izolati vrste E. faecalis iz fecesa so vsebovali vsaj dva gena za virulen¢ne dejavnike,
med njimi smo pri treh nasli pet iskanih genov hkrati.

V skupini izolatov vrste E. faecalis iz perutninske klavnice pa smo ugotovili Sest razli¢nih
virulen¢nih tipov z najpogostejSim vzorcem ace-asal-cylA-efaA-gelE (Tabela 32). Tak
virulenc¢ni tip smo ugotovili pri Sestih (40,0 %) izolatih, in sicer pri izolatih iz parilnika (vode
pred zacetkom klanja), skubilnika (na zacetku in koncu), naklju¢ne klavniske povrsine, na
trupih pis¢ancev farme A po zakolu in skubljenju ter istih trupih po hlajenju, namenjenih za
prodajo. Pri vseh izolatih smo ugotovili najmanj dva gena za virulen¢ne dejavnike (Tabela 32).

Skupaj smo pri vseh enterokokih iz vzorcev perutnine ugotovili osem razli¢nih virulen¢nih
tipov, od katerih se je vecina pojavljala pri vseh izolatih vrste E. faecalis, ne glede na njihov
izvor. Nekateri virulencni tipi pa so se pojavili samo pri posameznih skupinah, npr. kombinacija
genov ace-efad samo pri izolatih iz mesa, kombinacija genov asal-cylA-efaA-gelE samo pri
izolatih iz fecesa in klavnice ter kombinacija ace-asal-efaA samo pri izolatih iz mesa in fecesa.
Virulenéni tipi in njihov delez pri izolatih vrste E. faecalis 1z razli¢nih perutninskih vzorcev so
prikazani v Tabeli 32.

Tabela 32: Virulencni tipi, ugotovljeni pri izolatih vrste E. faecalis iz mesa in fecesa pis€ancev ter perutninske
klavnice.
Table 32: Virulence patterns observed in E. faecalis isolates from broiler meat, feces and poultry slaughterhouse.

Stevilo (delez [%]) izolatov
E. faecalis (meso) E. faecalis (feces) E. faecalis (klavnica)
Virulen¢ni tip [7=159] [n=42] [n=15]
ace-asal-cylA-efaA-gelE 3(,1) 3(7,1) 6 (40,0)
ace-asal-efaA-gelE 22 (37,3) 16 (38,1) 3 (20,0)
asal-cylA-efaA-gelE 0(0,0) 3(7,1) 1(6,7)
ace-asal-efaA 2(3,4) 1(2,4) 0(0,0)
ace-efaA-gelE 21 (35,6) 15 (35,7) 1(6,7)
asal-efaA-gelE 5(8.,5) 2 (4,8) 1(6,7)
ace-efaA 2 (3,4) 0(0,0) 0(0,0)
efaA-gelE 4 (6,8) 2 (4,8) 3(20,0)
brez genov za virulen¢ne dejavnike 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)

Legenda: ace, gen, ki kodira protein za vezavo kolegena; asal, gen, ki kodira agregacijsko snov; cyl4, gen, ki
kodira citolizin; efad, gen, ki kodira antigen Enterococcus faecalis; esp, gen, ki kodira enterokokni povrsinski
protein; gelE, gen, ki kodira zelatinazo; hyl, gen, ki kodira hialuronidazo.

S krepko pisavo so oznacene kombinacije genov za virulencne dejavnike, ki so bile najpogostejse pri izolatih vrste
E. faecalis v tej skupini.
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4.3 ENTEROKOKI PRI PRASICIH

V to skupino smo zajeli enterokoke iz mesa in fecesa prasicev ter vzorcev prasi¢je farme tik
pred klanjem in prasicje klavnice.

4.3.1 Odpornost enterokokov iz mesa in fecesa prasicev ter prasicje farme in klavnice

Vsi izolati, pridobljeni iz vzorcev prasicev, so bili dobro obcutljivi za linezolid in teikoplanin,
znotraj posameznih skupin enterokokov pa smo ugotovili razlicne kombinacije odpornosti.
Izolati iz svinjine so bili dobro obcutljivi za Sest antibiotikov, poleg Ze zgoraj navedenih
linezolida in teikoplanina Se za ampicilin, daptomicin, kloramfenikol in vankomicin (Slika 28,
Prilogi 12 in 13). Izolati iz fecesa so bili dobro obcutljivi tudi za daptomicin (Slika 28, Prilogi
14 in 15), izolati iz praSi¢je farme in klavnice pa Se za kloramfenikol, gentamicin, tigeciklin in
vankomicin (Slika 28, Prilogi 16 in 17).

Med vsemi 206 izolati jih je bilo 119 (57,8 %) dobro obcutljivih za vse testirane antibiotike,
medtem ko je preostalih 87 (42,2 %) enterokokov fenotipsko izkazovalo odpornost proti vsaj
enemu izmed testiranih antibiotikov (Tabeli 33 in 34). Delez odpornih izolatov se je razlikoval
tako glede na njihov izvor kot na posamezno vrsto. Opornost proti vsaj enemu izmed testiranih
antibiotikov je izkazovalo 35,3 % enterokokov iz svinjine, 42,1 % iz fecesa prasicev ter 66,7 %
iz praSi¢je farme in klavnice. V skupini enterokokov iz mesa in fecesa prasSi¢ev smo vecji delez
odpornih izolatov ugotovili pri vrsti E. faecalis (svinjina 38,2 %; feces 50,0 %), medtem ko
izolati vrste E. faecalis iz prasi¢je farme in klavnice niso izkazovali nobene odpornosti proti
testiranim antibiotikom (Tabela 33). V tej skupini so bili bolj odporni izolati vrste E. faecium,
saj je bilo vseh sedem odpornih najmanj proti dvema razli¢nima antibiotikoma (Tabela 33).
Proti vankomicinu odpornih izolatov, razen pri treh izolatih vrste E. gallinarum iz fecesa
prasicev, nismo ugotovili (Tabela 34).

V skupino veckratno odpornih enterokokov smo uvrstili en izolat iz mesa, Stiri iz fecesa in pet
iz prasicje farme tik pred klanjem, medtem ko na klavni liniji vec¢kratno odpornih enterokokov
nismo ugotovili. V skupino VOB smo tako uvrstili izolat vrste E. faecalis 1z svinjine z vzorcem
odpornosti ERY-GEN-TET, Sest izolatov vrste E. faecium (en iz fecesa z vzorcem odpornosti
CHL-ERY-GEN-TET, pet izolatov pa iz farme z razli¢nimi vzorci odpornosti) ter druge vrste
enterokokov iz vzorcev fecesa (izolat vrste E. avium z vzorcem odpornosti AMP-ERY-TET in
vrste E. gallinarum z vzorcem odpornosti ERY-TET-VAN) (Tabeli 33 in 34).
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Stevilo odpornih enterokokov iz svinjine
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Legenda: AMP, ampicillin; CIP, ciprofloksacin; DAP, daptomicin; ERY, eritromicin; GEN, gentamicin; CHL, kloramfenikol;
SYN, kvinupristin/dalfopristin, LZD, linezolid; TEI, teikoplanin; TET, tetraciklin; TGC, tigeciklin; VAN, vankomicin;
*Izolati vrste E. faecalis so primarno odporni proti SYN, zato niso prikazani. Izolati vrst E. casseliflavus in E.

gallinarum so primarno odporni proti vankomicinu.

Slika 28: Stevilo odpornih enterokokov iz svinjine fecesa pragi¢ev ter prasi¢je farme in klavnice.
Figure 28: Number of resistant enterococci from pork, pig feces, pig farm and pig slaughterhouse.
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Tabela 33: Stevilo in delez odpornih izolatov vrst E. faecalis in E. faecium iz svinjine, fecesa pradi¢ev ter iz prasi¢je farme in klavnice glede na ob¢utljivost za razliéne
skupine protimikrobnih zdravil.

Table 33: Number and proportion of resistant isolates of E. faecalis and E. faecium from pork, pig feces, pig farm and pig slaughterhouse according to susceptibility to
different groups of antimicrobials.

Odpornost proti Stevilo (deleZ [%]) izolatov

skupinam Svinjina Feces prasicev Prasic¢ja farma in klavnica
protimikrobnih E. faecalis E. faecium E. faecalis E. faecium E. faecalis E. faecium
zdravil (Stevilo) [n=68] [n=10] [n=38] [n=19] [n=28] [n="T]
4 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 1(5,3) 0(0,0) 4 (57,1)
3 1(1,5) 0(0,0) 1(2,6) 0(0,0) 0(0,0) 1(14,3)
VOB 1(1,5) 0 (0,0) 1(2,6) 1(5,3) 0 (0,0) 5(71,4)
2 1(1,5) 0(0,0) 4 (10,5) 0(0,0) 0(0,0) 2 (16,7)
1 24 (35,3) 1(10,0) 14 (36,9) 7 (36,9) 0(0,0) 0(0,0)
obcutljivi 42 (61,8) 9 (90,0) 19 (50,0) 11 (57.9) 8(100,0) 0(0,0)
skupaj 78 54 15

Legenda: V obarvani vrstici je podan sestevek veckratno odpornih izolatov (VOB).

Tabela 34: Stevilo in delez odpornih izolatov drugih vrst enterokokov iz iz svinjine, fecesa prasiev ter iz pradi¢je farme in klavnice glede na ob&utljivost za razli¢ne
skupine protimikrobnih zdravil.

Table 34: Number and proportion of resistant isolates of other enterococcal species from pork, pig feces, pig farm and pig slaughterhouse according to susceptibility to
different groups of antimicrobials.

Odpornost proti Stevilo (delezZ [%]) izolatov

skupinam Svinjina Feces prasicev Prasi¢ja farma in klavnica
protimikrobnih E. durans E. gilvus E. hirae E. avium E. gallinarum E. hirae E. hirae

zdravil (Stevilo) [n=2] [n=1] [n=1] [n=1] [n=3] [n=28] [n=12]

3 0(0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 1 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)

VOB 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)

2 0(0,0) 0(0,0) 1 (100,0) 0 (0,0) 1(33,3) 0(0,0) 4 (33,3)

1 1 (50,0) 1 (100,0) 0(0,0) 0 (0,0) 2 (66,7) 8 (28,6) 7 (58,3)
obdutljivi 1 (50,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 20 (71,4) 1(8,3)

skupaj* 7 37 12

Legenda: V obarvani vrstici je podan sestevek veckratno odpornih izolatov (VOB).

*: SeStevek pomeni vsoto vseh izolatov, tudi tistih, ki so izkljuceni iz tabele; Vrste enterokokov, pri katerih nismo ugotovili odpornosti proti antibiotikom, so izvzete iz tabele. V to skupino
spadajo: vrsti E. casseliflavus (n = 2) in E. mundtii (n = 2) iz vzorcev mesa ter vrsti E. durans (n =4) in E. mundtii (n = 1) iz vzorcev fecesa. Izolati vrst E. casseliflavus in E. gallinarum
so primarno odporni proti vankomicinu.
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Iz Slike 29 lahko vidimo, da med vsemi izolati vrst E. faecalis in E. faecium pri prasicih glede
odpornosti najbolj izstopajo izolati vrste E. faecium iz praSi¢je farme in klavnice z visokim
delezem odpornosti proti tetraciklinu, ampicilinu, eritromicinu in kvinopristinu/dalfopristinu.
Povecano odpornost proti tetraciklinu smo ugotovili tudi pri izolatih vrste E. faecalis iz mesa
ter obeh vrstah iz vzorcev fecesa. Vec¢ izolatov je bilo odpornih tudi proti eritromicinu in
ciprofloksacinu. Proti vankomicinu odpornih enterokokov v tej skupini nismo ugotovili, en
izolat vrste E. faecalis iz svinjine pa smo na osnovi visoke vrednosti MIK za gentamicin uvrstili
v posebno skupino odpornosti HLAR.

Delez odpornih izolatov vrst E. faecalis in E. faecium pri
prasicih

120

100

80

60

40

DelezZ odpornih izolatov [%]

20

o 1 ||| || 1 a1 i
CIP

AMP DAP ERY GEN CHL SYN* LZD TEI TET TGC VAN
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Legenda: AMP, ampicillin; CIP, ciprofloksacin; DAP, daptomicin; ERY, eritromicin; GEN, gentamicin; CHL, kloramfenikol;
SYN, kvinupristin/dalfopristin; LZD, linezolid; TEI, teikoplanin; TET, tetraciklin; TGC, tigeciklin; VAN, vankomicin; *Izolati
vrste E. faecalis so primarno odporni proti SYN, zato niso prikazani; M, meso prasi¢ev; F, feces prasicev; K, prasicja
farma in klavnica.

Slika 29: Delez odpornih izolatov vrst E. faecalis in E. faecium iz svinjine, fecesa prasicev ter iz prasi¢je farme in
klavnice.

Figure 29: Proportion of resistant E. faecalis in E. faecium isolates from pork, pig feces, pig farm and pig
slaughterhouse.

DeleZz odpornosti proti posameznim antibiotikom ter distribucija vrednosti MIK sta za vse
testirane enterokoke pri prasicih prikazana v Prilogah 12-17.
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4.3.1.1  Odpornost enterokokov iz svinjine

Najvecji delez odpornosti med vsemi izolati iz svinjine smo ugotovili pri izolatih vrste
E. faecalis, med katerimi pa je bil le eden (1,5 %), odporen proti trem razlicnim skupinam
antibiotikov z vzorcem odpornosti ERY-GEN-TET (Tabela 33). Ta izolat smo zaradi visoke
vrednosti MIK za gentamicin uvrstili v skupino HLAR.

Izolati vrste E. faecalis iz svinjine so bili vecinoma najbolj odporni proti tetraciklinu (36,8 %),
v manj$em delezu pa Se proti eritromicinu (2,9 %), ciprofloksacinu, gentamicinu in tigeciklinu
(vsi 1,5 %) (Priloga 12). Poleg veckratno odpornega izolata vrste E. faecalis je bil v tej skupini
Se en izolat, odporen proti dvema skupinama antibiotikov z vzorcem odpornosti ERY-TET, 24
izolatov vrste E. faecalis pa je bilo odpornih samo proti eni skupini antibiotikov (23 izolatov
samo proti tetraciklinom in en samo proti ciprofloksacinu) (Tabela 33).

Pri izolatih vrste E. faecium iz svinjine smo ugotovili le en, proti ciprofloksacinu odporen izolat,
medtem ko so bili vsi ostali izolati vrste E. faecium dobro obcutljivi (Tabela 33).

Tako kot pri izolatih vrste E. faecium tudi pri ostalih enterokokih iz svinjine nismo ugotovili
izolatov VOB (Tabela 34). V tej skupini smo ugotovili le odpornost proti skupini tetraciklinov,
in sicer proti tetraciklinu (42,9 %) in tigeciklinu (14,3 %) (Priloga 13). Izolat vrste E. hirae je
bil odporen proti obema antibiotikoma (TET-TGC), izolata vrst E. durans in E. gilvus pa samo
proti tetraciklinu.

4.3.1.2  Odpornost enterokokov iz fecesa prasicev

Najvecji delez odpornosti med vsemi enterokoki iz prasi¢jega fecesa smo ugotovili pri izolatih
vrste E. faecalis, Kjer je bila polovica izolatov odpornih vsaj proti enemu antibiotiku (Tabela
33). Izmed vseh 38 izolatov je bil en (2,6%) hkrati odporen proti eritromicinu, kloramfenikolu
in tetraciklinu, zato smo ga zato uvrstili v skupino VOB (Tabela 33). Skoraj polovica (47,4 %)
izolatov je bila odpornih proti tetraciklinu, proti eritromicinu jih je bilo odpornih 15,8 %, proti
kloramfenikolu pa 2,6 % (Priloga 14).

Iz Priloge 14 je razvidno, da je bilo najvec izolatov vrste E. faecium prav tako odpornih proti
tetraciklinu (15,8 %). Poleg tega so bili odporni Se proti ciprofloksacinu in eritromicinu (oba
10,5 %) ter v manjSem delezu tudi proti ampicilinu, gentamicinu, kloramfenikolu,
kvinupristinu/dalfopristinu in tigeciklinu (vsi 5,3 %). Osem (42,1 %) izolatov vrste E. faecium
je bilo odpornih vsaj proti enemu antibiotiku, med njimi pa je bil eden (5,3 %) Stirikratno
odporen proti eritromicinu, gentamicinu, kloramfenikolu in tetraciklinu (Tabela 33).

Proti vankomicinu odpornih izolatov (VRE) vrst E. faecalis in E. facecium v fecesu prasi¢ev
nismo ugotovili, prav tako ne izolatov z odpornostjo proti visokim koncentracijam
aminoglikozidov (HLAR).
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Med ostalimi izolati enterokokov, ki smo jih prav tako izolirali iz fecesa prasicev (Slika 28),
jih je bila priblizno tretjina (32,4 %) odpornih proti vsaj enemu antibiotiku (Tabela 34). Izolati
vrste E. hirae so bili v 28,6 % odporni proti tetraciklinu (Priloga 15), vsi trije izolati vrste
E. gallinarum pa so tudi fenotipsko izkazovali odpornost proti vankomicinu. V tej skupini smo
ugotovili en veCkratno odporen izolat vrste E. avium (2,7 %) z vzorcem odpornosti AMP-ERY -
TET (Tabela 34). Izolat vrste E. gallinarum je bil odporen proti tetraciklinu in eritromicinu.
Izolati vrst E. durans in E. mundtii pa so bili dobro obcutljivi za vse antibiotike.

4.3.1.3  Odpornost enterokokov iz prasi¢je farme in klavnice

Iz Tabela 33 je razvidno, da so bili vsi izolati vrste E. faecalis iz prasi¢je farme in klavnice
dobro obcutljivi za vse testirane antibiotike. Nasprotno pa so bili vsi izolati vrste E. faecium
odporni najmanj proti dvema razli¢nima skupinama antibiotikov, med njimi smo pet izolatov
uvrstili v skupino VOB (Tabela 33). Izolat vrste E. faecium, pridobljen iz hlevskih
prezracevalnikov, je bil odporen proti trem skupinam antibiotikov z vzorcem odpornosti ERY -
SYN-TET. Stirje (57,1 %) izolati vrste E. faecium pa so bili odporni proti tirim skupinam
antibiotikov; trije od njih (iz nosnih brisov prasicev, vode iz napajalnikov ter brisov okenskih
polic) so imeli isti vzorec odpornosti AMP-ERY-SYN-TET, izolat iz hlevskega zraka pa je imel
vzorec odpornosti AMP-CIP-ERY-TET. Na klavni liniji nismo ugotovili veckratno odpornih
izolatov vrste E. faecium; dva izolata (bris trupov po omamljanju in vzorec ¢revesne vsebine)
sta bila odporna proti ampicilinu in tetraciklinu.

Vsi izolati vrste E. faecium iz prasicje farme in klavnice so bili odporni proti tetraciklinu (100,0
%), vecina tudi proti ampicilinu (85,7 %) in eritromicinu (71,4 %), v nekaj manjSem delezu pa
Se proti kvinupristinu/dalfopristinu (57,1 %) in ciprofloksacinu (14,3 %) (Priloga 16).

PRUREY

E. hirae, med katerimi je bila vec¢ina (83,3 %) odporna proti tetraciklinu, poleg tega pa tudi
proti eritromicinu (25,0 %) in daptomicinu (16,7 %) (Priloga 17). Na farmi smo ugotovili tri
1zolate vrste E. hirae (v nastilju, 1z brisov prezrac¢evalnikov in brisov okenskih polic) z vzorcem
odpornosti ERY-TET, izolat vrste E. hirae s tal kamiona za prevoz prasicev do klavnice je bil
odporen proti daptomicinu, iz ¢revesne vsebine na klavni liniji pa smo pridobili Se izolat vrste
E. hirae z vzorcem odpornosti DAP-TET. Veckratno odpornih izolatov vrste E. hirae nismo
ugotovili (Tabela 34).

4.3.2 Geni za virulen¢ne dejavnike pri enterokokih iz vzorcev prasicev

Pri enterokokih iz mesa in fecesa praSiCev smo ugotovili vse iskane gene za virulencne
dejavnike, razen gena hyl. Nasprotno pa smo pri izolatih iz prasi¢je farme in klavnice ugotovili
samo tri (ace, efad in gelF) od sedmih iskanih genov za virulen¢ne dejavnike (Tabela 35). Iz
vseh skupin vzorcev pri prasicih so bili nosilci teh genov le izolati vrste E. faecalis, poleg tega
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pa Se en izolat vrste E. mundtii iz svinjine. Pri ostalih vrstah (E. avium, E. casseliflavus,
E. durans, E. faecium, E. gallinarum, E. gilvus in E. hirae) nismo odkrili nobenega od
preiskovanih genov.

Tabela 35: Prisotnost genov za virulencne dejavnike pri izolatih vrste E. faecalis iz mesa in fecesa prasicev ter
prasicje farme in klavnice.
Table 35: The presence of virulence genes in E. faecalis isolates from pig meat, feces, farm and slaughterhouse.

Stevilo (deleZ [%]) izolatov
Gen za E. faecalis E. mundtii E. faecalis E. faecalis
virulené¢ni (meso) (meso) (feces) (farma in klavnica)
dejavnik [n=68] [n=1] [n=38] [n=28]
ace 47 (69,1) 1 (100,0) 32 (84,2) 3 (37,5)
asal 29 (42,6) 0 (0,0) 13 (34,2) 0(0,0)
cylA 344 0 (0,0) 2(5,3) 0(0,0)
efad 64 (94,1) 1 (100,0) 38 (100,0) 8 (100,0)
esp 7 (10,3) 0 (0,0) 3(7,9) 0 (0,0)
gelE 46 (67,6) 1 (100,0) 37 (97,4) 8 (100,0)
hyl 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0)

Legenda: ace, gen, ki kodira protein za vezavo kolegena; asal, gen, ki kodira agregacijsko snov; cyl4, gen, ki
kodira citolizin; efad, gen, ki kodira antigen Enterococcus faecalis; esp, gen, ki kodira enterokokni povrSinski
protein; gelE, gen, ki kodira zelatinazo; hyl, gen, ki kodira hialuronidazo.

Delez posameznih genov se je razlikoval glede na izvor izolatov vrste E. faecalis, pri vseh pa
so prevladovali geni efad, gelE in ace. Pri izolatih vrste E. faecalis iz svinjine smo najpogosteje
ugotovili gene efad (94,1 %), ace (69,1 %) in gelE (67,6 %), v manjSem delezu pa gene asal
(42,6 %), esp (10,3 %) in cyl4 (4,4 %). Pri vseh 38 izolatih vrste E. faecalis iz fecesa smo
ugotovili gen efad (100,0 %), pri vecini tudi gena gelE (97,4 %) in ace (84,2 %), v manjSem
delezu pa Se gene asal (34,2 %), esp (7,9 %) in cylA (5,3 %). Vsi izolati vrste E. faecalis iz
prasi¢je farme in klavnice so bili nosilci genov efad in gelE (oba 100,0 %), malo ve¢ kot tretjina
pa Se gena ace (37,5 %). Ostalih genov pri izolatih vrste E. faecalis iz prasi¢je farme in klavnice
nismo ugotovili (Tabela 35).

Stevilo ugotovljenih virulen¢nih tipov se je prav tako razlikovalo glede na izvor izolatov.
Najvec razli¢nih virulen¢nih tipov smo ugotovili pri izolatih vrste E. faecalis iz mesa, dva
izolata v tej skupini pa nista bila nosilca nobenega izmed iskanih genov (Tabela 36). Med 15
razliénimi virulen¢nimi tipi pri izolatih iz mesa so bile najpogosteje zastopane kombinacije
genov ace-efaA-gelE pri 16 (23,5 %) izolatih, ace-asal-efad-gelE pri 12 (17,6 %) izolatih in
ace-efaA pri devetih (13,2 %) izolatih (Tabela 36). Pri izolatu vrste E. mundtii iz mesa smo
prav tako ugotovili najpogostejSo kombinacijo genov ace-efaA-gelE.

Pri izolatih vrste E. faecalis iz fecesa smo ugotovili 10 virulen¢nih tipov z najpogostejSim
vzorcem ace-efaA-gelE pri 19 (50,0 %) izolatih in ace-asal-efad-gelE pri devetih (23,7 %)
izolatih (Tabela 36). Vsi izolati iz fecesa so imeli vsaj dva gena za virulen¢ne dejavnike.
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V skupini izolatov vrste E. faecalis iz prasicje farme in klavnice smo ugotovili le dva razli¢na
virulen¢na tipa (Tabela 36). Pogostej$i vzorec efad-gelE smo nasli pri petih (62,5%) izolatih
vrste E. faecalis, ki so pripadali vzorcem nosnih brisov prasSi¢ev in brisom boksov v visini
efad-gelE smo ugotovili pri treh (37,5 %) izolatih vrste E. faecalis iz vzorcev umazane
bazenske vode ter brisov noza mesarja po evisceraciji in noza veterinarja na klavni liniji.

Skupaj smo pri vseh enterokokih iz vzorcev prasicev ugotovili 17 razli¢nih virulen¢nih tipov.
Vecina se jih je pojavila predvsem pri izolatih iz mesa, razen kombinacij ace-asal-efaA-esp-
gelE in ace-cylA-efaA-gelE, ki smo ju nasli samo pri izolatih iz fecesa. Virulencni tipi in njihov
delez pri izolatih vrste E. faecalis iz razli¢nih vzorcev prasicev so navedeni v Tabeli 36.

Tabela 36: Virulenéni tipi, ugotovljeni pri izolatih vrste E. faecalis iz mesa in fecesa pasicev ter prasi¢je farme in
klavnice.
Table 36: Virulence patterns observed in E. faecalis isolates from pig meat, feces, farm and slaughterhouse.

Stevilo (delez [%]) izolatov
E. faecalis E. faecalis E. faecalis
(meso) (feces) (farma in klavnica)
Virulen¢ni tip [n = 68] [n=38] [n=28]
ace-asal-cylA-efad-esp 22,9 0(0,0) 0(0,0)
ace-asal-cylA-efaA-gelE 1(1,5) 1(2,6) 0(0,0)
ace-asal-efaA-esp-gelE 0(0,0) 1(2,6) 0(0,0)
ace-asal-efad-gelE 12 (17,6) 9(23,7) 0(0,0)
ace-cylA-efaA-gelE 0(0,0) 1(2,6) 0(0,0)
ace-efaA-esp-gelE 22,9 0(0,0) 0(0,0)
asal-efaA-esp-gelE 1(1,5) 1(2,6) 0(0,0)
ace-asal-efaA 5(7,4) 0(0,0) 0(0,0)
ace-efaA-gelE 16 (23,5) 19 (50,0) 3 (37.,5)
asal-efaA-gelE 5(7,4) 1(2,6) 0(0,0)
efad-esp-gelE 344 1(2,6) 0(0,0)
ace-efaA 9(13,2) 1(2,6) 0(0,0)
asal-efad 1(1,5) 0(0,0) 0(0,0)
asal-gelE 1(1,5) 0(0,0) 0(0,0)
efaA-gelE 4(5,9) 3(7,9) 5 (62,5)
efad 3(4,4) 0(0,0) 0 (0,0)
gelE 1(1,5) 0(0,0) 0(0,0)
brez genov za virulen¢ne dejavnike 2(2,9) 0 (0,0) 0 (0,0)

Legenda: ace, gen, ki kodira protein za vezavo kolegena; asal, gen, ki kodira agregacijsko snov; cyl4, gen, ki
kodira citolizin; efad, gen, ki kodira antigen Enterococcus faecalis; esp, gen, ki kodira enterokokni povrSinski
protein; gelE, gen, ki kodira zelatinazo; hyl, gen, ki kodira hialuronidazo.

S krepko pisavo so oznacene kombinacije genov za virulen¢ne dejavnike, ki so bile najpogostejSe pri izolatih vrste
E. faecalis v tej skupini.
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4.4 ENTEROKOKI PRI PREZVEKOVALCIH

V to skupino smo zajeli enterokoke iz govejega mesa ter mleka in mle¢nih izdelkov krav, ovc
in koz.

4.4.1 Odpornost enterokokov iz govedine ter mleka in mle¢nih izdelkov

Vsi izolati, pridobljeni iz vzorcev prezvekovalcev, so bili dobro obcutljivi za ciprofloksacin,
daptomicin, teikoplanin in vankomicin. Poleg tega so bili izolati iz mesa dobro obcutljivi tudi
za ampicilin in kloramfenikol, izolati iz mleka in mle¢nih izdelkov pa tudi za gentamicin in
tigeciklin (Slika 30 , Priloge 18-21).

Med vsemi 172 izolati iz te skupine jih je bilo 122 (70,9 %) dobro obcutljivih za vse testirane
antibiotike, medtem ko je preostalih 50 (29,1 %) enterokokov fenotipsko izkazovalo odpornost
proti vsaj enemu izmed testiranih antibiotikov. Delez odpornih izolatov se je, glede na njihov
izvor, razlikoval med obema skupinama; odpornost proti vsaj enemu izmed testiranih
antibiotikov je izkazovalo 24,4 % enterokokov iz mesa govedi ter 33,7 % iz mleka in mle¢nih
izdelkov (Priloge 18-21).

Veckratno odporne enterokoke pri prezvekovalcih smo ugotovili samo pri izolatih vrste
E. faecalis (Tabela 37), medtem ko so bili izolati drugih vrst odporni najve¢ proti dvem
skupinam antibiotikov. V skupino VOB smo uvrstili izolat iz mesa, ki je bil odporen proti trem
skupinam antibiotikov z vzorcem odpornosti ERY-GEN-TET. Ta izolat smo zaradi visoke
vrednosti MIK za gentamicin uvrstili tudi v skupino HLAR. Poleg tega smo v skupino VOB
uvrstili Se §tiri izolate iz mleka in mle¢nih izdelkov; Stirikratno odporen izolat vrste E. faecalis
iz surovega mleka iz mlekomata z vzorcem odpornosti CHL-ERY-LZD-TET ter trikratno
odporne izolate z vzorcem odpornosti CHL-ERY-TET (Tabela 37). Izmed teh sta bila dva
izolata prav tako izolirana iz surovega mleka iz mlekomata, eden pa iz kravjega sira.

Proti vankomicinu odpornih izolatov v tej skupini nismo ugotovili.

Delez odpornosti proti posameznim antibiotikom ter distribucija vrednosti MIK sta za vse
testirane enterokoke iz vzorcev prezvekovalcev prikazana v Prilogah 18-21.
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Stevilo odpornih enterokokov iz govedine
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Legenda: AMP, ampicillin; CIP, ciprofloksacin; DAP, daptomicin; ERY, eritromicin; GEN, gentamicin; CHL, kloramfenikol,
SYN, kvinupristin/dalfopristin; LZD, linezolid; TEI, teikoplanin; TET, tetraciklin; TGC, tigeciklin; VAN, vankomicin; *Izolati
vrste E. faecalis so primarno odporni proti SYN, zato niso prikazani; Izolati vrste E. casseliflavus so primarno odporni

proti vankomicinu.

Slika 30: Stevilo odpornih enterokokov iz govedine ter iz mleka in mle¢nih izdelkov.
Figure 30: Number of resistant enterococci from beef, milk and dairy products.
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Tabela 37: Stevilo in deleZ odpornih izolatov vrst E. faecalis in E. faecium pri prezvekovalcih glede na ob&utljivost
za razli¢ne skupine protimikrobnih zdravil.

Table 37: Number and proportion of resistant E. faecalis and E. faecium isolates from ruminants according to
susceptibility to different groups of antimicrobials.

Odpornost proti Stevilo (delez [%]) izolatov

skupinam Govedina Mleko in mle¢ni izdelki
protimikrobnih E. faecalis E. faecium E. faecalis E. faecium
zdravil (Stevilo) [n=64] [n=11] [n =48] [n=17]
4 0(0,0) 0(0,0) 1(2,1) 0 (0,0)
3 1(1,6) 0(0,0) 3(6,3) 0 (0,0)
VOB 1 (1,6) 0 (0,0) 4 (8,3) 0 (0,0)
2 0(0,0) 1(9,1) 3(6,3) 1(5,9)
1 17 (26,6) 1(9,1) 17 (35,4) 0(0,0)
obdutljivi 46 (71,9) 9 (81,8) 24 (50,0) 16 (94,1)
skupaj 75 65

Legenda: V obarvani vrstici je podan sestevek veCkratno odpornih izolatov (VOB).

Med vsemi izolati vrst E. faecalis in E. faecium iz vzorcev prezvekovalcev smo najvecji delez
odpornosti ugotovili proti tetraciklinu in eritromicinu (Slika 31). Pri dveh izolatih vrste
E. faecalis (en iz mesa, en iz mleka iz mlekomata) smo ugotovili odpornost proti linezolidu, kar
nismo ugotovili pri nobeni drugi skupini enterokokov. Izolat iz mlekomata, odporen proti
linezolidu, je bil hkrati odporen proti Stirim skupinam antibiotikov.

Delez odpornih izolatov vrst E. faecalis in E. faecium pri
prezvekovalcih

60
50
40
30

20

DelezZ odpornih izolatov [%]

10 I |
0 lI I ] I I m B I I
AMP CIP DAP ERY GEN CHL SYN* LZD TEI TET TGC VAN
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Legenda: AMP, ampicillin; CIP, ciprofloksacin; DAP, daptomicin; ERY, eritromicin; GEN, gentamicin; CHL, kloramfenikol,
SYN, kvinupristin/dalfopristin; LZD, linezolid; TEI, teikoplanin; TET, tetraciklin; TGC, tigeciklin; VAN, vankomicin; *Izolati
vrste E. faecalis so primarno odporni proti SYN, zato niso prikazani; M, meso govedi; ML, mleko in mle¢ni izdelki.

Slika 31: Delez odpornih izolatov vrst E. faecalis in E. faecium iz govedine ter mleka in mle¢nih izdelkov.
Figure 31: Proportion of resistant E. faecalis in E. faecium isolates from beef milk and dairy products.
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4.4.1.1  Odpornost enterokokov iz govedine

Najvecji delez odpornosti med vsemi izolati iz govejega mesa smo ugotovili pri vrsti
E. faecalis, pri kateri je bilo proti tetraciklinu odpornih 25 % izolatov, proti eritromicinu 3,1 %,
proti gentamicinu in linezolidu pa po 1,6 % izolatov (Priloga 18). Trikratno odporen izolat
vrste E. faecalis z vzorcem odpornosti ERY-GEN-TET smo na osnovi visoke vrednosti MIK
za gentamicin uvrstili v skupino HLAR.

Iz Priloge 18 in Slike 31 je razvidno tudi, da so bili izolati vrste E. faecium odporni le proti
eritromicinu, kvinupristinu/dalfopristinu in tetraciklinu (vsi 9,1 %), pri €emer je bil en izolat
odporen proti dvema antibiotikoma (ERY-TET), en pa samo proti kvinupristinu/dalfopristinu
(Tabela 37).

Tudi pri ostalih enterokokih iz govedine nismo ugotovili veckratno odpornih izolatov (Priloga
19). V tej skupini so bili vsi izolati dobro obcutljivi za testirane antibiotike, razen za tigeciklin
(delez odpornosti 9,1 %), kjer je bila pri izolatu vrste E. durans presezena mejna vrednost MIK
0,5 pg/ml.

4.4.1.2  Odpornost enterokokov iz mleka in mle¢nih izdelkov

Najvecji delez odpornosti med vsemi izolati iz mleka in mle¢nih izdelkov smo ugotovili pri
izolatih vrste E. faecalis, kjer je bilo proti tetraciklinu odpornih 47,9 % izolatov, proti
eritromicinu 14,6 %, proti kloramfenikolu 10,4 % in proti linezolidu 2,1 % (Priloga 20).

Izolatov vrste E. faecium iz mleka in mle¢nih izdelkov so bili vsi, razen enega, dobro obcutljivi
za vse testirane antibiotike (Priloga 20). Edini izolat vrste E. faecium iz te skupine je bil
odporen proti eritromicinu in tetraciklinu (delez odpornosti je bil za oba 5,9 %), izoliran pa je
bil iz surovega mleka iz mlekomata (Slika 30, Priloga 20).

Pri ostalih vrstah enterokokov iz mleka in mlec¢nih izdelkov nismo ugotovili veckratno odpornih
izolatov (Priloga 21). V tej skupini smo ugotovili odpornost le proti ampicilinu in tetraciklinu
(oba 9,5 %). ZmanjSano obcutljivost za ampicilin sta fenotipsko izkazovala dva izolata vrste
E. malodoratus, en 1z kravjega sira, drugi pa iz surovega mleka iz mlekomata. Proti tetraciklinu
sta bila prav tako odporna dva izolata, en vrste E. casseliflavus iz mleka 1z mlekomata ter en
vrste E. italicus iz kravjega mleka (Slika 30).

V tej skupini nismo ugotovili proti vankomicinu odpornih izolatov (VRE), niti izolatov, ki bi
bili odporni proti visokim koncentracijam aminoglikozidov (HLAR).

Delez odpornosti proti posameznim antibiotikom ter distribucija vrednosti MIK sta za vse
testirane enterokoke iz mleka ter mle¢nih izdelkov prikazana v Prilogah 20 in 21.
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4.4.2 Geni za virulen¢ne dejavnike pri enterokokih iz vzorcev prezvekovalcev

Pri enterokokih iz vzorcev prezvekovalcev smo ugotovili vse iskane gene za virulencne
dejavnike, razen gena hy!/ (Tabela 38). Nosilci genov med preiskovanimi vrstami enterokokov
iz govedine so bili izolati vrst E. faecalis, E. hirae in E. mundtii, medtem ko pri vrstah
E. faecium, E. casseliflavus, E. devrisei in E. durans nismo odkrili nobenega od preiskovanih
genov. Pri vzorcih mleka in mle¢nih izdelkov so bili nosilci genov le izolati vrste E. faecalis,
pri ostalih vrstah (E. faecium, E. casseliflavus, E. durans, FE. gilvus, FE.italicus in
E. malodoratus) pa prav tako nismo nasli nobenega od preiskovanih genov (Tabela 38).

Tabela 38: Prisotnost genov za virulen¢ne dejavnike pri enterokokih iz govedine, mleka in mle¢nih izdelkov.
Table 38: The presence of virulence genes in enterococci from beef, milk and dairy products.

Stevilo (delez [%]) izolatov
Gen za Meso Mileko in mleéni izdelki
virulen¢ni E. faecalis E. hirae E. mundtii E. faecalis
dejavnik [n=064] [n=6] [n=1] [n =48]
ace 54 (84,4) 2 (33,3) 1 (100,0) 38 (79,2)
asal 16 (25,0) 1(16,7) 0(0,0) 27 (56,3)
cyld 5(7,8) 0(0,0) 0(0,0) 7 (14,6)
efaA 63 (98.,4) 2 (33,3) 1 (100,0) 48 (100,0)
esp 7 (10,9) 0(0,0) 0(0,0) 23 (47,9)
gelE 41 (64,1) 0(0,0) 1 (100,0) 37 (77,1)
hyl 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0)

Legenda: ace, gen, ki kodira protein za vezavo kolegena; asal, gen, ki kodira agregacijsko snov; cyl4, gen, ki
kodira citolizin; efad, gen, ki kodira antigen Enterococcus faecalis; esp, gen, ki kodira enterokokni povrSinski
protein; gelE, gen, ki kodira zelatinazo; hyl, gen, ki kodira hialuronidazo.

Pri izolatih vrste E. faecalis se je deleZ posameznih genov razlikoval glede na njihov izvor, pri
vseh pa so prevladovali geni efad, gelE in ace. Pri izolatih vrste E. faecalis iz govedine smo
najpogosteje ugotovili gene efad (98,4 %), ace (84,4 %) in gelE (64,1 %), v manjSem delezu
pa Se gene asal (25,0 %), esp (10,9 %) in cyl4 (7,8 %). Vsi izolati vrste E. faecalis iz mleka in
mlec¢nih izdelkov so bili nosilci gena efad, pogosta sta bila tudi gena ace (79,2 %) in gelE
(77,1 %). Za razliko od izolatov iz mesa je imela priblizno polovica izolatov vrste E. faecalis
1z mleka in mle¢nih gene asal (56,3 %) in esp (47,9 %), medtem ko je bil delez za gen cylA
manjsi (14,6 %).

V skupini izolatov vrste E. faecalis iz govedine smo ugotovili 11 razli¢nih virulen¢nih tipov z
najpogostejSo kombinacijo virulen¢nih genov ace-efad-gelE pri 25 (39,1 %) izolatih, en izolat
pa ni vseboval nobenega izmed iskanih genov za virulen¢ne dejavnike (Tabela 39).

Gene za virulen¢ne dejavnike smo ugotovili tudi pri dveh izolatih vrste E. hirae iz govedine
(Tabela 38), in sicer pri enem kombinacijo ace-asal-efaA, pri drugem pa ace-efaA. Prav tako
smo najpogostejsi virulencni tip ace-efad-gelE odkrili tudi pri izolatu vrste E. mundtii iz
govedine (Tabela 38).
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Pri izolatih vrste E. faecalis iz mleka in mle¢nih izdelkov smo ugotovili 13 razli¢nih virulen¢nih
tipov z najpogostejSima vzorcema ace-efad-esp-gelE pri 12 (25,0 %) izolatih ter ace-asal-
efad-gelE pri 11 (22,9 %) izolatih. Vsi izolati so vsebovali vsaj dva gena za virulenc¢ne
dejavnike (Tabela 39).

Sest izolatov vrste E. faecalis, pri katerih smo hkrati ugotovili pet razliénih genov za virulen¢ne
dejavnike, je izviralo iz kravjega sira ter surovega mleka iz mlekomatov. Pri izolatih surovega
mleka iz mlekomatov (n = 2) smo ugotovili kombinacijo genov asal-cylA-efaA-esp-gelE, pri
izolatih iz kravjega sira pa kombinaciji ace-asal-cylA-efaA-esp-gelE (n = 3) in ace-asal-efaA-
esp-gelE (n=1).

Skupaj smo pri vseh enterokokih iz vzorcev prezvekovalcev ugotovili 16 razli¢nih virulencnih
tipov, nekatere kombinacije so se pojavile samo pri izolatih iz mesa, druge pa samo pri izolatih
iz mleka in mle¢nih izdelkov, noben izolat vrste E. faecalis pa hkrati ni vseboval vseh Sestih
ugotovljenih genov. Virulenéni tipi in njihov delez pri izolatih vrste E. faecalis iz razli¢nih
vzorcev prezvekovalcev so prikazani v Tabeli 39.

Tabela 39: Virulen¢ni tipi, ugotovljeni pri izolatih vrste E. faecalis iz govedine ter mleka in mlecnih izdelkov.
Table 39: Virulence patterns observed in E. faecalis isolates from beef, milk and dairy products.

Stevilo (delez [%]) izolatov
E. faecalis E. faecalis
(meso govedi) (mleko in mle¢ni izdelki)
Virulen¢ni tip [n=64] [n =48]
ace-asal-cylA-efad-esp 34,7 0(0,0)
ace-asal-cylA-efaA-gelE 1(1,6) 3(6,25)
ace-asal-efaA-esp-gelE 0(0,0) 1(2,1)
asal-cylA-efaA-esp-gelE 1 (1,6) 2(4,2)
ace-asal-cylA-efad 0(0,0) 2 (4,2)
ace-asal-efaA-gelE 6(9,4) 11 (22,9)
ace-efaA-esp-gelE 2(3,1) 12 (25,0)
asal-efaA-esp-gelE 0 (0,0) 2(4,2)
ace-asal-efaA 5(7,8) 6 (12,5)
ace-efaA-esp 0(0,0) 1(2,1)
ace-efaA-gelE 25 (39,1) 2(4,2)
efaA-esp-gelE 1(1,6) 3(6,3)
ace-efaA 12 (18,8) 0(0,0)
efaA-esp 0(0,0) 2 (4,2)
efaA-gelE 5(7,8) 1(2,1)
efad 2(3,1) 0(0,0)
brez genov za virulen¢ne dejavnike 1(1,6) 0(0,0)

Legenda: ace, gen, ki kodira protein za vezavo kolegena; asal, gen, ki kodira agregacijsko snov; cyl4, gen, ki
kodira citolizin; efad, gen, ki kodira antigen Enterococcus faecalis; esp, gen, ki kodira enterokokni povrSinski
protein; gelE, gen, ki kodira Zelatinazo; hyl, gen, ki kodira hialuronidazo.

S krepko pisavo je oznacena kombinacija genov za virulencne dejavnike, ki je bila najpogostejsa pri enterokokih
v tej skupini.
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4.5 ENTEROKOKI 1Z SKOLJK KLAPAVIC
4.5.1 Odpornost enterokokov iz Skoljk klapavic

Vsi izolati iz Skoljk so bili dobro obcutljivi za linezolid, teikoplanin, tigeciklin in vankomicin
(Slika 32, Prilogi 22 in 23). Med vsemi 82 izolati jih je bilo 55 (67,1 %) dobro obcutljivih za
vse testirane antibiotike, medtem ko je ostalih 27 (32,9 %) enterokokov fenotipsko izkazovalo
odpornost proti vsaj enemu izmed testiranih antibiotikov (Tabela 40, Prilogi 22 in 23).

1 Stevilo odpornih enterokokov iz Skoljk klapavic
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Legenda: AMP, ampicillin; CIP, ciprofloksacin; DAP, daptomicin; ERY, eritromicin; GEN, gentamicin; CHL, kloramfenikol;
SYN, kvinupristin/dalfopristin; LZD, linezolid; TEI, teikoplanin; TET, tetraciklin; TGC, tigeciklin; VAN, vankomicin; *Izolati
vrste E. faecalis so primarno odporni proti SYN, zato niso prikazani; 1zolati vrste E. casseliflavus so primarno odporni
proti vankomicinu.

Slika 32: Stevilo odpornih enterokokov iz $koljk klapavic.
Figure 32: Number of resistant enterococci from mussels.

Najvecji delez (75,4 %) odpornosti med vsemi enterokoki iz Skoljk klapavic smo ugotovili pri
izolatih vrste E. faecalis, med katerimi jih je bilo pet (17,9 %) odpornih proti Stirim razli¢nim
skupinam antibiotikov z istim, v tej skupini najpogostejSim, vzorcem odpornosti CHL-ERY -
GEN-TET (Tabela 40). Na osnovi visoke vrednosti MIK za gentamicin smo te izolate uvrstili
tudi v posebno skupino odpornosti HLAR.

Iz Priloge 22 je razvidno, da je bila vec kot tretjina (35,7 %) izolatov vrste E. faecalis odpornih
proti tetraciklinu, nekaj manj pa proti eritromicinu (21,4 %), gentamicinu in kloramfenikolu
(oba 17,9 %). Manjsi delez odpornih izolatov smo ugotovili Se proti ciprofloksacinu (3,6 %).
Odpornosti proti ostalim testiranim antibiotikom nismo ugotovili, prav tako v tej skupini nismo
ugotovili proti vankomicinu odpornih izolatov.

V nasprotju z izolati vrste E. faecalis pri izolatih vrste E. faecium iz klapavic nismo ugotovili
veckratno odpornih enterokokov, poleg tega jih je bila ve¢ kot polovica (66,7 %) dobro
obcutljivih za vse testirane antibiotike (Tabela 40). 1zolati vrste E. faecium so bili odporni proti
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tetraciklinu (16,7 %), ciprofloksacinu (11,1 %), eritromicinu (5,6 %) in ampicilinu (2,8 %)
(Priloga 22).

Veckratno odpornih izolatov prav tako nismo ugotovili med drugimi vrstami enterokokov, ki
smo jih izolirali iz Skoljk klapavic (Tabela 40). Pri teh izolatih smo ugotovili le odpornost proti
daptomicinu in tetraciklinu (oba 16,7 %, Priloga 23). Dva izolata vrste E. hirae sta bila odporna
proti obema antibiotikoma (DAP-TET), en izolat vrste E. hirae je bil odporen samo proti
daptomicinu, izolat vrste E. thailandicus pa je bil odporen samo proti tetraciklinu. Vecina
izolatov (77,8 %) pa je bila dobro obcutljiva za vse testirane antibiotike (Tabela 40).

Tabela 40: Stevilo in delez odpornih izolatov vrst E. faecalis, E. faecium in drugih vrst enterokokov iz §koljk
klapavic glede na obcutljivost za razli¢ne skupine protimikrobnih zdravil.

Table 40: Number and proportion of resistant isolates of E. faecalis, E. faecium and other enterococcal species
from mussels according to susceptibility to different groups of antimicrobials.

Odpornost proti Stevilo (delez [%]) izolatov

skupinam

protimikrobnih E. faecalis E. faecium drugi enterokoki*
zdravil (Stevilo) [n=28] [n=136] [n=18]

4 50179 0(0,0) 0 (0,0)

3 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0)

VOB 5(17,9) 0 (0,0) 0 (0,0)

2 1(3,6) 1(2,8) 2(11,1)

1 5(17,9) 11 (30,6) 2(11,1)
obdutljivi 17 (60,7) 24 (66,7) 14 (77,8)

Legenda: V obarvani vrstici je podano Stevilo izolatov, ki smo jih uvrstili v skupino veckratno odpornih bakterij
(VOB), odpornih proti trem ali ve¢ razli¢nim skupinam protimikrobnih zdravil.
*Drugi enterokoki: E. casseliflavus (n = 3), E. hirae (n = 14) in E. thailandicus (n = 1).

Delez odpornosti proti posameznim antibiotikom ter distribucija vrednosti MIK sta za vse
testirane enterokoke iz Skoljk klapavic prikazana v Prilogah 22 in 23.

4.5.2 Geni za virulen¢ne dejavnike pri enterokokih iz Skoljk klapavic

Pri enterokokih iz Skoljk klapavic smo ugotovili vse iskane gene za virulen¢ne dejavnike, razen
gena hyl. Med preiskovanimi vrstami enterokokov so bili nosilci genov le izolati vrst E. faecalis
in E. faecium, medtem ko pri vrstah E. casseliflavus, E. hirae in E. thailandicus nismo odkrili
nobenega od preiskovanih genov (Tabela 41).

Pri izolatih vrste E. faecalis smo najpogosteje ugotovili gena efad (96,4 %) in gelE (89,3 %),
manj kot polovica izolatov je imela gene ace (42,9 %), esp (32,1 %) in asal (25 %), v manjSem
delezu pa tudi gen cyl4 (14,3 %). Gena hyl pri izolatih E. faecalis iz $koljk nismo ugotovili
(Tabela 41).

V skupini izolatov vrste E. faecalis smo ugotovili devet razli¢nih virulen¢nih tipov z
najpogostejSim vzorcem efaAd-gelE pri 11 (39,3 %) izolatih. Pri treh izolatith smo nasli
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kombinacijo vseh Sestih ugotovljenih genov, medtem ko pri enem nismo ugotovili niti enega
gena za virulen¢ne dejavnike (Tabela 42). Pri izolatih vrste E. faecium je imel le en (2,8 %)
gen esp, pri vseh ostalih pa nismo ugotovili genov za virulen¢ne dejavnike. Pri vseh ostalih
vrstah enterokokov iz Skoljk nismo ugotovili preiskovanih genov za virulenéne dejavnike.
Delez posameznih genov za virulen¢ne dejavnike, glede na vrsto enterokokov, je prikazan v
Tabeli 41, virulencni tipi in njihov delez pri izolatih vrst E. faecalis in E. faecium iz skoljk pa
v Tabeli 42.

Tabela 41: Prisotnost genov za virulencne dejavnike pri izolatih vrst E. faecalis, E. faecium in ostalih vrstah
enterokokov iz Skoljk.
Table 41: The presence of virulence genes in E. faecalis, E. faecium and other enterococcal isolates from mussels.

Stevilo (deleZ [%]) izolatov
Gen za virulen¢ni E. faecalis E. faecium drugi enterokoki*
dejavnik [n=28] [n=36] [n=18]
ace 12 (42,9) 0(0,0) 0(0,0)
asal 7 (25,0) 0(0,0) 0(0,0)
cylA 4 (14,3) 0(0,0) 0(0,0)
efad 27 (96,4) 0(0,0) 0(0,0)
esp 9(32,1) 1(2,8) 0(0,0)
gelE 25 (89,3) 0(0,0) 0(0,0)
hyl 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0)

Legenda: ace, gen, ki kodira protein za vezavo kolegena; asal, gen, ki kodira agregacijsko snov; cyl4, gen, ki
kodira citolizin; efad, gen, ki kodira antigen Enterococcus faecalis; esp, gen, ki kodira enterokokni povrSinski
protein; gelE, gen, ki kodira zelatinazo; hyl, gen, ki kodira hialuronidazo.

*Drugi enterokoki: E. casseliflavus (n = 3), E. hirae (n = 14) in E.thailandicusi (n = 1).

Tabela 42: Virulencni tipi, ugotovljeni pri izolatih E. faecalis in E. faecium iz $koljk klapavic.
Table 42: Virulence patterns observed in E. faecalis and E. faecium isolates from mussels.

Stevilo (delez [%]) izolatov
E. faecalis E. faecium
Virulen¢ni tip [n=28] [n=36]
ace-asal-cylA-efad-esp-gelE 3(10,7) 0(0,0)
ace-asal-cylA-efad-esp 1(3,6) 0(0,0)
ace-asal-efaA-gelE 1(3,6) 0(0,0)
ace-efaA-esp-gelE 1(3,6) 0(0,0)
asal-efaA-esp-gelE 2(7,1) 0(0,0)
ace-efaA-gelE 5(17,9) 0(0,0)
efaA-esp-gelE 2(7,1) 0(0,0)
ace-efaA 1(3,6) 0(0,0)
efaA-gelE 11 (39,3) 0 (0,0)
esp 0(0,0) 12,8
brez genov za virulen¢ne dejavnike 1(3,6) 35(97,2)

Legenda: ace, gen, ki kodira protein za vezavo kolegena; asal, gen, ki kodira agregacijsko snov; cyl4, gen, ki
kodira citolizin; efad, gen, ki kodira antigen Enterococcus faecalis; esp, gen, ki kodira enterokokni povrsinski
protein; gelE, gen, ki kodira Zelatinazo; hyl, gen, ki kodira hialuronidazo.

S krepko pisavo je oznacena kombinacija genov za virulencne dejavnike, ki je bila najpogostejsa pri enterokokih
v tej skupini.
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4.6 TVORBA BIOFILMA

Izolati enterokokov (n = 92), ki smo jih testirali glede sposobnosti tvorbe biofilma
(filmotvornost) na mikrotitrskih plos¢icah z metodo barvanja s kristal vijoli¢nim, so fenotipsko
izkazali razli¢no stopnjo filmotvornosti. Glede na povprec¢ne vrednosti izmerjene absobrance
kristal vijoli¢nega v raztopini pri valovni dolzini 540 nm (ODs40) smo izolate razvrstili v
predhodno opisane skupine (Stepanovi¢ in sod., 2007) (Tabela 43). V skupino mocno
filmotvornih izolatov (S) se je uvrscalo 57,6 % izbranih enterokokov, med katerimi so bili vsi
izolati pripadniki vrst E. faecalis in E. faecium. V skupino zmerno moc¢nih filmotvornih
izolatov (M) se je uvrscalo 33,7 % izolatov, ki so pripadali vsem S$tirim vrstam enterokokov, v
skupino izolatov s Sibko filmotvornostjo (W) se je uvrscalo 8,7 % izolatov vrst E. faecalis,
E. faecium in E. hirae, medtem ko v skupino nefilmotvornih izolatov nismo uvrstili nobenega
izmed testiranih enterokokov. V Tabeli 44 je predstavljena razvrstitev izolatov enterokokov
glede na njihovo filmotvornost (Stepanovi¢ in sod., 2007) in predhodno ugotovljen virulen¢ni

tip.

Povprecne vrednosti ODs49 za izbrane izolate enterokokov smo graficno prikazali z grafikoni
kvantilov; pri tem smo izolate razvrstili v skupine glede na prisotnost genov ace, asal, esp, ki
so udelezeni pri nastanku biofilma (Ch'ng in sod., 2019). Za vsakega od omenjenih genov in
za kombinacijo genov ace—asal—esp smo ugotavljali morebitno statisticno povezavo med
prisotnostjo gena (genov) in filmotvornostjo. Statisti¢no znacilno povezavo smo ugotovili pri
genih ace (p =0,0011) in esp (p <0,0001), ne pa tudi pri genu asal (p =0,1611). Pri primerjavi
izolatov, ki so imeli vse tri gene (ace, asal in esp), in izolatov brez njih, smo prav tako ugotovili
statisticno moc¢no znacilno povezavo s filmotvornostjo (p < 0,0001) (Slika 33).

Tabela 43: Kategorije filmotvornosti med izbranimi vrstami enterokokov. Kategorije smo povzeli po avtorjih
Stepanovi¢ in sod. (2007). V oklepajih je naveden delez.

Table 43: Biofilm-forming categories among the selected Enferococcus species as described in Stepanovi¢ et al.
(2007). Percentages are shown in parentheses.

E. faecalis E. faecium E. hirae E. mundtii Skupaj
Kategorija [n=76] [n=12] [n=2] [n=2] [n=92]
S 51 (67,1) 2 (16,7) 0 (0,0) 0(0,0) 53 (57,6)
M 24 (31,6) 4(33,3) 1 (50,0) 2 (100,0) 31(33,7)
W 1(1,3) 6 (50,0) 1 (50,0) 0(0,0) 8 (8,7)
N 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)

Legenda: S, mo¢no filmotvorni izolati (angl. strong); M, srednje mocno filmotvorni izolati (angl. moderate); W,
Sibko filmotvorni izolati (angl. weak); N, nefilmotvorni izolati.
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Tabela 44: Kategorije filmotvornosti glede na razlicne kombinacije genov za virulen¢ne dejavnike.
Table 44: Biofilm-forming categories according to different virulence patterns.
Izbrana kombinacija S M W Skupaj
genov
ace-asal-esp ace-asal-cylA-efaA-esp-gelE 13 4 0 17
ace-asal-efsaA-esp-gelE 5 0 0 5
ace-asal-cylA-efad-esp 9 6 0 15
ace-asal ace-asal-cylA-efad-gelE 2 6 1 9
ace-asal-efad 6 | 0 7
ace-esp ace-efaA-esp-gelE 2 0 0 2
ace-efaA-esp 5 | 0 6
ace ace-efad-gelE 2 3 0 5
ace-efad 2 2 1 5
asal-esp asal-efaA-esp-gelE 0 1 0 1
asal asal-efaA | | 0 2
esp efaA-esp-gelE | 0 0 1
efaA-esp 2 0 0 2
esp 0 2 1 3
brez izbrane efad-gelE 2 1 0 3
kombinacije genov
brez genov - 1 3 5 9
skupaj po kategorijah 53 31 8 92

Legenda: ace, gen, ki kodira protein za vezavo kolegena; asal, gen, ki kodira agregacijsko snov; cyl4, gen, ki
kodira citolizin; efad, gen, ki kodira antigen Enterococcus faecalis; esp, gen, ki kodira enterokokni povrSinski

protein; gelE, gen, ki kodira zelatinazo; hyl, gen, ki kodira hialuronidazo.

Za razvrstitev izolatov v skupine glede na filmotvornost glej Tabelo 43.
S krepko pisavo je oznacena kombinacija genov za virulenéne dejavnike, na osnovi katere smo naredili izbor
izolatov za testiranje filmotvornosti.

Izbrane izolate enterokokov smo primerjali tudi glede na izvor, in sicer izolate iz klini¢nih in
neklini¢nih vzorcev, pri katerih nismo ugotovili statistiéno znacilne povezave med izvorom
izolata in filmotvornostjo (p = 0,4638). Statisticno znalilno povezavo v povezavi s
filmotvornostjo pa smo ugotovili med izolati iz mleka v primerjavi z izolati iz mesa. Pri izolatih
1z mleka (po vec€ini so bili to vzorci surovega mleka iz mlekomata) smo ugotovili znacilno

povezavo s filmotvornostjo (p = 0,0066).
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Slika 33: Povprecje vseh izmerjenih vrednosti ODs49 za izbrane izolate enterokokov. Izolate smo primerjali glede
na prisotnost in odsotnost genov ace (A), asal(B), esp (C) ter kombinacijo vseh treh genov (D), ki sodelujejo pri
tvorbi biofilma.

Figure 33: Average ODs49 values for selected enterococcal isolates; comparison of the presence and absence of
biofilm producing genes genov ace (A), asal (B), esp(C) and combination of all three genes (D) involved in
biofilm formation.

Legenda: ace, gen, ki kodira protein za vezavo kolegena; asal, gen, ki kodira agregacijsko snov; esp, gen, ki kodira
enterokokni povrsinski protein; +, prisotnost gena; —, odsotnost gena; n, $tevilo izolatov, zajetih v analizo.

Statisti¢no znacilne povezave med prisotnostjo in odsotnostjo genov so oznacene z zvezdicami:
¥ p <0,01;%**%* p<0,0001 (test Mann-Whitney).
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4.7 REZULTATI STATISTICNE ANALIZE

Pri statisticni analizi povezave med odpornostjo oz. virulencnimi determinantami in klini¢nim
izvorom izolatov smo med seboj primerjali dve skupini izolatov glede na izvor (izolati iz
klini¢nih in ostalih vzorcev). V prvo skupino smo vkljucili vse izolate iz klini¢nih vzorcev ljudi
in zivali (klini¢ni izolati), v drugo skupino pa smo vkljucili vse izolate iz vzorcev hrane in
okolja (neklini¢ni izolati). Vse statisti¢no znacilne povezave (p < 0,05) so v Tabelah 45 in 46
zapisane s krepko pisavo za posamezen element.

Ugotovili smo znacilno povezavo med izolati iz klinicnih vzorcev in odpornostjo proti
ampicilinu, ciprofloksacinu, eritromicinu, gentamicinu, kloramfenikolu, tetraciklinu in
tigeciklinu. Vse omenjene fenotipsko izrazene odpornosti so bile bolj zastopane pri izolatih
klinicnega izvora. Pri ostalih antibiotikih (daptomicin, kvinupristin/dalfopristin, linezolid,
teikoplanin in vankomicin) statistiéne povezave nismo ugotovili (Tabela 45).

Tabela 45: StatistiCna primerjava izolatov klinicnega in neklini¢nega izvora v povezavi z odpornostjo proti
antibiotikom.
Table 45: Statistical comparison of isolates of clinical and non-clinical origin with respect to antimicrobial

resistance.
Antibiotik Fisherjev natan¢ni test Hi-kvadrat test
AMP <0,0001
CIP <0,0001
DAP 0,3437
ERY <0,0001
GEN <0,0001
CHL 0,0003
SYN 0,2236
LZD 1
TEI 0,4655
TET <0,0001
TGC 0,0003
VAN 1

Statisti¢no znacilne povezave (p < 0,05) so oznacene s krepko pisavo.

Ugotovili smo tudi znacilno povezavo med izolati iz klini¢nih vzorcev v povezavi s prisotnostjo
naslednjih genov za virulen¢ne dejavnike: asal, cylA, esp in hyl. Pri genih ace, efad in gelE
povezave nismo ugotovili (Tabela 46).
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Tabela 46: Statisticna primerjava izolatov klini¢nega in neklini¢nega izvora v povezavi s prisotnostjo genov za
virulen¢ne dejavnike.

Table 46: Statistical comparison of isolates of clinical and non-clinical origin with respect to the presence of
virulence genes.

Gen za virulen¢ni dejavnik Fisherjev natancni test Hi-kvadrat test
ace 0,8248
asal 0,0009
cylA <0,0001
efad 0,9744

esp <0,0001
gelE 0,8824

hyl <0,0001

Legenda: ace, gen, ki kodira protein za vezavo kolegena; asal, gen, ki kodira agregacijsko snov; cyl4, gen, ki
kodira citolizin; efad, gen, ki kodira antigen Enterococcus faecalis; esp, gen, ki kodira enterokokni povrsinski
protein; gelE, gen, ki kodira zelatinazo; hyl, gen, ki kodira hialuronidazo.

Statisti¢no znacilne povezave (p < 0,05) so oznacene s krepko pisavo.
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5 RAZPRAVA

Izolate enterokokov za preucevanje njihove odpornosti proti antibiotikom, prisotnosti genov za
virulen¢ne dejavnike ter filmotvornosti, smo glede na izvor uvrstili v dve vecji skupini. V prvo
smo uvrstili patogene enterokoke iz razli¢nih kliniénih vzorcev ljudi in zivali, v drugo pa
komenzalne oz. indikatorske enterokoke.

Enterokoke iz klini¢nih vzorcev zivali smo zbirali vec let v okviru rednega dela v klinicnem
laboratoriju IMP VF in so odraz okuZzb Zivali na ravni drzave, saj smo vzorce dobili z razli¢nih
veterinarskih ambulant po Sloveniji. Glede na dostopen nabor vzorcev smo najvec enterokokov
izolirali iz vzorcev malih Zivali, predvsem psov (vrsti E. faecalis in E. faecium), ter iz vzorcev
perutnine (vrsta E. cecorum). Humane klini¢ne izolate smo pridobili iz zbirke Oddelka za
medicinsko mikrobiologijo NLZOH Kranj. Ce bi Zeleli pridobiti $irSo sliko glede odpornosti in
virulen¢nih dejavnikov enterokokov pri ljudeh v Sloveniji, bi nabor humanih klini¢nih izolatov
lahko predstavljal omejitev te raziskave, saj predvidevamo, da ti izolati odrazajo stanje
enterokoknih okuzb pri ljudeh predvsem na Gorenjskem. V raziskavo nismo uvrstili izolatov
VRE iz humanih klini¢nih vzorcev, saj smo predvidevali, da jih bomo pri zivalih izolirali zelo
redko ali pa sploh ne.

V nasi raziskavi smo pridobili 854 enterokokov, ki so pripadali Sestnajstim vrstam. Vec kot
polovica vseh izolatov je pripadala vrsti E. faecalis, Cetrtina vrsti E. faecium, druge vrste
(E. hirae, E. cecorum, E. durans, E. casseliflavus, E. gallinarum, E. gilvus, E. italicus,
E malodoratus, E. mundtii, E. avium, E. canitestini, E. canis, E. devriesei in E. thailandicus)
pa so bile zastopanje v manj kot 10 % delezu.

Tako pri ljudeh kot pri Zivalih smo najve¢ klini¢nih izolatov pridobili iz vzorcev urina, saj so
enterokoki, poleg bakterije E. coli, najpogostejSi povzrocitelji okuzb se€il (Germ in Seme,
2020; Hall in sod., 2013). Pogosti vzorci, iz katerih smo izolirali enterokoke pri zivalih, so bili
tudi notranji organi in sklepi piS€ancev, pri katerih smo kot povzrocitelja okuzbe izolirali vrsto
E. cecorum, kar se ujema z ugotovitvami drugih raziskav (Jung in sod., 2018). Drugi
najpogostejsi vir analiziranih enterokokov pri ljudeh so bile hemokulture. Delez klini¢nih
primerov bakteriemije pri ljudeh, ki jo povzrocata vrsti E. faecalis in E. faecium, je 11-13 %,
kar uvrsca enterokoke na tretje mesto povzrociteljev bakteriemije v Evropi in ZDA (Ammerlaan
in sod., 2013; de Kraken in sod., 2013). V Sloveniji je enterokokna bakteriemija, ki je povezana
z visoko smrtnostjo, predstavljala 5,4-8,1 % vseh okuzb krvi v obdobju med 2006 in 2011
(Miiller Premru in sod., 2013).

Pri humanih vzorcih sta bili zaradi klinicne pomembnosti zastopani le vrsti E. faecalis in
E. faecium, pri zivalskih klini¢nih pa poleg obeh omenjenih Se vrsta E. cecorum pri piS€ancih
ter druge, manj pogoste vrste E. canis, E. canitestini, E. gallinarum in E. hirae, kar se sklada s
podatki iz literature o vrstah, ki povzrocajo okuzbe pri zivalih (Aarestrup in sod., 2002; Arias
in Murray, 2012; deHerdt in sod., 2008; Foulqui¢ Moreno in sod., 2006; Garcia-Solache in
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Rice, 2019; Germ in Seme, 2020; Hollenbeck in Rice, 2012; Jung in sod., 2018; Stewart, 2013;
Torres in sod., 2018).

Enterokoki, kot ¢revesni komenzali pri rejnih zivalih, se lahko uporabljajo kot indikatorji
fekalne kontaminacije zivil. Redkeje so neposredno odgovorni za okuzbe, ki se prenasajo s
hrano, vendar pa njihov vnos preko hrane lahko pomeni kolonizacijo prebavil in posledi¢ne
endogene okuzbe (Sorsen in sod., 2001). Znano je, da je hrana, kontaminirana z enterokoki,
velikokrat vzrok bakteriemije z vrsto E. faecium ali vzrok okuzbe secil pri ljudeh (Abriouel in
sod., 2008; Billington in sod., 2014). V industrializiranih drzavah je sicer neposreden stik ljudi
z zivalmi omejen predvsem na kmete, veterinarje ter delavce na klavnici, ki predstavljajo manjsi
del populacije. Po drugi strani pa se zaradi slabSe gospodinjske prakse lahko bakterije, vklju¢no
z enterokoki, preko uzivanja, rokovanja s hrano ali navzkrizno kontaminacijo prenesejo do Sirse
populacije ljudi (Botrolaia in sod., 2016).

Izolate, ki smo jih uvrstili v skupino indikatorskih oz. komenzalnih enterokokov, smo izolirali
iz vzorcev perutnine (meso in feces piS¢ancev, vzorci iz perutninske klavnice), vzorcev prasi¢ev
(meso in feces prasiCev, vzorci s prasicje farme tik pred zakolom zivali ter iz klavnice), vzorcev
prezvekovalcev (meso govedi ter mleko in mle¢ni izdelki) in Skoljk klapavic. Ugotavljanje
prevalence komenzalnih enterokokov sicer ni bil namen nase raziskave, vendar v procesu
pridobivanja izolatov ni bilo mogoce spregledati dejstva, da iz vzorcev Zivil, fecesa in okolja
samo v redkih primerih nismo izolirali enterokokov. To nakazuje na visoko prevalenco
enterokokov v fecesu rejnih zivali ter zivilih Zivalskega izvora. Tudi razli¢ni drugi avtorji
porocajo o vec kot 90 % delezu enterokokov pri vzorcih pisc¢ancjega mesa, svinjine in govedine
(Bortolaia in sod., 2015; Giraffa, 2020; Hayes in sod., 2003; Tyson in sod., 2017). Vecina
enterokokov iz mesa naj bi izvirala iz Zivali kot posledica kontaminacije ob zakolu in ne od
delavcev, ¢e se v klavnici upoStevajo ustrezni sanitarno higienski standardi. Zaradi drugacne
tehnologije klanja v perutninski klavnici je kontaminacija trupov perutnine ob zakolu visja kot
pri zakolu prasicev in govedi (Bortolaia in sod., 2015). Podobno kot pri mesu je prevalenca
enterokokov visoka tudi v surovem mleku (> 90 %) (Klein, 2003; McAuley in sod., 2015). Zelo
pomembno je tudi dejstvo, da pri klanju velikih Zivali veliko laZje prepre¢imo kontaminacijo
mesa z vsebino ¢revesa, medtem ko pri perutnini pogosto to ni mogoce. Do kontaminacije
mleka z enterokoki po navadi pride preko €loveskih ali zivalskih iztrebkov, vode, farmskega
okolja, opreme za molzo, bazenov za mleko ali opreme, ki se uporablja med predelavo mleka
(Gelsomino in sod., 2002).

Vec raziskav je pokazalo, da sta vrsti E. faecalis in E. faecium najpogosteje izolirani iz Zivil
zivalskega izvora (Aslam in sod., 2012; Golob in sod., 2019; Klein, 2003; Peters in sod., 2003;
Tyson in sod., 2018). To potrjujejo tudi rezultati nase raziskave, saj sta omenjeni vrsti
prevladovali v vzorcih mesa, mleka in mle¢nih izdelkov. Iz vzorcev mesa pis¢ancev, govedine
in svinjine smo izolirali Se manj pogoste vrste E. casseliflavus, E. devriesei, E. durans,
E. gallinarum, E. gilvus, E. hirae in E. mundtii, iz vzorcev mleka in mlecnih izdelkov pa tudi
vrste E. casseliflavus, E. durans, E. gilvus, E. italicus in E. malodoratus. Slednji dve smo
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izolirali samo iz vzorcev kravjega mleka in sira. Nabor razlicnih enterokoknih vrst bi bil
morebiti Se bolj obsezen, Ce bi iz vsake primarne kulture presajali Se ve¢ morfoloskih tipov
enterokokov. Maietti in sod. (2007) porocajo, da je vrsta E. italicus pogosto izolirana iz vzorcev
mleka. NasSi rezultati se glede najpogostejSih vrst v mleku in mlecnih izdelkih skladajo z
rezultati raziskave o raznolikosti enterokokov iz slovenskih tradicionalnih sirov, ne pa tudi
glede drugih, manj pogosto ugotovljenih vrst (Mohar Lorbeg, 2008).

Tudi iz vzorcev fecesa pis¢ancev in okoljskih vzorcev smo izolirali razli¢ne vrste komenzalnih
oz. indikatorskih enterokokov, med njimi najpogosteje vrsti E. faecalis in E. faecium, kar se
sklada tudi s podatki v raziskavi o odpornosti komenzalnih enterokokov iz goveda, prasicev in
pis¢ancev v devetih evropskih drzavah (de Jong in sod., 2019). To pa ni veljalo za vzorce fecesa
enterokoke vrste E. faecium (20,2 %) izolirali enterokoke vrste E. hirae (29,8 %), prevladovala
pa je vrsta E. faecalis (40,4 %). Druge vrste enterokokov smo ugotovili v manjSem delezu
(9,6 %). 1z vzorcev s prasi¢je farme in klavnice pa smo v najvecjem delezu izolirali vrsto
E. hirae (44,4 %), poleg tega pa Se vrsti E. faecalis (29,6 %) in E. faecium (25,9 %), kar je v
nasprotju z ze omenjeno raziskavo v devetih evropskih drzavah, kjer so med enterokoki,
izoliranimi iz fecesa zdravega goveda, praSicev in piS€ancev, najpogosteje ugotovili vrsti
E. faecium in E. faecalis (de Jong in sod., 2019).

Na osnovi zgoraj navedenih rezultatov smo deloma potrdili prvo hipotezo. Z ugotovljeno
pogosto prisotnostjo enterokokov, ne glede na izvor preiskovanih vzorcev, ter z razlikami v
pogostosti pojavljanja posameznih vrst smo potrdili prvi del te hipoteze. Drugega dela te
hipoteze nismo potrdili v celoti pri vseh skupinah vzorcev, saj smo iz fecesa prasicev ter
okoljskih vzorcev s prasicje farme in klavnice pogosteje izolirali vrsto E. hirae. Po podatkih iz
literature v fecesu ljudi in rejnih Zivali med enterokoki prevladuje vrsta E. faecium (Lebreton,
2014). Poleg tega se pri Zivalih pogosto pojavljata tudi vrsti E. faecalis in E. cecorum, redkeje
pa vrste E. gallinarum, E. durans, E. hirae in E. avium (Klein, 2003). Novais in sod. (2013)
zivali, krma, voda, brisi sten in tal v hlevu, hlevski zrak, bazeni za gnoj, oprema za razdeljevanje
krme) najpogosteje izolirali vrsto E. faecium. Soares-Santos in sod. (2015) pa navajajo, da so
pri izolatih s prasicje klavnice najpogosteje izolirali vrsto E. faecalis.

5.1 ODPORNOST ENTEROKOKOV

Svetovna zdravstvena organizacija je objavila prednostni seznam patogenih bakterij, odpornih
proti antibiotikom, ki ogroZajo javno zdravje in za katere bi bilo potrebno razviti nova zdravila
in v 2. skupino z visoko pomembnostjo (angl. high priority) uvrstila tudi proti vankomicinu
odporno seve vrste E. faecium (WHO, 2017b). V kliniénem pomenu ima vecjo vlogo tudi vrsta
E. faecalis, medtem ko so ostale vrste, ki se pogosto pojavljajo pri zivalih (E. hirae,
E. casseliflavus, E. durans), manj pomembne za javno zdravje. Kljub temu pa so enterokoki
pomemben kazalnik stanja odpornosti pri po Gramu pozitivnih bakterijah in lahko predstavljajo
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rezervoar odpornih genov, ki se lahko prenaSajo na patogene ali druge komenzalne bakterije
(Ahmed in Baptiste, 2018). Delez odpornih bakterij, ki naseljujejo Crevesje zivali, je lahko
neposreden pokazatelj selekcijskega pritiska zaradi uporabe antibiotikov (de Jong in sod.,
2019). Moznost prenosa odpornih ¢revesnih bakterij iz zivali na ljudi predstavlja globalno skrb
za javno zdravje, kar so v zadnjem casu izpostavile tudi razlicne mednarodne organizacije.
Evropska unija je z Evropskim akcijskim nacrtom »Eno zdravje« zoper odpornost bakterij proti
protimikrobnim zdravilom pripravila strategijo nadzora glede spremljanja odpornosti bakterij,
ki se znotraj celotne EU izvaja v okviru Izvedbenega sklepa komisije (EU) 2020/1729 in pri
katerem sodeluje tudi Slovenija. Podatke, ki jih prispevajo ¢lanice EU, nato EFSA vsako leto
analizira in objavi v skupnem porocilu. Vendar pa razpolozljivi podatki glede odpornosti
enterokokov pri rejnih zivalih temeljijo le na majhnem delezu drzav, saj od leta 2014
spremljanje odpornosti pri enterokokih v okviru Izvedbenega sklepa ni obvezno in se za to
drzave €lanice odlocajo le na podlagi svojih nacionalnih nacrtov, kar velja tudi za Slovenijo.
Zaradi tega primanjkljaja v uradnem nadzoru so podatki o odpornosti enterokokov, ki smo jih
dobili v okviru nase naloge, zelo pomembni za poznavanje stanja v Sloveniji in lepo zapolnijo
vrzel za ta del Evrope. Za spremljanje odpornosti bakterij pri ljubiteljskih zivalih pa tak sistem
na evropski ravni sploh ni vzpostavljen (Pomba in sod., 2017).

Z naso raziskavo smo dobili vpogled v odpornost enterokokov proti antibiotikom pri razli¢nih
skupinah vzorcev. Odpornost enterokokov iz klinicnih vzorcev ljudi in Zivali ter ostalih
(neklini¢nih) vzorcev se je znacilno razlikovala. Odpornost proti ampicilinu, ciprofloksacinu,
eritromicinu, gentamicinu, kloramfenikolu, tetraciklinu in tigeciklinu je bila statisticno moc¢no
povezana (p < 0,001) z izolati iz klini¢nih vzorcev. Pri ostalih testiranih antibiotikih
(daptomicin, kvinupristin/dalfopristin, linezolid, teikoplanin in vankomicin) pa statisti¢ne
povezave s klini¢nimi oz. nekliniénimi izolati nismo ugotovili. Taki rezultati se zdijo logicni,
glede na to, da se slednji antibiotiki v humani medicini zelo redko uporabljajo, v veterinarski
medicini pa sploh ne. Najvec¢ji deleZ odpornosti (t.j. izolat, odporen proti vsaj enemu
testiranemu antibiotiku) smo ugotovili ravno pri izolatih iz skupine klini¢nih vzorcev ljudi
(88,1 %) in zivali (74,5 %) ter pri izolatih iz vzorcev perutnine (v mesu pis€ancev je bil delez
odpornih enterokokov 75,3 %, v fecesu 69,0 % in v perutninski klavnici 72,7 %). Visok delez
razliko od niZjega deleza odpornih enterokokov v svinjini (35,3 %) in fecesu prasicev (41,5 %).
Najmanjsi delez odpornih enterokokov pa smo zasledili v skupini mesa govedi (24,4 %), mleka
in mlecnih izdelkov (33,7 %) ter pri Skoljkah (32,9 %).

Podobno situacijo smo ugotovili glede pojavnosti veckratno odpornih enterokokov (t.j.. izolat,
odporen proti najmanj trem skupinam antibiotikov), saj je bil delez VOB najvisji pri izolatih iz
kliniénih vzorcev ljudi (73,3 % pri vrsti E. faecium in 29,6 % pri vrsti E. faecalis) in Zivali
(80 % pri vrsti E. faecium in 21,7 % pri vrsti E. faecalis). Visok delez VOB smo ugotovili tudi
pri izolatih iz vzorcev prehranske verige pri piS€ancih in s farme praSicev. V vseh skupinah
vzorcev pri piS€¢ancih (meso, feces, klavnica) smo pri vrstah E. faecalis in E. faecium ugotovili
VOB, v najvecjem delezu pri izolatih s klavnice, pri katerih je bilo veckratno odpornih 33,3 %
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izolatov E. faecium in 26,7 % izolatov E. faecalis. Poleg tega smo zelo visok delez VOB
ugotovili tudi pri izolatih E. faecium (71,4 %) s prasicje farme, ne pa tudi pri izolatih vrste E.
prasicev in govedi). Precej visok delez (17,9 %) odpornih izolatov E. faecalis smo ugotovili
tudi pri skoljkah. Med izolati vrste E. faecium iz mesa prasicev in govedi, mleka in mle¢nih
izdelkov ter Skoljk nismo ugotovili vecCkratno odpornih enterokokov, kar je presenetljivo glede
na sicer visoko stopnjo odpornosti vrste E. faecium.

Nasi rezultati glede pojavnosti vecjega deleza odpornih komenzalnih izolatov se ve¢inoma
skladajo z drugimi raziskavami v Evropi in ZDA. Avtorji med razlicnimi vrstami rejnih zivali
prav tako ugotavljajo najvecjo odpornost enterokokov (vkljuéno z VOB) pri perutnini, tako pri
pis¢ancih kot pri puranih (Aslam in sod., 2012; de Jong in sod., 2019; Hayes in sod., 2003;
Tyson in sod., 2017). Podobno kot v nasi raziskavi, kjer smo pri perutnini ugotovili najve¢ VOB
pri vrsti E. faecium, so porocali tudi Diarra in sod. (2010), vendar pa so ugotovili veliko vecji
delez VOB v fecesu piscancev (94,2 %, v nasi raziskavi 17,6 %). Vecji delez odpornosti pri
izolatih vrste E. faecalis in E. faecium iz perutnine pripisujejo vecji uporabi antibiotikov v fazi
prireje zivali, saj morajo zivali v zelo kratkem casu pridobiti zadostno klavno tezo, hkrati pa
ostati zdrave (Aslam in sod., 2012). Zaradi tehnologije klanja v perutninski klavnici je
kontaminacija trupov perutnine ob zakolu vi§ja kot pri zakolu praSicev in govedi, zaradi manj
ustreznih higienskih postopkov pa lahko odporni enterokoki tudi dalj ¢asa ostanejo prisotni
znotraj predelovalnega obrata (Aslam in sod., 2012; Bortolaia in sod., 2015).

V porocilu EFSA za leto 2013 (EFSA, 2015) so predstavljeni rezultati testiranja indikatorskih
izolatov vrst E. faecalis in E. faecium iz fecesa pri pis€ancih iz Sestih evropskih drzav (Danska,
Finska, Hrvaska, Spanija, Svedska in Svica) in fecesa pri kokosih nesnicah (Norveska). Pri
obeh vrstah enterokokov iz pis€ancjega fecesa so v vecini drZzav ugotovili najvecji delez
odpornosti proti tetraciklinu (53,7-88, 9 %) in eritromicinu (20,2—78,7 %), kar potrjujejo tudi
nasi rezultati. Namre¢, med vsemi testiranimi enterokoki smo najve¢ji delez odpornosti
ugotovili proti tetraciklinu (43,3 %), eritromicinu (25,4 %) in ciprofloksacinu (10,0 %). V nasi
raziskavi smo ugotovili odpornost enterokokov tudi proti ostalim antibiotikom, vendar v precej
nizjem delezu (< 10,0 %), ki se je med posameznimi skupinami vzorcev in vrstami enterokokov
precej razlikoval. Visok delez odpornosti proti tetraciklinom je lahko posledica dejstva, da se v
veterinarski medicini za zdravljenje Zivali uporabi najve¢ antibiotikov iz skupine tetraciklinov
(ESVAC, 2020). Po podatkih Evropske agencije za uporabo antibiotikov v veterinarski
medicini (angl. European Surveillance of Veterinary Antimicrobial Consumption, ESVAC) za
leto 2018 pa kaZejo, da se v Sloveniji za zdravljenje Zivali uporablja najve¢ antibiotikov iz
skupine penicilinov oz. betalaktamov, ki jim sledijo tetraciklini, aminoglikozidi, fluorokinoloni
in sulfonamidi (ESVAC, 2020). Uporaba antibiotikov kot pospeSevalcev rasti v zivinoreji v EU
ze od leta 2006 ni dovoljena. Vsekakor pa je raba antibiotikov v terapevtske namene povezana
z vecjo stopnjo pridobljene odpornosti pri komenzalnih bakterijah. Cuong in sod. (2018) so
ugotovili, da se najve¢ antibiotikov porabi v reji piS€ancev, sledita pa prasicjereja in govedoreja.
Pri primerjavi porabljenih antibioitikov na kilogram proizvedenega mesa pa je bila na prvem
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mestu prasicjereja, ki sta ji sledili perutninarska proizvodnja ter govedoreja. Za zdravljenje
rejnih zivali je veterinarjem na voljo precej omejeno Stevilo protimikrobnih zdravil, odvisno
tudi od posamezne drzave. V praSi¢jereji najpogosteje uporabljajo tetracikline, polipeptide,
peniciline in aminoglikozide. Pri govedu so najbolj uporabljani penicilini, cefalosporini in
tetraciklini. Pri perutnini pa so na prvem mestu tetraciklini, ki jim sledijo makrolidi, polipeptidi
in penicilini (Cuong in sod., 2018).

Nikakor ne smemo prezreti visokega deleza (71,4 %) VOB izolatov vrste E. faecium s prasicje
farme, ki so bili odporni proti ampicilinu, eritromicinu, tetraciklinu in/ali kvinupristinu/
dalfopristinu, en izolat pa Se proti ciprofloksacinu. Na vlogo farmskega okolja v prasi¢jereji pri
Sirjenju veckratno odpornih enterokokov, vklju¢no z visoko tveganimi kloni, in moznosti
prenosa z zivali na ljudi so opozorili tudi v raziskavi, ki so jo opravili Novais in sod. (2013).
okolja in pri vseh kategorijah prasi¢ev. Ugotovili so 98 % prevalenco enterokokov, iz vzorcev
pa so najpogosteje izolirali vrste E. faecium, E. faecalis in E. hirae. Pri vrsti E. faecium so, ne
glede na izvor, ugotovili zelo visoke deleze odpornosti proti tetraciklinu (96100 %),
eritromicinu (96—-100 %), kvinupristinu/dalfoprisitinu (83—100 %), ciprofloksacinu (85—
100 %), visokim koncentracijam aminoglikozidov (60-94 %) in kloramfenikolu (60-77 %). V
manjSem delezu in le pri nekaterih skupinah vzorcev pa so ugotovili tudi ARE (9-35 %) in
VRE (5-17 %). Prisotnost VOB na vseh farmah je zaskrbljujoca, saj le-ti predstavljajo
rezervoar genov za odpornost, ki se pod vplivom selekcijskega pritiska zaradi razlicnih
antibiotikov lahko $irijo na zivali in ljudi, pri tem pa lahko pride do soCasnega prenosa genov
za odpornost proti ampicilinu in glikopeptidom. Poleg tega so v raziskavi ugotovili tudi
prisotnost razli¢nih klonov enterokokov, povezanih z okuzbami pri ljudeh. 1z razli¢nih vzorcev
(gnoj, bazeni za odpadno vodo, feces, pitna voda) iste farme so izolirali klona E. faecium ST78
in E. faecalis ST16, na geografsko oddaljenih farmah pa tudi klone E. faecium CCS5, E. faecalis
pri prenosu VOB enterokokov na zivali ter posledi¢no na ljudi. Neprekinjen stik prasi¢ev z
VOB iz okolja (preko prahu, krme, vode, opreme) lahko zmanjSa restriktivne ukrepe glede
uporabe antibiotikov v prasi¢jereji, kar pomeni potrebo po iskanju drugac¢nih resitev, povezanih
predvsem z upravljanjem in bolj§imi pogoji reje na farmah, ucinkovitejSim reZimom
razkuzevanja in nadzorom odpadnih vod oz. fecesa (Novais in sod., 2013). Na Sirjenje VOB
mladickov do odraslih in posledi¢no Sirjenje teh sevov v okolje, transport Zivali, iste vzrejne
linije oz. vzrejaliS¢a za plemenske svinje, ki se nato prodajajo v razli¢ne drzave, komercialna
trgovina z Zivalmi ter prenos preko Zivali v naravnem okolju (prosto Zivece ptice in glodavci).
Vloga vseh teh dejavnikov je bila predhodno Ze opisana pri Sirjenju drugih bakterij, npr. VOB
v perutninskih jatah in bakterij MRSA pri prasicih (EFSA, 2010; Heuer in sod., 2002; Rule in
sod., 2008).

Opozoriti moramo tudi na prisotnost VOB vrste E. faecalis (HLAR) iz vzorcev $koljk klapavic
1z slovenskega morja, ki smo jih ugotovili v 17,9 % delezu in ki so bili hkrati odporni proti
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eritromicinu, gentamicinu, kloramfenikolu in tetraciklinom. Pri vseh vrstah enterokokov iz
Skoljk smo ugotovili odpornost proti tetraciklinu (16,7-35,7 %). Proti njemu je bil odporen tudi
edini izolat vrste E. thailandicus. Zanimivo je tudi, da so trije izolati vrste E. hirae izkazovali
fenotipsko odpornost proti daptomicinu. Podobne rezultate smo dobili v raziskavi glede
odpornosti enterokokov iz Skoljk, nabranih v letu 2011. Takrat smo pri vseh vrstah enterokokov
ugotovili visok delez odpornosti proti tetraciklinu (68,8 %) in eritromicinu (56,3 %), v manjsi
meri pa tudi proti daptomicinu (12,5 %) in gentamicinu (3,1 %) (Golob in sod., 2018). Drugih
raziskav o odpornosti enterokokov v skoljkah klapavicah nismo zasledili. Boss in sod. (2016)
porocajo 55 izolatih vrste E. faecalis iz morskih izdelkov, vkljuéno z ostrigami, ki so bili
odporni proti tetraciklinu (16 %), gentamicinu in tigeciklinu (oba 4,0 %) in kloramfenikolu
(2,0 %), medtem ko so bili vsi izolati dobro obcutljivi za ampicilin, ciprofloksacin, daptomicin,
linezolid, teikoplanin in vankomicin. V nasprotju z naso raziskavo veckratno odpornih izolatov
vrste E. faecalis niso ugotovili. Pri vseh vrstah Skoljk se moramo zavedati, da lahko zaradi
nacina prehranjevanja, ki temelji na filtraciji, v svojih tkivih kopicijo mikrobe ter potencialno
Skodljive snovi. Slovensko morje, omejeno na Trzaski zaliv, je zalivskega tipa z intenzivnim
ladijskim prometom zaradi Luke Koper. Je plitvo morje, v katerega se steka veliko rek, ki s
seboj prinaSajo komunalne in industrijske odplake, kar pripomore k onesnazenju morja in
kontaminaciji $koljk (Henigman in sod., 2015). Skoljke so zelo dober pokazatelj fekalne
kontaminacije vode, hkrati pa obcutljivo Zivilo, ki mora biti podvrzeno ustreznemu nadzoru.
Uzivanje surovih ali nezadostno toplotno obdelanih Skoljk iz slovenskega morja je lahko
zdravju Skodljivo, zato velja upostevati pravila dobre gospodinjske prakse.

Glede na posamezne vrste enterokokov smo najve¢ odpornih izolatov ugotovili pri vrstah
E. facealis in E. faecium, medtem ko pri vrstah E. canis, E. devriesei in E. mundtii odpornih
izolatov sploh nismo odkrili. V nadaljevanju razprave bomo izpostavili le pomembnejSe
ugotovitve, predvsem glede odpornosti vrst E. faecalis in E. faecium proti antibiotikom, ki se
uporabljajo za zdravljenje enterokoknih okuzb ter skupino kriti¢nih antibiotikov (CIA),
namenjenih zgolj za zdravljenje okuzb z VOB pri ljudeh.

ey

proti tetraciklinu in eritromicinu. I1zjema so bili vzoreci 1z prasSi¢je farme in klavnice, pri katerih
odpornih izolatov vrste E. faecalis nismo ugotovili. Poleg tega so bili vsi izolati vrste E. faecalis
dobro obcutljivi za antibiotike iz skupine CIA (daptomicin, teikoplanin in vankomicin).
Odpornost proti dolo¢enim antibiotikom smo ugotovili samo pri nekaterih skupinah vzorcev;
proti ampicilinu samo pri humanih klini¢nih izolatih ter izolatih iz mesa in fecesa piS¢ancev,
proti linezolidu samo pri izolatih iz govedine in mleka ter proti tigeciklinu samo pri izolatih iz
svinjine. Prav tako smo odporne izolate vrste E. faecalis proti ciprofloksacinu v ve¢jem delezu
ugotovili v skupini klini¢nih enterokokov ter pri vzorcih perutnine. Vecjih razlik v delezih
odpornosti pri izolatih vrste E. faecalis 1z klini¢nih vzorcev ljudi in zivali v nasi raziskavi nismo
ugotovili, razen za ampicilin in gentamicin. V obeh primerih je bil delez odpornosti visji pri
humanih klini¢nih izolatih vrste E. faecalis (ampicilin 2,8 %, gentamicin 28,2 %) kot pri izolatih
iz klini¢nih vzorcev zivali (ampicilin 0,0 %, gentamicin 10,9 %). Med izolate ARE pri vrsti
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E. faecalis sta se uvrstila dva humana klini¢na izolata iz hemokultur, en izolat iz mesa pis€ancev
in en izolat iz fecesa piS€ancev. Izolati iz hemokultur in mesa pisc¢ancev so bili poleg proti
ampicilinu odporni tudi proti ciprofloksacinu, eritromicinu in gentamicinu (dva izmed njih tudi
proti tetraciklinu).

Leta 2017 je bila v porocilu SKUOPZ omenjena nizka odpornost humanih klini¢nih izolatov
vrste E. faecalis proti ampicilinu (0,6 %), linezolidu (0,4 %), vankomicinu (0,04 %) in
ciprofloksacinu (0,5 %). Ve¢ji delez odpornosti izolatov vrste E. faecalis je bil ugotovljen za
nitrofurantoin (24,2 %) in visoke doze gentamicina (19,2 %) (Strumbelj in sod., 2018). V nasi
raziskavi je bilo le 12,7 % klini¢nih izolatov vrste E. faecalis iz razli€énih humanih klini¢nih
vzorcev obcutljivih za vse testirane antibiotike. Vecina humanih klini¢nih izolatov vrste
E. faecalis je bila odporna proti tetraciklinu (78,9 %), sledil je eritromicin (46,5 %). Dvajset
(28,2 %) klini¢nih izolatov vrste E. faecalis, ki so izvirali iz hemokultur, urina, noznice,
operacijske rane in ejakulata, je bilo uvrs¢enih med HLAR; med njimi jih je 15 izkazovalo tudi
odpornost proti tetraciklinu in eritromicinu. Polega tega sta bila dva izolata HLAR iz
hemokultur odporna tudi proti ampicilinu in ciprofloksacinu. Humani klini¢ni izolati vrste
E. faecalis so v manjsi meri izkazovali odpornost proti ciprofloksacinu (18,3 %), tigeciklinu
(7,0 %), kloramfenikolu (5,6 %) in ampicilinu (2,8 %). Ti izsledki so v nasprotju z raziskavo,
v kateri so opisani vi§ji delezi odpornosti izolatov vrste E. faecalis iz razli¢nih klini¢nih vzorcev
ljudi (urin, sapnik, hemokultura, rana, absces) proti tetraciklinu (88,0 %), eritromicinu (62,3 %)
in ciprofloksacinu (39,4 %) (Nasaj in sod., 2016).

Pri izolatih vrste E. faecium smo najvecji delez odpornosti ugotovili proti tetraciklinu,
eritromicinu in ampicilinu, vendar se je delez odpornih izolatov precej razlikoval med
posameznimi skupinami vzorcev. Pri izolatih iz svinjine odpornosti proti tem antibiotikom
nismo zaznali. Vec¢jih razlik v delezih odpornosti pri izolatih vrste E. faecium iz klini¢nih
vzorcev ljudi in Zzivali v naSi raziskavi nismo ugotovili, razen za gentamicin,
kvinupristin/dalfopristin in tetraciklin. Pri gentamicinu in kvinupristinu/dalfopristinu je bil
delez odpornosti vi§ji pri humanih klini¢nih izolatih vrste E. faecium (gentamicin 28,2 %,
kvinupristinu/dalfopristinu 56,7 %, tetraciklin 13,3 %), pri tetraciklinu pa je bil deleZ odpornih
veliko vecji pri izolatith iz kliniénih vzorcev zivali (gentamicin 16 %, kvinupristinu/
dalfopristinu 24 %, tetraciklin 80 %). Nasprotno kot pri izolatih vrste E. faecalis smo v tej
skupini ugotovili 10 proti vankomicinu odpornih izolatov vrste E. faecium, pri katerih smo s
testom PCR dokazali gen vand. Devet izolatov VRE smo izolirali iz mesa in fecesa piS¢ancev
ter okoljskih vzorcev na perutninski klavnici, en izolat VRE je izviral iz vzorca hemokulture
psa. Pri tem moramo Se enkrat izpostaviti dejstvo, da pri izboru enterokokov iz humanih
klini¢nih vzorcev nismo izbrali izolatov VRE, ker nismo pric¢akovali, da bomo odkrili tak tip
odpornosti pri vzorcih Zivali in Zivil Zivalskega izvora. V prihodnje bi bilo smiselno analizirati
tudi izolate VRE iz humanih klini¢nih vzorcev ter jih primerjati z Zivalskimi izolati.

Pri humanih klini¢nih izolatih vrste E. faecium v Sloveniji je bil leta 2017 opisan nizek delez
odpornosti proti vankomicinu (0,6 %) in linezolidu (0,5 %), medtem ko so bili precej visoki
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delezi odpornosti proti ampicilinu (89,9 %), ciprofloksacinu (94,3 %) in visokim dozam
gentamicina (49,1 %) (Strumbej in sod. 2018). V nasi raziskavi je bila ve&ina klini¢nih izolatov
vrste E. faecium odporna proti eritromicinu (76,7 %), ampicilinu (70,0 %) in ciprofloksacinu
(70,0 %). Vec€ kot polovica (56,7 %) izolatov, ki so izvirali iz hemokultur, urina in aspirata
sapnika, je bila mo¢no odpornih proti gentamicinu (HLAR E. faecium); med temi jih je bilo 15
odpornih tudi proti ampicilinu, ciprofloksacinu in eritromicinu. Odpornost proti
kvinopristinu/dalfopristinu smo ugotovili pri 56,7 % klini¢nih izolatih vrste E. faecium. Podatki
pretekle raziskave kazejo na Sirok razpon odpornosti proti kvinupristinu/dalfopristinu (1-70 %)
pri izolatih iz ljudi (Nasaj in sod., 2016; Wang in sod., 2016). Poleg tega je bilo 30,0 % izolatov
odpornih tudi proti tigeciklinu, medtem ko je bil delez odpornosti proti tetraciklinu manjsi
(13,3 %). Vegji delez proti ampicilinu odpornih humanih klini¢nih izolatov vrste E. faecium v
primerjavi z izolati vrste E. faecalis je v skladu s preteklimi raziskavami, ki kazejo, da izolati
vrste E. faecium pogosteje pridobijo odpornost proti ampicilinu in vankomicinu kot izolati vrste
E. faecalis. Slednji so manj u¢inkoviti pri kopicenju genov za odpornost, ¢eprav so odgovorni
za ve¢ okuzb pri ljudeh kot bakterije vrste E. faecium (Tenover in sod., 2005; Leavis in sod.,
2006). Po drugi strani pa so bakterije vrste E. faecium pomembne povzrociteljice bolnisni¢nih
okuzb inso pridobile odpornost tudi proti drugim skupinam protimikrobnih zdravil. Veckratno
odporne bakterije vrste E. faecium so povezane s povecano stopnjo smrtnosti pri l[judeh (Miller
in sod., 2014; Guzman Prieto in sod., 2016).

Glede na visoke vrednosti MIK za gentamicin smo v skupino HLAR uvrstili 59 (6,9 %)
izolatov, od tega jih je 35 (7,2 %) pripadalo vrsti E. faecalis in 24 (11,2 %) vrsti E. faecium.
Najvec izolatov HLAR smo ugotovili pri klini¢nih vzorcih ljudi, in sicer 36,6 % (E. faecalis
28,2 %; E. faecium 56,7 %), pri klini¢nih vzorcih zivali pa 8,5 % (E. faecalis 10,9 %; E. faecium
16,0 %). Delez HLAR v skoljkah je bil 6,1 %, v fecesu piS€ancev 4,8 %, v mesu piS€ancev
2,5 % ter v svinjini in govedini po 1,2 %. V skupini vzorcev mleka in mle¢nih izdelkov, fecesu

PR

nismo ugotovili.

Leta 2013 so Slovenija in tri druge evropske drZave porocale o odpornosti enterokokov iz
piS€ancjega, prasi¢jega in govejega mesa (EFSA, 2015). V sploSnem so izolati vrste E. faecalis
izkazovali odpornost proti tetraciklinom (42,2 %), streptomicinu (11,1 %) in eritromicinu
(6,7 %). 1zolati vrste E. faecium so bili odporni proti kvinopristinu/dalfopristinu (50,0 %) in
tetraciklinom (9,1 %). Na splosno so bili enterokoki iz svinjine in govedine manj odporni kot
enterokoki iz piS¢ancjega mesa, z izjemo odpornosti proti kloramfenikolu in linezolidu.
Slovenija je porocala o odpornosti proti izbranim antibiotikom za 93 izolatov enterokokov iz
piScancjega mesa in 52 izolatov vrste E. faecalis iz svinjine. Med slednjimi jih je bilo 50,0 %
odpornih proti tetraciklinom, 21,2 % proti eritromicinu in 17,3 % proti streptomicinu (EFSA,
2015). Zanimivo je, da je bila vecja stopnja odpornosti izolatov iz svinjine ugotovljena leta
2013 kot pa v naSi raziskavi. Nasprotno pa smo v nasi raziskavi ugotovili ve¢jo stopnjo
odpornosti pri izolatih vrste E. faecalis v piS€an¢jem mesu za vse testirane antibiotike. Leta
2013 je Slovenija porocala le o odpornih izolatih vrste E. facealis proti tetraciklinom (51,9 %)
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in streptomicinu (10,4 %) (EFSA, 2015). V nas$i raziskavi pa smo pri tej vrsti enterokokov v
pis¢ancjem mesu ugotovili odpornost proti tetraciklinu (61,0 %), eritromicinu (49,2 %), v
manjSem delezu pa tudi proti ciprofloksacinu, kloramfenikolu, gentamicinu in ampicilinu (vsi
<5 %). Pri izolatih vrste E. faecium iz piS€ancjega mesa pa je bil trend odpornosti glede na
posamezne antibiotike razlicen. Glede na leto 2013 se je delez odpornosti proti tetraciklinu
znizal iz 50,0 % na 26,3 % ter proti kvinupristinu/dalfopristinu iz 62,5 % na 15,8 %. Nasprotno
pa smo v naSi raziskavi ugotovili porast odpornosti proti ampicilinu, eritromicinu in
vankomicinu glede na podatke iz leta 2013 (EFSA, 2015).

Glede na trenutno veljavno zakonodajo EU, spremljanje odpornosti enterokokov (vrst
E. faecalis in E. faecium) pri zivalih in v mesu ni obvezno. Vendar pa je nadzor nad odpornostjo
enterokokov v mesu, Se zlasti, e se ga uziva surovega ali pa ne gre skozi proces eliminacije
zivih bakterij pred zauZitjem, pomemben zaradi ocenjevanja morebitnih zoonoti¢nih tveganj
(EFSA, 2012b). Razli¢ni podatki glede odpornosti enterokokov v Sloveniji znotraj relativno
kratkega Casovnega obdobja kazejo na nujnost sprotnega spremljanja stanja v vsaki drzavi.

Znano je, da pri klini¢nih izolatih vrste E. faecalis lahko pogosteje pricakujemo pridobljeno
odpornost proti gentamicinu, medtem ko je pri klini¢nih izolatih vrste E. faecium pogostejsa
pridobljena odpornost proti ampicilinu in vankomicinu (Miller in sod., 2014).

Odpornost proti ampicilinu (MIK > 128 pg/ml) je pri vrsti E. faecium povezana s povecano
proizvodnjo PBPS5 ali s spremenjenim zapisom v nukleotidnem zaporedju (Torres in sod.,
2018). Glede na populacijsko strukturo vrste E. faecium razlikujemo pri ljudeh dve liniji. Linija
Al, ki je povezana z bolniSnicami, vsebuje Stevilne mobilne genetske elemente, povzroca
okuzbe pri ljudeh in je v vecini primerov odporna proti ampicilinu z vrednostjo MIK > 16
ug/ml; linijja B pa se pojavlja predvsem pri zdravih ljudeh, ni povezana z okuZbami in je
obcutljiva za ampicilin z vrednostjo MIK < 2 pg/ml. Pri Zivalih poznamo samo eno linijo, in
sicer A2, ki se pojavlja v okolju Zivali, zanjo pa je znacilen Sirok razpon vrednosti MIK (0,5—
128 ng/ml). Pri vrsti E. faecalis je pridobljena odpornost proti ampicilnu neobi¢ajna in je
najpogosteje posledica mutacije gena pbp4 (Torres in sod., 2018). Redko pojavnost izolatov
vrste E. faecalis ARE smo potrdili tudi v nasi raziskavi, saj smo izmed 487 izolatov vrste
E. faecalis odpornost proti ampicilinu ugotovili le pri 0,8 % i1zolatov. Nasprotno pa smo velik
delez odpornih izolatov proti ampicilinu ugotovili pri vrsti E. faecium, vendar ne pri vseh
farmi (85,7 %) ter pri Zivalskih in humanih klini¢nih izolatih (80 % oz. 70 %). V manjSem
delezu pa tudi pri vseh vzorcih perutnine (v mesu 26,3 %, v fecesu 29,4 %, na klavnici 33,3 %),
v fecesu prasicev (5,3 %) in pri Skoljkah (2,8 %). Pri izolatih vrste E. faecium iz mesa prasicev
in govedi ter mleka in mle¢nih izdelkov odpornosti proti ampicilinu nismo ugotovili. Nasi
rezultati se skladajo z ugotovitvami drugih avtorjev, saj pri izolatih vrste E. faecalis, razen nekaj
izjem, niso ugotovili odpornosti proti ampicilinu, medtem ko se je prevalenca odpornih izolatov
vrste E. faecium razlikovala med drzavami in vrstami zivali (Torres in sod., 2018). Podobno
kot v na$i raziskavi so odpornost proti ampicilinu (30 %) odkrili v fecesu perutnine na
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Portugalskem, ne pa tudi pri govedu na klavnici v Avstraliji (Poeta in sod., 2006; Barlow in
sod., 2017).

Pri psih je bil delez proti ampicilinu odpornih izolatov E. faecium iz vzorcev fecesa razlicen:
3 % na Portugalskem, 23 % v Veliki Britaniji, 63 % v ZDA ter 76 % na Danskem (Damborg
in sod., 2009; Jackson in sod., 2009; Poeta in sod., 2006). Vecina teh izolatov je pripadala
klonalnemu kompleksu CC17, ki je povezan z bolni$nicami. Nasi rezultati se najbolj skladajo
z ugotovitvami danskih avtorjev, saj smo pri psih ugotovili zelo visok delez (88,2 %) proti
ampicilinu odpornih izolatov vrste E. faecium, pri ¢emer pa moramo poudariti klini¢ni izvor
teh izolatov (urin, punktat trebuSne votline, rana, organi, sluhovod in hemokultura). Za
nadaljnje raziskave bi bilo dobro, ¢e bi lahko naSe izolate tipizirali in ugotovili, ali tudi ti
pripadajo klonalnemu kompleksu CC17.

Vankomicin in teikoplanin sta najpomembnejsa predstavnika glikopeptidov in se uporabljata
za zdravljenje razlicnih okuzb ljudi, medtem ko se naleloma za zdravljenje zivali ne
uporabljata. Tako pri rejnih kot ljubiteljskih zivalih se med izolate VRE najpogosteje uvrséa
vrsta E. faecium z genotipom vanA (Torres in sod., 2018). V nasi raziskavi smo odpornost proti
glikopeptidom ugotovili pri 10 izolatih (1,2 %) vrste E. faecium iz zivali in Zivil Zivalskega
izvora, pri vseh smo dokazali gen vanA4. Devet izolatov VRE smo izolirali iz vzorcev perutnine,
in sicer tri (15,8 %) iz mesa piS€ancev, §tiri (11,8 %) iz fecesa piS€ancev ter dva (33,3 %) iz
okoljskih vzorcev na perutninski klavnici. En izolat (4 %) VRE pa smo izolirali iz vzorca
hemokulture psa, kar je po nam dostopni literaturi prvi opisani primer okuzbe psa s proti
vankomicinu odpornim izolatom vrste E. faecium iz hemokulture. Po podatkih iz literature se
delez proti vankomicinu odpornih enterokokov razlikuje glede na posamezno skupino rejnih
zivalih; najvisji je pri perutnini (077 %), nizji pa pri prasicih (0-25,3 %) in govedu (0-0,5 %)
(povzeto po Torres in sod., 2018), kar se ujema tudi z naSimi ugotovitvami. Pri psih so proti
vankomicinu odporne enterokoke (vrsta E. faecium z genotipom vanA) do sedaj ugotovili le v
fecesu v obdobju med 1996 in 2003 (prevalenca 2,8-22,7 %). Pozneje bakterije VRE vrste
E. faecium pri psih, niti pri bolnih, niso bile ve¢ opisane (povzeto po Torres in sod, 2018).
Opisan pa je primer iz Nove Zelandije, kjer so pri psicki z mastitisom izolirali E. faecalis VRE
z genotipom vanA (Manson in sod., 2003).

Po navedenem lahko sklepamo, da so enterokoki sposobni povzroc€iti tudi hujSe okuzbe pri
ljubiteljskih Zivalih. TeZava pri zdravljenju takih okuzb je ustrezna izbira zdravila, saj se zaradi
moznosti selekcijskega pritiska pri Zivalih antibiotiki iz skupine CIA naj ne bi uporabljali.
Izguba ucinkovitih antibiotikov lahko resno ogrozi zdravje in dobro pocutje Zivali, zato se tudi
v veterinarski medicini, podobno kot v humani, ze pojavlja potreba po razvoju novih
protimikrobnih zdravil. Okuzbe z VRE ali z drugimi veckratno odpornimi bakterijami pri psih
imajo tudi velik zoonoti¢ni pomen, saj psi v danasnjem casu bivajo v tesnem stiku s ¢lovekom.
Okuzbe z veckratno odpornimi bakterijami pri ljubiteljskih zivalih predstavljajo dvojno tezavo:
za pacienta v klinicnem smislu ter za javno zdravje zaradi moznega prenosa odpornih bakterij
na ljudi (Pomba in sod., 2017; Weese, 2008). Izkazalo se je, da izolati VRE vrste E. faecium
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pri psih pripadajo isti genetski liniji kot izolati, ki povzrocajo okuzbe ljudi, povezane z
zdravstvom. V ZDA so prvi¢ opisali prisotnost VRE vrste E. faecium pri psu, pri katerem so
ugotovili, da je gen za odpornost proti vankomicinu vanA lociran na transpozonu Tn/546 s
posebno obliko (z manjkajo¢im segmentom v regiji ORF1). Taks$na oblika transpozona Tn/546
pa je bila znacilna za klini¢ne izolate vrste E. faecium pri ljudeh. Avtorji sicer niso mogli
natan¢no ugotoviti izvora tega izolata, so pa, na osnovi svojih ugotovitev, opozorili na moznost
prenosa genov za odpornost proti vankomicinu preko mobilnih genetskih elementov med
enterokoki ljudi in psov (Simjee in sod., 2002). Zaradi pojavljanja visoko patogenih
enterokokov pri ljubiteljskih zivalih, kar potrjuje ugotovitev prisotnosti klonalnega kompleksa
CC17 vrste E. faecium v fecesu zdravih psov (Damborg in sod., 2008), bi bilo zelo smiselno,
¢e bi se poleg spremljanja odpornosti pri rejnih zivalih to izvajalo tudi pri ljubiteljskih zivalih,
Se posebej pri psih in mackah.

V raziskavi poro¢amo o relativno ugodnem stanju glede obcutljivosti izolatov vrst E. faecalis
in E. faecium za daptomicin, linezolid, teikoplanin in vankomicin, kar je izjemno pomembno,
saj ti antibiotiki sodijo med kriticne antibiotike za zdravljenje okuzb ljudi. Vsi izolati vrst
E. faecalis in E. faecium iz vseh testiranih vzorcev so bili dobro obcutljivi za daptomicin. Poleg
ze opisanih 10 izolatov vrste E. faecium, ki so bili odporni proti vankomicinu in teikoplaninu,
pa moramo izpostaviti Se dva izolata vrste E. faecalis pri govedu, ki sta fenotipsko izkazovala
odpornost proti linezolidu. En izolat smo izolirali iz govedine, drugi izolat pa smo izolirali iz
kravjega mleka v mlekomatu. Prvi¢ so gen za odpornost proti linezolidu opisali v letu 2011
ravno pri izolatu vrste E. faecalis, ki je izviral z goveje farme (Liu in sod., 2012), kar se ujema
z rezultati nase raziskave. Gene za odpornost proti linezolidu so pozneje ugotovili tudi pri
enterokokih iz drugih rejnih zivali (prasi¢i) in iz zivil zivalskega izvora, pri enterokokih iz
ljubiteljskih zivalih pa ne. Kljub temu, da se linezolid ne uporablja za zdravljenje Zivali, pojav
enterokokov, ki nosijo gene za odpornost proti linezolidu na mobilnih genetskih elementih, po
svoje preseneca in predstavlja tveganje za javno zdravje (Torres in sod., 2018; Tyson in sod.,
2018).

Na podlagi rezultatov testiranja enterokokov glede odpornosti proti protimikrobnim zdravilom
smo potrdili drugo in tretjo hipotezo, saj smo pri ljudeh, zivalih, Zivilih Zivalskega izvora ter
vzorcih iz prehranske verige izolirali enterokoke s pridobljeno odpornostjo proti eni ali ve¢
skupinam protimikrobnih zdravil, vkljuéno z odpornostjo proti ampicilinu in visokim
koncentracijam aminoglikozidov (HLAR), izjemoma pa proti vankomicinu odporne enterokoke
(VRE).

52 VIRULENCNI DEJAVNIKI

V raziskavi smo ugotavljali prisotnost genov za virulen¢ne dejavnike iz skupine adhezinov
(ace, asal, efad in esp), sekrecijskih faktorjev (cylA4, gelE) in hialuronidazo (hyl). Gene za
iskane virulen¢ne dejavnike smo ugotovili le pri Stirih vrstah: E. faecalis, E. faecium, E. hirae
in E. mundtii. Pri izolatih vrst E. faecalis in E. faecium smo odkrili vseh sedem iskanih genov,
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medtem ko smo pri izolatih vrste E. hirae ugotovili le gene ace, asal in efaA, pri vrsti E. mundtii
pa gene ace, efaAd in gelE.

Najve¢ genov za virulen¢ne dejavnike smo ugotovili pri izolatih vrste E. faecalis, in sicer iz
vseh skupin vzorcev, od tega najpogosteje gene efad (98,2 %), gelE (82,1 %) in ace (76,0 %).
Pri izolatih vrste E. faecium smo gene za virulen¢ne dejavnike ugotovili samo pri izolatih iz
klini¢nih vzorciev ljudi in zivali ter iz Skoljk, pri cemer so bili najpogosteje nosilci genov esp
(10,7 %) in hyl (7,9 %). Pri nobenem izolatu nismo hkrati ugotovili vseh sedmih iskanih genov
za virulenéne dejavnike. Kombinacijo petih ali Sestih virulen¢nih determinant hkrati smo
ugotovili pri 47,9 % izolatih vrste E. faecalis iz klini¢nih vzorcev ljudi ter pri 34,8 % izolatih
vrste E. faecalis 1z klini€nih vzorcev Zivali. Pri izolatih 1z Skoljk je bil ta delez 14,3 %, pri
izolatih iz ostalih skupin vzorcev pa pod 10 %. Kombinacije ve¢ genov za virulencne dejavnike
(=5 genov hkrati) smo tako pogosteje ugotovili pri klini¢nih izolatih kot pri izolatih iz vzorcev
zivali ter zivil Zivalskega izvora, kar se ujema z ugotovitvami predhodnih raziskav (Eaton in
Gasson, 2001; Medeiros in sod., 2014). Eaton in Gasson (2001) sta raziskovala prisotnost genov
za virulen¢ne dejavnike pri vrstah E. faecalis, E. faecium in E. durans iz razli¢nih medicinskih
vzorcev (kri, urin, gnoj iz abscesov oz. ran, feces, bolniSni¢no okolje) v primerjavi z enterokoki
iz hrane (mleko, sir, meso) ter Starterskimi kulturami. Ugotovila sta, da so izolati vrste
E. faecalis iz razlicnih vzorcev nosilci ve¢jega Stevila virulenénih determinant (6-11) v
primerjavi z izolati vrste E. faecium, ter da je kombinacija ve¢ genov hkrati za virulen¢ne
dejavnike pogosteje prisotna pri klini¢nih izolatih vrste E. faecalis kot pri enterokokih iste vrste
iz hrane in Starterskih kultur. Medeiros in sod. (2014) pa so preucevali prisotnost petih genov
za virulen¢ne dejavnike (ace, agg, cylA, esp in gelE) pri izolatih vrste E. faecalis iz humanih
klini¢nih vzorcev (urin, hemokultura, izcedek maternicnega vratu) in iz hrane (zelenjava,
surovo meso, mleko, mlecni izdelki). Ugotovili so, da so bili klini¢ni izolati vrste E. faecalis
nosilci vecjega Stevila genov za virulen¢ne dejavnike kot izolati iz Zivil. Vec kot tri gene hkrati
so ugotovili pri 77,2 % klini¢nih izolatov vrste E. faecalis, medtem ko je bil deleZ izolatov iz
zivil z ve¢ kot tremi geni 18,2 %. Kombinacijo vseh petih iskanih genov za virulen¢ne dejavnike
so ugotovili le v skupini klini¢nih izolatov.

V nasi raziskavi smo pri izolatih iz klini¢nih vzorcev ugotovili statisti¢no znacilno povezavo s
prisotnostjo naslednjih genov za virulen¢ne dejavnike: asal, cylA, esp in hyl, medtem ko
prisotnosti genov ace (p < 0,8248), efad (p < 0,9744) in gelE (p < 0,8824) nismo znacilno
povezali s klini¢nimi izolati, kar je v skladu z ugotovitvami raziskovalcev v Braziliji (Medeiros
in sod., 2014). Rezultati naSe raziskave so v skladu z objavami, ki navajajo, da je enterokokni
povrsinski protein (Esp) eden najpogostejsih dejavnikov za kolonizacijo in perzistenco bakterij
vrste E. faecalis pri okuzbah urinarnega trakta pri ljudeh (Shankar in sod., 2001) ter za tvorbo
biofilma (Tsikrikonis in sod., 2012). V nasi raziskavi smo analizirali 49 enterokokov iz urina
ljudi, od tega jih je 38 pripadalo vrsti E. faecalis, 11 pa vrsti E. faecium. Prisotnost gena esp
smo potrdili pri 68,4 % urinskih izolatih vrste E. faecalis ter pri 72,7 % vrste E. faecium. Pri
humanih klini¢nih izolatih vrste E. faecalis so geni za adhezine (esp in asal), citotoksin (cyl4)
in Zelatinazo (gelE) pogosteje opisani kot pri izolatih vrste E. faecium (Strateva in sod., 2016).
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To potrjuje tudi nasa raziskava, in sicer za gene asal, cylA in gelE, ki smo jih ugotovili pri manj
kot desetini humanih klini¢nih izolatov vrste E faecium v nasprotju z izolati vrste E. faecalis,
pri katerih je bil delez izolatov z omenjenimi geni znatno visji ( 45,1-88,7 %), ne pa tudi za gen
esp, ki smo ga odkrili pri priblizno enako visokem delezu izolatov obeh vrst. Podobno velja
tudi za rezultate pri zivalskih klini¢nih izolatih, saj smo pri zivalskih klini¢nih izolatih vrste
E. faecalis omenjene Stiri gene odkrili v 30,4 % do 69,6 %, medtem ko smo pri izolatih vrste
E. faecium ugotovili le gen esp.

Skupaj smo pri vseh testiranih enterokokih dolocili 28 razli¢nih virulen¢nih tipov. Najvecjo
raznolikost smo ugotovili pri izolatih vrste E. faecalis, kjer smo pri izolatih iz svinjine ugotovili
15 razli¢nih virulen¢nih tipov, pri humanih klini¢nih izolatih 14, pri izolatih iz klini¢nih vzorcev
zivali ter vzorcev mleka in mleCnih izdelkov pa 13 razli¢nih virulen¢nih tipov. Najmanj
virulen¢nih tipov (dva) smo ugotovili pri izolatih vrste E. faecalis s prasi¢je farme in klavnice.
Pri izolatih vrste E. faecium smo ugotovili precej manj virulen¢nih tipov; Sest pri humanih
klini¢nih izolatih, dva pri izolatih iz klini¢nih vzorcev zivali ter en virulencni tip pri izolatih iz
Skoljk. Pri vrsti E. hirae smo ugotovili dva virulencna tipa, pri vrsti E. mundtii pa enega.

Ugotovitev, da je bila najve¢ja raznolikost virulen¢nih tipov pri izolatih iz mesa prasicev,
najmanjSa pa pri izolatih s prasi¢je farme in klavnice, si lahko razlagamo z vzorcenjem oz.
nac¢inom pridobivanja teh izolatov. Enterokoke iz svinjine smo izolirali iz vzorcev mesa, ki so
bili poslani v laboratorij v okviru vzorcenja za temeljno Studijo o spremljanju in porocanju
odpornosti zoonotskih in komenzalnih bakterij proti protimikrobnim zdravilom in v okviru
Programa monitoringa zoonoz Uprave za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin
(UVHVVR). Vzor¢enje je bilo nacrtovano skozi celotno leto 2017, na nacin, da so bili ustrezno
zastopani vsi maloprodajni obrati, ki neposredno oskrbujejo koncnega potrosnika s svezim
mesom (trgovine) na celotnem ozemlju Slovenije. Enterokoke, ki smo jih testirali v nasi
raziskavi, smo skozi celotno leto izolirali iz nepakiranega in pakiranega ohlajenega svezega
svinjskega mesa slovenskega in tujega izvora. Po drugi strani pa smo enterokoke s prasi¢je
farme in klavnice pridobili iz vzorcev v okviru ciljnega raziskovalnega projekta z naslovom
Izvor in Sirjenje odpornih bakterij preko Zivil Zivalskega izvora (V4-1606), s katerim smo Zeleli
raziskati kriticna mesta, kjer lahko odporne bakterije, vklju¢no z VRE, vstopajo v prehransko
verigo. V tem primeru smo izolate enterokokov pridobili iz le dveh vzor€enj. Izbrano rejo
prasi¢ev smo najprej vzor€ili na posestvu, nato pa isto skupino zivali Se na klavnici, v obeh
primerih smo vzor¢ili tudi povrSine v okolici Zivali. Razlike v na¢inu vzorcenja so lahko vzrok,
virulen¢nimi tipi, ugotovljenimi v svinjini, ki je bila zelo raznolikega izvora. Drugi razlog pa
bi lahko bil povezan tudi s Stevilom in vrsto enterokokov. Namre¢, iz vzorcev prasicje farme in
klavnice smo pridobili 27 izolatov, ki so pripadali trem vrstam enterokokov: E. hirae (n = 12),
E. faecalis (n = 8) in E. faecium (n = 7). Delez izoliranih enterokokov vrste E. faecalis je
predstavljal 29,6 % vseh izolatov v tej skupini in samo pri tej vrsti smo ugotovili virulen¢ne
determinante. V ve€ini smo torej izolirali enterokoke vrste E. hirae, pri katerih nismo ugotovili
nobenega iskanega gena za virulencne dejavnike, prav tako genov nismo ugotovili pri izolatih
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vrste E. faecium. Zanimivo je tudi, da smo virulencni tip efad-gelE ugotovili le pri zivalih; iz
nosnih brisov prasicev ter brisov boksa v viSini nosov na farmi, nato pa na brisih trupov pred
hlajenjem pri vseh treh skupinah prasicev. Na drugi strani pa smo virulen¢ni tip ace-efaA-gelE
ugotovili pri enterokokih na klavnici v vzorcih umazane bazenske vode, brisa noZev mesarja
po evisceraciji in brisa noza veterinarja na klavni liniji. Vsekakor pa bi morali, ¢e bi Zeleli nase

evee

Pri izolatih vrste E. faecalis iz humanih klini¢nih vzorcev smo odkrili 14 razli¢nih virulen¢nih
tipov, med katerimi je bil najpogostejsi ace-asal-cylA-efaA-esp-gelE. Ta tip smo ugotovili pri
tretjini izolatov, ki so pretezno izvirali iz vzorcev urina (n = 13), pa tudi iz hemokulture (n = 3),
noznice (n = 3), rane (n = 2) in ejakulata (n = 1). Poleg tega je bilo pri 47,9 % (n = 34) humanih
klini¢nih izolatov vrste E. faecalis hkrati prisotnih pet ali ve¢ genov za virulencne dejavnike,
za razliko od 3,3 % (n = 1) humanih klini¢nih izolatov vrste E. faecium. Te ugotovitve so v
skladu z raziskavo, v kateri so ugotovili, da so izolati vrste E. faecalis, povezani z bakteriemijo
in okuzbami urinarnega trakta, v vecini vsebovali gene ace, asal, cylA, efaA, esp in gelE
(zastopanost posameznega gena pri izolatih, povezanih z bakteriemijo: 36,4-100 %,
zastopanost posameznega gena pri izolatih, povezanih z okuzbami secil: 41,7-100%), medtem
ko izolati, povezani z endokarditisom, niso imeli vseh zgoraj nastetih genov, temvec le gene
ace, asal in efaA (zastopanost posameznega gena pri izolatih 44,4-100%) (Creti in sod., 2004).
Med Sestimi vzorci virulen¢nih dejavnikov pri humanih kliniénih izolatih vrste E. faecium je
bil najpogostejsi esp-hyl; ugotovili smo ga pri polovici izolatov, po vecini iz hemokultur (n =
10), pa tudi iz vzorcev urina (n = 4) in aspiratov sapnika (n = 2). Precej manj humanih klini¢nih
izolatov vrste E. faecium je vsebovalo gene za virulenc¢ne dejavnike kot izolati vrste E. faecalis,
z izjemo gena hyl. Gen hyl smo ugotovili pri 53,3 % izolatih vrste E. faecium in samo pri 2,8 %
izolatih vrste E. faecalis iz humanih klini¢nih vzorcev. Ta gen je Siroko razsirjen pri klini¢nih
izolatih vrste E. faecium, zanj je dolgo veljalo, da je njegova prisotnost omejena na to vrsto
(Laverde in sod., 2011). Vendar pa je bil nedavno opisan tudi pri izolatih vrste E. faecalis
(Hasan in sod., 2018; Strateva in sod., 2016; Ben Yabhia in sod., 2018), kar podpira ugotovitve
nase raziskave. Kombinacija genov esp in hyl je bila znacilno povezana s humanimi klini¢nimi
izolati vrste E. faecium. Tako kombinacijo genov smo ugotovili le Se pri 2,8 % izolatov vrste
E. faecalis iz humanih klini¢nih vzorcev, medtem ko pri vseh ostalih skupinah vzorcev ni bila
prisotna. Pogostost prisotnosti gena esp pri klini¢nih izolatih vrste E. faecium naj bi se po
porocanju drugih avtorjev povecevala v primerjavi s klinicnimi izolati vrste E. faecalis (Nasaj
in sod., 2016). Izolati iz urina so bili, glede na izvor vzorca, v skupini humanih klini¢énih
vzorcev nosilci najve¢ virulenénih genov.

Pri izolatih vrste E. faecalis iz Zivalskih klini¢nih vzorcev smo ugotovili 13 razli¢nih
virulen¢nih tipov, med katerimi je bil najpogostejsi ace-efad-gel (21,7 %), kar predstavlja
glavno razliko v primerjavi s humanimi izolati iste vrste. Namre€, pri izolatih iz humanih
kliniénih vzorcev smo hkratno kombinacijo Sestih genov (ace-asal-cylA-efaA-esp-gelE)
ugotovili pri 31,0 % izolatih vrste E. faecalis in 3,3 % vrste E. faecium, pri izolatih iz zivalskih
klini¢nih vzorcev pa le v 10,9 % delezu pri vrsti E. faecalis. Pri Zivalih so najve¢ genov hkrati
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vsebovali Stirje izolati iz vzorcev urina in en izolat iz sluhovoda. Glede na prisotnost
posameznih genov pri enterokokih iz klini¢nih vzorcev ljudi in Zivali, smo pri vrsti E. faecalis
vecje razlike v delezu ugotovili pri genih cylA4, esp in gelE, pri ostalih iskanih genih pa so bili
delezi primerljivi ali celo enaki. Pri humanih klini¢nih izolatih vrste E. faecalis so bili geni za
virulen¢ne dejavnike zastopani v sledecih delezih: ace (76,1 %), asal (64,8 %), cylA (45,1 %),
efad (97,2 %), esp (71,8 %), gelE (88,7 %) in hyl (2,8 %). Pri zivalskih klini¢nih izolatih vrste
E. faecalis pa je bila zastopanost genov naslednja: ace (76,1 %), asal (60,9 %), cyl4 (30,4 %),
efad (97,8 %), esp (47,8 %), gelE (69,6 %) in hyl (2,2 %). Nasprotno pa je veljalo za izolate
vrste E. faecium, kjer so bili geni veliko bolj zastopani pri humanih klini¢nih izolatih. Pri
humanih klini¢nih izolatih vrste E. faecium smo gene za virulenéne dejavnike ugotovili v
sledecih delezih: ace (13,3 %), asal (6,7 %), cylA (6,7 %), efad (13,3 %), esp (70,0 %), gelE
(6,7 %) in hyl (53,3 %), medtem ko so bili zivalski klini¢ni izolati vrste E. faecium nosilci le
gena esp (2,8 %). Podatkov o prisotnosti virulen¢nih dejavnikov enterokokov pri kliniénih
vzorcih ljubiteljskih zivali, predvsem psov in mack, od koder smo izolirali vec¢ino enterokokov
v nasi raziskavi, po nam dostopnih informacijah, ni na voljo. Obstajajo pa nekatere raziskave,
v katerih so ugotavljali prisotnost doloCenih virulen¢nih dejavnikov pri enterokokih v fecesu
zdravih ljubiteljskih zivali (Iseppi in sod., 2015; KubasSova in sod.,2017; Pillay in sod., 2018).
V primerjavi z njihovimi rezultati, smo pri klini¢nih izolatih vrste E. faecalis za vse iskane
gene, razen za gen gelE, ugotovili ve¢ji deleZ prisotnosti genov za virulen¢ne dejavnike, kar
nakazuje vlogo teh genov pri nastanku okuzbe. Nasprotno pa so v opisanih raziskavah pri
izolatih vrste E. faecium komenzalni enterokoki izkazovali vecji delezZ prisotnosti genov efaA
in gelE kot klini¢ni izolati vrste E. faecium v nasi raziskavi. Pri vseh skupinah, ne glede na
klini¢ni izvor, je bilo Stevilo genov virulen¢nih dejavnikov veliko vecje pri vrsti E. faecalis
(Iseppi in sod., 2015; Kubasova in sod., 2017).

Prisotnost gena esp, ki kodira enterokokni povrSinski protein, je bila pri enterokokih iz ljudi,
zivali in Zivil Zivalskega izvora predhodno Ze opisana (Eaton in Gasson, 2001; Mannu in sod.,
2003; Mohar Lorbeg, 2008; Tsikrikonis in sod., 2012; Valenzuela in sod., 2009). Vendar pa je
bila pogosteje ugotovljena pri klini¢nih kot pri komenzalnih izolatih (Shankar in sod., 1999) in
je bila pri izolatih iz mesa, mleka in mle¢nih izdelkov odkrita v manjSem delezu (Jahan in
Holley, 2014; Klibi in sod., 2013; Mannu in sod., 2003; Mohar Lorbeg, 2008). V nasi raziskavi
smo gen esp ugotovili v skoraj enakih delezih pri humanih klini¢nih izolatih vrst E. faecalis
(71,8 %) in E. faecium (70,0 %). V precej visokem delezu smo gen esp ugotovili tudi pri izolatih
vrste E. faecalis iz klini¢nih vzorcev Zivali (47,8 %), mleka in mle¢nih izdelkov (47,9 %) in
Skoljk (32,1 %). Podatki o prisotnosti gena esp pri enterokokih v mleku in mle¢nih izdelkih se
v literaturi razlikujejo (Mannu in sod., 2003; Martins Perin in sod., 2014; Mohar Lorbeg, 2008;
Valenzuela in sod., 2009), medtem ko podatkov o prisotnosti genov za virulen¢ne dejavnike pri
enterokokih iz Skoljk klapavic nismo zasledili. Pri izolatih iz drugih skupin vzorcev pa je bil
deleZ pojavnosti gena esp nizji ali pa ga sploh nismo ugotovili (enterokoki iz vseh vzorcev
perutnine in enterokoki s prasicje farme in klavnice).
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Pri izolatih vrste E. faecium smo gene, povezane z virulenco, nasli v vecjem delezu (kot je ze
opisano zgoraj) samo pri humanih klini¢nih izolatih, v zelo majhnem delezu pa smo ugotovili
tudi posamezne gene pri izolatih iz klinicnih vzorcev zZivali in Skoljk. Pri izolatih vrste
E. faecium iz vzorcev perutnine, prasi¢ev in prezvekovalcev iskanih genov za virulencne
dejavnike nismo ugotovili. Po podatkih iz literature je bila prisotnost genov asal, cylA, efad,
esp, gelE and hyl sicer potrjena pri izolatih vrste E. faecium iz mesa in mesnih izdelkov ter
mleka in mle¢nih izdelkov (Jahan in sod., 2014; Martins Perin in sod., 2014; Valenzuela in sod.,
2008). V splosnem izkazujejo izolati vrste E. faecalis iz zivil veC virulen¢nih lastnosti kot
izolati vrste E. faecium (Jahan in sod., 2014). Izolati vrste E. faecium zivalskega izvora niso
posebej pomembni za okuzbe ljudi, jih je pa pomembno upostevati kot morebitne prenasalce
genov za odpornost na druge patogene enterokoke (Hammerum, 2012). Tudi vrsti E. hirae in
E. mundtii lahko predstavljata rezervoar genov za virulen¢ne dejavnike; v nasi raziskavi smo
odkrili gene ace, asal in efad pri izolatih vrste E. hirae ter gene ace, efad in gelE pri vrsti
E. mundtii. Po drugi strani pa naj bi izolati vrste E. faecalis zivalskega izvora sami po sebi
predstavljali nevarnost za ljudi, saj so bili odkriti enaki tipi izolatov vrste E. faecalis pri Zivalih,
v mesu, v blatu ljudi in pri bolnikih z enterokokno bakteriemijo (Hammerum, 2012).

Rezultati nase raziskave so pokazali visoko prevalenco genov za virulenne dejavnike pri
izolatih vrste E. faecalis iz mesa, mleka, mle¢nih izdelkov in Skoljk. Ve¢ kot tri gene hkrati smo
odkrili pri 38,0 % izolatov iz zivil Zivalskega izvora, kar predstavlja vecji deleZ kot porocajo
drugi avtorji (Medeiros in sod., 2014). Kar 98,8 % izolatov iz zivil je vsebovalo vsaj en gen za
virulen¢ne dejavnike, kar je v skladu s predhodno objavljeno raziskavo, v kateri so prav tako
ugotovili visok delez izolatov vrste E. faecalis iz Stirih vrst mesa, ki so bili nosilci genov za
virulen¢ne dejavnike (Aslam in sod., 2012). V nasi raziskavi je bila pri izolatih vrste E. faecalis
1z mesa najpogostejSa kombinacija genov ace-efad-gelE, pri izolatih iz mleka in mle¢nih
izdelkov sta bili najpogostejSi kombinaciji ace-efad-esp-gelE in ace-asal-efaA-gelE, pri
Skoljkah pa efad-gelE. To je pomemben izsledek, saj sta gena efad in gelE povezana s
poslabsanjem endokarditisa pri ljudeh (Lowe in sod., 1995; Sedgley in sod., 2005). Polega tega
je bila prisotnost gena ace pogosto potrjena pri izolatih vrste E. faecalis iz klini¢nih vzorcev in
zivil zivalskega izvora v prodaji (Aslam in sod., 2012; Creti in sod., 2004; Jahan in sod., 2014;
Medeiros in sod., 2014). Temu pritrjujejo tudi rezultati nase raziskave, saj je bil gen ace pri
izolatih iz klini¢nih vzorcev ljudi in Zivali ter iz vseh vzorcev mesa, mleka in mle¢nih izdelkov
zastopan v visokem delezu (69,1-84,7 %), pri izolatih iz Skoljk sicer v nekoliko nizjem
(42,9 %), medtem ko smo gen ace nasli le pri nekaj humanih klini¢nih izolatih vrste E. faecium
(13,3 %).

Podobno, socasno izrazanje genov za citolizin (cyl4) in agregacijsko snov (asal) vpliva na
povecano patogenost izolatov vrste E. faecalis (Shankar in sod., 2004). V nasi raziskavi smo
potrdili prisotnost obeh genov (cyl4 in asal) hkrati le pri manjSem delezu izolatov vrste
E. faecalis iz mesa (5,1 % v pisc¢ancjem mesu, 4,4 % v svinjini in 7,8 % v govedini), prav tako
pa pri izolatih iz mleka in mle¢nih izdelkov (14,6 %) ter skoljk (14,3 %). Predhodne objave
porocajo, da je bila pojavnost gena asal, ne glede na kombinacijo z drugimi geni, pri izolatih
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vrste E. faecalis 1z zivil visoka (Aslam in sod., 2012; Eaton in Gasson, 2001; Franz in sod.,
2001; Jahan in sod., 2014). V nasi raziskavi smo gen asal ugotovili pri vec kot polovici izolatov
iz mleka in mlecnih izdelkov (56,3 %) ter piS¢ancjega mesa (54,2 %), pri 42,6 % izolatov iz
svinjine ter Cetrtini izolatov vrste E. faecalis iz govedine in $koljk (obakrat 25,0 %). Prav tako
smo prisotnost gena cy/A potrdili v manjSem delezu izolatov vrste E. faecalis iz vseh vrst mesa
(4,4-7,8 %), pri izolatih iz mleka in mle¢nih izdelkov ter Skoljk je bil delez nekoliko visji (14,3—
14,6 %), njegova pojavnost pa je bila znacilno pogostejsa pri klini¢nih izolatih ljudi (45,1 %)
in zivali (30,4 %). O prisotnosti tega gena pri manjSem Stevilu izolatov iz fermentiranih suhih
klobas, govedine, svinjine ter drugih zivil zivalskega izvora porocajo tudi nekatere druge
raziskave (Aslam in sod., 2012; Jahan in sod., 2014; Medeiros in sod., 2014).

Gen, ki kodira endokraditisni antigen (efaA), je bil najpogosteje ugotovljen gen tako pri vseh
klini¢nih izolatih vrste E. faecalis kot tudi pri neklini¢nih izolatih pri vseh skupinah vzorcev
(94,2-100,0 %). To je v skladu z raziskavo, v kateri so avtorji postavili hipotezo, da je gen efad
pomemben za obstanek enterokokov v okolju, ne le v tkivih ¢loveskega organizma (Gomes in
sod., 2008). Po drugi strani pa smo gen efa4 nasli le pri nekaj humanih klini¢nih izolatih vrste
E. faecium (13,3 %) ter pri nobenem izolatu iste vrste iz ostalih vzorcev, kar je v nasprotju z
raziskavo, v kateri porocajo o 63% efaA-pozitivnih izolatih vrste E. faecium iz Zivil Zivalskega
izvora (Valenzuela in sod., 2009). Podobno je bila prisotnost gena gelE, ki kodira zelatinazo,
pogosto ugotovljena pri izolatih vrste E. faecalis iz klini¢nih vzorcev, Zivil zivalskega izvora in
okolja (64,1-100,0 %). Pri izolatih vrste E. faecium pa je bil gen gelE ugotovljen samo v
majhnem delezu (6,7 %) pri humanih klini¢nih izolatih, pri ostalih izolatih vrste E. faecium pa
ga nismo ugotovili. NaSe ugotovitve se skladajo s preteklimi porocili o visokem delezu izolatov
vrste E. faecalis in nizkem delezu izolatov vrste E. faecium iz zivil zivalskega izvora, ki
vsebujejo gen gelE (Aslam in sod., 2012; Jahan in sod., 2014; Klibi in sod., 2013; Medeiros in
sod., 2014).

Na osnovi dobljenih rezultatov smo delno potrdili Cetrto hipotezo, saj so bili izmed sedmih
preiskovanih genov samo Stirje (asal, cylA, esp in hyl) statisti€no znacilno (p < 0,001) bolj
zastopani pri klini¢nih izolatih enterokokov kot pri komenzalnih enterokokih. Poleg tega pa
smo tako pri enterokokih iz klini¢nih vzorcev kot tudi pri enterokokih iz drugih skupin odkrili
veliko Stevilo razlicnih virulenénih tipov, kar dokazuje veliko raznolikost virulenénih
dejavnikov tudi pri komenzalnih enterokokih.

53 FILMOTVORNOST

V doktorski nalogi smo ugotavljali sposobnost tvorbe biofilma pri 92 izbranih izolatih
enterokokov. Vecino izolatov (57,6 %) smo uvrstili v skupino mo¢nih tvorcev biofilma (S),
med katerimi so bili le izolati vrst E. faecalis in E. faecium. Sledili so jim srednje mo¢ni tvorci
biofilma (M; 33,7 %) in §ibki tvorci biofilma (W; 8,7 %). Potrdili smo Ze znano statisti¢no
znacilno povezavo med prisotnostjo genov ace in esp in povecano filmotvornostjo, medtem ko
za gen asal tovrstne povezave nismo ugotovili, kar je v nasprotju s predhodnimi raziskavami
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(Tendolkar in sod., 2004; Chuang-Smith in sod., 2010; Cui in sod., 2020; Soares in sod., 2014).
Vendar pa smo pri primerjavi izolatov, ki so bili nosilci kombinacije vseh treh genov (ace, asal
in esp) in izolatov brez njih, ugotovili mo¢no znacilno povezavo s filmotvornostjo. S tem smo
delno potrdili peto hipotezo, da bodo izolati z geni, ki so udelezeni pri tvorbi biofilma (ace,
asal in esp), to lastnost izrazili tudi fenotipsko. Pri izolatih s kombinacijo vseh treh genov ter
za gena ace in esp smo namre¢ ugotovili mo¢no znacilno povezavo s filmotvornostjo, vendar
tovrstne povezave nismo ugotovili za gen asal. Ker znalilnih razlik v filmotvornosti med
izolati klinicnega izvora in komenzalnimi izolati (neodvisno od genetskega ozadja) nismo
ugotovili (p = 0,4638), se zdi v kontekstu filmotvornosti bolj kot njihov vir izolacije pomembno
genetsko ozadje seva oz. nabor genov, povezanih s filmotvornostjo. Naso ugotovitev potrjujejo
tudi druge raziskave, pri katerih prav tako niso ugotovili vecje sposobnosti tvorbe biofilma pri
klini¢nih izolatih vrste E. faecalis v primerjavi z neklini¢nimi (Johansson in Rasmussen, 2013;
Soares in sod., 2014). Johansson in Rasmussen (2013) v raziskavi o izolatih vrste E. faecalis iz
klini¢nih vzorcev ljudi s potrjenim infekcijskim endokarditisom ter izolatih iste vrste iz fecesa
zdravih ljudi porocata o vecji filmotvornosti pri enterokokih normalne ¢revesne mikrobiote kot
pa pri izolatih, povezanih z endokarditisom. Soares in sod. (2014) predvidevajo, da so pri
invazivnih izolatih enterokokov bolj kot sama adherenca pomembnejSe druge virulencne
determinante, npr. razgradnja kolagena in drugih beljakovin, ki vpliva na vecjo invazivnost ter
omogoca Sirjenje enterokokov v tkivu gostitelja. Izpostaviti velja, da v tej raziskavi nismo
ugotovili nefilmotvornih izolatov (N); e prisotnost gena asal bolj vpliva na samo prisotnost
filmotvornosti kot pa na razlike v ravni (ze obstojece) filmotvornosti, je to lahko razlog, da
znacilnih razlik med filmotvornimi skupinami W, M in S nismo ugotovili. Podobno so
odsotnost znacilne povezave med prisotnostjo gena asa/ in razli¢no ravnijo filmotvornosti (W,
M oz. S) opisali tudi avtorji Zheng in sod. (2017). Ker je za izrazanje filmotvornosti poleg same
prisotnosti genov pomembna tudi raven njihovega izrazanja (Zheng in sod., 2017), bi bilo v
prihodnje raziskave filmotvornosti enterokokov potrebno vkljuciti tudi ugotavljanje izrazanja
preiskovanih genov.
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6 ZAKLJUCKI

V razli¢nih klini¢nih vzorcih zivali, mesu pis¢ancev, prasicev in goveda, v mleku in mlecnih
izdelkih, skoljkah, fecesu rejnih zivali ter okoljskih vzorcih s farm in klavnic smo ugotovili 16
razlicnih vrst enterokokov, kar potrjuje, da zasedajo Stevilne ekoloske niSe. V vseh skupinah
vzorcev sta bili najpogosteje izolirani vrsti E. faecalis in E. faecium, razen pri klini¢nih vzorcih
piscancev, kjer je prevladovala vrsta E. cecorum, in pri okoljskih vzorcih s prasicje farme, kjer
je prevladovala vrsta E. hirae.

Proti antibiotikom so najbolj odporni enterokoki iz klinicnih vzorcev ljudi in Zzivali, mesa
pis¢ancev in s perutninske klavnice, najmanj odporni pa so enterokoki iz govejega mesa.

Veckratno odporni enterokoki najpogosteje pripadajo vrstam E. faecium in E. faecalis, drugim
le izjemoma. Klini¢ni vzorci ljudi in zivali ter vzorci iz okolja prehranske verige so pomemben
vir veckratno odpornih enterokokov, kakor tudi meso pis¢ancev. Ugotovitev veckratno
odpornih izolatov v Skoljkah klapavicah kaze na njihovo prisotnost v naravnem okolju.

Proti vankomicinu odporni enterokoki vrste E. faecium so prisotni tudi pri domacih
ljubljenckih, rejnih Zivalih in v proizvodnem okolju. Smiselno bi bilo genotipizirati izolate iz
navedenih virov, da bi ugotovili, ali sodijo v klonalni kompleks CC17, ki je povezan z
bolni$ni¢nimi okuzbami in visoko patogenostjo pri ljudeh. Prav tako bi bilo smotrno opraviti
genetsko primerjavo proti vankomicinu odpornih enterokokov iz ljudi in zivali.

Zaradi zoonotskega pomena VRE in pojavljanja visoko patogenih enterokokov pri domacih
ljubljenckih bi bilo smiselno vzpostaviti sistem spremljanja odpornosti indikatorskih
enterokokov pri ljubiteljskih Zivalih.

Enterokoki iz Zivali in Zivil Zivalskega izvora imajo naeloma dobro ohranjeno obcutljivost za
kritiéno pomembne antibiotike, namenjene za zdravljenje okuzb pri ljudeh. Ker pa se tudi pri
zivalih in zivilih Ze pojavljajo enterokoki s pridobljeno odpornostjo proti navedenim
antibiotikom, bi bilo smiselno s tipizacijo raziskati njihov izvor.

Veliko $tevilo virulenénih tipov pri enterokokih nakazuje na njihov virulencni potencial, zlasti
pri vrsti E. faecalis. Prisotnost ve¢ genov za virulen¢ne dejavnike hkrati pri izolatih iz Zivali in
zivil predstavlja pomemben rezervoar virulentnih enterokokov za ljudi.

Enterokoki vrste E. faecium so bolj odporni proti antibiotikom, medtem ko so enterokoki vrste
E. faecalis nosilci vecjega Stevila virulen¢nih dejavnikov in moc¢nejsi tvorci biofilmov. Tvorba
biofilma lahko v medicini predstavlja tezavo zaradi okuzb sec€il, kontaminacije katetrov in
implantatov, v zivilski industriji pa pomeni nevarnost stalne kontaminacije Zivil ter manjSo
ucinkovitost razkuZevanja povrsin.
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Zivila Zivalskega izvora, zlasti meso perutnine, lahko predstavljajo vir odpornih enterokokov
za potrosnika. Prisotnost veckratno odpornih enterokokov v surovem mleku in §koljkah pomeni
tveganje za zdravje ljudi, Ce ta Zivila uzivamo surova ali termi¢no slabo obdelana.

Enterokoki pri rejnih Zivalih in v zivilih zivalskega izvora so dober pokazatelj, kako mocan je
selekcijski pritisk zaradi uporabe dolocenega antibiotika ter kaksno odpornost lahko posledi¢no
pri¢akujemo pri patogenih bakterijah. Zato je priporocljiv nadzor nad odpornostjo enterokokov
v zivilih zivalskega izvora, Se zlasti, e se jih uziva surova ali brez zadostne termi¢ne obdelave.
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7 POVZETEK

Enterokoki so del normalne ¢revesne mikrobiote, vendar lahko povzroc¢ajo razlicne okuzbe pri
ljudeh in zivalih, proti vankomicinu odporne enterokoke pa uvrS¢amo tudi med pogoste
povzrocitelje bolnisni¢nih okuzb. Trenutno poznamo vec kot 60 vrst enterokokov, med katerimi
sta klinicno najpomembnejsi vrsti E. faecalis in E. faecium, v veterinarski medicini pa tudi vrsti
E. cecorum in E. hirae. Pri razvoju okuzbe sodelujejo razli¢ni virulencni dejavniki, ki
omogocajo enterokokom pritrditev na gostiteljske celice, kolonizacijo sluznice Crevesja ter
Sirjenje v druge organe. Enterokoki so ze naravno odporni proti Stevilnim skupinam
protimikrobnih zdravil, hkrati pa lahko pridobijo sekundarno odpornost tudi proti vsem
trenutno znanim antibiotikom.

Namen naSe raziskave je bil pridobiti podatke o odpornosti in virulencnih dejavnikih pri
enterokokih, izoliranih iz vzorcev rejnih in ljubiteljskih zivali ter zivil zivalskega izvora na
slovenskem trziscu, ter jih primerjati z enterokoki, izoliranih iz klini¢nih vzorcev ljudi.

V prvem sklopu naloge smo pridobili izolate enterokokov iz klini¢nih vzorcev ljudi in Zivali,
vzorcev perutnine (meso in feces piS¢ancev, vzorci iz perutninske klavnice), vzorcev prasicev
(meso in feces prasicev, vzorci s prasicje farme tik pred zakolom Zivali ter iz klavnice), vzorcev
prezvekovalcev (meso govedi ter mleko in mle¢ni izdelki) ter Skoljk klapavic. Skupaj smo
analizirali 854 enterokokov, ki so pripadali Sestnajstim vrstam. Ve¢ kot polovica vseh izolatov
je pripadala vrsti E. faecalis, Cetrtina vrsti E. faecium, druge vrste (E. hirae, E. cecorum,
E. durans, E. casseliflavus, E. gallinarum, E. gilvus, E. italicus, E. malodoratus, E. mundltii,
E. avium, E. canitestini, E. canis, E. devriesei in E. thailandicus) pa so bile zastopanje v manj
kot 10 % delezu.

V drugem sklopu naloge smo z mikrodilucijsko metodo dolo¢anja minimalne inhibitorne
koncentracije (MIK) ugotavljali odpornost enterokokov proti 12 antibiotikom iz devetih
razli¢nih skupin. Med vsemi 854 testiranimi enterokoki smo najvecji delez odpornosti ugotovili
proti tetraciklinu (43,3 %), eritromicinu (25,4 %) in ciprofloksacinu (10 %), pri ostalih
antibiotikih pa je bil delez odpornih izolatov pod 10 %. Najvecji delez odpornosti smo ugotovili
v skupini enterokokov iz klini¢nih vzorcev ljudi (88,1 %) in Zivali (74,5 %), mesa piSCancev
(75,3 %) in perutninske klavnice (72,7 %), najmanj odpornih enterokokov pa smo izolirali iz
govejega mesa (24,4 %). V skupini veckratno odpornih enterokokov (VOB) smo najvecji delez
ugotovili pri klini€nih vzorcih ljudi (73,3 % pri vrsti E. faecium in 29,6 % pri vrsti E. faecalis)
in Zivali (80 % pri vrsti E. faecium in 21,7 % pri vrsti E. faecalis). Visok delez VOB pa smo
ugotovili tudi v vzorcih vzdolz prehranske verige: na perutninski klavnici (33,3 % pri vrsti
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hemokulture psa), pri katerih smo s testom PCR dokazali gen vanA4. Glede na visoke vrednosti
MIK za gentamicin smo v skupino HLAR uvrstili 59 enterokokov iz klini¢nih vzorcev ljudi in
zivali, mesa in fecesa piScancev, mesa prasicev in govedi ter Skoljk. Glede na posamezne vrste
enterokokov smo najvec¢ odpornih izolatov ugotovili pri vrstah E. facealis in E. faecium, pri
vrstah E. canis, E. devriesei in E. mundtii pa odpornih izolatov sploh nismo odkrili.

V tretjem sklopu naloge smo z metodo PCR ugotavljali prisotnost sedmih genov za virulenc¢ne
dejavnike (ace, asal, cylA, efaA, esp, gelE in hyl) pri vseh 854 izolatih. Gene za iskane
virulen¢ne dejavnike smo ugotovili le pri stirih vrstah: E. faecalis, E. faecium, E. hirae in E.
mundtii. Pri izolatih vrst E. faecalis in E. faecium smo odkrili vseh sedem iskanih genov,
medtem ko smo pri izolatih vrste E. hirae ugotovili le gene ace, asal in efaA, pri vrsti E. mundtii
pa gene ace, efad in gelE. Najve¢ genov smo ugotovili pri izolatih vrste E. faecalis, od tega
najpogosteje efad (98,2 %), gelE (82,1 %) in ace (76 %). 1zolati vrste E. faecium so bili
najpogosteje nosilci genov esp (10,7 %) in hyl (7,9 %). Skupaj smo pri vseh testiranih
enterokokih dolocili 28 razli¢nih virulenénih tipov. Najvecjo raznolikost smo ugotovili pri
izolatih vrste E. faecalis, kjer smo pri izolatih iz svinjine ugotovili 15 razli¢nih virulen¢nih
tipov, pri humanih klini¢nih izolatih 14, pri izolatih iz klini¢nih vzorcev zivali ter vzorcev mleka
in mle¢nih izdelkov pa 13 razli¢nih virulen¢nih tipov. Najmanj virulen¢nih tipov (dva) smo
ugotovili pri izolatih vrste E. faecalis 1z prasi¢je farme in klavnice. Pri izolatih vrste E. faecium
smo ugotovili precej manj virulenénih tipov: Sest pri humanih klini¢nih izolatih, dva pri izolatih
iz klini¢nih vzorcev zivali ter en virulen¢ni tip pri Skoljkah. Pri vrsti E. hirae smo ugotovili dva
virulen¢na tipa, pri vrsti E. mundtii pa enega.

V cetrtem sklopu naloge smo na osnovi predhodno ugotovljenih genov za povrSinske adhezine
(ace, asal in esp) izbrali 92 izolatov, pri katerih smo ugotavljali sposobnost tvorbe biofilma na
mikrotitrskih plo§¢icah. V skupino mocnih tvorcev biofilma smo uvrstili 57,6 % izbranih
enterokokov, med katerimi so bili le izolati vrst E. faecalis in E. faecium. Skupino srednje
moc¢nih tvorcev biofilma je sestavljalo 33,7 % izolatov vseh $tirih testiranih vrst. V skupino
Sibkih tvorcev biofilma pa smo uvrstili 8,7 % zolatov vrst E. faecalis, E. faecium in E. hirae.
Pri izolatih s kombinacijo vseh treh genov smo ugotovili moc¢no znacilno povezavo s
filmotvornostjo, vendar pa pri primerjavi posameznih genov te povezave nismo ugotovili za
gen asal.

Pridobljene informacije o odpornosti enterokokov in virulen¢nih dejavnikih pri ljubiteljskih in
rejnih zivalih ter v Zivilih Zivalskega izvora na slovenskem trziS§¢u predstavljajo pomemben
doprinos k oceni tveganja za prenos odpornih enterokokov ter virulen¢nih determinant iz zivali
na ljudi, bodisi preko prehranske verige ali pa preko ljubiteljskih Zivali. Doktorska naloga
predstavlja prvo vec¢jo raziskavo na nacionalni in mednarodni ravni, ki zajema celostno
obdelavo velikega Stevila komenzalnih enterokokov, pomemben segment pa predstavlja tudi
ugotavljanje odpornosti enterokokov ter virulenc¢nih determinant v Skoljkah klapavicah.
Podatki o odpornosti proti antibiotikom pri enterokokih iz klini¢nih vzorcev Zivali predstavljajo
prvi korak k pripravi smernic za zdravljenje enterokoknih okuzb pri zivalih na nacionalni in
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tudi na mednarodni ravni ter oblikovanju evropskega standarda VETCAST, ki bo predpisoval
klini¢ne mejne vrednosti pri bakterijskih povzrociteljih okuzb Zivali, vklju¢no z enterokoknimi
okuzbami.
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8 SUMMARY

Enterococci constitute a part of the normal intestinal microbiota, but can cause a variety of
infections in humans and animals; moreover, vancomycin-resistant enterococci are among the
common causes of nosocomial infections. More than 60 Enterococcus species have been
described up to date, with E. faecalis and E. faecium being the clinically most important species.
In veterinary medicine, E. cecorum and E. hirae are also clinically important. Various virulence
factors are involved in the pathogenesis of enteroccocal infections, allowing enterococci to
attach to the host cells, colonize the intestinal mucosa and spread to other organs. Enterococci
are intrinsically resistant to many groups of antimicrobial drugs, but can also acquire secondary
resistance to all the currently known antimicobials.

The aim of this study was to obtain data on antimicrobial resistance and virulence factors in
Enterococcus isolates originating from farm and pet animals and food of animal origin on the
Slovenian market and to compare them with isolates obtained from human clinical samples.

In the first part of the study, we obtained Enterococcus isolates originating from human and
animal clinical samples, poultry samples (broiler meat and faeces, samples from poultry
slaughterhouse), pig samples (meat and faeces of pigs, samples from a pig farm immediately
before slaughter and from the slaughterhouse), ruminant samples (beef, milk and milk products)
and mussels. A total of 854 Enterococcus isolates belonging to sixteen species were analyzed.
More than half of all isolates belonged to E. faecalis and a quarter to E. faecium, whereas other
species (E. hirae, E. cecorum, E. durans, E. casseliflavus, E. gallinarum, E. gilvus, E. italicus,
E malodoratus, E. mundtii, E. avium, E. canitestini, E. canis, E. devriesei and E. thailandicus)
accounted for less than 10 %.

In the second part of the study, minimum inhibitory concentrations to 12 antimicrobials from
nine different groups were determined using a broth microdilution method. Among all 854
Enterococcus isolates, the highest resistance rates were observed for tetracycline (43.3 %),
erythromycin (25.4 %) and ciprofloxacin (10 %), whereas for other antimicrobials, the
proportion of resistant isolates was below 10 %. The highest resistance rate was observed
among isolates of human clinical (88.1 %) and animal clinical origin (74.5 %), broiler meat
(75.3 %) and poultry slaughterhouse (72.7 %). The lowest resistance rate was observed among
isolates originating from beef (24.4 %). The highest rate of multiple drug-resistant (MDR)
enterococci was observed among isolates of human clinical (73.3 % in E. faecium and 29.6 %
in E. faecalis) and animal clinical origin (80 % in E. faecium and 21.7 % in E. faecalis). A high
resistance rate was also observed in isolates obtained across the food chain: poultry
slaughterhouse (33.3 % for E. faecium and 26.7 % for E. faecalis) and at the pig farm (71.4 %
for E. faecium). The lowest rate of MDR was observed among the isolates from red meat (pork
and beef), whereas no MDR isolates were observed among E. faecium isolates from pork and
beef, milk and dairy products, mussels and among E. faecalis isolates from pig farm and
slaughterhouse. We also found 10 vancomycin-resistant isolates of E. faecium (nine from
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poultry samples, one from dog blood culture), in which the vanAd gene was detected by PCR.
According to the high MIC values for gentamicin, 59 Enterococcus isolates from human and
animal clinical samples, meat and chicken faeces, pork and beef and mussels were included in
the HLAR group. With regard to individual Enterococcus species, the highest resistance rates
were observed among E. facealis and E. faecium isolates, whereas no resistant isolates were
observed among E. canis, E. devriesei and E. mundltii isolates.

In the third part of the study, PCR was used to determine the prevalence of seven virulence
genes (ace, asal, cylA, efaA, esp, gelE and hyl) among the 854 Enterococcus isolates. Virulence
genes were identified in only four species, namely E. faecalis, E. faecium, E. hirae and
E. mundtii. In E. faecalis and E. faecium, all seven genes were detected, whereas only ace, asal
and efaA genes were present in E. hirae and in E. mundtii species genes ace, efaA and gelE.
Most genes were found in E. faecalis isolates, with the highest prevalence observed for efa4
(98.2 %), gelE (82.1 %) and ace (76 %). The prevalence of esp (10.7 %) and hyl (7.9 %) was
highest among the E. faecium isolates. A total of 28 different virulence types were identified
among all the tested Enterococcus isolates. The greatest diversity was found among E. faecalis
isolates, for which 15 different virulence types were found among pork isolates, 14 among
human clinical isolates and 13 among animal clinical isolates and also milk and dairy products
isolates. Only two virulence types were found among E. faecalis isolates from pig farm and
slaughterhouse. A lower number of different virulence types was observed among E. faecium
isolates: six in human clinical isolates, two in isolates from animal clinical samples and one
virulence type in isolates from mussels. Two virulence types were found among E. hirae and
one in E. mundtii isolates.

In the fourth part of the study, we selected 92 isolates on the basis of prevalence of the
previously assessed surface adhesin genes (ace, asal and esp) to determine their biofilm
forming ability on microtiter plates. A total of 57.6 % isolates had strong biofilm forming
ability, among which all belonged to E. faecalis and E. faecium. A total of 33.7 % of isolates
had moderate biofilm forming ability and belonged to all four tested species. The remaining 8.7
% isolates had weak biofilm forming ability and belonged to E. faecalis, E. faecium and
E. hirae. In isolates that harboured all three surface adhesin genes, a strong significant
association with biofilm forming ability was observed, but at the level of individual genes, no
significant association was observed for asal.

The collected results on the prevalence of antimicrobial resistance and virulence genes among
Enterococcus isolates from pet and farm animals as well as food of animal origin on the
Slovenian market represents an important contribution to the risk assessment for the
transmission of resistant and virulent enterococci from animals to humans, either through the
food chain or pets. This study represents the first comprehensive research at the national and
international level, which includes the analysis of a large number of commensal enterococci,
and an important aspect is the determination of antimicrobial resistance and virulence genes in
mussels. Antimicrobial resistance among Enterococcus isolates of animal clinical origin
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represent a first step towards the development of guidelines for the treatment of enterococcal
infections in animals at national and international level and the development of a European
VETCAST standard determining the clinical cut-off values for bacterial pathogens, including
enterococci.
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11 PRILOGE

Priloga 1: Seznam 92 enterokokov za fenotipsko testiranje filmotvornosti.
Supplementary data 1: List of 92 enterococcal isolates for phenotypic testing of biofilm formation.
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1 Enterococcus aecium Clovek u = - =
2 Enterococcus ‘aecium clovek hemokultura - - - - - =

3 25-107 Enterococcus aecium Zlovek hemokultura - - -+ -

4 25-529 Enterococcus aecalis Clovek hemokultura + - + + - + +
5 25-984 Enterococcus aecalis Elovek hemokultura + + |+ |+ | + +
6 25-120 Enterococcus aecalis Zlovek hemokultura -+ + [ + + +
7 25-661 Enterococcus ‘aecalis Elovek hemokultura + - + | + + + +
8 35-821 Enterococcus aecalis Zlovek urin + -+ [+ 1T +1 + +
9 5-621 Enterococcus aecalis Clovek - -+ |+ + + +
10 5-583 Enterococcus ‘aecalis Clovek + - + + - + +
11 35-1031 Enterococcus aecalis Zlovek + -+ [+ [+ + +
12 35-1096 Enterococcus ‘aecalis Elovek - _ = | S S =
13 35-1678 Enterococcus ‘aecium Zlovek - - - [+ - + +
14 35-1666 Enterococcus aecium Clovek — - B - _ B
15 35-1720 Enterococcus ‘aecalis clovek + - + + + + +
16 35-1705 Enterococcus aecalis Zlovek + -+ + [+ 1+ +
17 35-1299 Enterococcus aecalis Elovek + -+ | + + + +
18 35-1361 Enterococcus aecalis Zlovek - - + |+ | + + +
19 35-1469 Enterococcus aecalis Zlovek - - - [+ - + +
20 35-1683 Enterococcus ‘aecalis Elovek + - + | - + + +
21 35-1675 Enterococcus aecalis Zlovek urin + -+ [+ T +1 + +
22| VF13785/17 |Enterococcus aecium pes rana - — B _ B _ Z
23 VF 10186/16 _|Enterococcus ‘aecium pes punktat trebu3ne votline - - - - - - -
24| M- murko 8/1 |Enterococcus aecium krava mleko - N B B B _
25| VF14761/20 |Enterococcus ‘aecium macek rana - - = = B - B
26| VF 30732-17 |Enterococcus aecalis pes - - + [+ |+ | + +
27| VF11713-18 |Enterococcus aecalis pes + -+ | + + + +
28| VF2682-17 |Enterococcus aecalis pes - S + + +
29| VF7447-19 |Enterococcus aecalis pes - -+ [+ 1+ +
30| VF13175/19 |Enterococcus aecalis pes + -+ + + +
31[IPSUV PP 574-19|Enterococcus aecalis pes organi (pljuéa) - - + | + | + + +
32 M-180/17 Enterococcus aecalis krava mleko + -+ ] + - + +
33 B -2077/08 Enterococcus ‘aecalis pes - - + + + + +
34| VF 17083/17 |Enterococcus aecalis pes + -+ [+ 1T +1 + +
35| VF17031/17 |Enterococcus aecalis pes rana - -+ | + + + +
36| VF7225/20 |Enterococcus aecalis macek urin + - + [+ |+ + +
37| VF30088/16 |Enterococcus aecium macek punktat trebu3ne votline - - -+ - - -
38 VF 49320/19 Enterococcus ‘aecalis pes sluhovod - - - + - + +
39 KZK 5/1V2 Enterococcus |faecalis krava mleko - - - + - + +
40 VF 15355/20 Enterococcus ‘aecalis pes - - + - - + -
41| VF 21243-17 |Enterococcus aecalis pes - -+ [+ T +1 + +
42| VF9574-19  |Enterococcus aecalis pes + -+ | + + + +
43 B 3208/08 Enterococcus ‘aecalis pes - - - + - + +
44| VF 8669/WO __|Enterococcus aecalis klavnica Pl + - |+ -+ |+ +
45| VF 8669/A4 |Enterococcus aecalis klavnica PI_[farma A - trupi po hlajenju (za + - |+ - |+ + +
46|  VF 8669/A1 |Enterococcus aecalis klavnica PI_[farma A - zakol, skubljenje + - + -+ + +
47 F 8669/povriina Enterococcus aecalis klavnica PI_[povrina klavnice + - |+ - |+ + +
a8 VF 8669/W2 Enterococcus ‘aecalis klavnica Pl |skubilnik (za¢etek, prvi del skubilnik + - + - + + +
49| VF 8669/W3 |Enterococcus aecalis klavnica Pl_[skubilnik (drugi del skubilnika) + - |+ S +
50| VF29282-5 |Enterococcus aecalis umazana bazenska voda + - - - - + +
51| VF29282-6 |Enterococcus aecalis bris no%a po evisceraciji (2x) + - - - - + +
52|  VF29282-7 |Enterococcus aecalis bris noza veterinarja (2x) + - - - - + +
53 VF 29282- 9 Enterococcus ‘aecalis brisi trupov pred hlajenjem A (6x) + - - - - + -
54| VF 29282- 10 |Enterococcus aecalis klavnica PU_|brisi trupov pred hlajenjem B (6x) + - - - - + -
55| VF 29282-11 |Enterococcus aecalis klavnica PU_|brisi trupov pred hlajenjem C (6x) + - - - - + -
56 10704 Enterococcus aecium pis&anci meso _ _ B _ B B -
57 11326 Enterococcus aecalis meso + - |+ -+ |+ +
58 9037 Enterococcus aecalis meso + - |+ - |+ + +
59 8100 Enterococcus aecalis meso + - + -+ [+ +
60 6793 Enterococcus aecium meso - - B B B _ Z
61| VF-17/17025 |Enetrococcus aecalis meso - -1+ - - + +
62| VF-17/16938 |Enetrococcus aecalis meso - -+ [+1 + +
63| VF-17/24581 |Enetrococcus aecalis meso - - |+ - - + +
64| VF-17/25309 |Enetrococcus aecalis meso - - + - - + +
65| VF-17/30349 |Enetrococcus aecalis meso - - - - - + +
66| VF-17/35893 Enetrococcus ‘aecalis meso - - - - - + +
67| VF-17/35895 |Enetrococcus aecalis meso - - - - - + +
68| VF-17/6938 |Enetrococcus aecalis feces + - - [+ - + =
69| VF-17/3213 |Enetrococcus aecalis meso - - S = B — _
70| VF-17/2716 |Enetrococcus aecalis meso - - |+ - - + -
71| VF-17/9395 |Enetrococcus aecalis meso - -+ |+ + + +
72| VF-17/29417 |Enetrococcus aecalis meso - - + [+ [+ [ + +
73| VF-17/30419 |Enetrococcus aecalis meso - -+ | + + + +
74 VF-17/3212 Enetrococcus mundtii meso + - - - - + +
75| VF-17/3211 |Enetrococcus mundtii meso + - - - - + +
76| VF-17/3211 |Enetrococcus hirae’ meso - - |+ - - + +
77| VF-17/2710 |Enetrococcus hirae govedo meso - - - - - + +
78 189 Enterococcus aecalis $koljke Skoljke - x|+ [+ +
79 99 Enterococcus ‘aecalis Skoljke Skoljke + - + + + + +
80 101 Enterococcus aecalis Skoljke Skoljke = S [+ [ | + +
81 38122 Enterococcus ‘aecalis piscanci feces - - + - - + +
82| VF-17/24446 |Enetrococcus aecalis B feces + - [+ [+ - + -
s3] VF-17/21442 |Enetrococcus aecalis feces - - - - - + +
84| VF-17/14909 |Enetrococcus aecalis prasi& feces + -+ [+ - + +
85 1655/15 Enterococcus aecalis krava mleko - - - |+ - + +
86 1M 1300 Enterococcus aecalis krava sirnina - - |+ - - + +
87 1M 1311 Enterococcus aecalis koza pinjenec - - + - - + +
88 1979/15a Enterococcus aecalis krava mleko - - -+ - + -
89 1979/15b Enterococcus ‘aecalis krava mleko - - - + - + -
90 TK 7/10 Enterococcus aecalis krava sir + -+ |+ - + +
91 1980/15 b Enterococcus aecalis krava mleko + - -+ - + +
92 1980/15 a Enterococcus aecalis krava mleko + - -+ - + +
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Priloga 2: Distribucija MIK in delez odpornih izolatov vrst E. faecalis in E. faecium iz humanih klini¢nih vzorcev (n = 101).

Supplementary data 2: Distribution of MICs and proportion of resistant E. faecalis and E. faecium isolates from human clinical samples (n = 101).

Protimikrobna zdravila delez MIK (pg/ml) obmo¢je
E. faecalis (n="171) odpornosti (%) 0,02 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 MIK
ampicilin (AMP) 2,8 21 41 6 1 2 <0,5 - >64
ciprofloksacin (CIP) 18,3 1 8 32 17 1 12 0,25 ->16
daptomicin (DAP) 0 5 7 30 28 1 <025-4
eritromicin (ERY) 46,5 14 12 12 1 1 2 29 <1->128
gentamicin (GEN) 28,2 33 16 2 2 12 <8->1204
kloramfenikol (CHL) 5,6 28 39 3 1 <4->128
linezolid (LZD) 0 3 3 4 1| <05 - 4
teikoplanin (TEI) 0 71 <0,5
tetraciklin (TET) 78,9 15 | 5 45 6 <1-128
tigeciklin (TGC) 0 26 40 5 0,12- 0,5
vankomicin (VAN) 0 44 9 s | <1-4
E. faecium (n=30) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048

ampicilin (AMP) 70 4 4 1 1 20 1->64
ciprofloksacin (CIP) 70 4 5 21 1->16
daptomicin (DAP) 0 115 10 4 | 05 -4
eritromicin (ERY) 76,7 1 2 4 | 1 1 21 <1->128
gentamicin (GEN) 56,7 13 1 16 <8->1024
kloramfenikol (CHL) 3,3 15 14 1 <4-64
kvinupristin/dalfopris tin (SYN) 56,7 2 6 5 15 2 <0,5-16
linezolid (LZD) 0 17 13 1-2
teikoplanin (TEI) 0 29 1 <0,5-1
tetraciklin (TET) 13,3 26 | 3001 <1->128
tige ciklin (TGC) 30 13 8 8 1 0,12-1
vankomicin (VAN) 0 27 3 | <1-2

Legenda: belo polje - obmocje testiranja; pokoncna ojacana crta - epidemioloska mejna vrednost (ECOFF), na osnovi katere smo dolo¢ili, ali je izolat odporen (R).

Zadnji stolpec v tabeli (obmocje MIK) predstavlja razpon vrednosti MIK, ki smo jih ugotovili za enterokoke pri posameznem antibiotiku.
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Priloga 3: Distribucija MIK in delez odpornih izolatov vrst E. faecalis in E. faecium iz klini¢énih vzorcev zivali (n = 71).
Supplementary data 3: Distribution of MICs and proportion of resistant E. faecalis and E. faecium isolates from animal clinical samples (n = 71).

Protimikrobna zdravila delez MIK (pg/ml) obmotje
E. faecalis (n = 46) odpornosti (%) 0,02 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 MK
ampicilin (AMP) 0 8 27 9 2 <05-4
ciprofloksacin (CIP) 19,6 2 27 8 1 8 05 ->16
daptomicin (DAP) 0 1 3 20 20 2 <025 -4
eritromicin (ERY) 39,1 13 13 2 1 17 <1->128
gentamicin (GEN) 10,9 27 14 2 3 <8->1024
kloramfenikol (CHL) 23,9 13 22 8 3 <4-128
linezolid (LZD) 0 1 12 33 | <05-2
teikoplanin (TEI) 0 45 | | <05-1
tetraciklin (TET) 58,7 19 | 1 14 12 <1l-128
tige ciklin (TGC) 0 1 1 31 13 <0,03 - 0,25
vankomicin (VAN) 0 27 18 1| <1-4
E. faecium (n = 25) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048

ampicilin (AMP) 80 1 1 3 1 1 2 2 14 <0,5 - >64
ciprofloksacin (CIP) 52 3 4 5 1 12 1->16
daptomicin (DAP) 0 2 1 1210 | 05-4
eritromicin (ERY) 76 1 5 | 19 <1->128
gentamicin (GEN) 16 18 2 1 | 1 3 <8->1024
kloramfe nikol (CHL) 0 12 11 2 <4-16
kvinupris tin/dalfopristin (SYN) 24 5 1 13 6 1-8
linezolid (LZD) 0 14 11 1-2
teikoplanin (TEI) 4 24 | 1 <0,5 - 64
tetraciklin (TET) 80 5 | 2 5 13 <1-128
tige ciklin (TGC) 4 4 13 7] 1 0,06 - 0,5
vankomicin (VAN) 4 21 3 | 1 <1->128

Legenda: belo polje - obmocje testiranja; pokoncna ojacana crta - epidemioloska mejna vrednost (ECOFF), na osnovi katere smo dolo¢ili, ali je izolat odporen (R).
Zadnji stolpec v tabeli (obmocje MIK) predstavlja razpon vrednosti MIK, ki smo jih ugotovili za enterokoke pri posameznem antibiotiku.
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Priloga 4: Distribucija MIK in delez odpornih izolatov vrst E. cecorum in E. hirae iz klini¢nih vzorcev zivali (n = 30).

Supplementary data 4: Distribution of MICs and proportion of resistant E. cecorum and E. hirae isolates from animal clinical samples (n = 30).

E. cecorum (n = 25) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 16 32 64 128 256 512 1024 2048

ampicilin (AMP) 0 22 2 1 <05-2
ciprofloksacin (CIP) 8 2 2 4 6 9 1 <0,12 - 16
daptomicin (DAP) 0 22 1 2 <025-1
eritromicin (ERY) 20 20 <1->128
gentamicin (GEN) 0 25 <8
kloramfenikol (CHL) 0 25 <4
kvinupris tin/dalfopris tin (SYN) 2 15 4 <05-4
linezolid (LZD) 0 6 14 5 | <05-2
teikoplanin (TEI) 0 25 | <05
tetraciklin (TET) 84 4 | 4 16 1 <1 -64
tige ciklin (TGC) 0 3 10 11 1 <0,03 - 0,25
vankomicin (VAN) 0 25 | <I

E. hirae (n=15) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 16 32 64 128 256 512 1024 2048

ampicilin (AMP) 0 3 1 1 <0,5-2
ciprofloksacin (CIP) 20 2 1 1 1 0,25 ->16
daptomicin (DAP) 0 1 3 1 05-4
eritromicin (ERY) 20 4 <1->128
gentamicin (GEN) 0 5 <8
kloramfe nikol (CHL) 0 5 <4
kvinupris tin/dalfopris tin (SYN) 1 2-4
linezolid (LZD) 0 32 | 1-2
teikoplanin (TEI) 0 5 | <05
tetraciklin (TET) 20 4 | 1 <1-64
tige ciklin (TGC) 0 23 0,06 - 0,12
vankomicin (VAN) 1} 5 | <1

Legenda: belo polje - obmocje testiranja; pokoncna ojacana crta - epidemioloska mejna vrednost (ECOFF), na osnovi katere smo dolo¢ili, ali je izolat odporen (R).

Zadnji stolpec v tabeli (obmocje MIK) predstavlja razpon vrednosti MIK, ki smo jih ugotovili za enterokoke pri posameznem antibiotiku.



M. Golob: Odpornost proti antibiotikom in virulen¢ni dejavniki enterokokov pri zivalih in v zivilih...
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2021. Doktorska disertacija

176

Priloga 5: Distribucija MIK in delez odpornih izolatov drugih vrst enterokokov iz klini¢nih vzorcev zivali (n = 5).
Supplementary data 5: Distribution of MICs and proportion of resistant isolates of other enterococcal species from animal clinical samples (n = 5).

drugi enterokoki (n = 5) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048
ampicilin (AMP) 0 1 2 2 <0,5-2
ciprofloksacin (CIP) 20 1 1 2 1 025-16
daptomicin (DAP) 0 2 1 1 1 <025-4
eritromicin (ERY) 20 3 1 1 <1-8
gentamicin (GEN) 0 5 <8
kloramfenikol (CHL) 0 4 1 <4-8
kvinupris tin/dalfopristin (SYN) 3 2 2-4
linezolid (LZD) 0 1 13 | <05-2
teikoplanin (TEI) 0 3 2 <0,5-1
tetraciklin (TET) 40 3 | 2 <1- 64
tige ciklin (TGC) 0 1 2 2 <0,03-0,12
vankomicin (VAN) 40 3 | 2 <1-8

Legenda: belo polje - obmocje testiranja; pokonc¢na ojacana Crta - epidemioloSka mejna vrednost (ECOFF), na osnovi katere smo dolocili, ali je izolat odporen (R).
Zadnji stolpec v tabeli (obmocje MIK) predstavlja razpon vrednosti MIK, ki smo jih ugotovili za enterokoke pri posameznem antibiotiku.

Drugi enterokoki: E. canis (n = 1), E. canitestini (n = 2) in E. gallinarum (n = 2). Izolati vrste E. gallinarum so primarno odporni proti vankomicinu.
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Priloga 6: Distribucija MIK in delez odpornih izolatov vrst E. faecalis in E. faecium iz pis¢ancjega mesa (n = 78).
Supplementary data 6: Distribution of MICs and proportion of resistant E. faecalis and E. faecium isolates from broiler meat (n = 78).
Protimikrobna zdravila delez MIK (pg/ml) obmodje
E. faecalis (n = 59) odpornosti (%) 0,02 0,03 0,06 0,12 025 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 MK
ampicilin (AMP) 1,7 11 38 7 2 1 <0,5 - >64
ciprofloksacin (CIP) 5,1 6 5 39 6 1 2 0,25 ->16
daptomicin (DAP) 0 1 5 16 35 <025-4
eritromicin (ERY) 49,2 18 9 3 3 26 <1->128
gentamicin (GEN) 34 31 26 2 <R->1024
kloramfenikol (CHL) 5.1 18 37 1 3 <4-64
linezolid (LZD) 0 3 19 37 | <05-2
teikoplanin (TEI) 0 59 | <05
tetraciklin (TET) 61 23 | 15 10 20 <I-128
tige ciklin (TGC) 0 12 27 17 3 0,06 - 0,5
vankomicin (VAN) 0 28 29 2 | <1-4
E. faecium (n=19) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048
ampicilin (AMP) 26,3 2 4 6 2 | 3 1 1 <0,5 - >64
ciprofloksacin (CIP) 10,5 4 6 2 5 1 1 05->16
daptomicin (DAP) 0 1 1 3 9 5 <0,25-4
eritromicin (ERY) 52,6 1 3 5 | 1 2 7 <I->128
gentamicin (GEN) 0 15 4 <8-16
kloramfenikol (CHL) 0 7 10 1 1 <4-32
kvinupris tin/dalfopris tin (SYN) 15,8 2 13 1 2 1-16
linezolid (LZD) 0 4 15 1-2
teikoplanin (TEI) 15,8 16 | 2 1 <0,5->64
tetraciklin (TET) 26,3 14 | 1 4 <1-128
tigeciklin (TGC) 0 1 2 16 <0,03 - 0,12
vankomicin (VAN) 15,8 13 2 1 | 3 <1->128

Legenda: belo polje - obmocje testiranja; pokonc¢na ojac¢ana ¢rta - epidemioloska mejna vrednost (ECOFF), na osnovi katere smo doloc¢ili, ali je izolat odporen (R).

Zadnji stolpec v tabeli (obmocje MIK) predstavlja razpon vrednosti MIK, ki smo jih ugotovili za enterokoke pri posameznem antibiotiku.
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Priloga 7: Distribucija MIK in delez odpornih ostalih vrst enterokokov iz pi§¢ancjega mesa (n = 3).
Supplementary data 7: Distribution of MICs and proportion of resistant other enterococcal species from broiler meat (n = 3).

drugi enterokoki (n=3) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048

ampicilin (AMP) 0 3 1
ciprofloksacin (CIP) 33,3 1 1 1 0,5->16
daptomicin (DAP) 0 1 1 1 <0,25-2
eritromicin (ERY) 0 2 1 <l-4
gentamicin (GEN) 0 3 <8
kloramfenikol (CHL) 0 3 <4
kvinupris tin/dalfopris tin (SYN) 1 2 2-4
linezolid (LZD) 0 3 | |
teikoplanin (TEI) 0 3 | <05
tetraciklin (TET) 66,7 1 | 1 1 <1-32
tige ciklin (TGC) 0 1 2 0,06 - 0,12
vankomicin (VAN) 0 2 1 | <l-4

Legenda: belo polje - obmocje testiranja; pokonéna ojacana érta - epidemioloska mejna vrednost (ECOFF), na osnovi katere smo dolocili, ali je izolat odporen (R).
Zadnji stolpec v tabeli (obmoc¢je MIK) predstavlja razpon vrednosti MIK, ki smo jih ugotovili za enterokoke pri posameznem antibiotiku.

Drugi enterokoki: E. gallinarum (n = 1), E. gilvus (n = 1) in E. hirae (n = 1). Izolati vrste E. gallinarum so primarno odporni proti vankomicinu.
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Priloga 8: Distribucija MIK in delez odpornih izolatov vrst E. faecalis in E. faecium iz pis¢ancjega fecesa (n = 76).

Supplementary data 8: Distribution of MICs and proportion of resistant E. faecalis and E. faecium isolates from broiler feces (n = 76).

Protimikrobna zdravila delez MIK (ng/ml) obmogje
E. faecalis (n =42) odpornosti (%) 0,02 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 MK
ampicilin (AMP) 2,4 8 29 4 1 <0,5 - >64
ciprofloksacin (CIP) 7,1 2 6 26 4 1 1 2 0,25 ->16
daptomicin (DAP) 0 6 13 22 1 05-4
eritromicin (ERY) 33,3 16 8 4 1 13 <1 ->128
gentamicin (GEN) 2,4 28 13 <8 ->1024
kloramfenikol (CHL) 0 21 21 <4-8
linezolid (LZD) 0 1 17 24 | <0,5-2
teikoplanin (TEI) 0 ) | <05
tetraciklin (TET) 54,8 18 1 | 2 1 13 7 <1-128
tige ciklin (TGC) 0 8§ 23 11 0,06 - 0,25
vankomicin (VAN) 0 2 18 2 | <1-4
E. faecium (n=34) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048

ampicilin (AMP) 29,4 3 7 11 3 | 4 1 1 2 2 <0,5 - >64
ciprofloksacin (CIP) 0 1 3 6 11 13 025-4
daptomicin (DAP) 0 2 1 2 20 9 <025-4
eritromicin (ERY) 47,1 9 3 6| s 10 <1->128
gentamicin (GEN) 8,8 25 5 1 <8 ->1024
kloramfenikol (CHL) 0 28 6 <4-8
kvinupris tin/dalfopris tin (SYN) 5,9 8 1 5 18 | 2 <0,5-8
linezolid (LZD) 0 1 8 25 <05-2
teikoplanin (TEI) 11,8 29 2 | 2 2 <0,5 - >64
tetraciklin (TET) 50 17 | 1 2 3 11 <1-128
tige ciklin (TGC) 5,9 2 7 21 2 2 <0,03 - 0,5
vankomicin (VAN) 11,8 29 1 | 4 <1->128

Legenda: belo polje - obmocje testiranja; pokon¢na ojacana Crta - epidemioloska mejna vrednost (ECOFF), na osnovi katere smo dolocili, ali je izolat odporen (R).

Zadnji stolpec v tabeli (obmocje MIK) predstavlja razpon vrednosti MIK, ki smo jih ugotovili za enterokoke pri posameznem antibiotiku.
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Priloga 9: Distribucija MIK in delez odpornih ostalih vrst enterokokov iz pis¢ancjega fecesa (n = 8).
Supplementary data 9: Distribution of MICs and proportion of resistant isolates of other enterococcal species from broiler feces (n = 8).

drugi enterokoki (n = 8) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048

ampicilin (AMP) 0 4 2 1 1 <0,5-4
ciprofloksacin (CIP) 12,5 1 1 2 2 1 1 0,25 ->16
daptomicin (DAP) 0 1 5 1 1 <0,25-4
eritromicin (ERY) 50 4 4 <1->128
gentamicin (GEN) 0 8 <8
kloramfenikol (CHL) 0 6 2 <4-8
kvinupris tin/dalfopris tin (SYN) 1 1 4 2 <0,5-8
linezolid (LZD) 0 1 4 3 | <0,5-2
teikoplanin (TEI) 0 8 | <05
tetraciklin (TET) 50 4 | 4 <1-128
tige ciklin (TGC) 0 1 6 1 0,06 - 0,25
vankomicin (VAN) 0 6 2 | <1-2

Legenda: belo polje - obmocje testiranja; pokon¢na ojacana Crta - epidemioloska mejna vrednost (ECOFF), na osnovi katere smo doloc¢ili, ali je izolat odporen (R).
Zadnji stolpec v tabeli (obmoc¢je MIK) predstavlja razpon vrednosti MIK, ki smo jih ugotovili za enterokoke pri posameznem antibiotiku.

Drugi enterokoki: E. casseliflavus (n=1), E. durans (n =2), E. gallinarum (n = 1) in E. hirae (n = 4). Izolati vrst E. casseliflavus in E. gallinarum so primarno odporni
proti vankomicinu.
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Priloga 10: Distribucija MIK in delez odpornih izolatov vrst E. faecalis in E. faecium iz perutninske klavnice (n = 21).

Supplementary data 10: Distribution of MICs and proportion of resistant £. faecalis and E. faecium isolates from poultry slaughterhouse (n = 21).

Protimikrobna zdravila delez MIK (ng/ml) obmogje
E. faecalis (n=15) odpornosti (%) 0,02 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 MK
ampicilin (AMP) 0 1 9 5 <0,5-2
ciprofloksacin (CIP) 333 10 1 4 1->16
daptomicin (DAP) 0 2 5 8 05-2
eritromicin (ERY) 33,3 5 2 3 4 1 <I->128
gentamicin (GEN) 0 6 9 <8-16
kloramfenikol (CHL) 0 5 10 <4-8
linezolid (LZD) 0 4 1 | 1-2
teikoplanin (TEI) 0 15 <0,5
tetraciklin (TET) 66,7 5 | 2 5 3 <1-128
tige ciklin (TGC) 0 1 12 2 0,06 - 0,25
vankomicin (VAN) 0 8 7 | <1-2
E. faecium (n= 6) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048

ampicilin (AMP) 33,3 1 2 1 1 1 1->64
ciprofloksacin (CIP) 0 1 5 <0,12-4
daptomicin (DAP) 0 5 1 2-4
eritromicin (ERY) 50 1 2 | 3 <1->128
gentamicin (GEN) 0 6 <8
kloramfenikol (CHL) 0 4 2 <4-8
kvinupris tin/dalfopris tin (SYN) 0 1 3 2 <0,5-4
linezolid (LZD) 0 1 1 4 <05-2
teikoplanin (TEI) 33,3 4 2 <0,5 - >64
tetraciklin (TET) 83,3 1 | 2 1 1 1 <I-128
tigeciklin (TGC) 0 3 2 1 0,06 - 0,25
vankomicin (VAN) 33,3 4 | 2 <1->128

Legenda: belo polje - obmocje testiranja; pokonc¢na ojacana ¢rta - epidemioloska mejna vrednost (ECOFF), na osnovi katere smo dolocili, ali je izolat odporen (R).

Zadnji stolpec v tabeli (obmocje MIK) predstavlja razpon vrednosti MIK, ki smo jih ugotovili za enterokoke pri posameznem antibiotiku.
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Priloga 11: Distribucija MIK in delez odpornih izolatov vrste E. avium iz perutninske klavnice (n = 1).
Supplementary data 11: Distribution of MICs and proportion of resistant £. avium from poultry slaughterhouse (n = 1).

E. avium (n=1) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048
ampicilin (AMP) 0 2
ciprofloksacin (CIP) 0 1 0,5
daptomicin (DAP) 0 1 0,5
eritromicin (ERY) 0 1 |
gentamicin (GEN) 0 1 <8
kloramfenikol (CHL) 0 1 <4
kvinupris tin/dalfopris tin (SYN) 1 4
linezolid (LZD) 0 1 | 1
teikoplanin (TEI) 0 1 | <05
tetraciklin (TET) 0 1 | <1
tigeciklin (TGC) 0 1 <0,03
vankomicin (VAN) 0 | | <]

Legenda: belo polje - obmocje testiranja; pokoncna ojacana Crta - epidemioloska mejna vrednost (ECOFF), na osnovi katere smo doloc¢ili, ali je izolat odporen (R).
Zadnji stolpec v tabeli (obmo¢je MIK) predstavlja razpon vrednosti MIK, ki smo jih ugotovili za enterokoke pri posameznem antibiotiku.
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Priloga 12: Distribucija MIK in delez odpornih izolatov vrst E. faecalis in E. faecium iz svinjine (n = 78).

Supplementary data 12: Distribution of MICs and proportion of resistant £. faecalis and E. faecium isolates from pork (n = 78).

Protimikrobna zdravila delez MIK (ng/ml) obmogje
E. faecalis (n = 68) odpornosti (%) 0,02 0,03 0,06 0,12 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 MK
ampicilin (AMP) 0 13 47 8 <0,5-2
ciprofloksacin (CIP) 1,5 1 12 4 10 1 025-8
daptomicin (DAP) 0 2 8 35 22 1 <025-4
eritromicin (ERY) 2,9 32 29 5 2 <I->128
gentamicin (GEN) 1,5 50 17 1 <8->1024
kloramfenikol (CHL) 0 44 24 <4-8
linezolid (LZD) 0 4 20 4 | <05-2
teikoplanin (TEI) 0 68 <0,5
tetraciklin (TET) 36,8 43 | 2 13 9 1 <I-128
tige ciklin (TGC) 1,5 3 14 34 10 6 <0,03 - >4
vankomicin (VAN) 0 45 2 1| <1-4
E. faecium (n=10) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048

ampicilin (AMP) 0 5 1 1 <0,5-4
ciprofloksacin (CIP) 10 2 1 2 1 3 1 <0,12 -8
daptomicin (DAP) 0 1 2 4 3 <l-4
eritromicin (ERY) 0 4 51| <1-4
gentamicin (GEN) 0 10 <8
kloramfenikol (CHL) 0 10 <4
kvinupris tin/dalfopris tin (SYN) 0 2 2 6 <0,5-4
linezolid (LZD) 0 3 7 1-2
teikoplanin (TEI) 0 10 <0,5
tetraciklin (TET) 0 10 | <1
tige ciklin (TGC) 0 1 3 5 1 <0,03 - 0,25
vankomicin (VAN) 0 8 11| <1-4

Legenda: belo polje - obmocje testiranja; pokonc¢na ojacana ¢rta - epidemioloska mejna vrednost (ECOFF), na osnovi katere smo dolocili, ali je izolat odporen (R).
Zadnji stolpec v tabeli (obmocje MIK) predstavlja razpon vrednosti MIK, ki smo jih ugotovili za enterokoke pri posameznem antibiotiku.
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Priloga 13: Distribucija MIK in delez odpornih ostalih vrst enterokokov iz svinjine (n = 7).
Supplementary data 13: Distribution of MICs and proportion of resistant isolates of other enterococcal species from pork (n = 7).

drugi enterokoki (n=7) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048
ampicilin (AMP) 0 4 3 <0,5-1
ciprofloksacin (CIP) 0 2 4 1 025-1
daptomicin (DAP) 0 1 4 <0,25-2
eritromicin (ERY) 0 3 3 1 <l-4
gentamicin (GEN) 0 7 <8
kloramfenikol (CHL) 0 5 3 <4-8
kvinupris tin/dalfopristin (SYN) 1 5 1 2-16
linezolid (LZD) 0 2 5 | 1-2
teikoplanin (TEI) 0 7 | <05
tetraciklin (TET) 42,9 4 | | 2 <1-128
tige ciklin (TGC) 14,3 1 3 1 1 1 <0,03-05
vankomicin (VAN) 0 5 1 1 | <l-4

Legenda: belo polje - obmocje testiranja; pokon¢na ojacana Crta - epidemioloska mejna vrednost (ECOFF), na osnovi katere smo dolo¢ili, ali je izolat odporen (R).
Zadnji stolpec v tabeli (obmoc¢je MIK) predstavlja razpon vrednosti MIK, ki smo jih ugotovili za enterokoke pri posameznem antibiotiku.

Drugi enterokoki: E. casseliflavus (n =?2), E. durans (n =2), E. gilvus (n = 1), E. hirae (n = 1) in E. mundtii (n = 1). Izolati vrste E. casseliflavus so primarno odporni
proti vankomicinu.
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Priloga 14: Distribucija MIK in delez odpornih izolatov vrst E. faecalis in E. faecium iz prasi¢jega fecesa (n = 57).

Supplementary data 14: Distribution of MICs and proportion of resistant £. faecalis and E. faecium isolates from pig feces (n = 57).

Protimikrobna zdravila delez MIK (ng/ml) obmogje
E. faecalis (n = 38) odpornosti (%) 0,02 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 MK
ampicilin (AMP) 0 10 20 8 <0,5-2
ciprofloksacin (CIP) 0 1 2 29 4 2 025-4
daptomicin (DAP) 0 1 13 20 3 <025-4
eritromicin (ERY) 15,8 18 9 5 1 5 <I->128
gentamicin (GEN) 0 18 20 <8-16
kloramfenikol (CHL) 2,6 20 17 1 <4-128
linezolid (LZD) 0 13 25 | 1-2
teikoplanin (TEI) 0 38 | <05
tetraciklin (TET) 47,4 20 | 6 12 <1-128
tige ciklin (TGC) 0 6 19 10 3 0,06 - 0,5
vankomicin (VAN) 0 23 15 | <1-2
E. faecium (n=19) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048

ampicilin (AMP) 53 4 8 6 | 1 <05-8
ciprofloksacin (CIP) 10,5 7 4 1 5 2 05-8
daptomicin (DAP) 0 1 1 2 6 9 <0,25-4
eritromicin (ERY) 10,5 4 6 7 | 1 1 <1->128
gentamicin (GEN) 53 17 1 1 <8 - 64
kloramfe nikol (CHL) 53 16 2 1 <4-64
kvinupris tin/dalfopris tin (SYN) 5,3 6 2 3 7 1 <0,5-8
linezolid (LZD) 0 2 16 1-4
teikoplanin (TEI) 0 19 | <05
tetraciklin (TET) 15,8 16 | 12 <1-128
tige ciklin (TGC) 5,3 3 4 11 1 <0,03-0,5
vankomicin (VAN) 0 16 3 | <1-2

Legenda: belo polje - obmocje testiranja; pokonc¢na ojacana ¢rta - epidemioloska mejna vrednost (ECOFF), na osnovi katere smo dolocili, ali je izolat odporen (R).
Zadnji stolpec v tabeli (obmocje MIK) predstavlja razpon vrednosti MIK, ki smo jih ugotovili za enterokoke pri posameznem antibiotiku.
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Priloga 15: Distribucija MIK in delez odpornih izolatov vrste E. hirae ter ostalih vrst enterokokov iz prasi¢jega fecesa (n = 37).

Supplementary data 15: Distribution of MICs and proportion of resistant E. hirae and other enterococcal species from pig feces (n = 37).

E. hirae (n=28) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048

ampicilin (AMP) 0 19 7 <05-2
ciprofloksacin (CIP) 0 1 13 14 <0,12-0,5
daptomicin (DAP) 0 6 16 6 1-4
eritromicin (ERY) 0 28 <1
gentamicin (GEN) 0 22 6 <8-16
kloramfenikol (CHL) 0 28 <4
kvinupris tin/dalfopristin (SYN) 6 16 6 1-4
linezolid (LZD) 0 7 21 | 1-2
teikoplanin (TEI) 0 28 <0,5
tetraciklin (TET) 28,6 20 | 3 4 1 <1-128
tigeciklin (TGC) 0 8 6 12 2 <0,03 - 0,25
vankomicin (VAN) 0 28 | <1
drugi enterokoki (n = 9) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048

ampicilin (AMP) 11,1 3 5 1 <0,5-32
ciprofloksacin (CIP) 0 2 3 4 0,25-1
daptomicin (DAP) 0 2 2 3 2 05-4
eritromicin (ERY) 22,2 6 1 2 <1->128
gentamicin (GEN) 0 9 <8
kloramfe nikol (CHL) 0 9 <4
kvinupris tin/dalfopristin (SYN) 3 6 2-4
linezolid (LZD) 0 6 3 | 1-2
teikoplanin (TEI) 0 9 <0,5
tetraciklin (TET) 22,2 7 | 1 1 <1-128
tigeciklin (TGC) 0 1 5 2 1 <0,03 - 0,25
vankomicin (VAN) 33,3 6 | 3 <1-8

Legenda: belo polje - obmocje testiranja; pokon¢na ojacana ¢rta - epidemioloska mejna vrednost (ECOFF), na osnovi katere smo dolo¢ili, ali je izolat odporen (R).
Zadnji stolpec v tabeli (obmocje MIK) predstavlja razpon vrednosti MIK, ki smo jih ugotovili za enterokoke pri posameznem antibiotiku.

Drugi enterokoki: E. avium (n=1), E. durans (n = 4), E. gallinarum (n = 3) in E. mundtii (n = 1). Izolati vrste E. gallinarum so primarno odporni proti vankomicinu.
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Priloga 16: Distribucija MIK in delez odpornih izolatov vrst E. faecalis in E. faecium iz prasi¢je farme in klavnice (n = 15).

Supplementary data 16: Distribution of MICs and proportion of resistant £. faecalis and E. faecium isolates from pig farm and slaughterhouse (n = 15).
Protimikrobna zdravila delez MIK (ng/ml) obmogje
E. faecalis (n=8) odpornosti (%) 0,02 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 MK
ampicilin (AMP) 0 7 1 1-2
ciprofloksacin (CIP) 0 3 3 2 05-2
daptomicin (DAP) 0 1 1 5 1 05-4
eritromicin (ERY) 0 3 1 4 <l-4
gentamicin (GEN) 0 5 3 <8-16
kloramfenikol (CHL) 0 4 4 <4-8
linezolid (LZD) 0 1 7 | <05-2
teikoplanin (TEI) 0 8 <0,5
tetraciklin (TET) 0 8 | <1
tige ciklin (TGC) 0 2 4 2 0,06 - 0,25
vankomicin (VAN) 0 6 2 | <1-2
E. faecium (n="17) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048
ampicilin (AMP) 85,7 | 6 4-8
ciprofloksacin (CIP) 14,3 3 3 1 1-8
daptomicin (DAP) 0 4 1 2 05-4
eritromicin (ERY) 71,4 2 | 5 4->128
gentamicin (GEN) 0 6 1 <8-16
kloramfenikol (CHL) 0 7 <4
quinupristin/dalfopris tin (SYN) 57,1 3 4 4-8
linezolid (LZD) 0 5 2 1-2
teikoplanin (TEI) 0 7 <0,5
tetraciklin (TET) 100 | 6 1 64 - 128
tigeciklin (TGC) 0 4 3 0,12 - 0,25
vankomicin (VAN) 0 6 1 | <1-2

Legenda: belo polje - obmocje testiranja; pokon¢na ojacana Crta - epidemioloska mejna vrednost (ECOFF), na osnovi katere smo dolo¢ili, ali je izolat odporen (R).
Zadnji stolpec v tabeli (obmocje MIK) predstavlja razpon vrednosti MIK, ki smo jih ugotovili za enterokoke pri posameznem antibiotiku.
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Priloga 17: Distribucija MIK in delez odpornih izolatov vrste E. hirae iz prasi¢je farme in klavnice (n = 12).
Supplementary data 17: Distribution of MICs and proportion of resistant £. hirae isolates from pig farm and slaughterhouse (n = 12).

E. hirae (n=12) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048

ampicilin (AMP) 0 4 1 5 2 <0,5-4
ciprofloksacin (CIP) 0 1 8 3 <0,12-0,5
daptomicin (DAP) 16,7 7 3 2 <0,25-8
eritromicin (ERY) 25 8 1 3 <1->128
gentamicin (GEN) 0 12 <8
kloramfenikol (CHL) 0 12 <4
quinupris tin/dalfopris tin (SYN) 2 9 1 <0,5-8
linezolid (LZD) 0 2 10 | 1-2
teikoplanin (TEI) 0 12 | <05
tetraciklin (TET) 83,3 2 | 1 1 4 4 <1-128
tige ciklin (TGC) 0 4 7 1 0,06 - 0,25
vankomicin (VAN) 0 12 | <]

Legenda: belo polje - obmocje testiranja; pokon¢na ojacana Crta - epidemioloska mejna vrednost (ECOFF), na osnovi katere smo dolo¢ili, ali je izolat odporen (R).
Zadnji stolpec v tabeli (obmo¢je MIK) predstavlja razpon vrednosti MIK, ki smo jih ugotovili za enterokoke pri posameznem antibiotiku.
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Priloga 18: Distribucija MIK in delez odpornih izolatov vrst E. faecalis in E. faecium iz govedine (n = 75).
Supplementary data 18: Distribution of MICs and proportion of resistant £. faecalis and E. faecium isolates from beef (n = 75).

Protimikrobna zdravila delez MIK (ng/ml) obmogje
E. faecalis (n = 64) odpornosti (%) 0,02 0,03 0,06 0,12 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 MK
ampicilin (AMP) 0 18 38 14 1 <0,5-4
ciprofloksacin (CIP) 0 1 13 40 10 <0,12-2
daptomicin (DAP) 0 3 10 29 21 1 <025-4
eritromicin (ERY) 3,1 21 31 10 1 1 <1->128
gentamicin (GEN) 1,6 41 19 3 1 <8->1024
kloramfenikol (CHL) 0 35 29 <4-8
linezolid (LZD) 1,6 2 11 50 | 1 <05-32
teikoplanin (TEI) 0 64 | <05
tetraciklin (TET) 25 47 1 | 115 <I-128
tigeciklin (TGC) 0 6 13 2 12 7 <0,03- 0,5
vankomicin (VAN) 0 43 21 | <1-2
E. faecium (n=11) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048

ampicilin (AMP) 0 3 6 2 | <05-2
ciprofloksacin (CIP) 0 3 5 1-4
daptomicin (DAP) 0 2 4 | 1-4
eritromicin (ERY) 9,1 1 7 | 1 <1->128
gentamicin (GEN) 0 10 1 <8-16
kloramfe nikol (CHL) 0 5 5 1 <4-32
kvinupris tin/dalfopris tin (SYN) 9,1 4 4 2 <0,5-8
linezolid (LZD) 0 2 9 1-2
teikoplanin (TEI) 0 1 | <05
tetraciklin (TET) 9,1 10 | 1 <1->128
tigeciklin (TGC) 0 3 23 <0,03 - 0,12
vankomicin (VAN) 0 1 | <1

Legenda: belo polje - obmocje testiranja; pokonc¢na ojacana ¢rta - epidemioloska mejna vrednost (ECOFF), na osnovi katere smo dolocili, ali je izolat odporen (R).
Zadnji stolpec v tabeli (obmocje MIK) predstavlja razpon vrednosti MIK, ki smo jih ugotovili za enterokoke pri posameznem antibiotiku.
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Priloga 19: Distribucija MIK in delez odpornih ostalih vrst enterokokov iz govedine (n = 11).
Supplementary data 19: Distribution of MICs and proportion of resistant isolates of other enterococcal species from beef (n=11).

drugi enterokoki (n = 11) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048

ampicilin (AMP) 0 4 6 <0,5-2
ciprofloksacin (CIP) 0 2 5 4 025-1
daptomicin (DAP) 0 1 5 2 <0,25-2
eritromicin (ERY) 0 2 <l-2
gentamicin (GEN) 0 10 1 <4-16
kloramfenikol (CHL) 0 9 2 <4-8
kvinupris tin/dalfopris tin (SYN) 4 5 2 2-16
linezolid (LZD) 0 4 7 | 1-2
teikoplanin (TEI) 0 1 | <05
tetraciklin (TET) 0 11 | <1
tige ciklin (TGC) 9,1 3 5 2 1 <0,03 - 0,5
vankomicin (VAN) 0 9 11| <1-4

Legenda: belo polje - obmocje testiranja; pokon¢na ojacana Crta - epidemioloska mejna vrednost (ECOFF), na osnovi katere smo dolo¢ili, ali je izolat odporen (R).
Zadnji stolpec v tabeli (obmo¢je MIK) predstavlja razpon vrednosti MIK, ki smo jih ugotovili za enterokoke pri posameznem antibiotiku.

Drugi enterokoki: E. casseliflavus (n =2), E. devriesei (n=1), E. durans (n =1), E. hirae (n = 6) in E. mundtii (n = 1). 1zolati vrste E. casseliflavus so primarno odporni
proti vankomicinu.
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Priloga 20: Distribucija MIK in delez odpornih izolatov vrst E. faecalis in E. faecium iz mleka in mle¢nih izdelkov (n = 65).
Supplementary data 20: Distribution of MICs and proportion of resistant £. faecalis and E. faecium isolates from milk and dairy products (n = 65).

Protimikrobna zdravila delez MIK (ng/ml) obmogje
E. faecalis (n = 48) odpornosti (%) 0,02 0,03 0,06 0,12 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 MIK
ampicilin (AMP) 0 10 20 16 2 <0,5-4
ciprofloksacin (CIP) 0 3 8 31 6 025-2
daptomicin (DAP) 0 3 29 10 6 05-4
eritromicin (ERY) 14,6 26 7 8 7 <1->128
gentamicin (GEN) 0 34 14 <8-16
kloramfenikol (CHL) 10,4 14 29 5 <4-64
linezolid (LZD) 2,1 2 13 32 | 1 <0,5-8
teikoplanin (TEI) 0 48 | <05
tetraciklin (TET) 47,9 25 | 1 17 5 <1-128
tige ciklin (TGC) 0 5 6 28 9 <0,03 - 0,25
vankomicin (VAN) 0 24 2% | <1-2
E. faecium (n=17) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048

ampicilin (AMP) 0 4 9 4 <05-2
ciprofloksacin (CIP) 0 6 4 3 4 05-4
daptomicin (DAP) 0 12 2 9 3| 05-8
eritromicin (ERY) 5,9 2 5 | 1 <1-8
gentamicin (GEN) 0 16 1 <8-16
kloramfenikol (CHL) 0 12 5 <4-8
kvinupris tin/dalfopris tin (SYN) 0 5 1 11 1-4
linezolid (LZD) 0 16 1 2-4
teikoplanin (TEI) 0 17 | <05
tetraciklin (TET) 5,9 16 | 1 <1-128
tige ciklin (TGC) 0 1 7 9 <0,03 - 0,12
vankomicin (VAN) 0 16 1 | <1-2

Legenda: belo polje - obmocje testiranja; pokoncna ojacana crta - epidemioloska mejna vrednost (ECOFF), na osnovi katere smo dolo¢ili, ali je izolat odporen (R).
Zadnji stolpec v tabeli (obmocje MIK) predstavlja razpon vrednosti MIK, ki smo jih ugotovili za enterokoke pri posameznem antibiotiku.
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Priloga 21: Distribucija MIK in deleZ odpornih ostalih vrst enterokokov iz mleka in mle¢nih izdelkov (n = 21).

Supplementary data 21: Distribution of MICs and proportion of resistant isolates of other enterococcal species from milk and dairy products (z = 21).

drugi enterokoki (n = 21) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048
ampicilin (AMP) 9,5 9 6 4 2 <0,5-16
ciprofloksacin (CIP) 0 8 5 6 2 025-2
daptomicin (DAP) 0 10 3 1 <0,25-2
eritromicin (ERY) 0 12 6 3 <l-4
gentamicin (GEN) 0 21 <8
kloramfenikol (CHL) 0 17 4 <4-8
kvinupris tin/dalfopristin (SYN) 12 1 1 7 <05-4
linezolid (LZD) 0 1 19 | <05-2
teikoplanin (TEI) 0 19 2 <05-1
tetraciklin (TET) 9,5 19 | 11 <1 - 64
tige ciklin (TGC) 0 2 4 15 <0,03 - 0,12
vankomicin (VAN) 0 15 4 2| <1-4

Legenda: belo polje - obmocje testiranja; pokon¢na ojacana Crta - epidemioloska mejna vrednost (ECOFF), na osnovi katere smo dolocili, ali je izolat odporen (R).
Zadnji stolpec v tabeli (obmoc¢je MIK) predstavlja razpon vrednosti MIK, ki smo jih ugotovili za enterokoke pri posameznem antibiotiku.

Drugi enterokoki: E. casseliflavus (n = 6), E. durans (n = 7), E. gilvus (n = 2), E. italicus (n = 3) in E. malodoratus (n = 3). 1zolati vrste E. casseliflavus so primarno

odporni proti vankomicinu.
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Priloga 22: Distribucija MIK in delez odpornih izolatov vrst E. faecalis in E. faecium iz $koljk klapavic (n = 64).

Supplementary data 22: Distribution of MICs and proportion of resistant £. faecalis and E. faecium isolates from mussels (n = 64).

Protimikrobna zdravila delez MIK (ng/ml) obmogje
E. faecalis (n = 28) odpornosti (%) 0,02 0,03 0,06 0,12 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 MK
ampicilin (AMP) 0 1 9 18 <0,5-2
ciprofloksacin (CIP) 3,6 2 23 2 1 05-8
daptomicin (DAP) 0 17 8 3 1-4
eritromicin (ERY) 214 20 2 6 <I->128
gentamicin (GEN) 17,9 17 6 5 <8->1024
kloramfenikol (CHL) 17,9 3 20 5 <4 - 64
linezolid (LZD) 0 28 | 2
teikoplanin (TEI) 0 28 <0,5
tetraciklin (TET) 35,7 18 | 6 4 <1-128
tige ciklin (TGC) 0 13 12 3 0,12-0,5
vankomicin (VAN) 0 19 5 4| <1-4
E. faecium (n=36) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048

ampicilin (AMP) 2,8 7 14 13 1 | 1 <0,5-8
ciprofloksacin (CIP) 11,1 1 3 15 5 8 4 025-8
daptomicin (DAP) 0 11 19 5 05-8
eritromicin (ERY) 5,6 12 13 9 | 2 <I-8
gentamicin (GEN) 0 29 6 1 <§-32
kloramfenikol (CHL) 0 20 15 1 <4-32
kvinupris tin/dalfopris tin (SYN) 0 3 7 2 24 <0,5-4
linezolid (LZD) 0 33 3 2-4
teikoplanin (TEI) 0 36 <0,5
tetraciklin (TET) 16,7 30 | 1 1 3 1 <I-128
tigeciklin (TGC) 0 17 13 6 0,06 - 0,25
vankomicin (VAN) 0 3 13| <1-4

Legenda: belo polje - obmocje testiranja; pokonc¢na ojacana ¢rta - epidemioloska mejna vrednost (ECOFF), na osnovi katere smo dolocili, ali je izolat odporen (R).
Zadnji stolpec v tabeli (obmocje MIK) predstavlja razpon vrednosti MIK, ki smo jih ugotovili za enterokoke pri posameznem antibiotiku.
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Priloga 23: Distribucija MIK in delez odpornih izolatov vrste E. hirae ter ostalih vrst enterokokov iz §koljk klapavic (n = 18).
Supplementary data 23: Distribution of MICs and proportion of resistant E. hirae and other enterococcal species from mussels (n = 18).

drugi enterokoki (n = 18) 0.016 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048

ampicilin (AMP) 0 10 6 <0,5-2
ciprofloksacin (CIP) 0 6 8 4 025-1
daptomicin (DAP) 16,7 1 6 4 4 3 <0,25-8
eritromicin (ERY) 0 15 3 <l-2
gentamicin (GEN) 0 10 6 2 <§-32
kloramfenikol (CHL) 0 17 1 <4-8
kvinupris tin/dalfopris tin (SYN) 1 4 13 1-4
linezolid (LZD) 0 3 15 | 1-2
teikoplanin (TEI) 0 18 | <05
tetraciklin (TET) 16,7 15 | 2 1 <1-128
tige ciklin (TGC) 0 4 7 6 1 <0,03 - 0,25
vankomicin (VAN) 0 15 3 | <1-4

Legenda: belo polje - obmocje testiranja; pokon¢na ojacana érta - epidemioloska mejna vrednost (ECOFF), na osnovi katere smo dolocili, ali je izolat odporen (R).
Zadnji stolpec v tabeli (obmoc¢je MIK) predstavlja razpon vrednosti MIK, ki smo jih ugotovili za enterokoke pri posameznem antibiotiku.
Drugi enterokoki: E. casseliflavus (n = 3), E. hirae (n = 14) in E. thailandicus (n = 1). Izolati vrste E. casseliflavus so primarno odporni proti vankomicinu.
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