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UCESTALOST NALAZA CAMPYLOBACTER SPP. NA TRUPOVIMA ZIVINE I NJIHOVA
OSETLJIVOST NA ANTIMIKROBNE LEKOVE

Kratak sadrzaj

Meso i proizvodi od mesa, posebno meso zivine, ima znacajnu ulogu u pojavi
kampilobakterioze kod ljudi koja je danas u svetu najéeS$¢a bolest prenosiva hranom. Brojni su
izvori kontaminacije trupova zivine u klanicama, uprkos nastojanjima i razliitim merama da se
ucestalost kontaminacije smanji. LeCenje kampilobakterioze ljudi je otezano obzirom na sve vecu

ucestalost rezistencije kampilobakterija na antimikrobne lekove.

Cilj istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije bio je da se pomocu razli¢itih tehnika
izolacije i identifikacije (automatizovani kvalitativni test na principu ELFA tehnologije, selektivne
podloge (MCCD agar i CampyFood agar), Real-time PCR tehnika (RTi-PCR) i Multipleks PCR
tehnika (M-PCR)), utvrdi ucestalost nalaza Campylobacter jejuni, Campylobacter coli i
Campylobacter lari na ohladenim trupovima Zzivine iz tri objekta, ispita filogenetska srodnost
Campylobacter jejuni, odnosno Campylobacter coli iz tri razli¢ita objekta i humanih izolata (dva
izolata Campylobacter jejuni, odnosno tri izolata Campylobacter coli), kao i da se disk difuzionom

metodom i E-testom utvrdi osetljivost na odabrane antimikrobne lekove.

KoriS¢enjem automatizovanog kvalitativnog testa na principu ELFA (Enzyme Linked
Fluorescent Assay) tehnologije Campylobacter spp. su dokazane kod 91,30% trupova (ispirak
ohladenih trupova) zivine poreklom iz dve industrijske 1 jedne zanatske klanice (objekata ,,A“, ,,B*1
,C). Zasejavanjem uzoraka ispiraka ohladenih trupova Zivine iz sve tri klanice na selektivni
modifikovani ugljeni cefperazon deoksiholat agar (mCCD) i CampyFood agar, prisustvo
Campylobacter spp. utvrdeno je kod 91,30%, odnosno 77,39% trupova zivine. Pomoc¢u RealTime
PCR tehnike (16S rRNK) na trupovima zivine iz sva tri objekta prisustvo Campylobacter spp.
utvrdeno je u 77,39% uzoraka. U uzorcima ispiraka ohladenih trupova Zivine iz zanatske klanice
(objekat ,,C*) ucestalost nalaza Campylobacter spp. bila je statisticki znacajno veéa (p < 0,05) u
odnosu na ucestalost nalaza Campylobacter spp. na trupovima zivine iz dva industrijska objekta
(objekati ,,A“ i ,,B“). Prose¢na ucestalost nalaza Campylobacter spp. na ohladenim trupovima

zivine iz sva tri objekta bila je 77,39%. Ucestalost nalaza Campylobacter jejuni, odnosno



Campylobacter coli na trupovima zivine iz industrijskog objekta ,,A* bila je ujednacena, dok je u
industrijskom objektu ,,B“, ucestalost nalaza Campylobacter coli bila veca (57,89%), u odnosu na
ucestalost nalaza Campylobacter jejuni (31,58%). U zanatskom objektu (objekat ,,C*) ucestalost
nalaza Campylobacter jejuni bila je 54,54%, a Campylobacter coli 29,54%. Najmanja ucestalost
nalaza meSanih kultura bila je kod trupova Zivine iz objekta ,,B*“ (10,52%), a najveca iz objekta ,,A*
(38,33%). Prosecna ucestalost nalaza Campylobacter jejuni iz sva tri objekta bila je 44,87%,
Campylobacter coli 37,18% 1 meSanih kultura 17,95%. U uzorcima ispiraka ohladenih trupova

zivine ni u jednom objektu nije utvrdeno prisustvo Campylobacter lari.

Filogenetska srodnost (pripadnost istoj grani) dokazana je izmedu po jednog izolata
Campylobacter jejuni sa trupova zivine iz objekata ,,A” i ,,C*, izmedu po jednog izolata
Campylobacter jejuni iz objekata ,,A“ i ,,B“, i izmedu jednog izolata iz objekta ,,B“ i dva izolata iz
objekta ,,C*. Utvrdena je i filogenetska srodnost izmedu jednog humanog izolata i tri izolata
Campylobacter jejuni sa trupova zivine iz objekta ,,C*. Nije utvrdena filogenetska srodnost izmedu
izolata Campylobacter coli sa trupova zivine iz razli¢itih objekata. Filogenetska srodnost dokazana
je izmedu osam izolata Campylobacter coli sa trupova zivine iz objekta ,,B“ i dva humana izolata
(deset 1izolata u grani). Takode je dokazana filogenetska srodnost izmedu dva izolata

Campylobacter coli sa trupova Zivine iz objekta ,,B* i jednog humanog izolata Campylobacter coli.

Opadaju¢i niz osetljivosti na antimikrobne lekove Campylobacter jejuni dobijen disk
difuzionom metodom bio je: gentamicin (85,71%) > nalidiksinska kiselina > eritromicin >
tetraciklini > ciprofloksacin (17,14%), a opadaju¢i niz dobijen E-testom bio je: gentamicin
(88,89%) > eritromicin > nalidiksinska kiselina > tetraciklini > ciprofloksacin (14,81%). Opadajuci
niz osetljivosti na antimikrobne lekove Campylobacter coli dobijen disk difuzionom metodom i E-
testom bio je identiCan: gentamicin (82,76% DDM 1 90,91% E-test) > eritromicin > tetraciklini >
nalidiksinska kiselina > ciprofloksacin (3,45% DDM i 0% E-test). Disk difuzionom metodom
dokazano je da su pojedini izolati Campylobacter jejuni, odnosno Campylobacter coli bili

rezistentni na dva ili viSe antibiotika.

Kljuéne redi: trupovi zivine, Campylobacter spp., prevalencija, filogenetska srodnost, bakterijska

rezistencija
Naucna oblast: Veterinarska medicina
UZa naucna oblast: Higijena i tehnologija namirnica animalnog porekla

UDK broj: 619:579.84:636.5



PREVALENCE OF CAMPYBACTER SPP. ON POULTRY CARCASSES AND
SUSCEPTIBILITY TO ANTIMICROBIAL DRUGS

Abstract

Meat and meat products, especially poultry meat, play a significant role in the occurrence of
campylobacteriosis in humans, which is the most common food-borne disease in the world today.
There are numerous sources of contamination of poultry carcasses in slaughterhouses, despite
efforts and various measures taken in order to reduce the frequency of contamination. The treatment
of campylobacteriosis in humans is difficult due to the increasing frequency of resistance of

Campylobacter to antimicrobial drugs.

The aim of the research in this doctoral dissertation was to use different isolation and
identification techniques (automated qualitative test on the principle of ELFA technology, selective
substrate (MCCD agar and CampyFood agar), Real-time PCR technique (RTi-PCR) and Multiplex
PCR technique (m-PCR)), in order to determine the frequency of Campylobacter jejuni,
Campylobacter coli and Campylobacter lari on chilled poultry carcasses from three facilities,
examined the phylogenetic relationship of Campylobacter jejuni and Campylobacter coli from three
different facilities and human isolates (two isolates of Campylobacter jejuni and three
Campylobacter coli isolate), as well as to determine the sensitivity to selected antimicrobial drugs
by disk diffusion method and E-test.

Using an automated qualitative test on the principle of ELFA (Enzyme Linked Fluorescent
Assay) technology Campylobacter spp. were detected in 91.30% of poultry carcasses (whole-
carcass rince) originating from two industrial and one artisanal slaughterhouses (facilities "A", "B"
and "C"). Inoculation of the rinses from chilled poultry carcasses from all three slaughterhouses on
selective modified carbon cefperazone deoxycholate agar (mCCD) and CampyFood agar, showed
the prevalence of Campylobacter spp. was 91.30% and 77.39%, respectively. Using RealTime PCR
technique (16S rRNA) on samples from poultry carcasses from all three investigated facilities, the
prevalence of Campylobacter spp. was 77.39%. The prevalence of Campylobacter spp. in whole-
carcass rince samples from chilled poultry carcasses from a craft slaughterhouse (facility "C"), was
statistically significantly higher (p < 0.05) compared to the prevalence of Campylobacter spp. on



poultry carcasses from two industrial facilities (facilities "A" and "B"). Average prevalence of
Campylobacter spp. on chilled poultry carcasses from all three facilities was 77.39%. The
prevalence of Campylobacter jejuni and Campylobacter coli on poultry carcasses from industrial
facility "A" was equal, while in industrial facility "B", the frequency of Campylobacter coli
findings was higher (57.89%), in relation to the frequency of Campylobacter jejuni findings
(31.58%). In the craft facility (facility "C"), the frequency of Campylobacter jejuni was 54.54%,
and Campylobacter coli 29.54%. The lowest frequency of mixed cultures findings was in poultry
carcasses from facility "B" (10.52%), and the highest from facility "A" (38.33%). The average
frequency of Campylobacter jejuni findings from all three facilities was 44.87%, Campylobacter
coli 37.18% and mixed cultures 17.95%. The presence of Campylobacter lari was not detected in

any of the samples (whole-carcass rince) of chilled poultry carcasses.

Phylogenetic relatedness (belonging to the same branch) was proven to be between one
Campylobacter jejuni isolate from poultry carcasses from facility "A" and "C", between one
Campylobacter jejuni isolate from facilities "A" and "B", and between one isolate from facility "B"
and two isolates from facility "C". The phylogenetic similarity between one human Campylobacter
jejuni isolate and three Campylobacter jejuni isolates from poultry carcasses from facility "C" was
also determined. No phylogenetic similarity was established between Campylobacter coli isolates
from poultry carcasses from different facilities. However, phylogenetic similarity was demonstrated
between eight Campylobacter coli isolates from poultry carcasses from facility "B" and two human
isolates (ten isolates per branch). Phylogenetic similarity was also demonstrated between two
Campylobacter coli isolates from poultry carcasses from facility "B"™ and one human

Campylobacter coli isolate.

The declining range of antimicrobial susceptibility of Campylobacter jejuni obtained by the
disk diffusion method was: gentamicin (85.71%) > nalidixic acid > erythromycin > tetracyclines >
ciprofloxacin (17.14%), and the descending sequence obtained by E-test was: gentamicin (88.89%)
> erythromycin > nalidixic acid > tetracyclines > ciprofloxacin (14.81%). The declining range of
susceptibility to antimicrobial drugs of Campylobacter coli obtained by disk diffusion method and
E-test was identical: gentamicin (82.76% DDM and 90.91% E-test) > erythromycin > tetracycline >
nalidixic acid > ciprofloxacin (3.45 DDM and 0% E-test). Disc diffusion method proved that certain
isolates of Campylobacter jejuni and Campylobacter coli were resistant to two or more antibiotics.

Key words: poultry carcasses, Campylobacter spp., prevalence, phylogenetic similarity, bacterial

resistance

Scientific field: Veterinary medicine
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Uvod

1. Uvod

Kampilobakterioza predstavlja ozbiljan problem javnog zdravlja u celom svetu, odnosno
naj¢eS¢e utvrden patogen kod alimentarnih epidemija ljudi. lzazivaju je termofilni sojevi
Campylobacter spp., odnosno Campylobacter jejuni, Campylobacter coli i Campylobacter lari.
Prema podacima Evropske agencije za bezbednost hrane incidencija oboljevanja u 2016. godini u
zemljama Evropske unije bila je na nivou od 66,3/100.000 ljudi, odnosno 246.307
registrovanih/prijavljenih slucajeva oboljenja, Sto predstavlja povecanje broja obolelih od 6,1%, u
odnosu na 2015. godinu, kada je incidencija oboljevanja bila 62,9/100.000 ljudi. U 2016. godini su
registrovana 62 smrtna slucaja usled kampilobakterioze (EFSA, 2017). U 2014. godini je
incidencija oboljevanja u zemljama Evropske unije bila na nivou od 71,0/100.000 ljudi, odnosno
236.851 registrovanih/prijavljenih slucajeva oboljenja, Sto predstavlja povecanje broja obolelih od

9,6%, u odnosu na 2013. godinu (EFSA, 2015).

U Srbiji je prema izvestaju Instituta za javno zdravlje Srbije ,,Dr Milan Jovanovi¢ Batut* o
zaraznim bolestima u Srbiji u 2016, godini, utvdeno 581 oboleli, sa stopom incidencije od
8,20/100.000 ljudi (Anon, 2017), dok je u 2015. godini, utvrdeno 482 obolela, sa incidencijom od
6,76/100.000 ljudi (Anon, 2016), a u 2014. godini taj broj je bio 451, sa incidencijom od
6,29/100.000 ljudi (Anon, 2015d).

U Sjedinjenim Americkim Drzavama, u periodu od 2004. do 2012. godine, zabeleZeno je
ukupno 303.520 slucajeva kampilobakterioze, tj. u proseku 33.724 slucaj na godiSnjem nivou.
Incidencija je u tom periodu u proseku iznosila 11,4/100.000 ljudi, odnosno od 10,2/100.000
stanovnika 2006. godine do 13,0/100.000 2012. godine (Geissler i sar., 2017).

Primarni domacin termofilnih kampilobakterija su domace i divlje ptice i sisari, tj. njihov
gastrointestinalni trakt, odakle putem fekalne ekskrecije dospevaju u lanac hrane i kontaminiraju
hranu. Covek se kampilobakterijama naje$¢e zarazi preko Zivotinja i proizvoda Zivotinjskog

porekla.

Glavni izvori infekcije kod ljudi su Zzivinsko meso i proizvodi od zivinskog mesa i to
najces¢e usled nedovoljne termicke obrade mesa ili kros-kontaminacije izmedu sirove i termicki

obradene hrane.

Preko 80% izolata kampilobakterioze ljudi identifikovano je kao Campylobacter jejuni
(EFSA, 2011).



Uvod

Kampilobakterije izazivaju gastroenteritis, sa inkubacijom od 2 do 5 dana i simptomima kao
S$to su abdominalni bol, vodene, ponekad hemoragi¢ne dijareje, groznica, muc¢nina i povracanje. U

najtezim sluc¢ajevima moze doci i do letalnog ishoda.

Antibiotici koji se koriste u veterinarskoj medicini ¢esto su isti ili pripadaju istim grupama
kao 1 antimikrobni lekovi koji se koriste u humanoj medicini. Antimikrobna rezistencija se obi¢no
razvija i povecava kao posledica upotrebe istih antimikrobnih lekova kod ljudi i zZivotinja (EFSA,
2012b). Upotreba antibiotika kod zivotinja namenjenih za proizvodnju hrane moze da dovede do
razvijanja rezistencije kod bakterija u organizmu tretiranih Zivotinja. Ta otpornost bakterija na
antimikrobne lekove koja se javlja kod Zivotinja namenjenih za proizvodnju hrane moze se preneti
na ljude i to preko lanca hrane, vode i zivotne sredine, kao i direktnim kontaktom sa tim

zivotinjama (EFSA, 2020).



Pregled literature

2. Pregled literature

2.1 Taksonomija roda Campylobacter

Od 1909. godine je poznato da kampilobakterije izazivaju bolest kod zivotinja, a tek 1980.

godine je prepoznato da mogu da izazovu i bolest kod ljudi.

Familija Campylobacteraceae se sastoji od dva roda: Campylobacter i Arcobacter

(Vandamme i Ley, 1991). Primarno se pojavljuju kao komensali kod ljudi i domacih Zivotinja.

Taksonomija roda Campylobacter je bila predmet mnogih istrazivanja. Prvi rad koji je
opisivao Campylobacter napisao je Theodor Escherich 1886. godine, zatim je 1913. godine usledila
prva izolacija Vibrio-slicnih organizama iz abortiranih ov¢ijih fetusa (McFadyean i Stockman).
Sebald i Veron su 1963. godine prvi predlozili formiranje roda Campylobacter i to tako $to su dve
Vibrio vrste (Vibrio fetus i Vibrio bubulus) prebacili u novi rod i nazvali ih Campylobacter fetus i
Campylobacter bubulus (danas C. sputorum). Razlog za prebacivanje ove dve vrste u novi rod je
bio taj Sto je za njihov rast potrebna mikroaerofilna sredina, $to imaju nefermentativni metabolizam
i nizak stepen srodnosti DNK baza. Deset godina kasnije, 1973. godine, Veron i Chatelain su
objavili jo§ kompleksniju studiju o taksonomiji mikroaerofilnih Vibrio-sli¢nih organizama u kojoj
su utvrdili Cetiri vrste u okviru roda Campylobacter i to: Campylobacter fetus, Campylobacter coli,
Campylobacter jejuni i Campylobacter sputorum. Veliki napredak u daljem izucavanju i izolaciji
kampilobakterija dao je Skirrow 1977. godine, kada je opisao selektivni suplement, koji je
predstavljao meSavinu vankomicina, polimiksina B i trimetoprima, i koji se dodavao u osnovnu
podlogu. Ovo je omogucilo rutinsku dijagnostiku u laboratorijama (Debruyne 1 sar., 2008; Silva i

sar., 2011).

Klasifikacija ovog roda nije jo$§ konac¢no utvrdena. Prema Debruynu i saradnicima (2008) u
rodu Campylobacter ima 15 opisanih vrsta, Fernandezu i saradnicima (2008) 20 vrsta i podvrsta, a

prema On-u (2001) rod Campylobacter sadrzi 16 vrsta i Sest podvrsta.

Prema misljenju koje je EFSA objavila 2011. godine rod Campybacter obuhvata 23 vrste
(2009) i ovaj broj se stalno uvecava zbog identifikacije novih vrsta (EFSA, 2011). Jednu grupu
ovog roda ¢ine termofilne, odnosno termotolerantne vrste (C. jejuni, C. coli, C. lari, C. upsaliensis i
C. helveticus), dok drugu grupu ¢ine C. fetus i C. hyointestinalis. Ostale vrste su: C. concisus, C.

curvus, C. gracilis, C. mucosalis, C. rectus, C. showae, C. sputorum. Campylobacter jejuni se deli u



Pregled literature

dva subspecijesa, tj. podvrste: C. jejuni subsp. jejuni i C. jejuni subsp. doylei. U rutinskoj

dijagnostici retko se diferenciraju ove dve podvrste.

U studiji iz 2013. godine (On, 2013) data je lista vrsta i podvrsta roda Campylobacter koja je

moze videti u tabeli 2.1.

Tabela 2.1. — Lista vrsta i podvrsta roda Campylobacter na dan 30.04.2013., njihovi domacini i
bolesti koje izazivaju (On, 2013)

Bolest koja nastaje kod

Vrsta Domacdéin (rezervoar)

ljudi Zivotinja
C. avium Zivina Nema Nema
C. canadensis Americ¢ki zdralovi Nema Nema
c. coli Svinéegviiaf:’l%,vrézjevi, Gastroenteritis Gastroent:ee:)i;itsiiiisnfektivni
C. concisus Ljudi, kuéni ljubimei G;:Hggg;‘i:g'ss Nema
C. cuniculorum Zecevi Nema Nema
C. curvus Ljudi ;aesrtir(z)%(r)]rt]éirtiitsi’s Nema
C. fetus subsp. fetus Goveda, ovce, reptili Gastroenteritis, septikemija Spontani abortus
C. fetus subsp. venerealis Goveda, ovce Septikemija Infektivni sterilitet
C. gracilis Ljudi Periodontitis Nema
C. helveticus Psi, macke Periodontitis Gastroenteritis
C. hominis Ljudi Nema Nema
Ey;ﬁ;gﬁgl?sns subsp. Goveda, ljl‘i?c?' svinje, Gastroenteritis Gastroenteritis
E‘ws;g)niir:testinalis subsp. Svinje Nema Nema
C. insulaenigrae Foke, morski prasici Nema Nema
C. jejuni subsp. doylei Ljudi Septikemija, gastroenteritis Nema

C. jejuni subsp. jejuni

Zivina, goveda, svinje,

Gastroenteritis, Guillain-

nojevi, divlje ptice Barré sindrom hepatitis
C. lanienae Goveda Nema Nema
C. lari subsp. concheus Skoljkasi Gastroenteritis Nema
C. lari subsp. lari Divhgi&gtjgfi(’j;;’ina’ Gastroenteritis, septikemija Pticiji gastroenteritis
C. mucosalis Svinje Nema Nema
C. peloridis Skoljkasi Gastroenteritis Nema
C. rectus Ljudi Periodontitis Nema
C. showae Ljudi Periodontitis Nema
C. sputorum Ljudi, goveda, svinje, ovce Gastroenteritis, abscesi Spontani abortusi
C. subantarcticus Ptice u subantarktiku Nema Nema
C. upsaliensis Psi, macke Gastroenteritis Gastroenteritis
C. ureolyticus Ljudi Gastroenteritis, Kronova Nema

bolest
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Bolest koja nastaje kod

Vrsta Domacin (rezervoar) —
ljudi Zivotinja

C. volucris Crnoglavi galebovi Nema Nema

2.2 Karakteristike roda Campylobacter

Campylobacter spp. su gram-negativni, mikroaerofilni, zakrivljeni, pokretni $tapici, Sirine
0,2—-0,5pumi 0,5 - 0,8 um duzine. Ovi §tapi¢i mogu izgledati kao zapeta, imati S ili V oblik, tj.
oblik raSirenih galebovih krila. Ne stvaraju spore, stvaraju toksine. Vecina vrsta poseduje flagelu,
na jednom ili oba kraja, pomocu koje se svrdlasto krecu. Oksidaza su pozitivni, katalaza varijabilni i
veéina je mikroaerofilna. Campylobacter jejuni hidrolizuje hipurate, indoksil acetat i redukuje

nitrate.

Campylobacter spp. je relativno biohemijski neaktivan. Energiju pretezno dobija od amino-
kiselina ili meduproizvoda ciklusa trikarbonske Kiseline (ciklusa limunske kiseline), a ne od
fermentacije ili oksidacije ugljenih hidrata. Zato ih je teSko identifikovati do nivoa vrste koriste¢i
klasi¢ne biohemijske testove (On, 1996), pa se za identifikaciju koriste metode bazirane na lan¢anoj
reakciji polimeraze (polymerase chain reaction — PCR) (Linton i sar., 1997; Bolton i sar., 2002; On i
Jordan, 2003).

Kampilobakterije najbolje rastu na hranljivim podlogama pod mikroaerofilnim uslovima u
atmosferi 5% kiseonika, 10% ugljen dioksida i 85% azota. U hranljive podloge se dodaje 5 — 10%
krvi, ugalj, hemin ili hematin da bi se kampilobakterije zastitile od toksi¢nih derivata kiseonika

(vodonik peroksid, slobodni kiseonik, superoksid).

Termofilne Campylobacter vrste mogu da rastu na temperaturama izmedu 37 i 42 °C, dok se
ne mogu razmnozavati ispod 30 °C, mada se ipak i na 4 °C moze detektovati niska metabolicka
aktivnost (Park, 2002; EFSA, 2005). Optimalna temperatura rasta je 41,5 °C. Levin (2007) je
predlozio da ove mikroorganizme pre treba nazivati ,,termotolerantnim®, posto ne pokazuju pravu
termofiliju, tj. rast na temperaturi od 55 °C i vise. Ove karakteristike smanjuju mogucnost
umnozavanja kampilobakterija izvan organizma domacina 1 u hrani tokom prerade 1 skladiStenja
(Park, 2002). Optimalna aw vrednost za rast Campylobacter spp. je 0,997, a optimalna pH vrednost
je6,5do 7,5.

Campylobacter spp. se lako inaktivisSu temperaturnim rezimima c¢ija D-vrednost iznosi
manje od jednog minuta (D-vrednost oznacava duzinu termickog tretiranja u minutama pri

odgovarajucoj temperaturi pri kojoj broj odredenog mikroorganizma opada za jednu logio jedinicu
5
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ili 90%). Zamrzavanje i odmrzavanje takode redukuje broj kampilobakterija, s tim Sto zamrzavanje

nece eliminisati bakterije iz ve¢ kontaminirane hrane (Silva i sar., 2011).

Pri nepovoljnim uslovima okoline za rast, kampilobakterije imaju sposobnost da formiraju
takozvane ,,viable but non-culturable cells* (VBNC), tj. vijabilne, ali nekulturabilne ¢elije. U ovom
stanju bakterije su u stanju mirovanja i ne mogu se kultivisati u normalnim laboratorijskim
uslovima, ali ipak su metaboli¢ki aktivne i verovatno mogu da izazovu infekcije. Nakon dospevanja

u povoljne uslove dolazi do njihovog rasta i razmnozavanja (Baffone i sar., 20006).

C. jejuni se obi¢no nalazi u digestivnom traktu velikog broja divljih i domacih zivotinja,
naroCito ptica. Smatra se da se Cesto srece kod ptica zbog optimalne temperature rasta od 41,5 °C.
C. coli se Cesto nalazi u crevima svinja. C. jejuni se diferencira od C. coli, pomo¢u testa hidrolize

hipurata, u kom je C. coli negativan.

Flagele kampilobakterija imaju vaznu ulogu u virulenciji, jer se one pomocu njih kace na
sluznicu creva i prodiru u enterocite. Flagela C. jejuni i C. coli se sastoji od proteina, ¢iju sintezu
kodiraju dva gena, flaA i flaB, koja se nalaze u paru (Wassenaar i Blaser, 1999). Za prodiranje u
enterocite neophodan je flaA gen. Dokazano je da mutacije flaA gena dovode do skracenja i
smanjenje pokretljivosti flagela i takve kampilobakterije nemaju sposobnost prodiranja u enterocite
u in vitro uslovima (Yao i sar., 1994). Nasuprot tome, mutacija u genu flaB ne dovodi do promena u

sposobnosti invazije.

Kamilobakterije proizvode nekoliko razli¢itih vrsta citotoksina, od kojih je samo citoletalni
toksin (“cytolethal distending toxin”, CDT) detaljno proucen. Ovaj toksin, osim kampilobakterija,
proizvode i mnoge druge Gram negativne bakterije. Citoletalni toksin sastoji se iz tri subjedinice
koje su kodirane genima cdtA, cdtB i cdtC. Sve tri subjedinice su neophodne za punu aktivnost
toksina (Bolton, 2015). Dejstvo ispoljava tako $to zaustavlja ¢elijsku deobu i posledi¢no dovodi do
smrti ¢elije. Napadnuta celija se uvecava nekoliko puta i izgleda kao da je rastegnuta, te se zato ovaj
toksin i naziva citoletalni toksin koji izaziva naduvenost ¢elije (Konkel i sar, 2001). Ovaj toksin je
jedan od glavih faktora virulencije u patogenezi kampilobakterioze. l1zaziva dijareju kod ljudi i

zivotinja tako $to remeti ¢elijsku deobu i diferencijaciju ¢elija u crevnim kriptama (Park, 2002).

2.3 Campylobacter spp. kod Zivotinja

Campylobacter spp. je komensalni mikroorganizam koji se latentno nalazi kod goveda,

vvvvv

temperature tela koja odgovara ovim bakterijama (Skirrow, 1977). lako sve vrste Zivine koje se

6
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komercijalno uzgajaju mogu biti prenosioci Campylobacter vrsta, najveci rizik po zdravlje ljudi

predstavljaju brojleri i to zbog najzastupljenije konzumacije njihovog mesa.

2.3.1 Campylobacter spp. kod Zivine

Zivina je primarni domaéin, a samim tim i rezervoar termotolerantnih kampilobakterija.
Smatra se da Campylobacter spp. najées¢e ulazi u jato horizontalnim prenosenjem. U brojnim
studijama je utvrdeno da se kod tek izleglih pili¢a ne nalaze kampilobakterije i da do infekcije u jatu
dolazi oko tre¢e nedelje zivota (Wagenaar i sar., 2008).

Prevalence (%) of Campylobacter spp. e
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Slika 2.1. — Prevalencija Campylobacter-kolonizovanih jata brojlera u EU, 2008
(EFSA, 2011)

2.4 Campylobacter spp. u hamirnicama

Campylobacter lako moze da kontaminira razli¢ite namirnice, ukljucujué¢i meso, sirovo

mleko i proizvode od mleka, dok rede kontaminira ribu i proizvode od ribe, skoljke i sveze povrce.

2.4.1 Meso Zivine

Meso zivine se kontaminira u toku procesa klanja i obrade trupova zivine u klanici. Trupovi
se najceS¢e kontaminiraju sadrzajem gastrointestinalnog trakta prilikom evisceracije. Postupak
obrade trupa je kompleksan, brz i u velikoj meri automatizovan, $to pruza veliku moguénost

kontaminacije trupa kampilobakterijama (Wieczorek i sar., 2015). Najkriti¢nije radne operacije u
7
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toku klanja i obrade trupova zivine su: Surenje, Cupanje perja, evisceracija, pranje i hladenje
(Berrang i Dickens, 2000).

Tokom Surenja jedan deo kampilobakterija sa povrSine trupova se spira, ali se druge
kampilobakterije dodaju, posto voda za Surenje brzo postaje kontaminirana fecesom i prljavstinom
sa povrSine zivine. Temperatura vode za Surenje (50 - 52 °C ili 56 - 58 °C) ne redukuje znacajno
broj kampilobakterija. Medutim ipak se moze re¢i da se kontaminacija trupova smanjuje tokom
Surenja. Tokom Cupanja perja i evisceracije dolazi do povecanja kontaminacije i to zbog izlivanja
fekalnog sadrzaja i/ili pucanja gastrointestinalnih organa. Cak i vrlo male koli¢ine fekalnog sadrzaja
mogu dovesti do znacajnog povecanja broja kampilobakterija na trupovima. Pranjem trupova se
znacajno redukuje broj Campylobacter spp. (i do 90%), i ta redukcija kontaminacije se nastavlja i
prilikom hladenje. Prilikom imerzionog hladenja (hladenja potapanjem trupova u vodu u
spincilerima) jednostavno dolazi do spiranja kampilobakterija sa trupova, dok vazdusno hladenje, tj.
hladenje u struji vazduha redukuje broj kampilobakterija u zavisnosti od temperature i vlaznosti

(EFSA, 2005).

Na ohladenim trupovima zivine kontaminacija kampilobakterijama se pojavljuje po celoj
povrSini trupa. Prema Berndtsonu i sar. (1992), kampilobakterije su naj¢esce izolovane sa slede¢ih
regija trupa: abdominalna Supljina (93% uzoraka), koza vrata (89% uzoraka) i ispod koze (75%
uzoraka). Tokom procesa skladiStenja na +4 °C ili zamrzavanja na -18 °C broj kampilobakterija

opada.

U 2011. godine ukupna prevalencija Campylobacter spp. pozitivnih uzoraka pileeg mesa u
13 zemalja EU je iznosila 31,3%. Prevalencija je varirala izmedu zemalja i to od 3,2%, koliko je
prijavljeno u Austriji, do 84,6%, koliko je prijavljeno u Luksemburgu. Cetiri zemlje EU (Irska,
Luksemburg, Poljska i Spanija) su prijavile veoma visok (>50%) i ekstremno visok (>70%)

procenat pozitivnih uzoraka. (EFSA, 2013a).

Tabela 2.2. — Campylobacter u svezem mesu brojlera u EU tokom 2011. godine
(EFSA, 2013a)

Zemlja Br(L)JjZ:)sI!oaiE;nih % pozitivnih uzoraka Prevalencija (%0)
Na liniji klanja

Belgija 335 130 38,8
Danska 898 95 10,6
Estonija 47 3 6,4
Nemacka 337 138 40,9
Madarska 31 9 29,0

Irska 68 49 72,1
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Broj ispitanih

Zemlja uzoraka % pozitivnih uzoraka Prevalencija (%0)
Poljska 405 226 55,8
Spanija 138 76 55,1
U preradi
Belgija 711 99 13,9
Madarska 193 90 46,6
Luksemburg 26 22 84,6
Holandija 180 62 34,4
Portugalija 81 17 21,0
Spanija 69 26 37,7
U maloprodaji
Belgija 403 69 17,1
Danska 829 279 33,7
428 129 30,1
Nemacka 1096 343 31,3
402 127 31,6
Madarska 206 85 41,3
Irska 291 154 52,9
Luksemburg 49 23 46,9
Holandija 500 114 22,8
Poljska 110 91 82,7
Rumunija 485 111 22,9
Spanija 260 197 75,8
Nepoznat nivo uzorkovanja
Austrija 279 9 3,2
UKUPNO 8.857 2.773 313

(13 EU zemalja)

Sli¢na situacija je primecena 1 u prethodnim godina. Tako je prevalencija u 2008. godini

iznosila 30,1%, u 2009. godini 31,0%, a u 2010. godini 29,6%. U okviru izolata Campylobacter

spp. izolovanih u 2010. godini, izolovanih iz pileCeg mesa 34,2% je identifikovano kao C. jejuni,

27,3% kao C. coli, 0,2% kao C. lari, dok je 38,7% identifikovano samo kao Campylobacter spp. U

5 zemalja EU, Austriji, Madarskoj, Irskoj, Poljskoj i Rumuniji, C. coli je prijavljen kao dominantna

vrsta izolovana iz pileCeg mesa (45,9% - 59,3% izolata). C. jejuni je kao dominantna vrsta

prijavljen u tri drzave EU, i to u Nemackoj, Luksemburgu i Sloveniji (60,0% - 62,0% izolata)

(EFSA, 2012a).
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2.5 Epidemioloski zna¢aj Campylobacter vrsta

Od 1972. godine je poznato da Campylobacter spp. kod ljudi izaziva dijareju. Vrste koje su
od znacaja za razvoj gastrointestinalnih smetnji kod ljudi su termotolerantni sojevi i to: C. jejuni, C.
coli, C. lari i C. upsaliensis (Pearson i Healing, 1992). U preko 90% slucajeva (93,4%) izazivac

kampilobakterioze ljudi je C. jejuni, dok je C. coli izolovan u oko 2,3% slucajeva (EFSA, 2012a).

Dugi niz godina kampilobakterioza predstavlja najceS¢e prijavljivanu zoonozu, tj.
Campylobacter spp. predstavlja najéesée utvrden patogen kod alimentarnih epidemija ljudi. U 2011.
godini incidencija oboljevanja u EU je bila na nivou od 50,28/100.000 populacije, odnosno 220.209
registrovanih/prijavljenih slucajeva oboljenja, Sto predstavlja povecanje broja obolelih od 2,2%, u

odnosu na 2010. godinu (EFSA, 2013a).

U Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama, u periodu od 2004. do 2012. godine, zabelezeno je
ukupno 303.520 slucajeva kampilobakterioze, tj. u proseku 33.724 sluc¢aj na godisnjem nivou.
Incidencija je u tom periodu u proseku iznosila 11,4/100.000 ljudi, odnosno od 10,2/100.000
stanovnika 2006. godine do 13,0/100.000 2012. godine. Najc¢es¢e oboleli su deca starosti do Cetiri
godine, gde je uzrasno specificna stopa incidencije, za ovaj period, iznosila u proseku
26,30/100.000 ljudi. ZabeleZzene su i sezonske varijcije broja obolelih, pa je tako najveci broj
obolelih u periodu od juna do avgusta (incidencija 16,8/100.000), a najmanji u periodu decembar-

februar sa incidencijom od 8,0/100.000 stanovnika (Geissler i sar., 2017).

Prema podacima Evropske agencije za bezbednost hrane u zemljama Evropske unije broj
obolelih od kampilobakterioze bio je 2014. godine 236.818, 2015. godine 232.226, 2016. godine
246.980, 2017. godine 246.194, a 2018. godine 246.571. Stopa incidencije 2018. godine bila je
64,1/100.000 ljudi, §to je veoma slicno incidenciji u 2017. godini (64,9/100.000). NajviSe stope
incidencije u 2018. godini registrovane su u Ceskoj Republici (215,8/100.000), Slovackoj (153,2),
Luksemburgu (103,8) i Velikoj Britaniji (98,4), dok su najnize registrovane u Bugarskoj, Kipru,
Grekoj, Letoniji, Poljskoj, Portugaliji i Rumuniji (< 5,9/100.000 ljudi) (tabela 2.3) (EFSA, 2019).

Tabela 2.3. — Kampilobakterioza ljudi po zemljama EU, za period 2014-2018. godina
(EFSA, 2019)

el 2018 2017 2016 2015 2014

pPS* I* pPS* I* pPS* I* pPS* I* pS* I*
Austrija 7.999 90,7 7.204 82,1 7.083 81,4 6.258 72,9 6.514 76,6
Belgija 8.086 70,9 8.649 76,2 10.055 88,9 9.066 80,7 8.098
Bugarska 191 2,7 195 2,7 202 2,8 227 3,2 144 2,0
Hrvatska 1.965 47,9 1.686 40,6 1.524 36,4 1.393 33,0 1.647 38,8
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Zemlja 2018 2017 2016 2015 2014

pPS* I* PS* I* PS* I* PS* * PS* I*
Kipar 26 3,0 20 2,3 21 2,5 29 3,4 40 47
g:zlljilika 22.895 | 2158 | 24.326 | 230,0 | 24.084 | 228,2 | 20.960 | 1989 | 20.750 | 1974
Danska 4.559 78,9 4.255 74,0 4.712 82,6 4.327 76,5 3.773 67,0
Estonija 411 31,2 285 21,7 298 22,6 318 24,2 285 21,7
Finska 5.099 92,5 4.289 77,9 4.637 84,5 4.588 83,8 4.889 89,7
Francuska 7.491 56,0 6.579 49,2 6.698 50,3 6.074 45,7 5.958 45,2
Nemacka 67.585 | 816 | 69.251 | 839 | 73.736 | 89,7 | 69.921 | 861 | 70.571 | 874
Grcka 357 3,3 - - - - - - - -
Madarska 7.117 72,8 7.807 79,7 8.556 87,0 8.342 84,6 8.444 85,5
Irska 3.044 63,0 2.779 58,1 2511 53,1 2.453 52,4 2.593 56,3
Italija 1.356 - 1.060 - 1.057 - 1.014 - 1.252 -
Letonija 87 4,5 59 3,0 90 4,6 74 3,7 37 1,8
Litvanija 919 32,7 990 34,8 1.225 42,4 1.186 40,6 1.184 40,2
Luksemburg 625 103,8 613 103,8 518 89,9 254 45,1 873 158,8
Malta 333 70,0 231 50,2 212 47,1 248 56,4 288 67,7
Holandija 3.091 34,6 2.890 325 3.383 38,3 3.778 43,0 4.159 475
Poljska 719 19 874 2,3 773 2,0 653 1,7 650 1,7
Portugalija 610 59 596 5,8 359 3,5 271 2,6 - -
Rumunija 573 2,9 467 2,4 517 2,6 311 1,6 256 1,3
Slovacka 8.339 153,2 6.946 127,8 7.623 140,5 6.949 128,2 6.744 124,5
Slovenija 1.305 63,1 1.408 68,2 1.642 79,5 1.328 64,4 1.184 57,4
Spanija 18.411 57,6 18.860 - 15.542 - 13.227 - 11.481 -
Svedska 8.132 80,4 10.608 | 106,1 | 11.021 | 111,9 9.180 94,2 8.288 85,9
Velika Britanija 65.246 98,4 63.267 96,1 58.901 90,1 59.797 92,2 66.716 | 103,7
EU (ukupno) 246.571 64,1 246.194 64,9 246.980 66,4 232.226 63,0 236.818 66,3
Island 145 41,6 119 35,2 128 38,5 119 36,2 142 43,6
Norveska 3668 69,3 3.883 73,8 2.317 445 2.318 44,9 3.386 66,3
Svajcarska 7.675 90,1 7.219 85,4 7.980 94,4 7.070 84,5 7.571 91,5

*napomena: PS — potvrdeni sluc¢ajevi; I — incidencija na 100.000 ljudi

Medutim, posto se u vecini slucajeva kampilobakterioza ne prijavljuje, procenjuje se da je
pravi broj obolelih oko devet miliona svake godine u zemljama EU. Troskovi kampilobakterioze

ljudi, za sistem javnog zdravlja u EU, procenjuju se da iznose oko 2,4 milijarde evra svake godine.

U Srbiji je prema podacima Instituta za javno zdravlje Srbije ,,Dr Milan Jovanovi¢ Batut®,
odnosno njihovog Centra za prevenciju i kontrolu bolesti, broj obolelih od kampilobakterioze bio
2014. godine 451 (Anon, 2015d), 2015. godine 482 (Anon, 2016), 2016. godine 581 (Anon, 2017),
2017. godine 591 (Anon, 2018) i 2018. godine 567 (Anon, 2019). To govori o povecanju
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incidencije od 6,29/100.000 Iljudi 2014. godine do 8,37/100.000 2017. godine, odnosno
8,10/100.000 stanovnika 2018. godine. U toku 2018. godine kampilobakterioza je dijagnostikovana
u 20 od 25 okruga, a najveci broj prijavljenih slucajeva oboljenja bio je u Beogradu 1 Juznobackom
okrugu, dok je najveca stopa incidencije bila u Severnobanatskom okrugu. Najéesce oboleli su deca
do Cetiri godine starosti (uzrasno specifi¢na stopa incidencije 75/100.000 stanovnika), a zatim deca
od 5 do 9 godina (25/100.000). Zabelezene su 1 sezonske varijacije broja obolelih, pa je tako najveci

broj obolelih od aprila do septembra, a najmanji u periodu januar-mart (Anon, 2019).

Primarni prirodni domacin termofilnih kampilobakterija je gastrointestinalni trakt domacih i
divljih ptica i sisara, odakle putem fekalnog izlu¢ivanja iz klini¢ki zdravih jedinki dospevaju u lanac
hrane i kontaminiraju hranu i to meso, nepasterizovano mleko i proizvode od mleka i ponekad ribu i

proizvode od ribe.
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Nature Reviews | Microbiology
Slika 2.2. — lzvori i putevi infekcije Campylobacter spp. (Young i sar., 2007)

Glavni izvor infekcije za ljude je konzumiranje kontaminiranog zivinskog mesa/proizvoda
od zivinskog mesa (C. jejuni) i hrana spremna za konzumiranje bez predhodne termicke obrade,
uglavnom zbog kontaminacije posle proizvodnje; kao i ruke i radne povrSine u toku pripremanja
hrane zbog nepoStovanja principa dobre higijenske 1 dobre proizvodacke prakse (Moore 1 sar.,

2005).
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Infektivna doza za coveka moze da bude manja od 500 CFU/g, dok je za decu jo$ manja i
smatra se da 100 CFU/g moze izazvati bolest. Ipak, infektivna doza je vrlo varijabilana i u velikoj

meri zavisi od opsteg zdravstvenog stanja osobe (EFSA, 2005).

Inkubacioni period iznosi 2 do 5 dana, ali moze biti i 1 do 10 dana. Infekcija obi¢no prolazi
sa blagim do umerenim simptomina koji ukljucuju dijareju, koja Cesto moze imati primese krvi,
abdominalni bol, groznicu, glavobolju, muéninu i/ili povracanje (WHO - World Health
Organisation, 2018). Simptomi obi¢no prolaze spontano posle 1 do 7 dana, medutim u 20%
slucajeva traju duze od jedne sedmice. Zbog odsustva specifi¢nih simptoma kampilobakteriozu je
teSko razlikovati od drugih akutnih gastrointestinalnih poremecaja, kao Sto su salmoneloza ili
Sigeloza. Zato je za definitivnu dijagnozu neophodno uraditi izolaciju Campylobacter spp. iz

klini¢kih uzoraka.

Tezi oblik bolesti, kao sistemska infekcija, javlja se u manje od 1% slucajeva i to najcesce
kod starijih, veoma mladih i imunokompromitovanih osoba. U ovim sluc¢ajevima pored enteritisa
kampilobakterije izazivaju meningitis, endokarditis 1 septi¢ni abortus. Kod imunosupresivnih osoba,
kao Sto su osobe obolele od HIV-a i novorodencad, moze nastati bakterijemija. Bakterijemija

izazvana sa Campylobacter spp. ima visok mortalitet, >30%.

Smrtni ishod je vrlo redak 1 obicno se javlja kod rizi€nih kategorija (starijih, veoma mladih 1
imunokompromitovanih osoba). Prema US FDA (US Food and Drug Administration) studiji iz
2001. godine, u Sjedinjenim Americkim Drzavama je 99 smrtnih slu¢ajeva godi$nje povezano za
kampilobakteriozom koja je preneta hranom, i taj broj predstavlja 5,5% od ukupnih smrtnih
slu€ajeva izazvanih trovanjem hranom na godi$Snjem nivou (US FDA, 2001). U Engleskoj 1 Velsu je

1992. godine bilo 59, a 2000. godine 86 smrtnih slucajeva (Adak i sar., 2002).

Hroni¢na kampilobakterioza se javlja u vidu artritisa, hepatitisa, pankreatitisa, nefritisa i
Guillain-Barré sindroma (GBS). GBS je autoimuni poremecaj perifernog nervnog sistema koji se
karakteriSe akutnom paralizom. MoZe nastati kao posledica reakcije organizma obolelog na
gangliozid sli¢ne epitope na C. jejuni. Naime lipo-oligosaharidni kompleks GBS-povezanih sojeva
Campylobacter jejuni ima kraj od sijalinske kiseline koji imitira ugljenohidratni deo gangliozida
GM1a i GD1a kod ljudi (Nachamkin i sar., 2000; Gilbert i sar., 2004). Guillain-Barré paraliza moze
trajati nekoliko nedelja, ostati permanentna ili se zavrSiti smréu, ali u svakom slucaju zahteva
intenzivnu negu. Procenjuje se da 1 na svakih 1000 prijavljenih slucajeva kampilobakterioze dovodi

do Guillain-Barré sindroma (EFSA, 2005).
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U lecenju kampilobakterioze najvaznije je nadomestiti izgubljenu te¢nost usled dijareje i
povracanja. Antibiotska terapija obi¢no nije potrebna pri blagim simptomina enteritisa, ali se mora
primeniti u slu¢ajevima kampilobakterijemije, imunosupresivnih pacijenata, trudnica i pacijenata sa
dugotrajnim enteritisom koji prati krvava dijareja. Antimikrobni lekovi koji se preporucuju za

lecenje kampilobakterioze su: eritomicin, tetraciklini i fluorohinoloni.

2.6 Antimikrobna rezistencija

Antimikrobna rezistencija se definiSe kao nemogucnost ili smanjena moguénost
antimikrobnog leka da inhibira rast bakterijskih ¢elija (EFSA, 2020). Antibiotici koji se koriste u
veterinarskoj medicini ¢esto su isti ili pripadaju istim grupama kao i1 antimikrobni lekovi koji se
koriste u humanoj medicini. Antimikrobna rezistencija se obi¢no razvija i povecava kao posledica
upotrebe istih antimikrobnih lekova kod ljudi i zivotinja (EFSA, 2012b). Upotreba antibiotika kod
zivotinja namenjenih za proizvodnju hrane moze da dovede do razvijanja rezistencije kod bakterija
u organizmu tretiranih Zivotinja. Ta otpornost bakterija na antimikrobne lekove koja se javlja kod
zivotinja namenjenih za proizvodnju hrane moze se preneti na ljude i to preko lanca hrane, vode 1

zivotne sredine, kao i direktnim kontaktom sa tim zivotinjama (EFSA, 2020).

Upotreba antimikrobnih lekova kod Zivotinja, namenjenih za proizvodnju hrane, moze da
ima za posledicu pojavu rezistencije bakterija u organizmu lecenih Zivotinja, i mogu¢ transfer
rezistentnih bakterija putem hrane na ljude. Upotreba antibiotika, kao promotera rasta, u intenzivnoj
zivinarskoj proizvodnji doprinosila je razvoju rezistencije kod nekih antibiotika. Zato je uredbom
Evropske unije No 1831/2003 zabranjena upotreba svih antimikrobnih lekova kao aditiva za hranu

za zivotinje od januara 2006. godine (Anon, 2003).

Rezistencija bakterija prema antimikrobnim lekovima moze biti prirodna ili steCena.
Prirodna (urodena) rezistencija je ona gde odredeni mikroorganizmi prirodno ne poseduju stukturna
(ciljna) mesta za vezivanje antimikrobnih lekova i samim tim lekovi ne mogu da deluju na njih.
Stecena rezistencija je ona pri kojoj mikrorganizmi koju su inace osetljivi na odredene antimikrobne

lekove, preko razli¢itih mehanizama postaju rezistentni (Byarugaba, 2010).

Opisano je vise mehanizama na osnovu kojih mikroorganizmi stiu rezistenciju prema
antimikrobnim lekovima. Najvazniji mehanizmi su: produkcija enzima koji razaraju antimikrobne
lekove, prisustvo alternativnog enzima umesto enzima koga inhibira antimikrobni lek, promena u
strukturi mesta za koje se vezuje antimikrobni lek, posttranskripcione i posttranslacione
modifikacije u strukturi mesta za koje se vezuje antimikrobni lek, promena propustljivosti

membrane prema antimikrobnom leku, altivni efluks antimikrobnog leka (Byarugaba, 2010).
14
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Bakterije mogu rezistenciju prema antimikrobnim lekovima da steknu mutacijom
(vertikalnim prenosom gena rezistencije) ili unoSenjem egzogenih gena iz drugih bakterijskih

sojeva, putem horizontalnog prenosa gena rezistencije (EFSA, 2008).

Postoji nekoliko mehanizama za horizontalni prenos gena rezistencije. To su: konjugacija,
transduacija i transformacija. Konjugacija predstavlja mehanizam u kome se genetski materijal
jedne bakterijske ¢elije prenosi u drugu bakterijsku ¢eliju preko proteinskog tunela koji privremeno
povezuje te dve bakterijske celije. Ovakav vid transfera genetskog materijala je mogu¢ izmedu
bakterija iste vrste, ali i izmedu bakterija razli¢itih vrsta, pa ¢ak i razli¢itih rodova. Materijal se
prenosi preko plazmida ili transpozona. Ovo je najceS¢i nafin prenoSenja gena rezistencije.
Transdukcija je mehanizam prenosa gena rezistencije u kome bakteriofagi prenose gene iz jedne
bakterijske ¢elije u drugu. Bakteriofagi preuzimaju DNK bakterijske ¢elije i posle lize te bakterijske
¢elije 1 oslobadanja bakteriofaga, on unosi taj novi genetski materijal u drugu bakterijsku celiju.
Dok je za procese konjugacije i transdukcije neophodna vijabilna ¢elija davaoca, to nije slu¢aj kod
transformacije. UspeSna transformacija 1 ekspresija antimikrobne rezistencije u bakterijskim
¢elijama zasniva se na slede¢im principima: oslobadanje DNK davaoca, unosenje te DNK od strane
bakterija u blizini, inkorporacija te DNK u ¢eliji primaoca i ekspesija te ugradene DNK (EFSA,
2008), (slika 2.3).

Free DNA Bacteriophage Plasmid
(Transformation) (Transduction) (Conjugation)
. & C)

11,

/¥ N

1 \ '

: -

“embrane i \ '

; i \ H

1 \\ 1

H N b

|
" AL’ /At;'_h\
o= Transposable [ )
element \_ )
ez i Transposition and
Recombination Transposition A anraii Sen

Ab'| CHROMOSOME % [ADT

Mutation

Slika 2.3. — Mehanizmi horizontalnog prenosa gena rezistencije (Alekshun i Levy, 2007)
Kada je potrebno primeniti terapiju u lecenju kampilobakterioze ljudi lekovi izbora su

makrolidni antibiotici (eritromicin), tetraciklini i fluorohinoloni (WHO, 2018).

Tetraciklini ostvaruju svoje bakteriostatsko dejstvo inhibiranjem sinteze proteina u

bakterijskim ¢elijama tako S§to se vezuju za receptore na bakterijskim ribozomima. Rezistenciju
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prema tetraciklinima bakterije ostvaruju uglavnom preko tri mehanizma i to efluksom
antimikrobnog leka, zaStitom receptora na ribozomima i modifikacijom antimikrobnog leka. Efluks
se obavlja preko izvoznih proteina, kodiranih tet efluks genima, koji izbacuju tetracikline iz
bakterijskih ¢elija. Na ovaj nacin se smanjuje intracelularna koncentracija tetraciklina u bakterijskoj
¢eliji 1 tako se Stite ribozomi unutar Celije. Efluks proteini za tetracikline su, po strukturi, sli¢ni sa
efluks proteinima Kkoji su povezani sa rezistencijom prema hloramfenikolu i kvinolonima. Efluks
geni prenose se preko velikih plazmida i to konjugacijom (Byarugaba, 2010). Zastita receptora na
ribozomima nastaje preko proteina koji spreCavaju vezivanje tetraciklina za receptore na
ribozomima. Ovi proteini su citoplazmatski proteini koji se vezuju za receptore na ribozomima i
izazivaju promenu u ribozomalnoj konformaciji, koja na taj nacin spreava vezivanje tetraciklina za
ribozome, bez promene ili zaustavljanja sinteze proteina. Medutim, modifikacija animikrobnog leka

nastaje enzimskom promenom lekova (Byarugaba, 2010).

Nalidiksinska kiselina i ciprofloksacin pripadaju grupi kvinolonskih sinteti¢kih
antimikrobnih lekova, pri ¢emu je nalidiksinska Kiselina otkrivena 1962. godine i pripada prvoj
generaciji ovih lekova, dok ciprofloksacin pripada tre¢oj generaciji fluoriranih kvinolona. Ovi
antimikrobni lekovi svoj antibakterijski efekat ostvaruju inhibicijom odredenih bakterijskih
topoizomeraznih enzima, kao $to je DNK-giraza i topoizomeraza IV. Ovi bakterijski enzimi

menjaju topologiju dvolanc¢ane DNK unutar ¢elija (Byarugaba, 2010).

Rezistencija prema kvinolonima nastaje preko dva mehanizma i to modifikacijom ciljnog
enzima ili modifikacijom koja smanjuje koncentraciju leka u c¢eliji. Ciljni enzimi se najcesce
menjaju u blizini aktivnog mesta. Modifikacije bakterijske Celije koje smanjuju koncentraciju
antimikrobnog leka u Celiji se deSavaju premo promene u éelijskom zidu Gram negativnih bakterija,
Sto posledi¢no dovodi do smanjenja unosa kvinolona u bakterijsku ¢eliju 1 povecanja antimikrobne

rezistencije prema ovim lekovima (Byarugaba, 2010).

Gentamicin pripada grupi aminoglikozidnih antimikrobnih lekova koji svoju baktericidnu
aktivnost ostvaruju tako Sto prodiru u Celiju i ireverzibilno se vezuju za receptor na 30S subjedinici
bakterijskog ribozoma pri ¢emu nastaje inhibicija sinteze proteina. Rezistencija mikroorganizama
prema ovim antimikrobnim lekovima je cCesta i nastaje razliCitim mehanizmima. Jedan od
mehanizama je da aminoglikozidni molekul podleze acetilaciji, fosforilaciji ili adenilaciji. Posto je
ovoj proces pod uticajem plazmida, ovaj tip rezistencije moze da se prenosi sa jedne na drugu
bakteriju. Drugi mehanizam nastajanja rezistencije je smanjena permeabilnost bakterijske celije

¢ime se onemogucava prodiranje leka (Jezdimirovi¢, 2000).
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Eritromicin pripada grupi makrolidnih antimikrobnih lekova i deluje tako Sto inhibise
sintezu proteina deluju¢i na 50S podjedinicu bakterijskog ribozoma. Dokazana je kompletna

ukrStena rezistencija prema svim makrolidnim antibioticima (Jezdimirovi¢, 2000).

Prema izvestaju Evropske Unije o antimikrobnoj rezistenciji zoonoznih bakterija izolovanih
iz ljudi, zivotinja i hrane u 2011. godini (EFSA, 2013b) izolati kampilobakterija izolovanih u
slucajevima oboljenja ljudi pokazivali su, na nivou 13 clanica EU, visoku rezistenciju prema
ampicilinu (35,3%), ciproflokasinu (44,4%), nalidiksinskoj Kkiselini (47,8%) i tetraciklinima
(30,5%), dok je rezistencija prema eritromicinu bila niska do umerena (3,5%), $to je veoma bitno
posto je eritromicin lek izbora pri lecenju kampilobakterioze. Ovi izolati su pokazivali visoku
multirezistenciju, tj. rezistenciju prema najmanje tri antibiotika, od 14,8% u Austriji do 55,3% u
Spaniji. Korezistencija prema ciprofloksacinu i eritromicinu je bila niska, od 0,3% u Austriji do
6,7% u Estoniji. Visoka rezistencija prema ciprofloksacinu, nalidiksinskoj kiselini i tetraciklinima je
zapazena u izolatima koji poticu iz Zivine, mesa brojlera, svinja i goveda, dok je niska rezistencija

uocena prema eritromicinu i gentamicinu.

Prema izvestaju Evropske Unije o antimikrobnoj rezistenciji zoonoznih bakterija izolovanih
iz ljudi, zivotinja i hrane u 2016. godini (EFSA, 2018Db) izolati Campylobacter jejuni izolovani u
slucajevima oboljenja ljudi pokazivali su, na nivou 0d 17 zemalja ¢lanica EU, veoma visok procenat
rezistencije prema ciprofloksacinu (54,6%), sa ekstremno visokim procentima primefenim u
nekoliko zemalja, i to u Portugaliji (94,0%), Estoniji (91,2%), Litvaniji (86,9%), Kiparu (86,8%),
Ttaliji (85,0%) i Spaniji (84,5%). Najmanja rezistencija prema ciprofloksacinu primeéena je na
Islandu (13,3%) i Danskoj (33,3%). Sli¢na zapazanja uofena su i u nivoima rezistencije na
tetracikline koji su bili visoki u celini (42,8%), a najveci procenti rezistencije prijavljeni su na
Kiparu (86,8%), Portugaliji (82,0%), Spaniji (78,5%), Italiji (67,5%), Estoniji (63,8%) i Litvaniji
(63,6%), a najniZu rezistenciju su prijavile Danska (16,0%) 1 Norveska (19,7%). Nivo rezistencije
na eritromicin bio je generalno relativno nizak (2,1%), ali je varirao izmedu zemalja. Najvec¢i udio
izolata otpornih na eritromicin prijavljen je u Norveskoj (11,6%), Portugaliji (6,6%), Litvaniji
(6,1%) 1 Malti (5,3%). Otpornost na gentamicin bila je generalno vrlo niska (0,4%), ali vec¢a u Italiji
(4,1%) 1 Slovackoj (2,9%). Geografska raspodela rezistencije humanih C. jejuni izolata na
ciprofloksacin pokazuje visi nivo rezistencije u zemljama juzne i isto¢ne Evrope i Baltickih

zemalja, dok su zemlje severne i centralne Evrope imale niZi nivo rezistencije.

Humani izolati Campylobacter coli pokazivali su veoma visok procenat rezistencije prema
ciprofloksacinu (63,8%) i tetraciklinima (64,8%), sa ekstremno visokim procentima (70,5-100,0%)
rezistencije prema ciprofloksacinu u 9 od 16 zemalja Clanica EU koje su dostavile izvesStaje
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(Austrija, Estonija, Finska, ltalija, Litvanija, Luksemburg, Malta, Portugalija i Spanija).
Rezistencija prema eritromicinu i gentamicinu bila je zna¢ajno visa kod C. coli izolata, u odnosu na
C. jejuni izolate (11,0% prema 2,1% i 1,7% prema 0,4%, pojedina¢no). Estonija, Portugalija, Italija,
Spanija i Finska su prijavile najvise nivoe rezistencije prema eritromicinu (63,2%, 50,0%, 27,3%,
23,7% 1 22,8%, pojedina¢no). Geografska raspodela rezistencije humanih C. coli izolata prema
ciprofloksacinu pokazuje da je ona bila veoma cesta u vecini zemalja ¢lanica EU, koje su dostavile
izvestaje, osim u Velikoj Britaniji 1 Portugaliji. U Italiji 1 Portugaliji svi ispitivani izolati bili su
rezistentni na ciprofloksacin. Nivo rezistencije na eritromicin bio je primetno visok u Estoniji i
Portugaliji (EFSA, 2018b).

U toku 2018. godine u zemljama EU prose¢na rezistencija humanih izolata prema
ciprofloksacinu je bila 59,3% (C. jejuni izolati) i 65,2% kod C. coli izolata. Rezistencija prema
tetracilinima, kod humanih izolata C. jejuni je iznosila 47,2%, a kod C. coli izolata 71,3%.
Rezistencija humanih izolata C. jejuni izolata prema eritromicinu je bila niska (1,8%), dok je kod C.
coli izolata bila znatno visa i iznosila 14,3%. Rezistencija prema gentamicinu je bila niska za obe
vrste kompilobakterija i iznosila je 0,9% kod C. jejuni i 1,4% kod C. coli (EFSA, 2020).

Geissler 1 sar. (2017) navode da kampilobakterije izolovane u sluc¢ajevima oboljenja ljudi u
SAD-u, u periodu od 2004. do 2012. godine, pokazuju rezistenciju od 23,1% prema ciprofloksacinu

i 2,0% prema eritromicinu.

Campylobacter jejuni izolati poreklom sa trupova zivine, u 2011. godini, na nivou podataka
iz 9 zemalja EU, pokazivali su visoku rezistenciju prema ciprofloksacinu (59,2%), nalidiksinskoj
kiselini (56,9%) i tetraciklinima (46,9%), dok je rezistencija prema eritromicinu i gentamicinu bila
niska (3,1% 1 1,7%), $to se moze videti 1 u tabeli 2.4. Multirezistencija je uocena jedino u izolatima
iz Nemacke, i to 2,7% (EFSA, 2013b).

Tabela 2.4. — Antimikrobna rezistencija Campylobacter jejuni izolata poreklom iz mesa brojlera u
9 zemalja ¢lanica EU u 2011. godini (EFSA, 2013b)

Zemlja Ciprofloksacin Eritromicin Gentamicin Nat&ijsi;?:]r;ska Tetraciklini
N % R N % R N %R N % R N % R
Austrija 84 53,6 84 0 84 0 84 50,0 84 23,8
Belgija 259 36,7 259 7,7 259 1,9 259 39,0 259 49,0
Danska 61 11,5 61 0 61 0 61 11,5 61 9,6
Nemacka 188 64,9 188 0,5 188 0 188 58,5 188 46,3
Madarska 33 84,8 33 0 33 6,1 - - 33 54,5
Italija 13 76,9 13 0 13 0 13 61,5 13 76,9
Holandija 83 63,9 83 3,6 83 0 83 63,9 83 49,4
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. Ciprofloksacin Eritromicin Gentamicin Nal|(_j|k§|n5ka Tetraciklini
Zemlja kiselina
N % R N %R N %R N %R N %R
Poljska 174 90,2 174 0 174 0 174 89,7 174 56,9
Rumunija 52 84,6 52 9,6 52 17,3 52 82,7 52 69,2
Ukupno 947 | 592 | 947 | 31 | 947 | 17 | 914 | 569 | 947 | 469
(9 EU zemalja)

N — broj testiranih izolata; % R — procenat rezistentnih izolata;

Izolati C. coli, takode poreklom iz mesa brojlera, na osnovu podataka iz 8 zemalja ¢lanica
EU, takode su pokazivali visoku rezistenciju prema ciprofloksacinu (77,7%), nalidiksinskoj kiselini

(72,2%) i tetraciklinima (71,5%), dok je rezistencija prema eritromicinu iznosila 9,80%, a prema

gentamicinu 1,8% (tabela 2.5) (EFSA, 2013b).

Tabela 2.5. — Antimikrobna rezistencija Campylobacter coli izolata poreklom iz mesa brojlera u 8
zemalja ¢lanica EU u 2011. godini (EFSA, 2013b)

Zemlja Ciprofloksacin Eritromicin Gentamicin Nalll?;;?:];ska Tetraciklini

N %R N %R N %R N %R N %R
Austrija 47 55,3 47 2,1 47 0 47 55,3 47 53,2
Belgija 81 63,0 81 11,1 81 1,2 81 51,9 81 72,8
Nemacka 82 86,6 82 17,1 82 0 82 81,7 82 85,4
Madarska 61 90,2 61 3,3 61 3,3 - - 61 63,9
Italija 14 71,4 14 50,0 14 0 14 50,0 14 78,6
Holandija 42 78,6 42 21,4 42 2,4 42 78,6 42 66,7
Poljska 157 82,2 157 0,6 157 0 157 80,9 157 70,7
Rumunija 59 79,7 59 16,9 59 10,2 59 78,0 59 76,3
(Léké‘ﬂnzzmalja) 543 | 777 | 543 | 98 | 543 | 18 | 482 | 722 | 543 | 715

N — broj testiranih izolata; % R — procenat rezistentnih izolata;

Sli¢éni podaci se uocavaju i u izvestajima o antimikrobnoj rezistenciji zoonoznih bakterija

izolovanih iz ljudi, Zivotinja i hrane u 2015. 1 2016. godini, $to se moze videti u tabeli 2.6.

Tabela 2.6. — Antimikrobna rezistencija (%) C. jejuni i C. coli izolata poreklom iz mesa brojlera u

2015. i 2016. godini (EFSA, 2018b)

Izolati Godina Ciprofloksacin Eritromicin Gentamicin Nat?;;?:]?ka Tetraciklini
C. jejuni iz 2015 68,2 2,6 - 67,5 41,1
mesa

C. coli iz 2015 89,6 13,4 1,5 91,0 79,1
mesa
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Naime Campylobacter jejuni izolati poreklom sa trupova zivine, u toku 2015. i 2016.
godine, pokazivali su veoma nisku rezistenciju prema gentamicinu (2015. godina nije utvrdena
rezistencija, 2016. godina 0,7%) i eritromicinu (2015. godina 2,6%, 2016. godina 2,2%).
Rezistencija prema tetraciklinima je bila visoka i to 41,1% u 2015. godini i 48,6% u 2016. godini.
Takode, rezistencija prema ciprofloksacinu i nalidiksinskoj kiselini je uobicajeno bila visoka i to
prema ciprofloksacinu u 2015. godini 68,2%, i u 2016. godini 64,9%, dok je prema rezistencija
prema nalidiksinskoj kiselini u 2015. godini iznosila 67,5%, a u 2016. godini 63,3%. Rezistencija
kod Campylobacter coli izolata prema gentamicinu 2016. godine nije detektovana, a 2015. godine
je bila veoma niska i iznosila je 1,5%. Rezistencija prema eritromicinu je bila umerena i iznosila je
13,4% u 2015. godini i 13,1% u 2016. godini. Izolati C. coli su bili veoma Cesto rezistentni prema
tetraciklinima (79,1% u 2015. godini i 73% u 2016. godini), ciprofloksacinu (89,6% u 2015. godini
i 81,1% u 2016. godini) i nalidiksinskoj kiselini (91% u 2015. godini i 75,4% u 2016. godini)
(EFSA, 2018b).

U SAD-u je u 2011. godini kod Campylobacter jejuni izolata poreklom iz mesa brojlera,
uoCena visoka rezistencija prema tetraciklinima (48,3%), ciprofloksacinu (22,4%) i nalidiksinskoj
kiselini (20,9%), dok je rezistencija prema eritromicinu bila niska (0,5%), a prema gentamicinu nije
ni postojala. Campylibacter coli izolati takode iz mesa brojlera pokazivali su visoku rezistenciju
prema tetraciklinima (49,0%), ciprofloksacinu (18,1%) i nalidiksinskoj kiselini (17,1%). Takode je
uocena visoka rezistencija prema gentamicinu (18,1%), dok je prema eritromicinu bila niska 1
iznosila je 4,8% (FDA NARMS, 2013). Campylobacter spp. izolati poreklom od ljudi, takode su
pokazivali visoku rezistenciju prema tetraciklinima (45,1%), ciprofloksacinu (24,2%) i
nalidiksinskoj kiselini (24,8%), dok je rezistencija prema eritromicinu i gentamicinu bila niska
(1,8% i 2,0%) (CDC NARMS, 2013). U tabeli 2.7. je prikazana rezistencija za period od 2002. do
2011. godine.

Tabela 2.7. — Antimikrobna rezistencija izolata poreklom iz mesa brojlera u SAD-u za period 2002.

—2011. godina
Izolati Gc()gli)na Ciprofloksacin | Eritromicin | Gentamicin Na:i(ijsig?i]r;ska Tetraciklini
(2109082) 15.2% ] ] ] 38,4%
(2302053; 14.5% i 0.3% : 40,6%
(24000353 15,1% 0,5% - 14,9% 46,4%
(2402066) 16,7% 0,9% - 16,7% 47,2%
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I1zolati CE i Ciprofloksacin | Eritromicin | Gentamicin Nallghkgmska Tetraciklini
(N) kiselina
2007 0 0 i o 0
(332) 17,2% 0,6% 17,2% 48,5%
2008 0 0 i o 0
(329) 14,6% 1,2% 14,6% 49,8%
2009 0 0 i o 0
(404) 21,3% 1,0% 21,3% 45,8%
2010 0 0 i o 0
(355) 22,5% 0,6% 22,8% 36,3%
2011 0 0 i o 0
(393) 22,4% 0,5% 20,9% 48,3%
2002 (90) 10,0% 7,8% - - 44.4%
2003 0 0 i i 0
(142) 13,4% 7,0% 50,7%
2004 0 0 i o 0
(196) 16,3% 9,2% 16,3% 46,4%
2005 0 0 i o 0
(151) 29,1% 9,9% 29,1% 42,4%
2006
22,1% 5,5% - 20,7% 46,9%
C. coli iz mesa (145)
brojlera 2007 25,9% 6,3% 0,7% 25,9% 39,9%
(143)
2008 0 0, [ 0, 0
(181) 20,4% 9,9% 1,7% 20,4% 46,4%
2009 0 0, 0 0, 0
(176) 18,2% 4.5% 5,7% 18,2% 38,1%
2010 0 0, 0, 0, 0
(148) 13,5% 4,1% 12,8% 13,5% 39,2%
2011 0 0, 0 0, 0
(210) 18,1% 4,8% 18,1% 17,1% 49,0%

N — broj testiranih izolata

2.7 Metode izolacije i detekcije

2.7.1 Kulturalne metode izolacije i identifikacije
Pri laboratorijskoj dijagnostici uglavnom je potrebno da se kampilobakterije otkriju u fecesu
pacijenata sa prolivom, kao i kod uzoraka fecesa Zivotinja, uzoraka Zivotinjskog materijala ili

uzoraka hrane.

Uobic¢ajena metoda izolacije crevnih kampilobakterija iz uzoraka fecesa je primarno
zasejavanje na selektivne podloge, nakon ¢ega sledi inkubacija na 42°C u mikroaerofilnim uslovima
(Vandenberg i sar., 2006). Medutim kod uzoraka hrane 1 uzoraka iz zivotne sredine, posSto sadrze
manji broj kampilobakterija, potrebno je prvo uraditi obogacenje u teénim bujonima, pre
zasejavanja na ¢vrste podloge (Corry 1 sar., 1995). Postoji nekoliko bujona za obogacéenje koji se
koriste (Bolton bujon, Campylobacter bujon za obogaéenje, Preston bujon). Prvu selektivnu
podlogu za izolaciju C. jejuni i C. coli razvio je Skirrow 1977. godine. Od tada je razvijeno preko

40 ¢vrstih 1 tecnih selektivnih podloga za izolaciju kampilobakterija iz klinickih uzoraka 1 uzoraka
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hrane (Habib i sar., 2008; Kiess i sar., 2010; Potturi-Venkata i sar., 2007). Sve selektivne podloge
sadrze osnovni medijum, bilo krv ili druge sastojke, kao npr. ugalj, koji umanjuje toksi¢nost
kiseonika na kamilobakterije (Fitzgerald i sar., 2008) i razli¢ite kombinacije antibiotika na koje su
termofilne vrste kamilobakterija rezistentne. Ti antibiotici (polimiksin, vankomicin, trimetoprim,
rifampicin, cefperazon, cefalotin, kolistin, cikloheksamid i nistatin) suzbijaju rast mnogobrojne
pozadinske mikrobne flore prisutne u uzorcima i tako omogucavaju izolaciju sporo rastucih
kamilobakterija (Vandenberg i sar., 2005; Zhang i Sahin, 2020).

U najnovijoj standardnoj metodi (SRPS 1SO, 2017a) za detekciju i izolaciju, kao i metodi za
enumeraciju Campylobacter spp. (SRPS 1SO, 2017b) koristi se mMCCDA agar (modifikovani ugljeni

cefperazon deoksiholat agar), kao selektivna podloga, dok se Bolton bujon koristi za obogacenje.

2.7.2 Fenotipizacija

Kampilobakterije su biohemijski neaktivne u poredenju sa mnogim drugim bakterijama, i
zato postoji samo nekoliko fenotipskih testova koji omoguéavaju identifikaciju kamilobakterija do
nivoa vrste. Biohemijska diferencijacija kampilobakter vrsta ukljuuje izvodenje nekoliko
biohemijskih testova, kao $to su test katalaze, test osetljivosti na nalidiksinsku Kiselinu i cefalotin,
test hidrolize hipurata i indoksil-acetata, test produkcije indola i H2S. Generalno, C. jejuni se moze
razlikovati od drugih vrsta na osnovu reakcije hidrolize hipurata, jer je to jedina vrsta
kampilobakterija koja ima gen N-benzoilglicin amidohidrolazu, tj. hipuraza gen, i zato pri reakciji
hidrolize hipurata daje pozitivan rezultat. Medutim, primecena je varijabilnost na reakciju hidrolize
hipurata kod nekih sojeva C. jejuni, §to je rezultiralo negativnim rezultatima hidrolize hipurata
(Denis i sar., 1999; Jensen i sar., 2005; Rautelin i sar., 1999). Ispitivanja osetljivosti na
nalidiksinsku kiselinu i cefalotin kori§¢ena su u proslosti (Barrett i sar., 1988). I C. jejuni i C. coli
rastu na 42 °C i rezistentni su na cefalotin i cefperazon, koji su zbog toga obavezan deo selektivnih
podloga (Vandenberg i sar., 2006). Nasuprot tome, C. upsaliensis je senzitivan na cefalotin (SRPS
ISO, 2017a). Osetljivost na nalidiksinsku kiselinu danas moze da stvori poteskoce u interpretaciji
rezultata, budu¢i da su kampilobakter vrste, sve CeSce, rezistentne na fluorohinolone i pokazuju
unakrsnu rezistenciju prema nalidiksinskoj kiselini (Engberg i sar., 2001). Prema tome, za
fenotipsku identifikaciju izolata kampilobakterija ne mogu se vise koristiti testovi osetljivosti na
antimikrobne lekove (Fitzgerald i sar, 2008). Za identifikaciju vrsta moze se primeniti viSe
biohemijskih testova, poput detekcije katalaze koja nije prisutna kod C. upsaliensis, i detekcije
hidrolize indoksil acetat, koja je negativna kod C. lari (SRPS 1SO, 2017a).
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2.7.3 Genotipizacija

Lancana reakcija polimeraze (PCR) je razvijena 1983. godine i od tada je postala standardna
molekularna dijagnosticka i istrazivacka metoda. PCR je jednostavna, osetljiva, specifi¢na i
reproduktibilna tehnika. Svaki PCR ciklus sastoji se od tri faze (denaturacije, elongacije i
terminacije), pri cemu se U toku jedne PCR reakcije u proseku odigra oko 40 ovakvih ciklusa. U
ovoj analizi koristi se DNK polimeraza, enzim koji umnozava specifi¢ne fragmente DNK molekula
upotrebom kratkih sekvenci, specifi¢nih oligonukleotida koji se dodaju reakciji (Powledge, 2004).
Ovi oligonukleotidi se nazivaju prajmeri i imaju sekvence komplementarne ciljnim sekvencama u
DNK molekulu mikroorganizma. PCR metodom se mogu amplificirati geni specifi¢ni za odredenu
taksonomsku grupu bakterija kao i geni odgovorni za virulentnost patogenih mikroorganizama. Ova
tehnika nasla je primenu u detekciji i identifikaciji Campylobacter spp. u hrani, vodi i izmetu (Datta
i sar., 2003). Za brzu identifikaciju bakterijskih sojeva PCR metodom, nije neophodno dobijanje
Cistih kultura, kao Sto je sluc¢aj sa konvencionalnim mikrobioloskim metodama. Nedostaci
konvencionalne PCR tehnike odnose se na nemogucnost razlikovanja DNK molekula koji poti¢u od
zivih 1 mrtvih Celija, izostnak kvantitativnih rezultata, kao 1 na vreme koje je potrebno za pripremu
agar-gela (Rodriguez-Lazaro i Herndndez, 2006). Nadalje, sve komercijalno dostupne PCR tehnike
jos uvek zahevaju korak predobogacivanja uzorka, jer se tako smanjuje rizik od dobijanja lazno

pozitivnih rezultata usled detekcija mrtvih mikroorganizama (Fung, 2002).

Real-time PCR (RTi-PCR) je tehnika koja se bazira na konvencionalnoj PCR reakciji koja
prati sintezu novih molekula tokom PCR reakcije u stvarnom vremenu (real time), upotrebom
fluorescentne tehnologije. Sustinska prednost RTi-PCR je u tome Sto precizno razlikuje i
kvantifikuje specifi¢ne sekvence DNK u uzorku iako su one kvantitativno jako male, pa se stoga

¢esto oznacava kao kvantitativna PCR tehnika (QPCR) (Heid 1 sar., 1996).

Multipleks PCR (m-PCR) je metoda koja se upotrebljava za paralelnu identifikaciju
nekoliko gena koji pripadaju istom patogenu ili poti¢u iz meSavine razliCitih mikroorganizama
(Chamberlain i sar., 1988). Ovom tehnikom moze da se amplifikuju dve ili vise ciljanih sekvenci
istovremenom upotrebom viSe jedinstvenih setova prajmera i okviru jedne PCR reakcije. Ova
metoda je isplativa i pogodna za koriS¢enje, ali optimizacija ove metode je dugotrajna (Eberle i
Kiess, 2012).

Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), tj. gel elektroforeza u pulsnom elektricnom polju
je tehnika karakterizacije bakterijskih izolata i njihove diferencijacije u subtipove na osnovu
sekvencioniranja njihove DNK nakon digestije upotrebom restrikcionih enzima. Tokom ovog
postupka, kompletna bakterijska DNK se izoluje i iseca restrikcionim enzimima do dijagnostickih

23



Pregled literature

DNK fragmenata. Ovi restrikcioni enzimi isecaju DNK na mestima gde je prisutna kratka,
specificna sekvenca i tako daju 8 do 25 traka DNK molekula koji sadrze od 40 do 600 kilobaznih
(kb) parova (Weidmann, 2002). Za razdvajanje ovih DNK fragmenta, razli¢itih veli¢ina, primenjuje
se posebna tehnika elektroforeze, pri kojoj se menja smer elektricnog polja. Pri svakoj promeni
smera elektricnog polja, manji DNK fragmenti ¢e poceti da se kre¢u u novom smeru brze nego oni
vec¢e molekularne mase. Usled toga, ve¢i DNK fragmenti zaostaju, obezbedujuci pri tom separaciju
od manjih DNK fragmenata (Stjepanovi¢ i sar., 2007). PFGE subtipizacija pokazuje visok nivo
diskriminacije u detekciji bakterijskih patogena hrane i usled toga predstavlja ,,zlatni standard” u
molekularnoj epidemiologiji 1 istrazivanju sluajeva masovnog trovanja hranom. lako je
interpretacija PFGE podataka teska, ¢inec¢i ovu tehniku neprikladnom kao alat za rutinsku upotrebu
tokom ispitivanja epidemije (Sails i sar., 2003), ona se Siroko koristi u genetskim i epidemioloSkim

istrazivanjima C. jejuni i C. coli (Natsos i sar., 2019).

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), tj. analiza polimorfnosti duzine
umnozenih (amplifikovanih) fragmenata DNK je novije razvijena tehnika genotipizacije koja se
zasniva na selektivnoj amplifikaciji restrikcionih fragmenata DNK dobijenih digestijom genomske
DNK (Vos i sar., 1995). Ova tehnika ne zahteva informacije o sekvenci izu¢avanog organizma.
Tehnika podrazumeva tri faze: isecanje DNK restrikcionim enzimima i vezivanje specificnih
dvolancanih adaptera, selektivnu amplifikaciju restrikcionih fragmenata 1 elektroforezu
amplifikovanih fragemanata u gelu. Metoda omogucava da se 50-100 restrikcionih fragmentata
analizira simultano na gelu. Dakle, samo oni fragmenti koji sadrZe specifi¢ne nukleotide u toku
restrikcije se detektuju i analiziraju. Metoda se moZe prilagoditi bilo kojoj vrsti bakterija. Medutim,
ogranicenje predstavljaju enzimi 1 specifi¢ni nukleotidi koji se koriste, jer moraju biti optimizovani

za svaku vrstu.

Multi Locus Sequence Typing (MLST) je metoda genotipizacije koja se bazira na
dodeljivanju alela svakom genskom lokusu direktno na osnovu sekvenciranja nukleotida (Enright i
Spratt, 1999). Sekvenciranje nukleotida otkrivaju se sve varijacije na genskom lokusu. Pri ovom
postupku ciljaju se visoko konzervirani delovi genoma (tzv. ,,house-keeping* geni), pa se tako
mogu registrovati promene koje nastaju na nivou nukleotida. Optimalna duzina sekvenci, za svaki
izolat, treba da bude 450-500 kilobaznih parova, zato §to ova duzina DNK fragmenata omogucéava
precizno sekvenciranje i to upotrebom jednog para prajmera, a istovremeno pruza dovoljno
informacija za identifikaciju razli¢itih alela u populaciji bakterijskih patogena (Enright i Spratt,
1999). Velika prednost ove metode je dostupnost baze podataka (npr. PubMLST) koju mogu da

koriste javnozdravstvene i istrazivaCke zajednice i gde se podaci o sekvencioniranju mogu
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uporedivati. Takode, istraziva¢i mogu rezultate svojih istrazivanja da unesu u te baze podataka
(Maiden, 2006). Trenutno je MLST vodeca metoda molekularne tipizacije za kampilobakterije.
Dingle i sar. (2001) razvili su specificni MLST sistem za karakterizaciju Campylobacter jejuni, koji
se sve vise koristi u epidemioloskim studijama, dok se proSirena MLST metoda, koju su razvili
Miller i sar. (2005) koristi ne samo za karakterizaciju C. jejuni, ve¢ i za C. coli, C. lari i C.
upsaliensis. Prednosti upotrebe MLST ukljucuju visoku diskriminacijsku mo¢, obnovljivost,

jednostavnost interpretacije i prenosivosti informacija u laboratorijama (Dingle i sar., 2001).
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3. Cilj i zadaci istrazivanja

Na osnovu podataka iz literature predpostavlja se da u nastajanju kampilobakterioze ljudi
znacajnu ulogu imaju meso i proizvodi od mesa zivine, a da poveéana rezistencija na antimikrobne
lekove otezava leCenje kampilobakterioze ljudi. Stoga je, u okviru ove doktorske disertacije, za cilj
postavljeno da se utvrdi ucestalosti nalaza Campylobacter spp. na trupovima zivine na liniji klanja,
da se uporede izolati sa trupova zivine sa sojevima kampilobakterija izolovanih u slu¢ajevima
oboljenja ljudi, kao i da se ispita osetljivosti izolata kampilobakterija prema antimikrobnim

lekovima.

Shodno postavljenim ciljevima rada, zadaci u okviru ove doktorske disertacije su bili

sledeci:
1. Utvrditi uCestalost nalaza Campylobacter spp. na trupovima zivine na liniji klanja,
2. Izvrsiti identifikaciju izolata Campylobacter spp. sa trupova Zivine,

3. lspitati filogenetsku srodnost izolata Campylobacter spp. sa trupova zivine i izolata humanog

porekla sekvenciranjem gena dnaJ,

4. Utvrditi antimikrobnu osetljivost izolata Campylobacter spp. prema antimikrobnim lekovima
primenom disk difuzione metode i odredivanjem minimalnih inhibitornih koncentacija
primenom kvantitativnog disk difuzionog testa (E-test, epsilometar test) uz interpretaciju MIK
koncentracija prema EUCAST smernicama.
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4. Materijal i metode istrazivanja

4.1 Materijal

4.1.1 Trupovi Zivine
U cilju utvrdivanja ucestalosti nalaza Campylobacter spp. na trupovima zivine i odredivanja
njihove osetljivosti na antimikrobne lekove, uzorkovano je 115 trupova zivine na linijama klanja tri

klanice na teritoriji Republike Srbije.

4.1.2 Sojevi mikroorganizama
Izolati: Campylobacter spp. izolovani sa trupova zivine (89 izolata), referentni sojevi ATCC

C. jejuni, C. coli i C. lari i 5 izolata kamilobakterija izolovanih u slu¢ajevima oboljenja ljudi.

4.1.3 Hranljive podloge i reagensi

e Puferisana peptonska voda

Sastav:

- enzimski razgradeni kazein 10,09

- dinatrijum hidrogen fosfat dodekahidrat 909

- natrijum hlorid 509

- kalijum dihidrogen fosfat 159

- destilovana voda 1000 ml
Priprema:

Osnovne komponente rastvorene su u vodi. pH vrednost je podeSena tako da posle
sterilizacije iznosi 7,2+0,2. Pripremljena puferisana voda sterilisana je 15 minuta pri 121 °C.

e Bolton bujon sa suplementom

a) Sastav za osnovnu podlogu:

- enzimski digest zivotinjskih tkiva 10,0¢g
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- laktalbumin hidrolizat

- ekstrakt kvasca

- natrijum hlorid

- natrijum piruvat

- natrijum metabisulfit

- natrijum karbonat

- A-ketoglutarna kiselina

- hemin (rastvoren u 0,1% NaOH)

- voda

Priprema:

001lg

1000 ml

Dehidrirana gotova osnovna podloga rastvorena je u sterilisanoj destilovanoj vodi. pH
podloge je podesen tako da posle sterilizacije iznosi 7,4+0,2 pri 25 °C. Osnovna podloga je
razlivena u flasice sa uskim grlom odgovarajuceg kapaciteta i sterilisana u autoklavu 15 minuta na

121 °C.

b) Sastav za antibiotski rastvor:

- Cefperazon

- Vankomicin

- Trimetoprim laktat
- Amfotericin B

- Etanol/sterilna destilovana voda 50/50

Priprema:

0,029
0,029
0,02 g
0,019

5 ml

Komponente su rastvorene u 50/50 meSavini etanola 1 sterilne destilovane vode.

c) Kompletna podloga ¢iji je sastav:

- osnovna podloga

- antibiotski rastvor

Priprema
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U osnovnu podlogu, na temperaturi

od 47-50 °C, dodat je antibiotski rastvor i sve je to

promesano. Podloga je razlivena asepti¢no u flasice sa uskim grlom odgovarajuce zapremine.

Modifikovani ugljeni cefperazon deoksiholat agar (mCCD agar)

a) Sastav za osnovnu podlogu:

- Mesni ekstrakt 10,09

- Enzimski digest zivotinjskih tkiva 10,09

- NaCl 509

- Ugalj 4049

- Kazein hidrolizat 3090

- Na-deoksiholat 109

- Gvozde(ID)sulfat 0,259

- Na-piruvat 0,259

- Agar 8,0-18,0 91- u zavisnosti od cvrstine gela
- Voda 1000 ml
Priprema

Dehidrirana gotova osnovna podloga rastvorena je u sterilisanoj destilovanoj vodi i
zagrevana do kljuc¢anja. pH podloge je podeSen tako da posle sterilizacije iznosi 7,4+0,2 pri 25 °C.
Osnovna podloga je razlivena u flasice sa uskim grlom odgovaraju¢e zapremine i sterilisana u
autoklavu 15 minuta na 121 °C.

b) Sastav za antibiotski rastvor:

- Cefperazon
- Amfotericin B
- Voda

Priprema

Komponente su rastvorene u vodi

0,45um.

c) Kompletna podloga &iji je sastav:

osnovna podloga

0,032 ¢g
0,01¢

5 ml

i sterilisane filtracijom pomoc¢u acetatnog filtera od

1000 ml
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- antibiotski rastvor 5 ml

Priprema

U osnovnu podlogu, na temperaturi od 47-50 °C, dodat je rastvor antibiotika. Oko 15 ml
gotove podloge naliveno je u sterilne Petrijeve Solje. Neposredno pre upotrebe ploce sa podlogom
Su osusene u susnici u trajanju od 30 minuta (dok sa povrsine agara nije iS¢ezla vlaga).

e CampyFood ID agar — CFA (proizvoda¢ Biomerieux, France)

e Muller Hinton agar sa 5% ov¢ije krvi

4.1.4 Reagensi za VIDAS tehniku

Mini VIDAS je kompaktni imunohemijski analizator koji se sastoji od:

- centralne obradne jedinice, koja kontroliSe ceo sistem 1 Cini je tastatura sa numerickim i

funkcionalnim tasterima, LCD i termalni printer,
- analiti¢ke jedinice
Svi ovi elementi su integrisani u isti modul.

Primenom ELFA tehnologije (Enzyme Linked Fluorescent Assay) vrsi se detekcija antigena

Campylobacter spp.

4.1.5 Kitovi za VIDAS tehniku

Plasti¢ni kitovi (proizvoda¢ Biomerieux, France) se sastoje od plastiénog rama sa deset
bunar¢i¢a koji su sa unutra$nje strane oblozeni antitelima usmerenih ka Campylobacter spp.
specificnim antigenima. Automatskom pipetom u prvi bunar¢i¢ kita naliva se 0,1 ml ispitivanog
uzorka i proces ispitivanja prisustva antigena Campylobacter spp. se obavlja automatski. Ako su
antigeni Campylobacter spp. prisutni u uzorku, oni ¢e se vezati sa unutrasnje strane bunarcica, dok
se nevezane komponente izbacuju ispiranjem. Tokom poslednje faze ispitivanja, dodaje se supstrat
4-metil-umbeliferil-fosfat (4-MUP), koji dovodi do nastanka fluorescentnog proizvoda 4-metil-
umbiliferona, ¢ija se fluorescencija meri na 450 nm. Na kraju analize, rezultati se automatski
analiziraju za svaki uzorak. Dobijeni rezultati se zatim porede sa internom referencom i

interpretiraju se kao pozitivni/negativni.
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4.1.6 Reagensi za ispitivanje genetskih karakteristika 16S rRNK

Master MasterPure Complete DNA and RNA Purification kit (Tissue and Cell Lysis
solution, MPC protein Precipitacion Reagent, TE buffer) - kit za izolaciju ukupnih
nukleinskih kiselina, proizvodac Epicentre, USA;

Proteinaza K — proizvoda¢ Merck, Nemacka;

Izopropanol — proizvoda¢ Sigma Aldrich, Nemacka;

Etanol 75% — proizvoda¢ Sigma Aldrich, Nemacka;

SYBR Green MasterMix (2x) — kit za pripremu RealTime PCR reakcione smesSe,
proizvodac Invitrogen, USA;

Set prajmera za ispitivanje hipervarijabilnog regiona gena za sintezu 16S rRNK — 16S-f,

16S-r (100 uM) - proizvodac Invitrogen, USA. Spisak prajmera dat je u tabeli 4.1.

Tabela 4.1. — Spisak koris¢enih prajmera za odredivanje pripadnosti rodu Campylobacter

Duzina

Prajmer | Target gen | amplifikovane Sekvenca

sekvence

16S-f
16S-r

5’- CTGCTTAACACAAGTTGAGTAGG -3’

16S rRNK | 287 bp 5- TTCTGACGGTACCTAAGGAA -3’

4.1.7 Reagensi za odredivanje pripadnosti vrstama Campylobacter jejuni, Campylobacter coli i
Campylobacter lari pomoéu metode multipleks PCR

MasterPure Complete DNA and RNA Purification kit (Tissue and Cell Lysis solution, MPC
protein Precipitacion Reagent, TE buffer) - kit za izolaciju ukupnih nukleinskih Kiselina,
proizvodac Epicentre, USA;

Proteinaza K — proizvodac¢ Merck, Nemacka;

Izopropanol — proizvoda¢ Sigma Aldrich, Nemacka;

Etanol 75% — proizvoda¢ Sigma Aldrich, Nemacka;

Amplitag Gold PCR Master Mix (2x) — kit za pripremu reakcione smese, proizvodac
Invitrogen, USA;

Agarozni gel u prahu, proizvodac Invitrogen, USA,

Etidijum bromid — proizvoda¢ Sigma Aldrich, Nemacka

10xTBE Buffer — proizvodac Gibco, Life Technologies

GeneRuler 100 bp DNA Plus Ladder — boja za vizuelizaciju amplifikovanih sekvenci u

elektroforetskom polju, proizvoda¢ Thermo Scientific, Velika Britanija;
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e Set prajmera za ispitivanje pripadnosti vrstama Campylobacter jejuni, Campylobacter coli i
Campylobacter lari — jej-f, jej-r, col-f, col-r, lar-f, lar-r (100 pM) - proizvodac Invitrogen,

USA. Spisak prajmera kori$¢enih za ispitivanje dat je u tabeli 4.2.

Tabela 4.2. — Spisak koris¢enih prajmera za odredivanje pripadnosti rodu Campylobacter

Duzina
Prajmer | Target gen | amplifikovane | Sekvenca

sekvence
jej-f 5’- CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT -3’
jej-r oxrd 1414 | 161 bp 5°- CCATAAGCACTAGCTAGCTGAT -3’
col-f ask 502 bp 5’- GGTATGATTTCTACAAAGCGAG -3’
col-r 5’- ATAAAAGACTATCGTCGCGTG -3’
lar-f VA 251 b 5’- TAGAGAGATAGCAAAAGAGA -3’
lar-r g P 5°- TACACATAATAATCCCACCC -3’

4.1.8 Diskovi antibiotika

Za ispitivanje osetljivosti na antimikrobne lekove koris¢eni su komercijalno proizvedeni
diskovi koji su sadrzavali sledec¢e antimikrobne lekove: 5 pg ciprofloksacina (hinoloni), 30 pg
nalidiksinske kiseline (hinoloni), 30 pug tetraciklina (tetraciklini), 15 pg eritromicina (makrolidi) i

10 pug gentamicina (aminoglikozidni antibiotici) proizvodac¢a Oxoid (Oxoid Ltd., Basingstoke, UK).

4.1.9. Trake za E-test

Za odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije antimikrobnih lekova koriS¢ene su
komercijalno proizvedene E trake koje su sadrzavale sledec¢e koncentacije antimikrobnih lekova:
0,002 — 32 pg/ml ciprofloksacina (hinoloni), 0,016 — 256 pg/ml nalidiksinske kiseline (hinoloni),
0,016 - 256 pg/ml tetraciklina (tetraciklini), 0,016 - 256 pg/ml eritromicina (makrolidi) i 0,016 -
256 pg/ml gentamicina (aminoglikozidni antibiotici) proizvodaca Biomerieux (Biomerieux,

Francuska).

4.2 Metode

4.2.1 Uzorkovanje na klanici i transport uzoraka

Uzorkovani su trupovi zivine iz tri klanice na teritoriji Republike Srbije, koje su razlicitog
kapaciteta klanja (dve su velike industrijske klanice, dok je jedna bila zanatska) i koje imaju
znacajnu ulogu u snabdevanju trziSta zivinskim mesom. Trupovi su uzorkovani na dva mesta duz

linije klanja i to neposredno posle evisceracije i posle hladenja.
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Uzorkovani trupovi Zivine su stavljani u sterilne plasticne kese kako bi se sprecilo razlivanje
sadrzaja i unakrsna kontaminacija. Svi uzorkovani trupovi su podvrgavani ispiranju sa peptonskom
vodom. U svaku kesu sa zivinskim trupom je naliveno 400 ml peptonske vode i svaka kesa je
protresana u trajanju od 60 sekundi. Nakon toga ispirci zivinskih trupova presipani su u sterilne
staklene boce. Transport uzoraka je obavljan u ru¢nom frizideru, na temperaturi od + 4 °C. Uzorci
su istog dana dopremani u laboratoriju gde je =zapocet postupak ispitivanja na prisustvo

kampilobakterija.

4.2.2. Detekcija Campylobacter spp. primenom automatizovanog kvalitativnog testa mini
Vidas (Biomerieux Francuska)

Pod asepti¢nim uslovima je uzimano 25 ml ispirka Zivinskog trupa i to je nalivano sa 225 ml
Bolton bujona bez krvi. Uzorak je potom homogenizovan i inkubiran pri mikroaerofilnim uslovima

u termostatu prvo 4 sata na temperaturi od 37 °C, pa zatim 44 sata pri temperaturi od 41,5 °C.
Priprema uzorka za izradu imunoenzimske probe:

Nakon inkubacije, 1 ml uzorka prenet je u posebnu epruvetu. Preostali deo uzorka je
obelezen i odlozen u stalak za epruvete pored uredaja, na sobnoj temperaturi do dobijanja rezulata
automatizovanog kvalitativnog testa pomoc¢u mini Vidas aparata (Biomerieux Francuska). Odvojena
koli¢ina uzorka je odneta na destruktor kako bi se izvrSila destrukcija ¢elija kampilobakterija
toplotom u cilju pripreme za imunoenzimsku probu kojom se utvrduje da li se u ispitivanom uzorku
nalaze antigeni Campylobacter spp. U destruktoru (Techne, Dri Block DB 3D, slika 4.1) na

temperaturi od 95 °C u trajanju od 15 minuta, vrsi se razlaganje celijskog zida bakterije.
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Slika 4.1. — Destruktor (Techne, Dri Block DB 3D)

Nakon 15 minuta, kada je Celijski zid bakterija razlozen, 0,1 ml uzorka je automatskom

pipetom prenet u plasti¢ni ram koji se postavlja u mini Vidas aparat.

SRP (Solid Phase Receptacle) je oblikovani nastavak vrha pipete napravljen od
polipropilenskog ili polistirenskog materijala. Tokom izrade unutrasnja povrSina je oblozena

antigenom ili antitelom za apsorpciju $to joj omogucava da apsorbuje rastvorljive proteine.

Svaki reagens strip sadrzi jedno udubljenje za uzorak, osam udubljenja za reagens i jednu

opticku kivetu

Slika 4.2. — Aparat miniVidas
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Nakon uradene analize aparat Stampa rezultate analize na papiru (slika 4.3). Negativni
rezultati su smatrani definitivno negativnim uzorcima, dok su pozitivni uzorci dalje analizirali tako

Sto smo ih zasejavali na hranljive plo¢e (mCCD agar i CampyFood ID agar).

nmini YIDAS Report
Sectlon: B

Completed: 14:58: 28Aprl12
Canpvbbacter(CﬁN)
Verp RS.3.8
Lut# 1;9411 A
Standard wsed:
Completed: 17:15:11 Z27Aprlz
RFY = 4735
TV HNegative < @.18
TY Positive »= 8,18
Position: Bl
Sample ID: 4688.81
Background: 115 RFWY: 2843
TV: B.6¢< =3 Positive
g.
E: RFY: 4472
T Positive
Ex
E. RFY: 11877
TY Positive
E‘
E. RFV: 11618
T Positive
E|
B. RFV: 11242
T Positive
Fosition: BB
Samp ) 4582, A6
Back 117 RFEM: 18359
TV Fezult: Positive

Slika 4.3. — Izgled rezultata sa miniVIDAS aparata

4.2.3 lzolacija Campylobacter spp. na mCCD agaru

Preostali deo uzorka, koji je ostavljen do dobijanja rezultata sa mini Vidas aparatu, zasejan
je na mCCD agar. Zasejane podloge su inkubirane 48 sati na 41,5 °C. Karakteristi¢ne kolonije
Campylobacter spp. na mCCD agaru su sivkaste, ¢esto sa metalnim sjajem, pljosnate, vlazne, sa

tendencijom S$irenja (slika 4.4).
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N

Slika 4.4. — Karakteristi¢ne kolonije Campylobacter spp. na mCCD agaru

4.2.4 1zolacija na CampyFood ID agar (CFA) ploci

Karakteristi¢cne kolonije kampilobakterija, koje su izrasle na mCCD agaru, presejane su na
hromogenu komercijalnu podlogu CampyFood ID agar (CFA), proizvodaca Biomerieux, France.
Zasejane podloge su inkubirane 24 sata na 41,5 °C, u mikroaerofilnim uslovima. Karakteristi¢ne

kolonije Campylobacter spp. na CampyFood agaru su burgundi-crvene do narandzastvo-crvene
boje (slika 4.5).

Slika 4.5. — Karakteristi¢ne kolonije Campylobacter spp. na CampyFood agaru

Takve kolonije su u sterilnim uslovima, ezom prenete u kriogene ampule i zamrznute na -18
°C. Pri toj temperaturi izolati Campylobacter spp. su ¢uvani za dalja ispitivanja.
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4.2.5 Detekcija Campylobacter spp. pomoéu 16S rRNK

Nakon analize genoma referentnih sojeva ATCC 33291 Campylobacter jejuni, ATCC 43478
Campylobacter coli i ATCC 35223 Campylobacter lari, ,,BLAST® softverom, za dokazivanje
pripadnosti izolata rodu Campylobacter izabran je hipervarijabilni region gena odgovornog za
sintezu 16S ribozomalne RNK. Softverskom analizom konstruisani su parovi prajmera koji se

komplementarno vezu ispred i iza odgovarajuce sekvence gena za sintezu 16S rRNK.

Tokom ispitivanja ukupno je izolovano 97 uzoraka nukleinskih kiselina (89 izolata, 5
kamilobakterija izolovanih u slu¢ajevima oboljenja ljudi i uzorci referentnih sojeva ATCC 33291
Campylobacter jejuni, ATCC 43478 Campylobacter coli i ATCC 35223 Campylobacter lari).

U svaku minitubu u kojoj su se nalazile precipitirane bakterijske ¢elije dodato je po 0,3 mL
Tissue and Cell rastvora i po 1 pL Proteinaze K koncentracije 50 pg/ul. Uzorci su zatim postavljeni
u vodeno kupatilo na temperaturu od 65 °C u trajanju od 15 minuta. Uzorci su posle inkubiranja u
vodenom kupatilu stavljeni na led pet minuta. Zatim je u svaki uzorak dodato po 0,15 mL reagensa
MPC Protein Precipitation. Uzorci su onda mesSani na vibratoru za epruvete 10 sekundi, a zatim su
centrifugirani 10 minuta pri 13.000 obrtaja/min. Supernatant je zatim izpipetiran u nove minutube i
u svaku je dodato po 0,5 mL izopropanola. Nukleinske Kiseline su zatim precipitirane
centrifugiranjem koje je trajalo 10 minuta pri 13.000 obrtaja/min, izopropanol je odliven, a dobijeni
precipitat je ispran 75% etanolom dva puta, a potom je sav rezidualni etanol uklonjen. Precipitat
nukleinskih Kiselina, koji je pri tome dobijen, rastvoren je u 35 pL pufera za ¢uvanje DNK i

uskladisten u zamrziva¢ na temperaturu od -30 °C.

Koncentracija i Cistoa svakog pojedinacnog uzorka DNK ispitana je na UV
spektrofotometru. Za dalji rad, uzorci DNK normalizovani su na koncentraciju od 100 pg/mL 1

Cistocu Aze0/280 = 1,8-2,0.

Dobijeni izolati DNK ispitani su RealTime PCR tehnikom. Za ispitivani gen pripremljena je

reakciona smesa Ciji je sastav dat u tabeli 4.3.
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Tabela 4.3. — Sastav reakcione smese za Real Time PCR

Ukupni volumen smeSe (pL) 20,0

Sastav i koncentracije komponenti:

2xPufer (uL) 10,0
16S-f (uL) 1,0
16S-r (uL) 1,0
Sterilna dd H20 (uL) 7,0
DNK ispitivanog uzorka (uL) 1,0

Program ispitivanja gena za sintezu 16S rRNK Real Time PCR metodom dat je u tabeli 4.4.

Tabela 4.4. — Program za Real Time PCR

Inicijalna 95°C 10 min
denaturacija
) 95°C 15s
40 ciklusa
60°C 30s

4.2.6 Odredivanje pripadnosti vrstama Campylobacter jejuni, Campylobacter coli i
Campylobacter lari

Nakon analize genoma referentnih sojeva ATCC 33291 Campylobacter jejuni, ATCC 43478
Campylobacter coli, ATCC 35223 Campylobacter lari, ,,BLAST* softverom, za dokazivanje

pripadnosti izolata svakoj od navedenih vrsta izabrani su slede¢i geni:

e Oksidoreduktaza (oxrd 1441) - za dokazivanje pripadnosti vrsti Campylobacter jejuni
e Aspartokinaza (ask) — za dokazivanje pripadnosti vrsti Campylobacter coli

e Serin hidroksimetil transferaza (glyA) - za dokazivanje pripadnosti vrsti Campylobacter lari

Softverskom analizom konstruisani su parovi prajmera koji se komplementarno vezu ispred

i iza odgovarajuce sekvence za svaki od navedenih gena.

Tokom ispitivanja ukupno je izolovano 97 uzoraka nukleinskih kiselina (89 izolata, 5
kamilobakterija izolovanih u slu¢ajevima oboljenja ljudi i uzorci referentnih sojeva ATCC 33291
Campylobacter jejuni, ATCC 43478 Campylobacter coli i ATCC 35223 Campylobacter lari).
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U svaku minitubu u kojoj su se nalazile precipitirane bakterijske ¢elije dodato je po 0,3 mL
Tissue and Cell rastvora i po 1 uL Proteinaze K koncentracije 50 ug/uL. Uzorci su zatim postavljeni
u vodeno kupatilo na temperaturu od 65 °C u trajanju od 15 minuta. Uzorci su posle inkubiranja u
vodenom kupatilu stavljeni na led pet minuta. Zatim je u svaki uzorak dodato po 0,15 mL reagensa
MPC Protein Precipitation. Uzorci su onda mesani na vibratoru za epruvete 10 sekundi, a zatim su
centrifugirani 10 minuta pri 13.000 obrtaja/min. Supernatant je zatim izpipetiran u nove minutube i
u svaku je dodato po 0,5 mL izopropanola. Nukleinske Kiseline su zatim precipitirane
centrifugiranjem koje je trajalo 10 minuta pri 13.000 obrtaja/min, izopropanol je odliven, a dobijeni
precipitat je ispran 75% etanolom dva puta, a potom je sav rezidualni etanol uklonjen. Precipitat
nukleinskih Kkiselina, koji je pri tome dobijen, rastvoren je u 35 pL pufera za ¢uvanje DNK i

uskladisten u zamrzivac na temperaturu od -30 °C.

Koncentracija i Cistoa svakog pojedinatnog uzorka DNK ispitana je na UV
spektrofotometru. Za dalji rad, uzorci DNK normalizovani su na koncentraciju od 100 pug/mL i

Cistocu Aze0r280 = 1,8-2,0.

Dobijeni DNK izolati ispitani su multipleks PCR tehnikom. Za ispitivane gene pripremljena

je reakciona smesSa Ciji je sastav dat u tabeli 4.5.

Tabela 4.5. — Sastav reakcione smese za mutipleks PCR

Ukupni volumen smesSe (pL) 50,0
Sastav i koncentracije komponenti:

2% Pufer (uL) 25,0
jej-f (uL) 2,0
Jej-r (uL) 2,0
col-f (uL) 2,0
col-r (uL) 2,0
lar-f (uL) 2,0
lar-r (uL) 2,0
Sterilna dd H2O (uL) 11,0
DNK ispitivanog uzorka (uL) 2,0

Program ispitivanja multipleks PCR metodom dat je u tabeli 4.6.
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Tabela 4.6. — Program za multipleks PCR

Inicijalna B 95°C 10 min
denaturacija
95°C 30s
25 ciklusa 58°C 90s
72°C 60 s
Finalna .
. 72°C 7 min
elongacija

Nakon amplifikacije, po 10 puL dobijenog amplifikata pomeSano je sa 2 pL boje za
elektroforezu 1 meSavina je izpipetirana u bunarci¢e dvopostotnog agaroznog gela obojenog
etidijum bromidom. Gel je stavljen u kadu 1 podvrgnut elektroforezi pri naponu od 120 V, jadini
struje od 400 mA tokom 30 minuta. Nakon elektroforeze, gelovi su stavljeni na UV transiluminator
radi vizuelizacije traka, nakon Cega su snimljeni sistemom za fotografisanje gelova GelDoc

(Eppendorf, Nemacka).

4.2.7 Sekvenciranje i odredivanje filogenetske srodnosti

Kao osnova za molekularnu identifikaciju izolovanih sojeva Campylobacter jejuni,
Campylobacter coli i Campylobacter lari i odredivanje njihove filogenetske srodnosti kori$éena je
sekvenca DNK veli¢ine 1100 baznih parova koja je visoko konzervisana kod razli¢itih rodova
bakterija. Ovaj gen (dnal) kodira sintezu proteina toplotnog Soka familije 40 (HSP40), odnosno ko-

reguliSe sintezu sigma 32 faktora toplotnog Soka.

Ukupno 71 uzorak (64 izolata poreklom sa trupova Zivine, 5 humanih izolata i uzorci
referentnih sojeva ATCC 33291 Campylobacter jejuni, ATCC 43478 Campylobacter coli i ATCC
35223 Campylobacter lari) izolovane DNK amplifikovano je parom prajmera dnal-f i dnal-r.
Dobijeni amplifikati vizuelizovani su na 1,5% agaroza gelu, a zatim su prec¢iséeni na Qiaquick mini
spin (Qiagen, Hilden, Nemacka) kolonama. Nakon ponovne provere vizuelizacijom amplifikata kao

trake od priblizno 750 bp u agaroza gelu, uzorci su pripremljeni za sekvenciranje.

Sekvenciranje je izvrSeno u kompaniji GATC BIOTECH, Keln, Nemacka. Za sekvenciranje
je koris¢en 71 uzorak od po 20 uL precisc¢enog amplifikata. Koris¢ena je tehnika One Shot Read
MP na aparatu Roche GS FLX Titanium 454. Radi sto preciznije identifikacije sekvencirana su oba
lanca fragmenta DNK. Rezultati sekvenciranja predstavljeni su u obliku hromatograma i datoteka u
FASTA formatu. Za identifikaciju izolata, datoteke u FASTA formatu ucitane su u BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) softver i odabran je algoritam za prepoznavanje visokosli¢nih

sekvenci kod mikroorganizama. Obradom podataka o sekvenciranim delovima gena za sintezu
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sigma 32 faktora toplotnog Soka dobijeni su rezultati identifikacije izolata kampilobakterija u vidu
naziva vrste i/ili podvrste kao i o procentu poklapanja redosleda baza referentnog soja u odnosu na

ispitivani soj.

Da bi se ispitala filogenetska srodnost dobijenih sojeva, njihove sekvence nukleotida
poredane su i poravnate koriS¢enjem softverskog alata Clustal W Omega Multiple Sequence
Alignment (The European Bioinformatics Institute). Poravnate sekvence ispitane su Neighbour-
joining metodom (ATCC referentni sojevi, humani izolati i izolati iz klanica). Divergencija

sekvenci prikazane je pomoc¢u Bootstrap vrednosti (izrazene kao procenat od 1000 replikata).

4.2.8 Ispitivanje osetljivosti Campylobacter spp. na antimikrobne lekove

4.2.8.1 Disk difuziona metoda

Osetljivost izolata Campylobacter spp. na antibiotike je ispitana disk difuzionom metodom
po Kirby-Baueru na Mueller Hinton agaru sa dodatkom 5% defibrinisane ovéije krvi prema
uputstvu Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Upotrebljeni su diskovi koji su
sadrzavali sledece antimikrobne lekove: 5 pg ciprofloksacina (hinoloni), 30 pg nalidiksinske
kiseline (hinoloni), 30 ug tetraciklina (tetraciklini), 15 pg eritromicina (makrolidi) i 10 pg
gentamicina (aminoglikozidni antibiotici). Suspenzija mikroorganizama je dobijena manuelnim
protresanjem epruvete, kako bi se postiglo potrebno zamucéenje prema McFarland standardu, da bi
se zatim sterilnom ezom ravnomerno nanela na povrSinu Mueller-Hinton agara. Nakon toga
automatskim uredajem (Oxoid, Velika Britanija) su postavljeni diskovi na povrSinu Mueller Hinton

agara.

Tako pripremljena podloga je inkubirana 24 sata na temperaturi od 42 °C. Nakon inkubacije
merena je zona inhibicije rasta ispitujucih kampilobakterija oko diska sa antimikrobnim lekom, i
ocenjivanje je vrseno prema EUCAST i CLSI uputstvu. Ispitivani izolati su na osnovu veli¢ine zone
inhibicije rasta proglasavani kao rezistentani, intermedijarani i senzitivni (osetljivi) (tabela 4.7).

Veli¢ina zone inhibicije je merena etaloniranim nonijusom (Subler, kljunasto merilo).

Tabela 4.7. — Okviri za tumacenje rezultata disk difuzionom metodom po CLSI:

Antimikrobni lekovi Potencija — 205 |nh|b|cue_ _rasta (i) -
Senzitivan Intermedijaran Rezistentan
Ciprofloksacin 5 ug >25 24 - 21 <20
Nalidiksinska kiselina 30 ug - - <14 (D)
Tetraciklini 30 pg > 25 24 - 21 <20
Eritromicin 15 pg > 16 15-13 <12
Gentamicin 10 ug > 16 15 <14
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4.2.8.2 Kvantitativna disk difuziona metoda (E-test)

Za odredivanje minimalne inhibitorne koncentacije koriséen je kvantitativni disk difuzioni
test (E-test, epsilometar test). E-testom se odreduju minimalne inhibitorne koncentracije (MIK)
datih antibiotika, izrazene u pg/ml, koje ¢e inhibirati rast odredenih bakterija. Kao referentna
podloga za E-test koris¢en je Mueller Hinton agar sa dodatkom 5% defibrinisane ov¢ije krvi, kao i u
disk difuzionoj metodi. Suspenzija mikroorganizama je pripremana na isti nacin kao i disk
difuzionoj metodi, tj. dobijena je manuelnim protresanjem epruvete, kako bi se postiglo potrebno
zamucenje prema McFarland standardu, da bi se zatim sterilnom ezom ravnomerno nanela na
povrsinu Mueller-Hinton agara. Nakon toga su postavljene E test trake sa gradijentom, tako da
strana na kojoj je nalazi MIK skala bude okrenuta ka poklopcu ploc¢e i da maksimalna koncentracija

bude najbliza ivici plo€e, vodeci racuna da Citava traka u potpunosti dodiruje povrsinu podloge.

Tako pripremljena podloga je inkubirana 24 sata na temperaturi od 42 °C. Nakon inkubacije
javljala se zona inhibicije rasta ispituju¢ih kampilobakterija oko E test traka sa antibiotikom oblika
elipse, i ocenjivanje je vrseno prema EUCAST i CLSI uputstvu. Ocitavanje se vrsilo uzimanjem
onog broja gde se porasle kolonije dodiruju sa E test trakom i ta vrednost predstavlja minimalnu

inhibitornu koncentraciju (MIK) antibiotika.

4.3 Statisticka obrada podataka

U statisti¢koj analizi dobijenih rezultata izvedenog eksperimenta, kao statisticka metoda
kori$¢en je Hi-kvadrat test za poredenje ucestalosti neparametrijskih obelezja. Znacajnost razlika
utvrdena je na nivou znacajnosti od 5%. Statisticka analiza dobijenih rezultata uradena je u

statistickom paketu PrizmaPad 6.00. Dobijeni rezultati ispitivanja prikatani su tabelarno 1 graficki.
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5. Rezultati istrazivanja

U toku istrazivanja ukupno je pregledano 115 uzoraka ispiraka trupova zivine, 5 izolata
poreklom od ljudi i 3 referentna ATCC soja Campylobacter jejuni, Campylobacter coli i

Campylobacter lari.

5.1 Rezultati ispitivanja ucestalosti nalaza Campylobacter spp. na trupovima Zivine

Uzorkovano je 115 trupova zivine na linijama klanja tri klanice (dve su velike industrijske
klanice — objekat ,,A” i objekat ,,B”, dok je jedna bila zanatska — objekat ,,C”) na teritoriji
Republike Srbije.

Tabela 5.1. — Ucestalost nalaza Campylobacter spp. na trupovima Zivine

Postupak i ucestalost nalaza (n i %)
Uzorkovano (n) VIDAS CAM mCCD CampyFood RealTime PCR
n % n % n % n %
115 10548 | 91,30 | 105“B | 91,30 8oAcC 77,39 898P | 77,39

legenda: ista slova A, B, C, D — p< 0,05

120,00
Indeks
100,00 ——
80,00 — —
VIDAS CAM
60,00 —— — mCccD
100,00 100,00 CampyFood
84,76 84,76
40,00 41— ' ’ RT-PCR
20,00 — —
0,00 -— —_—
napomena: ucestalost nalaza Campylobacter spp. postupkom VIDAS CAM
indeksirana je sa 100

Grafikon 5.1. — Indeksirane vrednosti ucestalosti nalaza Campylobacter spp. na trupovima
zivine u zavisnosti od primenjenog postupka
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Iz indeksiranih vrednosti ucestalosti nalaza Campylobacter spp. uocava se istovetna
ucestalost nalaza dobijenih postupkom VIDAS CAM i mCCD, kao 1 istovetna ucestalost nalaza
Campylobacter spp. pri upotrebi postupaka CampyFood i RT-PCR. Ucestalost nalaza
Campylobacter spp. upotrebom postupaka CampyFood i RT-PCR bila je znacajno manja (p < 0,05)
u odnosu na ucestalost nalaza pri upotrebi postupka VIDAS CAM, odnosno mCCD (tabela. 5.1).
Indeksirane vrednosti za VIDAS CAM i mCCD su bile 100, a za ostala dva postupka 84,76
(grafikon 5.1).

Primenom ELFA tehnologije (Enzyme Linked Fluorescent Assay) pomocu automatizovanog
kvalitativnog testa mini VIDAS, uraden je skrining (trijaza) uzorkovanih ispiraka trupova zivine, pri
¢emu smo dobili 105 potencijalno pozitivnih uzoraka, koje smo dalje analizirali tako §to smo ih

zasejali na mCCD agar i CampyFood ID agar.

Na mCCD agaru od 105 zasejanih uzoraka izraslo je svih 105. Karakteristicne kolonije
Campylobacter spp. na mCCD agaru su bile sivkaste, ¢esto sa metalnim sjajem, pljosnate, vlazne,

sa tendencijom S$irenja (slika 5.1).

Slika 5.1. — Karakteristi¢ne kolonije Campylobacter spp. na mCCD agaru

Svih 105 karakteristicnih kolonija kampilobakterija, koje su izrasle na mCCD agaru,
presejane su na CampyFood ID agar, pri ¢emu su na 89 ploca izrasle karakteristi¢ne kolonije

Campylobacter spp. koje su bile burgundi-crvene do narandzastvo-crvene boje (slika 5.2).
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Slika 5.2. - Karakteristi¢ne kolonije Campylobacter spp. na CampyFood agaru

Nakon ove identifikacije svih 89 izolata je ispitano RealTime PCR tehnikom, da bi se

dokazala pripadnost rodu Campylobacter.

Tabela 5.2. — Ucestalost nalaza Campylobacter spp. na trupovima zivine

OBJEKAT Uzorkovano Pozitivno Prevalencija, %
A 34 22° 64,71
B 33 238 69,70
C 48 4478 91,67
A+B+C 115 89 77,39

legenda: ista slova A, B — p< 0,05

Od ukupnog broja pregledanih uzoraka trupova zivine (115), 89 uzoraka identifikovano je
kao Campylobacter spp., §to predstavlja prevalenciju od 77,39%. U objektu ,,A” je uzorkovano 34
uzorka, od kojih je 22 (64,71%) identifikovano kao Campylobacter spp., u objektu ,.B” je
uzorkovano 33 uzorka, od kojih je 23 (69,70%) identifikovano kao Campylobacter spp., dok je u
objektu ,,C” uzorkovano 48 uzoraka, od kojih je 44 (91,67%) identifikovano kao Campylobacter
spp., Sto je bilo statisticki znacajno vise (p < 0,05) u odnosu na industrijske objekta (objekti ,,A” i
,,B”) (tabela 5.2).
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Indeks 140,00
118,45
120,00
100,00
100,00 - 50,06 —
83,61
80,00 - T EA+B+C
Objekat A
©0,00 7 - Objekat B
40,00 - - Objekat C
20,00 ——
0,00 - S

napomena: ucestalost nalaza Campylobacterspp. na trupovima Zivine iz
sva tri objekta (A+B+C) indeksirana je sa 100

Grafikon 5.2. — Indeksirane vrednosti ucestalosti nalaza Campylobacter spp. na trupovima zivine iz
razlicitih objekata

Kada se prosecna prevalencija ucestalosti nalaza prikaze indeksiranim vrednostima (indeks
100 je prosecna ucestalost za sva tri objekta A+B-+C) uocava se da je indeksirana vrednost za

objekat ,,A” 83,61, objekat ,,B” 90,06, a objekat ,,C” 118,45 (grafikon 5.2).

5.2 Rezultati identifikacije izolata Campylobacter spp. sa trupova Zivine

Identifikacija izolata Campylobacter spp. sa trupova Zivine je utvrdena pomoc¢u multipleks
PCR metode, pri ¢emu je 35 izolata identifikovano kao Campylobacter jejuni, 29 izolata kao

Campylobacter coli, dok je u 14 uzoraka ustanovljena mesana kultura C. jejuni i C. coli.

Tabela 5.3. — Identifikacija i ucestalost nalaza izolata Campylobacter spp. na trupovima zivine

OBIEKAT Cam jp;)jllj)r?iacter Cam pé/cl)(l)ibacter zteliﬁlrl: UKUPNO
n % n % n % n %
A 5 33,33 5 33,33 5 38,33 15 100
B 6 31,58 11 57,89 2 10,52 19 100
C 24 54,54 13 29,54 7 1591 | 44 100
A+B+C 35 44,87 29 37,18 14 | 1795 | 78 100

Iz tabele 5.3. se vidi da je 44,87% ispitanih izolata identifikovano kao Campylobacter jejuni,

37,18% kao Campylobacter coli, dok je u 17,95% izolata detektovana mesana kultura ove dve vrste.
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Indeks 140,00
121,55
120,00 —
100,00
100,00 - —
80,00 - 74,28 70,38 T~ mA+BiC
Objekat A
60,00 Objekat B
Objekat C
40,00 - —
20,00 —
0,00 - —
napomena: ucestalost nalaza Campylobacter jejunina trupovima Zivine iz
svatri objekta (A+B+C) indeksirana je sa 100

Grafikon 5.3. — Indeksirane vrednosti u¢estalosti nalaza Campylobacter jejuni na trupovima zivine
iz razli¢itih objekata

Iz indeksiranih vrednosti prikazanih grafikonom 5.3 se uocava da je ucestalost nalaza

Campylobacter jejuni na trupovima Zivine manja objektima ,,A”, odnosno ,,B”, a veta u objektu

,,C” u odnosu na prosecnu ucestalost nalaza u sva tri objekta (A+B+C).

180,00
Indeks
160,00 155,70
140,00
120,00
100,00
100,00 | A+B+C
79,45 Objekat A
80,00
Objekat B
60,00 - —— Objekat C
40,00 — ——
20,00 — ——
0,00 -
napomena: ucestalost nalaza Campylobacter colina trupovima zivine iz
sva tri objekta (A+B+C) indeksirana je sa 100

Grafikon 5.4. — Indeksirane vrednosti u u¢estalosti nalaza Campylobacter coli na trupovima zivine
iz razli¢itih objekata

Ucestalost nalaza Campylobacter coli na trupovima zivine iz objekta ,,B” je daleko veca

(indeks 155,70) u odnosu na indeksirane vrednosti nalaza C. coli na trupovima Zivine iz sva tri
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objekta (A+B+C), dok je u objektu ,,A” indeksirana vrednost bila 89,64, a u objektu ,,C” 79,45
(grafikon 5.4).

250,00
Indeks
213,54
200,00
150,00
W A+B+C
Objekat A
100,00
100,00 86,64 Objekat B
Objekat C
58,61
50,00 -+ —
0,00 - — —
napomena: ucestalost nalaza mesanih kultura Campylobacter spp. na
trupovima zivine iz sva tri objekta (A+B+C) indeksirana je sa 100

Grafikon 5.5. — Indeksirane vrednosti u ucestalosti nalaza meSanih kultura Campylobacter spp. na
trupovima Zivine iz razliitih objekata

Indeksirane vrednosti prikazane grafikonom 5.5 pokazuju da je daleko najveca ucestalost

meSanih kultura bila na trupovima zivine iz objekta ,,A” (indeks 213,54), a znatno manja na

trupovima zivine iz objekta ,,C” (indeks 88,63), a naroCito na trupovima zivine iz objekta ,B”

(indeks 58,61).

Tabela 5.4. — Sekvenciranje izolata Campylobacter spp.

Sekvenciranih Campylobacter .
. AR Campylobacter coli
OBJEKAT izolata jejuni
n % n % n %
A 10 100 5 50,00 5 50,00
B 17 100 6 35,30 11 64,70
C 37 100 24 64,86 13 35,14
A+B+C 64 100 35 54,69 29 45,31

Iz tabele 5.4. se vidi da je od ukupno 64 sekvencioniranih izolata sa trupova Zivine 35,
odnosno 54,69% identifikovano kao Campylobacter jejuni, dok je 29, odnosno 45,31%

identifikovano kao Campylobacter coli.
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160,00
Indeks 142,79
140,00

118,60

100,00 100,00
100,00 91,42

77,55 B A+B+C

80,00 -
64,55 Objekat A

60,00 - Objekat B

40,00 - Objekat C

20,00 + —

0,00 :
Campylobacterjejuni Campylobacter coli

napomena: sekvencioniranje izolata Campylobacter spp. na trupovima Zivine iz sva tri
objekta (A+B+C) indeksiran je sa 100

Grafikon 5.6. — Uporedni prikaz sekvencioniranja izolata Campylobacter spp. iz razli¢itih objekata

Izolat Camylobacter jejuni je naj¢eSce sekvencioniran sa trupova zivine iz objekta ,,C”
(indeks 118,59), a Campylobacter coli sa trupova zivine iz objekta ,,B” (indeks 142,79) (grafikon
5.6).

5.3 Rezultati filogenetske srodnosti izolata Campylobacter spp. sa trupova Zivine i izolata
humanog porekla

Od ukupno 69 sekvencioniranih izolata (64 poreklom sa trupova Zivine 1 5 izolata izolovanih
u slucajevima oboljenja ljudi) 37 je ozna¢eno kao Campylobacter jejuni (35 sa trupova Zivine i 2
humana izolata), dok je 32 izolata detektovano kao Campylobacter coli (29 sa trupova Zivine i 3
humana izolata). 1z tabele 5.5 se vidi da 5 izolata C. jejuni potice iz objekta ,,A“, 6 izolata iz objekta
,B” 1 24 iz objekta ,,C”. Iz objekta ,,A” potie 5 izolata C. coli, iz objekta ,,B” 11 izolata, dok iz
objekta ,,C” potice 13 izolata C. coli.
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Tabela 5.5. — Spisak sekvencionirani izolata C. jejuni i C. coli i njihovo poreklo

Rezultat F’°.rek'° Rezultat Po_reklo
Izolat . (objekat) Izolat o (objekat)
sekvenciranja . sekvenciranja .
izolata izolata
29 C. jejuni Objekat C 36 C. coli Objekat B
30 C. jejuni Objekat C 38 C. coli Objekat B
31 C. jejuni Objekat C 39 C. coli Objekat B
32 C. jejuni Objekat C 40 C. coli Objekat B
33 C. jejuni Objekat C 41 C. coli Objekat B
34 C. jejuni Objekat C 42 C. coli Objekat B
35 C. jejuni Objekat C 43 C. coli Objekat B
48 C. jejuni Objekat B 44 C. coli Objekat B
55 C. jejuni Objekat A 45 C. coli Objekat B
57 C. jejuni Objekat A 47 C. coli Objekat B
58 C. jejuni Objekat A 49 C. coli Objekat B
64 C. jejuni Objekat C 101 C. coli Objekat A
67 C. jejuni Objekat C 103 C. coli Objekat A
68 C. jejuni Objekat C 106 C. coli Objekat A
69 C. jejuni Objekat C 107 C. coli Objekat A
71 C. jejuni Objekat C 111 C. coli Objekat A
72 C. jejuni Objekat C 201 C. coli Objekat C
73 C. jejuni Objekat C 202 C. coli Objekat C
74 C. jejuni Objekat C 203 C. coli Objekat C
75 C. jejuni Objekat C 204 C. coli Objekat C
77 C. jejuni Objekat C 206 C. coli Objekat C
92 C. jejuni Objekat C 209 C. coli Objekat C
93 C. jejuni Objekat C 210 C. coli Objekat C
94 C. jejuni Objekat C 212 C. coli Objekat C
95 C. jejuni Objekat C 214 C. coli Objekat C
96 C. jejuni Objekat C 215 C. coli Objekat C
97 C. jejuni Objekat C 218 C. coli Objekat C
98 C. jejuni Objekat C 219 C. coli Objekat C
100 C. jejuni Objekat A 221 C. coli Objekat C
105 C. jejuni Objekat A 2H C. coli Humani izolati
112 C. jejuni Objekat B 4H C. coli Humani izolati
113 C. jejuni Objekat B 5H C. coli Humani izolati
114 C. jejuni Objekat B
116 C. jejuni Objekat B
315 C. jejuni Objekat B
1H C. jejuni Humani izolati
3H C. jejuni Humani izolati
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Grafikon 5.7. — Klasteri, subklasteri i grane izolata Camplylobacter jejuni i Campylobacter coli

Grafikonom 5.7 prikazani su Klasteri, subklasteri

Campylobacter coli iz kojih moze da se vidi filogenetska srodnost pojedinih izolata. Od 37 izolata

I grane Campylobacter jejuni

C. jejuni, 35 potice iz tri objekta ,,A”, ,,B” i,,C” (tabele 5.4 1 5.5), a dva izolata su humani. Od 32
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izolata C. coli 29 potice iz objekata ,,A”, ,,B” 1 ,,C” (tabele 5.4 i 5.5), a tri su humani izolati.
Grafikonom je prikazan i klaster Campylobacter lari, koji poti¢e od referentnog soja. C. lari nije

dokazan na trupovima zivine u okviru ovog eksperimenta.

Tabela 5.6. — Poreklo, srodnost, broj izolata i broj grana Campylobacter jejuni

Poreklo Broj izolata u - Ukupno
(c_)bjekat) Srodnost grani Broj grana izolata
izolata
A istorodnost 1 1 1
A istorodnost 2 1 2
B istorodnost 2 2 4
C istorodnost 1 6 6
C istorodnost 2 3 6
C istorodnost 3 2 6
1H istorodnost 1 1 1
A+C srodnost 2 1 2
A+B srodnost 2 1 2
B+C+C srodnost 3 1 3
3H+C+C+C srodnost 4 1 4
UKUPNO 20 37

Izolati C. jejuni poticu iz tri objekta (A, B, C), a dva soja su humani izolati (1H i 3H). Od
izolata iz objekta ,,A” jedan izolat nema srodnosti sa drugim izolatima, dok su dva izolata istorodna.
Jedan od izolata iz objekta ,,A” je srodan izolatu iz objekta ,,C”, a jedan izolat iz objekta ,,A” srodan
je jednom izolatu iz objekta ,,B”. Po dva izolata iz objekta ,,B” nalaze se u dve posebne grane
(istorodni), jedan je srodan izolatu iz objekta ,,A” (kao §to je veé reCeno), a jedan je srodan sa dva
izolata iz objekta ,,C”. Sest izolata iz objekta ,,C” &ine po jednu granu (nemaju srodnost sa drugim
izolatima). Po dva izolata iz objekta ,,C” su istorodni i nalaze se u po tri grane, dok se po tri
istorodna izolata nalaze u dve grane. Jednu posebnu granu ¢ine tri izolata iz objekta ,,C” 1 humani
izolat 3H. Humani izolat 1H nema srodnost sa ostalim izolatima C. jejuni. Filogenetskim
ispitivanjem izolati (37 izolata) su razvrstani u 20 grana, od Cega su Cetiri grane sa srodnim

izolatima, pri ¢emu je jedan humani izolat (3H) srodan sa tri izolata iz objekta ,,C” (tabela 5.6).

52



Rezultati istrazivanja

Tabela 5.7. — Poreklo, srodnost, broj izolata i broj grana Campylobacter coli

Po_reklo Broj izolata u . Ukupno
(quekat) Srodnost grani Broj grana solata
izolata
A istorodnost 2 1 2
A istorodnost 3 1 3
B istorodnost 1 1 1
C istorodnost 1 1 1
C istorodnost 2 1 2
C istorodnost 10 1 10
8xB + 5H + 4H srodnost 10 1 10
B+B+2H srodnost 3 1 3
UKUPNO 8 32

Izolati (32 ukupno) C. coli nalaze se u osam filogenetski razliitih grana od Cega je Sest
istorodnih, a dve su srodne. Od pet izolata iz objekta ,,A” u jednoj grani su dva, a u drugoj tri
izolata. Jedan izolat iz objekta ,,B” ¢ini granu koja nema srodnost sa ostalim izolatima. Izolati C.
coli iz objekta ,,C” nalaze se u tri grane, pri ¢emu u jednom slucaju jedan izolat €ini jedni granu, u
drugoj grani su dva izolata, a u trecoj je 10 izolata. U jednoj od srodnih grana nalazi se osam izolata
iz objekta ,,B” i dva humana izolata (5H i 4H), dok su u drugoj srodnoj grani dva izolata iz objekta
,,B” 1jedan humani izolat (2H) (tabela 5.7).

5.4 Rezultati antimikrobne osetljivosti izolata Campylobacter spp. prema antimikrobnim
lekovima primenom disk difuzione metode

Osetljivost izolata Campylobacter spp. na odabrane antimikrobne lekove je ispitana disk
difuzionom metodom po Kirbi Bauer-u. U tabeli 5.8 dati su rezultati ispitivanja osetljivosti izolata
Campylobacter spp. na antimikrobne lekove dobijeni disk difuzionom metodom.

Tabela 5.8. — Rezultati ispitivanja antimikrobne osetljivosti Campylobacter spp. izolata dobijeni
disk difuzionom metodom

Antimikrobni (S;S:iﬂ{/' ;’n) Intermedijerno Rezistentan
S8 broj % broj % broj %
Ciprofloksacin 13 14,61 23 25,84 53 59,55
Nalidiksinska 29 | 3258 : : 60 | 67,42
kiselina

Tetraciklini 22 24,72 13 14,61 54 60,67
Eritromicin 44 49,44 10 11,24 35 39,33
Gentamicin 71 79,78 6 6,74 12 13,48
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Izolati Campylobacter spp. poreklom sa trupova Zivine pokazivali su visoku osetljivost
prema gentamicinu (79,78%), dok je osetljivost prema eritromicinu iznosila 49,44%, nalidiksinskoj
kiselini 32,58%, tetraciklinima 24,72%, a prema ciprofloksacinu 14,60%.

Rezultati ispitivanja osetljivosti izolata Campylobacter jejuni na antimikrobne lekove,
dobijeni disk difuzionom metodom, dati su u tabeli 5.9.

Tabela 5.9. — Rezultati ispitivanja antimikrobne osetljivosti Campylobacter jejuni izolata dobijeni
disk difuzionom metodom

Antimikrobni (Sglszeif[lijvl ;/n) Intermedijerno Rezistentan
8@ broj % broj % broj %
Ciprofloksacin 6 17,14 12 34,29 17 48,57
Nalidiksinska 17 | 4857 | - : 18 | 5143
Kiselina

Tetraciklini 8 22,86 6 17,14 21 60,00
Eritromicin 15 42,86 6 17,14 14 40,00
Gentamicin 30 85,71 0 - 5 14,29

Najveéi broj izolata Campylobacter jejuni poreklom sa trupova Zivine pokazivali su visoku
osetljivost prema gentamicinu (85,71%), dok je osetljivost prema nalidiksinskoj kiselini iznosila
48,57%, eritromicinu 42,86%, tetraciklinima 22,86%, a prema ciprofloksacinu 17,14%.

Rezultati ispitivanja osetljivosti izolata Campylobacter coli na antimikrobne lekove,
dobijeni disk difuzionom metodom, dati su u tabeli 5.10.

Tabela 5.10. — Rezultati ispitivanja antimikrobne osetljivosti Campylobacter coli izolata dobijeni
disk difuzionom metodom

Antimikrobni (Sé?]SZ?EIiJVI z\;\/n) Intermedijerno Rezistentan
Ed broj % broj % broj %
Ciprofloksacin 1 3,45 8 27,59 20 68,97
Nalidiksinska 5 | 1724 : . 24 | 8276
kiselina

Tetraciklini 11 37,93 3 10,34 15 51,72
Eritromicin 18 62,07 2 6,90 9 31,03
Gentamicin 24 82,76 2 6,90 3 10,34

Najveci broj izolata Campylobacter coli poreklom sa trupova zivine pokazivali su visoku
osetljivost prema gentamicinu (82,76%) i eritromicinu (62,07%), dok je osetljivost prema
tetraciklinima iznosila 37,93%, nalidiksinskoj kiselini 17,24%, a prema ciprofloksacinu 3,45%.

54



Rezultati istrazivanja

Izolati Campylobacter jejuni su pokazivali najvecu rezistenciju prema tetraciklinima
(60,00%), zatim prema nalidiksinskoj kiselini (51,43%) i ciprofloksacinu (48,57%), dok je
rezistencija prema eritromicinu iznosila 40,00%, a prema gentamicinu 14,29% (tabela 5.9). Izolati
C. coli su pokazivali najvecu rezistenciju prema nalidiksinskoj kiselini (82,76%), zatim prema
ciprofloksacinu (68,97%) i tetraciklinima (51,72%), dok je rezistencija prema eritromicinu iznosila
31,03%, a prema gentamicinu 10,34% (tabela 5.10).

Od ispitivanih izolata C. jejuni 14,29% bilo je osetljivo na svih pet antibiotika
(ciprofloksacin, nalidiksinsku kiselinu, tetraciklin, eritromicin i gentamicin), multirezistentnih je
bilo 42,86%, a korezistentnih (rezistentnih na po dva antibiotika) bilo je na nalidiksinsku kiselinu i
ciprofloksacin 14,29%, tetracikline i ciprofloksacin 8,57%, i na nalidiksinsku kiselinu i tetracikline
2,86% (tabela 5.11).

Kod izolata C. coli nije bilo izolata osetljivih na sve ispitivane antibiotike, multirezistentnih
je bilo 44,83%, a korezistentnih je bilo na nalidiksinsku kiselinu i ciprofloksacin 31,03%, a na
tetracikline i ciprofloksacin 6,90% izolata. Nije bilo izolata koji su istovremeno bili rezistentni na

nalidiksinsku kiselinu i tetracikline (tabela 5.11).

Tabela 5.11. — Rezultati ispitivanja osetljivosti i rezistencije na pet antibiotika dobijenih disk
difuzionom metodom

Osetljivi na Korezistencija
i sve ispitane | Multirezistentni ™ jigiksinska [ nalidiksinska
fzolat antibiotike kiselina i EHTRELLL kiselina i
ciprofloksacin SEEiNIE ST tetraciklini
broj % broj % broj % broj % broj %
C. jejuni
(N=35) 5 14,29 15 42,86 5 14,29 3 8,57 1 2,86
C.coli
(N=29) 0 - 13 44,83 9 31,03 2 6,90 0 -

5.5 Rezultati antimikrobne osetljivosti izolata Campylobacter spp. prema antimikrobnim
lekovima primenom kvantitativnog disk difuzionog testa (E-testa)

Osetljivost 38 izolata Campylobacter spp., od ¢ega 27 izolata C. jejuni i 11 izolata C. coli, je
ispitana na odabrane antimikrobne lekove odredivanjem minimalnih inhibitornih koncentacija
primenom kvantitativnog disk difuzionog testa (E-test, epsilometar test) uz interpretaciju MIK
koncentracija prema EUCAST smernicama. U tabeli 5.12 dati su rezultati ispitivanja osetljivosti

izolata Campylobacter spp. na antimikrobne lekove dobijeni E-testom.
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Tabela 5.12. — Rezultati ispitivanja antimikrobne osetljivosti Campylobacter spp. izolata dobijeni

E-testom

Antimikrobni Ose_t!le Intermedijerno Rezistentan
lekovi PR . .

broj % broj % broj %
Ciprofloksacin 4 10,53 13 34,21 21 55,26
Nalidiksinska 13 | 3421 . : 25 | 6579
Kiselina
Tetraciklini 12 31,58 4 10,53 22 57,89
Eritromicin 20 52,63 5 13,16 13 34,21
Gentamicin 34 89,47 1 2,63 3 7,89

Izolati Campylobacter spp. poreklom sa trupova Zivine pokazivali su visoku osetljivost
prema gentamicinu (89,47%), dok je osetljivost prema eritromicinu iznosila 52,63%, nalidiksinskoj
kiselini 34,21%, tetraciklinima 31,58%, a prema ciprofloksacinu 10,53%.

Rezultati ispitivanja osetljivosti 27 izolata Campylobacter jejuni na antimikrobne lekove
dobijeni E-testom dati su u tabeli 5.13.

Tabela 5.13. — Rezultati ispitivanja antimikrobne osetljivosti Campylobacter jejuni izolata dobijeni

E-testom
. . Osetljiv . .

Qﬂg\r/rinkrobm (senzitivan) Intermedijerno Rezistentan

broj % broj % broj %
Ciprofloksacin 4 14,81 10 37,04 13 48,15
l’:'ii'e'ﬁ:f'mka 12 | 4444 i i 15 | 5556
Tetraciklini 7 25,93 4 14,81 16 59,26
Eritromicin 13 48,15 4 14,81 10 37,04
Gentamicin 24 88,89 0 - 3 11,11

Najveci broj izolata Campylobacter jejuni poreklom sa trupova zivine pokazivali su visoku
osetljivost prema gentamicinu (88,89%), dok je osetljivost prema eritromicinu iznosila 48,15%,
nalidiksinskoj kiselini 44,44%, tetraciklinima 25,93%, a prema ciprofloksacinu 14,81%.

Rezultati ispitivanja osetljivosti 11 izolata Campylobacter coli na antimikrobne lekove

dobijeni E-testom dati su u tabeli 5.14.
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Tabela 5.14. — Rezultati ispitivanja antimikrobne osetljivosti Campylobacter coli izolata dobijeni

E-testom

Antimikrobni Osgtl_pv Intermedijerno Rezistentan
lekovi (TP . .

broj % broj % broj %
Ciprofloksacin 0 - 3 27,27 8 72,73
Nalidiksinska 1 9,09 . : 10 | 90,91
kiselina
Tetraciklini 5 45,45 0 - 6 54,55
Eritromicin 7 63,64 1 9,09 3 217,27
Gentamicin 10 90,91 1 9,09 0 -

Najveéi broj izolata Campylobacter coli poreklom sa trupova zivine pokazivali su Visoku
osetljivost prema gentamicinu (90,91%) i eritromicinu (63,64%), dok je osetljivost prema
tetraciklinima iznosila 45,45%, a prema nalidiksinskoj kiselini 9,09%, dok prema ciprofloksacinu
nije utvrdena.

Izolati Campylobacter jejuni su pokazivali najvecu rezistenciju prema tetraciklinima
(59,26%), zatim prema nalidiksinskoj kiselini (55,56%) i ciprofloksacinu (48,15%), dok je
rezistencija prema eritromicinu iznosila 37,04%, a prema gentamicinu 11,11% (tabela 5.13). Izolati
C. coli su pokazivali najvecu rezistenciju prema nalidiksinskoj kiselini (90,91%), zatim prema
ciprofloksacinu (72,73%) i tetraciklinima (54,55%), dok je rezistencija prema eritromicinu iznosila

27,27%, a prema gentamicinu nije ni registrovana (tabela 5.14).

Tabela 5.15. — Uporedna analiza rezultata rezistentnosti kampilobakterija na odabrane
antimikrobne lekove, dobijenih disk difuzionom metodom i E-testom

Antimikrobni Campylobacter spp. Campylobacter jejuni Campylobacter coli
lekovi DDM %) E-test %) DDM %) E-test (%) DDM %) E-test )
Ciprofloksacin 59,55 55,26 48,58 48,15 68,97 72,73
Nalidiksinska 67,42 65,79 51,43 55,56 82,76 90,91
kiselina

Tetraciklini 60,67 57,89 60,00 59,26 51,72 54,55
Eritromicin 39,32 34,21 40,00 37,04 31,03 27,27
Gentamicin 13,48 7,89 14,29 11,11 10,34 0

napomena: DDM - disk difuziona metoda

Uporedna analiza rezistentnosti Campylobacter spp. pokazuje da je ucestalost nalaza
rezistencije na svih pet antibiotika bila veca kada je koriS¢ena disk difuziona metoda u odnosu na E-
test. Disk difuzionom metodom je utvdena i veca ucestalost rezistentnosti C. jejuni kod Cetiri od pet
antibiotika u odnosu na E-test. Veca ucestalost utvrdena je upotrebom E-testa kod nalidiksinske
kiseline u odnosu na disk difuzionu metodu. Veéa ucestalost rezistencije C. coli utvrdena je E-

testom kod ciprofloksacina, nalidiksinske kiseline i tetraciklina, a manja kod eritromicina u odnosu
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na disk difuzionu metodu. E-testom nije utvrdena rezistentnost C. coli kod gentamicina, a kod disk
difuzione metode bila je 10,34% (tabela 5.15).

140,00
Indeks
119,06
120,00 113,22
104,76
100,00 101,88 100,00
100,00 -~ —_—
80,00 - M Ciprofloksacin
66,03 61.91 Nalidiksinska kiselina
60,00 - — Tetraciklini
M Eritromicin
40,00 - Gentamicin
22,64
20,00 -~ 14,28 —
0,00 T )
DDM E-test
napomena: rezistentnost na ciprofloksacin indeksirana je sa 100
Grafikon 5.8. — Uporedna analiza rezistentnosti Campylobacter spp. na odabrane
antimikrobne lekove dobijene disk difuzionom metodom (DDM) i E-testom
140,00
Indeks 123,51 123,07
105,87
100,00 100,00
100,00 -
82,34
80,00 - 76,93  mCiprofloksacin
Nalidiksinska kiselina
60,00 - Tetraciklini
M Eritromicin
40,00 - 29,42 Gentamicin
23,07
20,00 A
0,00
E-test

napomena: rezistentnost na ciprofloksacin indeksirana je sa 100

Grafikon 5.9. — Uporedna analiza rezistentnosti Campylobacter jejuni na odabrane antimikrobne

lekove dobijene disk difuzionom metodom (DDM) i E-testom
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Grafikon 5.10. — Uporedna analiza rezistentnosti Campylobacter coli na odabrane antimikrobne

lekove dobijene disk difuzionom metodom (DDM) i E-testom
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6. Diskusija

6.1 Kampilobakterioza ljudi i Zivotinja

6.1.1 Kampilobakterioza ljudi

Prvo saopstenje o kampilobakterijama datira iz 1886. godine kada je Theodor Escherich
opisao nekultivisane bakterije spiralnog oblika. Kasnije, 1927. godine bakterije izolovane iz fecesa
goveda sa simptomima dijareje oznacene su kao Vibrio jejuni, a 1944. godine iz fecesa svinja sa
simptomima dijareje izolovane su bakterije oznacene kao Vibrio coli. Medutim zbog svojih osobina
(mikroaerofilnost, nefermetativnost) 1963. godine je predlozeno da se rod Campylobacter izdvoyji
od roda Vibrio spp. Butzler i sar. (1973) su svojim radom o nalazu kampilobakterija kod ljudi sa
uzrocnici gastroenteritisa kod ljudi u svetu. Brojne zemlje u poslednjih desetak godina ulazu
ogromne napore da razliitim merama, U svim fazama proizvodnje i prometa, smanje nivo
kontaminacije hrane (mesa, pre svega) kampilobakterijama, ali bez znacajnijih rezultata. Zbog
visoke kontaminacije hrane bolesti prenosive hranom se najcesée povezuju sa kampilobakterijama,
a oboljenje ljudu je jos uvek tesko prevenirati (Nicorici i Ghoddusi, 2017).

Campylobacter spp. je paradoksalan mikroorganizam. U hrani se ne razmnozava pri
temperaturama ispod 30 °C, takode ne i u vazduhu zbog prisustva kiseonika kao i u nedostatku
vlage (optimalan aw 0,997, ne raste ispod 0,987). Siroko je rasprostranjen u Zivom svetu, ali se
naj¢ese nalazi kod zivine i divljih ptica jer su mu to domacini sa najviSom temperaturom tela
(Wieczorek i sar., 2015). Pored toga nalazi se i kod drugih domacih i divljih Zivotinja,
nepasterizovanom mleku, plodovima voda i vodi (Anon, 2015a).

Izvor infekcije ljudi kampilobakterijama je naj¢eSe meso zZivine 46%-77%, meso goveda,
19-31%, u nekim zemljama voda (8,4%), meso svinja (6%), a pominju se meso ovaca (2,3%) i
zivotna sredina (bez blize odrednice), psi, divlje ptice (Skarp i sar., 2016).

Kampilobakterijama se Covek najceS¢e zarazi preko Zivotinja 1 proizvoda zivotinjskog
porekla. Najcesce je izvor zaraze nedovoljna termicka obrada mesa ili kros-kontaminacija izmedu
sirove i termicki obradene hrane. Ovo se uglavnom dogada na mestu pripreme hrane, ako nisu
striktno odvojeni postupci sa sirovom od postupaka sa gotovom (termicki obradenom) hranom. U
50% do 70% slucajeva kampilobakterioza ljudi je vezana za meso zivine (Javid, 2019).

Infektivna doza koja se manifestuje simptomima kamilobakterioze kod ljudi je 1.000 do

10.000 bakterija. Kod zdravih osoba infektivna doza manja od 10.000 obi¢no ne izaziva oboljenja,
ou
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ali kod imunokompromitovanih osoba (osobe sa slabim imunitetom) dovoljna je i doza od 500
bakterija pa da dode do pojave bolesti (Javid, 2019).

Simptomi kampilobakterize se javljaju nekoliko dana posle konzumiranja kontaminirane
hrane, a ispoljavljaju se kao abdominalni bol, jaka dijareja, a ponekad i kao povracanje. Posle
perioda inkubacije simptomi bolesti traju dva dana, a ponekad i do dve nedelje. Rizi¢ne grupe su
osobe koje boluju od nekih hroni¢nih bolesti (reaktivni arthritis, bolesti nervnog sistema). Oboleli
gube teCnost 1 elektrorite, pa se to mora nadoknaditi odgovaraju¢im koli¢inama teCnosti i
elektrolitima.

Prema podacima Instituta za javno zdravlje Srbije ,,Dr Milan Jovanovi¢ Batut®, odnosno
njegovog Centra za prevenciju i kontrolu bolesti, broj obolelih od kampilobakterioze bio je 2014.
godine 451 (Anon, 2015d), 2015. godine 482 (Anon, 2016), a 2016. godine 581 (Anon, 2017). To
govori o povecanju incidencije od 6,29/100.000 ljudi 2014. godine do 8,20/100.000 ljudi 2016.
godine. Broj obolelih bio je 2018. godine 567 (incidencija 8,1/100.000 stanovnika).
Kampilobakterioza je dijagnostikovana u 20 od 25 okruga, a najveci broj prijavljenih slucajeva
oboljenja bio je 2018. godine u Beogradu 1 JuZznobackom okrugu, dok je najveca stopa incidencije
bila u Severnobanatskom okrugu. NajceS¢e oboleli su deca do Cetiri godine starosti (uzrasno
specifi¢na stopa incidencije 75/100.000 stanovnika), a zatim deca od 5 do 9 godina (25/100.000).
ZabeleZene su 1 sezonske varijacije broja obolelih, pa je tako najveci broj obolelih od aprila do
septembra, a najmanji u periodu januar-mart (Anon, 2019).

Ucestalost pojavljivanja kampilobakterioze kod ljudi prati se u pojedinim zemljama sveta.
Tako u Velikoj Britaniji je kampilobakterioza najcesca bolest prenosiva hranom. Od nje oboli preko
pola milona ljudi u ovoj zemlji (gastroeneritis poznat kao kampilobakterioza). Godi$nje se 72.000
sluc¢ajeva potvrdi laboratorijskim nalazom, a priblizno 100 slu¢ajeva se zavr$i smrtnim ishodom.
(Anon, 2015b, Anon, 2015c).

Kampilobakterije su najfrekventniji zoonozni agens u EU budué¢i da je 2017. godine
zabelezeno 246.158 sluCajeva kapilobakterioze. Broj registrovanih oboljenja je ve¢i u odnosu na
prethodne godine. Razume se da ucestalost kampilobakterioze nije ista u svim zemljama $to moze
da se zakljuci iz ¢injenice da kontaminiranost trupova zivine, kao glavnog izvora infekcije, znatno
varira u zemljama ¢lanicama EU (od 5% do100%) (EFSA, 2018a).

U SAD je zabelezeno 800 hiljada slucajeva kampilobakterioze kod ljudi (Bolinger i
Kathariou, 2017). Kampilobakterioza je zabelezena Sirom sveta, ali sistematizovanih podataka o
njenoj ucestalosti kod ljudi je veoma malo, narocito u nerazvijenim i zemljama u razvoju. U
razvijenim zemljama ucestalost kampilobakterioze ljudi je 4,4 do 9,3 obolela na 1.000 stanovnika

(WHO, 2013). Na Novom Zelandu je zabeleZena najveca nacionalna ucestalost kampilobakterioze u
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maju 2006. godine kada je obolelo 400 ljudi na 100 hiljada stanovnika, $to je rezultiralo
donoSenjem nacionalne strategije za spre¢avanje kampilobakterioze (Baker i sar., 2006). Navedena
mera je dala rezultate i uCestalost kapilobakterioze bila je znatho manja ve¢ naredne dve godine
(Jeffs, 2019). Infekcija kampilobakterijama nije vezana za rasu, ¢e$c¢a je kod muskaraca nego kod
zena, a takode je ucestalija kod dece nego kod odraslih osoba. U SAD je 2010. godine
kampilobakterioza zabeleZzena kod dece mlade od pet godina u 24,4 sluCaja na 100 hiljada
stanovnika (Anon, 2011). U zemljama u razvoju kampilobakterioza je vrlo ¢esta kod dece mlade od
pet godina. Tako, u Bangladesu 38% dece mlade od dve godine je asimptomski inficirano
kampilobakterijama (Javid, 2019).

Kampilobakterije su utvrdene kod ljudi i zivotinja Sirom sveta, a narocitu opasnost za javno
zdravlje imaju u nerazvijenim i zemljama u razvoju. U ovim zemljana stanovni§tvo je cesto
podhranjeno, narocito deca. U Podsaharskoj Africi umre godisnje 3,8 miliona dece starosti do pet
godina, od ¢ega jedna Cetvrtina od bakterijskih dijareja, a medu njima je kampilobakterioza (Kotloff
I sar., 2012). Ispitivanja u Aziji, Latinskoj Americi i Africi pokazuju da su kampilobakterije
najucestaliji patogen kod dece budu¢i da je utvrden kod dece u 84,95% slucajeva (ispitivanja na
1892 deteta) Sto ima za posledicu 1 povecanje ucestalosti dijareja pa i smrtnih ishoda (Amour 1 sar.,
2016; Platts-Mills i sar., 2015). U Senegalu je kod 65% brojlera utvrdeno prisustvo
kampilobakterija, a u Juznoj Africi u ruralnim sredinama kod 68% brojlera, a u zatvorenim

sistemima drzanja kod 47% brojlera. (Bester i Essack, 2012).

6.1.2 lzvori infekcije kampilobakterijama

Kampilobakterije se nalaze u digestivnom traktu, usnoj Supljini i reproduktivnim organima
mnogih toplokrvnih Zivotinja kao i kod ljudi. U najvecem broju slu¢ajeva njihovo prisustvo je kod
domacina asimptomatsko, ali se izlucuju fecesom pa se otuda mogu naci u Zivotnoj sredini (otpadne
vode) (Spicker, 2013). Domace i divlje ptice su najc¢es¢i rezervoar ove bakterije i najées$éi njeni
prenosioci na ljude. Danas se kampilobakterioza ljudi najéeS¢e vezuje za meso Zivine, narocito
brojlera (piladi), a visoka ucestalost kampilobakterioze nije samo posledica Ceste kontaminacije
mesa zivine ovom bakterijom ve¢ 1 ¢injenica da je zadnjih godina potroSnja mesa zivine u svetu
porasla i da je veca od potro$nje mesa svinja (Skarp i sar., 2016). Infektivna doza kampilobakterija
je mala, svega nekoliko stotina celija, a simptomi bolesti se ispoljavaju za jedan do deset dana
(Humphrey i sar., 2007).

Dobro je poznato da je zivina najces¢i uzro¢nik kampilobakterioze i da kampilobakterioza
nastaje kao posledica konzumiranja kontaminiranog mesa zivine. Kontaminacija mesa Zivine vezuje

se za procese klanja i obrade trupova zivine u klanici. Najcece se trupovi kontaminiraju sadrzajem
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digestivnog trakta prilikom evisceracije. Sam postupak obrade trupa je komleksan, brz i vrlo ¢esto
danas u velikoj meri automatizovan $to pruza znatnu moguénost kontaminacije trupa
kampilobakterijama. To zahteva striktnu primenu dobre proizvodacke prakse Sto doprinosi zastiti
javnog zdravlja. Ima misljenja da se limitom od 1000 CFU/g bakterija rizik po javno zdravlje
umanjuje za vise od 50% (Wieczorek i sar., 2015). Za kampilobakterije je poznato da imaju malu
infektivnu dozu pa se u nekim zemljama kontaminiranost tupova kategoriSe prema broju bakterija
(CFU/g). Tako u V. Britaniji postoje tri kategorije trupova. Preko 1.000 CFU/g; 100-1000 CFU/qg i
ispod 100 CFU/g (Anon, 2015c). Ova klasifikacija koju je uradila FSA (V. Britanija) ima za cilj da
smanji broj klanica kod kojih je nivo kontaminacije kampilobakterijama veé¢i od 1000 CFU/g. Od
ukupnog broja klanica 2008. godine 27% je bilo sa brojem kampilobakterija ve¢im od 1000 CFU/g,
da bi se taj broj klanica smanjio na 10% krajem 2015. godine. Zbog toga je uraden program koji se
odnosio na ceo lanac proizvodnje mesa zivine od farme do trpeze (Program poznat kao "Acting on
Camylobacter Together" (Anon, 2015a).

Kampilobakterije se unutar farme Zivine (brojlera) brzo prenose izmedu jedinki Cemu
doprinose uslovi gajenja (gustina naseljenosti, vlaznost prostirke), pa nije iznenadenje da sve
jedinke budu nosioci ove bakterije, koja se uglavnom nalazi u cekumu. Nalaz kampilobakterija kod
zivine ne znaci i pojavu karakteristicnih simptoma kampilobakterioze, pa ni uticaj na proizvodne
rezultate. Obzirom da kod Zivotinja (Zivine) nema znakova bolesti one se na kraju tova upucuju na
klanje (Collet, 2012; Torok i sar., 2009). Savremene klanice za zivinu su u velikoj meri
automatizovane, visoko produktivne, o ¢emu govori podatak o mogucnosti da se tri trupa obrade u
jednoj sekundi. Tako intenzivan proces moze ponekad da ima za posledicu bakterijsku
kontaminaciju trupova, pre svega kapilobakterijama. NajceS¢e je uzrok kontaminacije trupova
uzrokovana prosipanjem sadrzaja digestivnog trakta i kontaktima izmedu trupova. Klanje Zivine 1
obrada trupova je serijski proces sa brojnim moguénostima kros-kontaminacije u razli¢itim tackama
proizvodnog procesa ne samo kontaktom izmedu trupova ve¢ i1 kontaktom sa kontaminiranom
opremom (Facciola i sar., 2017). Kontaminacija trupova brojlera moze da bude veoma visoka (vise
od 10° CFU/g), §to ima znacaj za javno zdravlje i potrebu da se zastiti potrosa¢. Zbog toga je
neophodno da se smanji kontaminiranost trupova (Lindqvist i Lindblad, 2008).

U klanici je moguca kros-kontaminacija izmedu razli€itih jata Zivine 1 da bi se to izbeglo pri
redosledu klanja prvo treba Klati jato koje nije ili je manje zarazeno, a zatim ostala jata tako da se
jato koje je najzarazenije kolje poslednje. Za dobijanje podataka o zarazenosti jata neophodno je
koristiti brze metode detekcije i kvantifikacije kampilobakterija, kao sto je to PCR (De Boer i sar.,
2015).
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6.1.3 Udestalost nalaza kampilobakterija kod Zivine

Lanac proizvodnje mesa pocinje u primarnoj proizvodnji, odnosno na farmama velikih i
malih proizvodaca, transporta do klanice, klanja zivotina i obrade trupa, a zatim rasecanje trupa i
usmeravanja delova trupa u veliko 1 maloprodaju ili u preradu. Proizvodi od mesa takode idu u
veliko 1 maloprodaju. Meso i proizvodi od mesa zavrSavaju kod potrosaca bilo u domacinstvima
bilo u restoranima (restorani drustvene ishrane, ugostiteljstvo). U ¢itavom ovom lancu proizvodnje
postoji manja ili ve¢a mogucnost kontaminacije mesa i proizvoda od mesa kampilobakterijama,
narocito kad se radi o mesu i proizvodima od mesa Zivine. Veca ucestalost nalaza kampilobakterija
na farmama rezultira i veCom kontaminacijom trupova u klanici (Skarp i sar., 2016). Proizvodnja i
promet mesa nisu na identi¢an nacin organizovani u svim zemljama sveta pa ¢ak ni unutar jedne
drzave, pa se to odrazava i na nalaz kampilobakterija na farmama (u jatu) u Klanici i prometu. Otuda
su i podaci o ucestalosti kampilobakterioze ljudi u razli¢itim zemljama sveta veoma razliCiti.
Razume se da ucestalost pojavljivanja kampilobakterioze zavisi i od obima potro$nje mesa zivine,
nacina i obicaja pripreme itd (Skarp i sar., 2016). Prema podacima EFSA (EFSA, 2015) iz 2013.
godine u zemljama EU ucestalost pojave kampilobakterioze kod ljudi na 100 hiljada stanovnika bila
je od 28,9 (Estonija) do 104 V. Britanija. U SAD je ta ucestalost u 2014. godini, na isti broj
stanovnika, bila 13,5, u Kanadi (2012. godine) 29,3, u Australiji (2010. godine) 112,3 i na Novom
Zelandu (2013. godine) 152,9 (McCarthy i sar., 2012; Strachan i sar., 2013; Spencer i sar., 2012;
Mason i sar., 2013). Na ucestalost nalaza kampilobakterija na farmi uti¢u brojni faktori (gustina
jata, godiSne doba, starost brojlera, opsti zdravstveni status, mortalitet, biosigurnosne mere itd).
Transport ne uti¢e znacajno na status kampilobakterija, izuzev ako duZe traje. Tokom obrade trupa
nakon klanja brojlera kontaminacija trupova moze da bude veoma izrazena, naroCito na mestu
evisceracije 1 prosipanja sadrzaja digestivnog trakta (Skarp 1 sar., 2016). Ucestalost kontaminacije
mesa zivine u prometu je veoma varijabilna u zemljama EU, pa je tako u Austriji, Francuskoj i
Spaniji 70% i veéa, Poljskoj i Sloveniji 50% i 54% (pojedinaéno) a najmanja u Finskoj, 11% (Scarp
i sar., 2016).

Najucestaliji nalaz Campylobacter spp. utvrden je na trupovima zivine zaklanih u objektu
,»C” (91,67% kontaminiranih trupova) i to moze da ima vise razli¢itih uzroka, pocevsi od toga da se
mozda radi o jatu koje je u ve€oj meri inficirano od Zivine koja se klala u objektima ,,A”, odnosno
B (tabela 5.2 1 grafikoni 5.2 i1 6.1). Medutim, verovatnije je da je uzrok vece ucestalosti
kontaminacije trupova zivine zaklane u objektu ,,C* vezan za higijenske uslove u toku obrade
trupova, odnosno za uslove u pojedinim fazama i operacijama obrade trupa. U manjim objektima
Cesto se u praksi trupovi posle evisceracije i pranja potapaju u bazene sa vodom gde se zadrzavaju

duze ili krace vreme iza Cega se postavljaju na kolica i odvoze na hladenje. Proces obrade trupa je
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prema tome diskontinuiran i vreme od evisceracije do hladenja je sasvim sigurno duze nego kod
industrijskih Kklanica. Rezultati ovog dela ispitivanja prikazani su u tabeli 5.2, grafikonu 5.2 i
grafikonu 6.1. Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije pokazuju da je ucestalost nalaza
Campylobacter spp. (77,39%) veca nego $to je to prosecno za Evropsku Uniju (46,70%) (EFSA,
2016), ali je ¢injenica da u EU ucestalost nalaza Campylobacter spp. znacajno varira u razli¢itim

zemljama clanicama EU.
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Grafikon 6.1. — Ucestalost nalaza Campylobacter spp. na trupovima Zivine sa razli¢itih klanica

Nalaz kampilobakterija u mesu zivine (trupovima) u Svetu je veoma varijabilan, pa je u
zemljama EU od 4,9% do 100% (EFSA, 2010), prose¢no za Evropu 2015. godine 46,7% (EFSA,
2016). Rezultati iz Senegala i Juzne Afrike govore da je ucestalost nalaza na tupovima Zzivine
73,1%. U Podsaharskoj Africi ucestalost je 81,9% kod brojlera zaklanih u klanicama, a u Nigeriji
kod brojlera u prometu 100%, a u supermarketima Juzne Afrike od 10% do 100% (Mbewe 1 sar.,
2014).

Prema istrazivanjima Sakridisa 1 sar. (2019), od 50 ispitanih trupova brojlera
kampilobakterije su utvrdene kod 49 (98%) trupova. Utvrdene su i na opremi, kao i na rukama
radnika (samo po pet briseva sa pet mesta). UCestalost nalaza u ovoj studiji je daleko veca nego Sto
je to prikazano u sumarnom prikazu za EU u 2017. godini kada je ucestalost bila 37,4% (EFSA,
2018a). Ovo i sli¢na saostenja ukazuju da je kontaminiranost trupova brojlera razlicita u razli¢itim

zemljama EU (ltalija 5,7% i 20,7%, Francuska 64,7%, UK 65%, Belgija 51,9%, Estonija 35%)
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(EFSA, 2018a). U ranijim studijama u Grckoj ucestalost nalaza kampilobakterija na trupovima
zivine bila je manja (Sakaridis i sar., 2019).

Prevalencija kampilobakterija u jatima Zivine je od 35% do 90%. Nalazi na trupovima zivine
u klanici od pozitivnih jata su i do 80% (Hofshagen i sar., 2011; Colles i sar., 2010). Istrazivanja
takode pokazuju da je u maloprodaji nalaz kampilobakterija u mesu zivine od 90% do 100% i to u
nekoliko zemalja u svetu (Moran i sar., 2009; Suzuki i Yamamoto, 2009).

Nicorici i Ghoddusi (2017) su ispitivali broj kampilobakterija u uzorcima zivine (vrat, leda,
jetra) iz Cetiri supermarketa i Cetiri iz lokalne prodavnice mesa. Izmedu broja kampilobakterija u
uzorcima iz Cetiri supermarketa, odnosno izmedu broja kampilobakterija u uzorcima Cetiri lokalne
prodavnice nisu bile statisti¢ki znacajne razlike. Medutim, razlika izmedu broja kampilobakterija u
uzorcima zivine iz supermarketa i onih iz lokalnih prodavnica bila je znaajna (741 CFU/g
supermarketi i 6.918 CFU/g lokalne prodavnice). U uzorcima jetre iz lokalnih prodavnica broj
kampilobakterija bio je 1.349 CFU/g, a supermarketa 525 CFU/g. Ove razlike rezultat su mnogo
boljih higijenski uslova u supermarketima, u odnosu na higijenu u lokalnim prodavnicima. Pri
redukciji broja kamilobakterija za dva logaritma znaCajno se smanjuje ucestalost pojave
kampilobakterioze kod ljudi. Prema podacima istih autora broj kampilobakterija ve¢i od 1000
CFU/g bio je kod 44% uzoraka koze vrata, 41% uzoraka koze leda i 52% uzoraka jetre. Broj
kampilobakterija izmedu 100 1 1000 CFU/g utvrden je kod 34% uzoraka koZe vrata, 22% uzoraka
koze leda 1 32% uzoraka jetre, dok je broj kampilobakterija manji od 100 CFU/g utvrden kod 22%
uzoraka koze vrata, 37% uzoraka koZze leda i 16% uzoraka jetre.

Di Giannatale i sar. (2019) u obimnoj studiji saopStavaju o ucestalosti nalaza
kampilobakterija u mesu Zivine i1 goveda. Ispitana su 1243 uzorka mesa brojlera od ¢ega je 578 bilo
uzoraka bataka 1 665 uzoraka grudi. Ucestalost nalaza kampilobakterija bila je u mesu bataka
21,80%, a grudi 23,53% (u proseku 17,38%). Pored toga ispitana su i 1203 uzorka govedeg mesa, a
ucestalost nalaza kampilobakterija bila je svega 0,58%.

Nalaz kampilobakterija u mesu zivine zavisi od brojnih faktora, pa i nacina obrade rasecenih
delova trupa. Meso bataka sadrzi ve¢i broj kampilobakterija od mesa grudi, a meso grudi sa kozom
sadrzi uvek veci broj kamilobakterija od mesa grudi bez koze (Di Giannatale i sar., 2019).

U svojim istrazivanjima Han 1 sar. (2016) govore 0 vezi izmedu starosti brojlera i uCestalosti
nalaza kampilobakterija. Jednodnevni brojleri su inficirani kampilobakterijama i toga dana u fecesu
njihov broj je bio i najveéi, a najmanji je bio 22. dana (veéi nego 31. dana) §to se objasnjava
razvojem imunog sistema. Starost kod inficiranih zivotinja ima znacajan efekt na broj limfocita i
ekspresiju citokina u cekumu kao i na sastav mikroflore digestivnog trakta, pa i na kolonizaciju

kampilobakterija.
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6.1.4 Sprecavanje kontaminacije trupova Zivine

Ispitivanja su pokazala da postoji zavisnost izmedu nivoa higijene u Klanici i nivoa
kontaminacije trupova zivine. PoboljSanjem uslova u toku izvodenja operacija obrade trupa u
klanici se znacajno redukuje nivo kontaminacije trupa. Ovo ukazuje na veliki znacaj striktnog
postovanja principa dobre proizvodacke prakse u toku obrade trupova, $to doprinosi osiguranju
javnog zdravlja (Zweifel i sar., 2015).

Ispitivanja Boltona (2015) pokazuju da su Campylobacter spp. delimi¢no osetljive na
isusivanje 1 da do njihove redukcije dolazi na povrsini trupova svinja, jagnjadi i goveda zbog toga
Sto se trupovi hlade u struji vazduha. Trupovi zivine se hlade vlaznim postupkom, a vlazna povrsina
omogucava prezivljavanje kampilobakterija. Ovo potvrduju i nalazi Seliwiorstowa i sar. (2015) koji
su utvrdili da se imerzionim na¢inom hladenja ne smanjuje broj kampilobakterija na trupovima
zivine. Medutim ako se trupovi hlade vazdu$no dolazi do znacajnog smanjenja broja
kampilobakterija na povrSini trupova, naro€ito ako hladenje traje duze vreme.

U V. Britaniji FSA je opisala alterativni metod hladenja trupova zivine prskanjem kiselim
rastvorom natrijum hlorita i limunske Kiseline kojim se nivo kontaminacije trupova
kampilobakterijama smanjuje za 2,1 logaritam (Anon, 2015b). Upotreba hlorisane vode sa
koncentracijom vecom od one koja se koristi u vodi za pi¢e u EU nije dozvoljena. Zbog toga je FSA
sugerisala striktnu konrolu proizvodnog procesa kako na farma tako i klanicama zasnovanoj na
dobroj proizvodackoj i dobroj higijenskoj praksi (GMP, GHP) (Allen i sar., 2007).

6.2 Campylobacter jejuni i Campylobacter coli u mesu Zivine

Kampilobakterije su najces¢i uzrocnik bakterijskog gastroenteritis u EU. NajceS¢e patogene
vrste C. jejuni i C. coli bile su uzro¢nik 245.658 slu¢ajeva kampilobakterioze u EU u 2016. godini,
Sto je bilo vise od oboljenja izazvanih sa E. coli, Salmonella i Listeria (Mourkas i sar., 2019). Prema
podacima EFSA (EFSA, 2011) 80,6% izolata kampilobakterija je potvrdeno kao C. jejuni, a 7,1%
kao C. coli. Zbog toga je i prilagodena nova bakterioloska podloga koja omogucava razlikovanje
ove dve bakterije. Tradicionalne mikrobioloske metode za detekciju i1 kvantifikaciju bakterija zbog
svojih nedostaka se sve viSe napustaju, pa se prednost daje brzim i sigurnijim metodama kao S§to je
to PCR (De Boer i sar., 2015; Linton i sar., 1996; Wang i sar., 2002).

Nasi rezultati pokazuju da je ucestalost Campylobacter jejuni (44,87%) veca od ucestalosti
nalaza Campylobacter coli (37,18%) na trupovima zivine. Ucestalost nalaza meSanih kultura je
17,95% (grafikon 6.2). U literaturi ima razli¢itih podataka o ucestalosti nalaza dve najcesée vrste

Campylobacter spp. (Campylobacter jejuni i Campylobacter coli).
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Grafikon 6.2. — Identifikacija izolata Campylobacter spp. sa trupova zivine
Sekvencioniranje izolata Campylobacter spp. ukazuje na jednaku zastupljenost izolata C.
jejuni i C. coli u objektu ,,A”, vecu zastupljenost C. coli u objektu ,,B”, kao i vecu zastupljenost C.
jejuni u objektu ,,C”. Ukoliko gledamo sva tri objekta C. jejuni bio je zastupljen sa 54,69%, a C.
coli sa 45,31% (tabela 5.4 i grafikon 6.3).
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Grafikon 6.3. — Sekvenciranje izolata Campylobacter spp.

U industrijski razvijenim zemljama C. jejuni je najceSc¢e izolovana vrsta kampilobakterija
kod ljudi sa simptomima dijareje, a zatim je to C. coli (Scallan i sar., 2015; Scallan i sar., 2011).

Studijama je utvrdeno i da druge vrste kampilobakterija (C. hyoinintestinalis i C. concious) mogu
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da uzrokuju dijareje narocito kod dece (Francois i sar., 2018; Platts-Mills i sar., 2014). Schiaffino i
sar. (2019) su od marta 2010. do februara 2016. godine analizirali 10.008 uzoka fecesa dece bez
dijareje, 3.174 uzorka fecesa dece sa dijarejom i 22 uzorka fecesa dece ¢iji status nije bio defisan.
Dobijeno je 970 izolata Campylobacter spp. od ¢ega su 664 (6,6%) izolata bila od dece bez dijareje,
a 252 (7,9%) izolata od dece sa dijarejom. Samo jedan izolat (4,5%) poticao je od dece sa
nedefinisanim statusom u pogledu dijareje. C. jejuni utvrden je u 596 (65,0%) uzoraka, od ¢ega je
169 (28,4%) uzoraka bilo od dece sa dijarejom. Utvrdeno je da je 321 (35%) uzorak pripadao
drugim vrstama kampilobakterija (non-C. jejuni) od kojih su 83 (25,9%) bili od dece sa dijarejom.

Od kampilobakterija najzastupljenije vrste su C. jejuni, C. coli i C. lari i to su vrste naj¢es¢i
uzro¢nici kampilobakterioze kod ljudi (Vencia i sar., 2014). C. jejuni uzrokuje 80-90%, a C. coli 5-
10% oboljenja ljudi (Mackiw i sar., 2012).

Od ispitanih izolata 49 (89,4%) je identifikovano (PCR) kao C. coli, ¢etiri (6%) kao C.
jejuni, a tri (4,6%) su pripadala ostalim vrstama kampilobakterija. Ovo je kontradiktorno vecini
podataka iz literature buduci da je daleko ¢es¢i nalaz na trupovima zivine bio C. jejuni nego C. coli.
Medutim, autori smatraju da je to posledica ¢injenice da su brisevi uzimani sa ohladenog trupa
(Sakaridis i sar., 2019).

Ispitivanja Mezhera i sar. (2016) pokazuju da je od 209 uzoraka mesa brojlera (pojedini
delovi trupa) i proizvoda od mesa brojlera (hamburgeri, kobasice itd.) samo 5,7% bilo
kontaminirano kampilobakterijama. Posmatraju¢i samo uzorke mesa brojlera ucestalost nalaza
kampilobakterija je bila je 6,8% (162 uzorka, 11 pozitivnih). Od 11 pozitivnih uzoraka sedam su
bili C. coli. tri C. jejuni, a jedan uzorak nije bio diferenciran. Od 34 uzorka mesa ¢uraka ni jedan
nije bio kontaminiran kampilobakterijama. Ucestalost nalaza kampilobakterija u uzorcima uzetim iz
prometa bila je 6,4%, a uzoraka iz Kklanice 3,8% S§to govori da postupci rukovanja sa mesom u
prometu povecavaju kontaminaciju mesa. Utvrdeno je da je kontaminacija kampilobakterijama
upakovanog mesa reda (2,7%) od kontaminacije neupakovanog mesa (10,7%). Prethodni rezultati o
kontaminiranosti mesa zivine u Italiji govore o znacajno vecoj kontaminaciji (Nobile i sar., 2013).
Mezhera i sar. (2016) smatraju da je to rezultat poboljSanog nivoa higijene u klanicama. Odnos
broja C. jejuni i C. coli u studiji Mezhera i sar. (2016) govori o vecem uceséu C. coli, Sto su u Italiji
utvrdili 1 Nobile i sar. (2013). Uopsteno govoreci rezultati koji se odnose na ucestalost nalaza C.
jejuni i nalaza C. coli su u ¢esto protivure¢ni (Suzuki i Yamamoto, 2009).

Carron i sar. (2017) su u Nigeriji na malim farmama brojlera utvrdili da je ucestalost nalaza
kampilobakterija od 33% do 44%, a mesa u prometu u jednom delu zemlje 60%, a drugom 64%. Od

ukupnog broja izolata (428) 63% je identifikovano kao C. jejuni.
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Ucestalost nalaza Campylobacter spp. kod brojlera i u mesu brojera u Maleziji ispitivali su
Sinulingga i sar. (2020). Ispitano je 210 uzoraka uzetih od Zivih brojera (kloakalni bris) sa sedam
farmi i 110 uzoraka mesa brojlera iz prometa (11 marketa i pet supermarketa). lzolacija bakterija
radena je na osnovu morfoloskih osobina, ispitivanja pokretljivosti i biohemijskih testova, a potvrda
identifikacije Campylobacter spp. PCR testom (mPCR). U 50,9% uzoraka briseva kloake brojlera i
26,6% uzoraka mesa brojlera utvrdeno je prisustvo Campylobacter spp. Najées¢i je bio nalaz C.
jejuni (69,5%), zatim, C. coli (16,2%), C. fetus (9,3%) i C. upsaliensis (2,5%).

Kanaan i Abdulwahid (2019) su iz prometa (supermarketi, Bagdad) uzeli 85 uzoraka mesa
zivine i to 45 uzoraka mesa brojlera 1 40 uzoraka mesa ¢uraka sa ciljem da ispitaju ucestalost nalaza
kampilobakterija i njihovu rezistenciju na odabrane antibiotike. Od ukupno 85 uzoraka mesa u 54
(63,5%) utvrdeno je prisustvo Camylobacter spp., pri ¢emu je C. jejuni utvrden u 37 (68,5%)
uzoraka, a C. coli u 17 (31,5%) uzoraka mesa. U mesu brojlera ucestalost nalaza C. jejuni bila je
81,5%, a C. coli 18,5%, dok je ucestalost nalaza C. jejuni u mesu ¢uraka bila 55,6%, a C.coli
44,4%. Ranije studije u Iranu pokazuju vecu ucestalost nalaza kampilobakterija u mesu zivine (75%

i 93,75%) ali u nekim drugim provincijama (Kanaan i Khashan, 2018; Abd i Al-Nasrawi, 2015).

6.3 Filogenetska srodnost izolata Campylobacter spp. sa trupova Zivine i izolata humanog
porekla

Filogenetska srodnost izmedu izolata Campylobacter jejuni, odnosno Campylobacter coli iz
razli¢itih objekata za klanje Zivine (,,A“, ,,B*, ,,C*) i izolata ovih bakterija humanog porekla (dva
izolata Campylobacter jejuni i tri izolata Campylobacter coli) prikazana je tabelama 5.6, odnosno
5.7. Graficki prikaz srodnosti dat je grafikonima 6.4, odnosno 6.5.
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Grafikon 6.4. — Klasteri, subklasteri i grane izolata Campylobacter jejuni
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Iz datih grafikona uocava se ¢e$¢a srodnost izmedu izolata Campylobacter jejuni iz razlicitih
objekata nego Sto je ta srodnost izolata Campylobacter coli iz razli¢itih objekata. Tako je srodnost
utvrdena izmedu po jednog izolata iz objekta ,,A“ 1 ,,B* (grana 9), jednog izolata iz objekta ,,A“ i
jednog izolata iz objekta ,,C* (grana 7). Utvrdena je i srodnost izmedu jednog izolata iz objekta ,,B*

i dva izolata iz objekta ,,C* (grana 16) (grafikon 6.4).

Izmedu izolata Campylobacter coli iz razli¢itih objekata (,,A*, ,,B“, ,,C*) niti u jednom

slu¢aju nije utvrdena srodnost (grafikon 6.5).

Izmedu tri izolata Campylobacter jejuni i jednog humanog izolata (3H) utvrdena je srodnost
(grana 18) (grafikon 6.4). Utvrdena je srodnost izmedu osam izolata Campylobacter coli poreklom
iz objekta ,,B“ i dva humana izolata Campylobacter coli (izolati 5H i 4H) (grana 1). Takode je
utvrdena srodnost izmedu dva izolata Campylobacter coli iz objekta ,,B* i jednog humanog izolata

Campylobacter coli (izolat 2H) (grana 2) (grafikon 6.5).

O srodnosti izolata Campylobacter spp. iz razli¢itih izvora ima podataka u literaturi.
Filogenetska analiza omogucava u klinickim slucajevima kampilobakterioze da se utvrde izvori
infekcije, budu¢i da je poznato da kampilobakterioze imaju razli¢ite domacine, odnosno da mogu da
poticu iz zivotne sredine (Dearlove i sar., 2016). Ovo je i nacin da se ustanovi filogenetska
distribucija izolata Campylobacter spp. (Baig i sar., 2015). Prema nalazima Chukwu i sar. (2019) od
osam grana Campylobacter spp. u Cetiri grane bili su srodni izolati poreklom iz vode i humani

izolati. U tri grane bili su izolati humanog porekla, a u jednoj grani bio je izolat iz vode.

Asakura i sar. (2019) su ispitivanjima filogenetskog diverziteta i antimikrobne rezistencije
119 izolata C. coli zakljudili da je meso zivine i goveda glavni izvor infekcije kog ljudi u Japanu,

mada to moze da bude i meso svinja.

Rod Campylobacter brzo evolvira i sa brojnim potencijalom rekombinacije moze da
generiSe niSe specificnih genotipova (Asakura 1 sar, 2019). To moZe da ima za posledicu razlicitu
patogenost unutar vrste, da utice na adaptabilnost kod domacina, morfologiju ¢elije, sposobnost

stvaranja biofilma (Sheppard i Maiden, 2015; Esson i sar., 2016; Pascoe i sar., 2015).

Filogenetske analize pokazuju da je npr. ST-828 cc C. coli ,,odgovoran® za najveéi broj

infekcija ljudi u zapadnim zemljama sveta i da je slian (srodan) izolat utvrden i1 u Japanu (Asakura

i sar., 2019; loannidou i sar., 2013; Sheppard i sar., 2010).

Izolat C. coli ST-860 naden je kod ljudi i kod Zivine, a izolat C. coli ST-1068 kod goveda i
ljudi. Prema podacima u bazi Campylobacter MLTS (29. juli 2018) ukupno 118 sojeva ST-860 je
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deponovano, od ¢ega je 27 iz Japana i potiCu iz mesa Zivine ili su humanog porekla. Ovaj soj (ST-

860) je Cesto utvrden u Luksemburgu (Asakura i sar., 2019; Mossong i sar., 2016).

6.4 Rezistencija na antibiotike

Poslednjih godina sve veca ucestalost rezistencije kampilobakterija na antibiotike otezava
uspesno le¢enje kampilobakterioze kod ljudi. Siroka upotreba antibiotika u humanoj i veterinarskoj
medicinskoj praksi dovela je do sve CeSce rezistencije bakterija, ukljucujuci i kampilobakterije, na
antibiotike. U stocarskoj proizvodnji, posebno zivinarstvu, antibiotici su koriS¢eni ne samo u
terapijske svrhe, vec¢ i u preveniranju oboljenja, pa i zbog boljih proizvodnih rezultata (Dingle i sar.,
2005; Landers i sar., 2012).

Izolati Campylobacter spp. su najsenzitivniji i prema disk difuzionoj metod (79,78%) i
prema E-testu (89,47%) prema gentamicinu. Osetljivost prema antimikrobnim lekovima utvrdena
disk difuzionom metodom ima slede¢i opadajuci niz: gentamicin > eritromicin > nalidiksinska
kiselina > tetraciklini > ciprofloksacin. Isti opadaju¢i niz osetljivosti prema odabranim

antimikrobnim lekovima utvrden je i E-testom (tabele 5.8 i 5.12 i grafikoni 6.6 i 6.7).
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Grafikon 6.6. — Antimikrobna osetljivost Campylobacter spp. izolata dobijena disk
difuzionom metodom
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Grafikon 6.7. — Antimikrobna osetljivost Campylobacter spp. izolata dobijena E-testom

Kampilobakterije su najceS¢e rezistentne na fluorokvinolone, posebno najéesc¢e koristen
ciprofloksacin. Ovaj antibiotik se Cesto koristi kod lecenja respiratornih bolesti, bolesti urinarnog
trakta, koze, artritisa i gastrointestinalnih infekcija (Dryden i sar., 1996). U viSe zemalja sveta
(Turska, V. Britanija, Kanada, Meksiko) kod ljudi i brojlera utvrdena je visoka ucestalost
kampilobakterija rezistentnih na ciprofloksacin (i do 90%). Zbog toga je neophodno ispitivati
prevalenciju kampilobakterija na trupovima brojlera kao i njihovu rezistenciju (Abay i sar., 2014;
Agunos i sar., 2013).

Preporuceni lekovi (antibiotici) za leCenje kampilobakterioze su makrolidi (eritromicin,
azitromicin i klaritromicin), amoksicilin, fluorokvinoloni (ciprofloksacin) i tetraciklini. Medutim
kako je broj rezistentnih kampilobakterija na razliite antibiotike u svetu sve veca, to je neophodno
menjati menandzment u spre¢avanju i leCenju kampilobakterioze (Uaboi-Egbenni, 2012).

Iz literaturnih podataka uocavaju se razliCiti nivoi ucestalosti rezistencije kampilobakterija
prema antibioticima. Tako je u sluCajevima humanog gastroenteritisa utvrdeno da je u V. Britaniji,
Juznoj Koreji, Izraelu i Peruu ucestalost izolata kampilobakterija rezistentnih na fluorokvinolone od
24% do 65% (Pollett i sar., 2012). Znatno je veca ucestalost rezistentnosti kampilobakterija prema
ciprofloksacinu u Kini (87%) i Japanu (90%) (Shin i sar., 2013; Pham i sar., 2016; Pan i sar., 2016).
Prema podacima iz SAD ucestalost rezistentnosti izolata C. jejuni na ciprofloksacin je 25,3%, a
izolata C. coli 39,8% (Pollett i sar., 2012).
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Takode vrlo Cesto se za leCenje koriste antibiotici, ali efikasnost ove terapije je zavisna od
Cinjenice da su kapilobakterije rezistentne na antibiotike Sirom sveta. NajceSce se javlja rezistencija
na fluorokvinolone koji se koriste za le¢enje farmske zivine. Prema podacima iz 2015. godine od
254 izolata kampilobakterija polovina je bila rezistentna na dve grupe anibiotika (tetracikline i
kvinolone). Ovo moze da ima veoma negativne posledice po javno zdravlje, odnosno lecenje
bolesnika narocito onih sa slabijim imunitetom (imunokompromitovanih) (EFSA, 2011).

O rezistenciji kampilobakterija na antibiotike postoje brojna saops$tenja budu¢i da je to od
posebnog znacaja za javno zdravlje (Sahin i sar., 2017). To se posebno odnosi na fluorokvinolone i
makrolide. U Turskoj 1989. godine nije bilo izolata C. jejuni rezistentnih na kvinolone, a 1994.
godine rezistentno je bilo 1,01% izolata. Ucestalost rezistencije izolata C. jejuni rastao je iz godine
u godinu, da bi 2013. godine ona bila 74,3% (Kayman i sar., 2019). Da se uCestalost rezistencije na
ciprofloksacin u V. Britaniji povecala sopstavaju i Cody i sar. (2010). U Evropi je to uces¢e od
17,6% do 91,13%, Srednjem Istoku od 85,2% do 85,4%, Africi od 1% do 89%, Aziji od 67% do
86,66% i Severnoj Americi od 2% do 19,5% (Kayman i sar., 2019). Ovo je posledica Siroke
profilakti¢ne upotrebe fluorokvinolona u Zivinarstvu u svetu (Cody i sar., 2010; Kittl i sar., 2011;
Petrovi¢ i sar., 2006).

Za razliku od ucestalosti rezistencije kampilobakterija na fluorokvinolone ucestalost
rezistencije na eritromicin je manja. Ona je u Evropi od 0% do 43,42%, Srednjem Istoku od 0% do
11,70%, od 0% do 22,2% u Aziji, i najmanja u Severnoj Americi (od 0% do 3,90%). Na
Madagaskaru je 1%, a u Turskoj 5,9% (Kayman i sar., 2019).

Tabelama 5.9 i 5.13, kao i grafikonima 6.8 i 6.9 prikazana je osetljivost Campylobacter
jejuni na antimikrobne lekove dobijena disk difuzionom metodom i E-testom. | jednom i drugom
metodom je utvrdeno da je Campylobacter jejuni najmanje osetljiv na ciprofloksacin (17,14% disk
88,89% E-test). Opadajuci niz osetljivosti na antimikrobne lekove Campylobacter jejuni dobijen
disk difuzionom metodom bio je: gentamicin > nalidiksinska kiselina > eritromicin > tetraciklini >
ciprofloksacin, a opadajuci niz osetljivosti dobijen E-testom bio je: gentamicin > eritromicin >

nalidiksinska kiselina > tetraciklini > ciprofloksacin.
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Grafikon 6.8. — Antimikrobna osetljivost Campylobacter jejuni izolata dobijena disk
difuzionom metodom
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Grafikon 6.9. — Antimikrobna osetljivost Campylobacter jejuni izolata dobijena E-testom

Ispitivanjem 200 uzoraka mesa brojlera utvrdeno je da je 40% kontaminirano sa C. jejuni.
Od 80 izolata 75% je bilo rezistentno na tetraciklin, 38,75% na ciprofloksacin, 15% na ampicilin,
10% na eritromicin i 2,5% na hloramfenikol. Ulja karanfili¢a i cimeta imaju antibakterijsko dejstvo

prema kampilobakterijama (Samad i sar., 2019).
([
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U osam uzgojnih ciklusa u toku jedne godine u Italiji ispitivano je prisustvo kampilobakteria
na tri farme u cilju analize diverziteta izolata C. jejuni kod brojlera i utvrdivanja glavnih izvora
kontaminacije. Izolovano je 707 C. jejuni iz kloakalnih briseva pre klanja i sa koze ohladenih
trupova. Svi izolati su identifikovani PCR i uradeno je njihovo genetsko sekvencioniranje. Uraden
je i profil fenotipske genske rezistencije, a ispitane su i MIK (minimalne inhibitorne koncentracije)
vrednosti (E- test). U jatima se najveci broj izolata prenosi iz ciklusa u ciklus, ali je utvrdena i kros-
kontaminacija izmedu farmi. Veéina izolata je rezistentna na fluorokvinolone, $to predstavlja
ozbiljnu opasnost za javno zdravlje. Specifi¢na populacija kampilobakterija nalazi se na svakoj
farmi, a one se prenose iz ciklusa u ciklus, odnosno nalaze se u svakom ciklusu. Biosigurnosne
mere pri stalnoj kontaminaciji ne mogu da budu efikasne (Marotta i sar., 2015).

Osetljivost izolata Campylobacter coli na odabrane antimikrobne lekove dobijena disk
difuzionom metodom i E-testom prikazana je tabelama 5.10 i 5.14, kao i grafikonima 6.10 i 6.11.
Najveca osetljivost Campylobacter coli utvrdena je u obe metode prema gentamicinu (82,76% disk
difuziona metoda i 90,91% E-test), a najmanja prema ciprofloksacinu (3,45% disk difuziona metoda
i 0% E-test). Opadaju¢i niz osetljivosti dobijen disk difuzionom metodom i E-testom bio je

identican: gentamicin > eritromicin > tetraciklini > nalidiksinska kiselina > ciprofloksacin.
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Grafikon 6.10. — Antimikrobna osetljivost Campylobacter coli izolata dobijena disk
difuzionom metodom
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Grafikon 6.11. — Antimikrobna osetljivost Campylobacter coli izolata dobijena E-testom

Marotta i sar. (2015) saopstavaju da su izolati C. jejuni i C. coli sa farmi i trupova brojlera
(707 izolata) bili rezistentni (E-test) na hloramfenikol u 1,71%, odnosno u 0,34% slucajeva, na
ciprofloksacin u 90,79% 1 93,15% slucajeva, na eritromicin 6,20% 1 41,98% slucajeva, na
gentamicin 0,42% i 0% slucajeva, na nalidiksinsku kiselinu 91,64% i 92,12% slucajeva, na
streptomicin 0,14% i 0,34% slucajeva, a na tetraciklin 58,24% i 75,34% sluc¢ajeva, pojedinacno.

Antibiotska rezistencija kampilobakterija kod zivotinja je prema podacima razli¢ito ucestala.
U Kini je 73,2% izolata C. coli poreklom iz Zivine rezistentno na eritromicin, a u Spaniji 73,0%
(Wang i sar., 2016; Torralbo i sar., 2015). Podaci o ucestalosti rezistencije na razli¢ite antibiotike u
Italiji, Francuskoj i Brazili su varijabilni i mogu da se nadu u literaturi (Guyard-Nicodeme i sar.,
2015; Nobile i sar., 2013; Panzehagen i sar., 2016).

Ucestalost rezistencije C. jejuni na tetraciklin u Turskoj bila je od 12% (Oncul i sar., 2003)
do 25% (Kayman i sar., 2013), u Evropi od 13,7% do 65,8%, Iranu 35,2%, Aziji od 33,33% do 89%
i Severnoj Americi od 50% do 64,44% (Kayman i sar, 2019).

Schiaffino i1 sar. (2019) su ispitivali rezistentnost izolata kampilobakterija na odredene
antibiotike (ciprofloksacin, nalidiksinska Kkiselina, eritromicin, azitromicin, tetraciklin, gentamicin,
ampicilin, amoksicilin i klavulansku kiselinu, ceftriakson, hloranfenikol i trimetroprim-
sulfametoksazol). Rezistencija je utvrdena difuzionom metodom. Rezistentnost izolata (izrazena u
procentima) C. jejuni prema antibioticima imala je slede¢i opadaju¢i niz: trimetoprim-
sulfametoksazol: 85,2%; ciprofloksacin: 77,4%; nalidiksinska kiselina: 64,9%; tetraciklin: 55,8%;
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ampicilin: 46,8%; ceftriakson: 44,7%; eritromicin: 5,3%; azitromicin: 4,9%; gentamicin: 1,0%;
amoksicilin i klavulanska kiselina: 0,7% i hloramfenikol: 0,2%. Za izolate koji nisu bili C. jejuni
opadaju¢i niz rezistentosti bio je sledeéi: trimetoprim-sulfametoksazol: 80,9%; nalidiksinska
kiselina: 80,1%; ciprofloksacin: 79,8%; ceftriakson: 55,0%; ampicilin: 50,7%; tetraciklin: 49%;
eritromicin: 25,2%; azitromicin: 24,8%; gentamicin: 15,8%; amoksicilin i klavulanska kiselina: 1%
i hloramfenikol: 0,3%.

Izolati C. coli su pokazivali vecu rezistenciju (disk difuziona metoda) prema ciprofloksacinu
(68,97%), u odnosu na izolate C. jejuni (48,57%). Prema nalidiksinskoj kiselini vecu rezistenciju su
pokazivali izolati C. coli (82,76%), u odnosu na 51,43% izolata C. jejuni. Prema tetraciklinima,
eritromicinu i gentamicinu vecu rezistenciju su pokazivali izolati C. jejuni (60,00%, 40,00% i
14,29%), u odnosu na izolate C. coli kod kojih je rezistencija iznosila 51,72%, 31,03% i 10,34%
(grafikon 6.12).
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Grafikon 6.12. — Antimikrobna rezistencija C. jejuni i C. coli izolata dobijena disk difuzionom
metodom
Izolati C. coli su pokazivali veéu rezistenciju (E-test) prema ciprofloksacinu (72,73%), u
odnosu na izolate C. jejuni (48,15%). Prema nalidiksinskoj kiselini vec¢u rezistenciju su pokazivali
izolati C. coli (90,91%), u odnosu na 55,56% izolata C. jejuni. Prema tetraciklinima, eritromicinu i

gentamicinu vecéu rezistenciju su pokazivali izolati C. jejuni (59,26%, 37,04% i 11,11%), u odnosu
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na izolate C. coli kod kojih je rezistencija iznosila 54,55% (prema tetraciklinima), i 27,27% (prema

eritromicinu), dok prema gentamicinu nije ni zabeleZena (grafikon 6.13).
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Grafikon 6.13. — Antimikrobna rezistencija C. jejuni i C. coli izolata dobijena E-testom

Uporedni prikaz rezistencije C. jejuni i C. coli prema izabranim antimikrobnim lekovima
dobijeni disk difuzionom metodom prikazana je grafikonom 6.14, a dobijena E-testom grafikonom
6.15. Iz prikazanih podataka ucestalosti rezistencije Campylobacter coli kod obe metode veca je na
fluorohinolone (ciprofloksacin i nalidiksinska kiselina) nego na makrolide (tetraciklini, eritromicin,
gentamicin). Medutim ucestalost rezistencije izolata Campylobacter jejuni je najceS¢a prema

tetraciklinima, $to je utvrdeno i disk difuzionom metodom i E-testom (grafikoni 6.14 i 6.15).
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Grafikon 6.14. — Uporedna antimikrobna rezistencija C. jejuni i C. coli izolata prikazana prema
izabranim antimikrobnim lekovima, dobijena disk difuzionom metodom
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Grafikon 6.15. — Uporedna antimikrobna rezistencija C. jejuni i C. coli izolata prikazana prema
izabranim antimikrobnim lekovima, dobijena E-testom
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Ispitivanjem antimikrobne rezistencije (disk difuzionom metodom) izolata (66 izolata)
kampilobakterija poreklom sa trupova brojlera i opreme u klanici utvrdeno je da je 34,85% izolata
rezistentno na ciproflaksin, 42,42% na eritromicin, 3,03% na gentamicin, 43,94% na nalidiksinsku
kiselinu, isto toliko na streptomicin i 27,27% na tetraciklin. Od ispitivanih izolata 56,01% bilo je
osetljivo na jedan od Sest testiranih antibiotika, a 43,9% bilo je osetljivo na dva i vise antibiotika.
Dva (3,03%) izolata bilo je rezistentno na svih Sest antibiotika (Sakaridis i sar., 2019). Ranije
studije o rezistenciji na kampilobakterije u Grékoj su pokazale manju ucestalost rezistencije (20%)
na antibiotike (Economou i sar., 2015).

Rezultati ispitivanja rezistencije (E-test) na Sest odabranih antibiotika 124 izolata C. jejuni i
84 izolata C. coli pokazuju da je 88,25% izolata bilo rezistentno na ciproflaksin (87,5% C. jejuni i
89,01% C. coli), 22,96% na eritromicin (14,06% C. jejuni i 31,86% C. coli), 3,76% na gentamicin
(3,12% C. jejuni i 4,4% C. coli), 81,45% na nalidiksinsku Kiselinu (75% C. jejuni i 87,91% C.
coli) 7,45% na streptomicin (3,9% C. jejuni i 10,99% C. coli) i na tetraciklin 75,6% izolata
(68,75,% C. jejuni i 82,42% C. coli). Prikazani rezultati govore o vecoj ucestalosti rezistencije
izolata C. coli na svih Sest antibiotika, u odnosu na ucestalost rezistencije izolata C. jejuni (Di
Giannatale i sar., 2019).

Uporedna analiza rezistentnosti Campylobacter spp. na odabrane antimikrobne lekove disk
difuzionom metodom i E-testom prikazana je grafikonom 6.16 i tabelom 5.15. Iz prikazanih
podataka se uocava da je ucestalost rezistencije na odabrane antimikrobne lekove veca kada se

koristi disk difuziona metoda nego kada se koristi E-test.
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Grafikon 6.16. — Uporedna analiza rezistentnosti Campylobacter spp. na odabrane antibiotike disk
difuzionom metodom i E-testom
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Ispitivanja rezistentnosti disk difuzionom metodom (osam antibiotika) C. jejuni iz uzoraka
mesa brojlera pokazala su da je najmanje izolata ove vrste kampilobakterija bilo rezistentno na
gentamicin (18,2%), a najvise na oksacilin (90,9%). Rezistentnost izolata C. coli iz mesa brojlera
takode je bila najmanje ucestala na gentamicin (40%), a najucestalija na oksacilin (100%).
Uporedna analiza ucestalosti rezistencije na antibiotike C. jejuni i C. coli pokazuje da je rezistencija
C. coli na isti antibiotik ucestalija nego na C. jejuni. Podudarni rezultati dobijeni su i pri ispitivanju
rezistencije izolata C. jejuni, odnosno C. coli koji su bili izolovani iz mesa ¢uraka. Od ukupno 54
izolata C. jejuni i C. coli (zajedno) ¢ak 27,8% bilo je rezistentno na svih osam antibiotika, 13% na
sedam, 5,6% na Sest, 7,4% na pet, 14,8% na Cetiri, 11,1% na tri, isto toliko na dva, a 3,7% na po
jedan antibiotik (Kanaan i Abdulwahid, 2019).

Lecenje obolelih od kampilobakterioze uklju¢uje zamenu izgubljene te¢nosti i elektrolita, ali
1 antibiotsku terapiju. Ona je naroCito neophodna kod pacijenata sa poviSenom temperaturom,
krvavim dijarejama, Cestim stolicama (preko osam na dan), povracanjem, simptomima koji traju
duze od jedne nedelje, trudnica, imunokompromitovanih osoba, itd. Od antibiotika se najcesce
koristi eritromicin (van Samkar i sar., 2016). Pored njega u terapiji kampilobakterioze koriste se i
azitromicin, doksicilin, imipenem i cilastatin, gentamicin, meropenem, ampicilin, amoksicilin,
ciprofloksacin i levofoksacin (Javid, 2019).

U istrazivanjima na 303 deteta starosti do pet godina Schiaffino i sar. (2019) su utvrdili da je
79,9% dece inficirano kampilobakterijama. U toj studiji uvrdeno je da je 33,1% kampilobakterija
bilo rezistentno istovremeno na azitromicin i ciproflaksin. Ispitivanja u Peruu pokazuju da su
kampilobakterije najosetljivije prema amoksicilinu i klavulanskoj kiselini, dok je rezistencija
ciprofloksacina prema izolatima C. jejuni bila 77,4%, a prema izolatima koji nisu C. jejuni bila
79,8%. Rezistencija izolata C. jejuni prema azitromicinu bila je 4,9%, a prema izolatima ostalih
vrsta kampilobakterija 24,8%.

Shobo i sar. (2016) su ispitivali profil antibakterijske rezistencije Campylobacter spp.
Pacijenti (72 obolela) kod kojih su utvrdene kampilobakterije bili su starosti od manje od dve
godine do preko 60 godina. Najveca ucestalost kampilobakterioze utvrdena je kod dece do dve
godine (38,9% slucajeva oboljenja), dok je najmanja ucestalost kampilobakterioze utvrdena kod
starosne grupe preko 60 godina (5,6% slucajeva oboljenja). Od 72 izolata 54 (75%) su
identifikovani (PCR) kao C. jejuni, a 18 (25%) kao C. coli. Od toga 11 (20,4%) izolata C. jejuni i
Sest (33,3%) izolata C. coli bilo je rezistentno na ciprofloksacin, tri (7,41%) izolata C. jejuni i tri
(16,7%) izolata C. coli bili su rezistentni na gatifloksacin. Broj C. jejuni rezistentnih na eritromicin i
azitromicin bio je 17 (31,5%) i 36 (50%), pojedinac¢no, dok je broj rezistentnih izolata C. coli na

eritromicin i azitromicin bio 7 (38,9%) i 14 (77,8%), pojedina¢no. Na tetraciklin je bilo rezistentno
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10 (55,6%) izolata i 14 (25,9%) izolata C. jejuni. Na osnovu ovih podataka autori smatraju da se
postupak leCenja kampilobakterioze kod ljudi mora menjati.

Statisticki podaci o ucestalosti rezistencije na kampilobakterija nisu brojni ako se uzme u
obzir broj ispitivanih izolata. Malo je studija koje se odnose na ispitivanje rezistentnosti hiljadu i
vise izolata kampilobakterija. Takve obimne studije (preko hiljadu izolata) uradene su u Svedskoj,

Finskoj, Poljskoj, Japanu, Tajlandu, Juznoj Koreji, Kini, Peruu i Tanzaniji (Schiaffino i sar., 2019).

Iz uporedne analize rezistentnosti izolata C. jejuni na odabrane antimikrobne lekove uocava
se da je ucestalost rezistencije dobijena utvrdena disk difuzionom metodom, izuzev nalidiksinske

kiseline, u svim ostalim slu¢ajevima veca od ucestalosti rezistencije utvrdene E-testom (grafikon

6.17 i tabela 5.15).
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Grafikon 6.17. — Uporedna analiza rezistentnosti Campylobacter jejuni na odabrane antibiotike
disk difuzionom metodom i E-testom
Grafikonom 6.18 i tabelom 5.15 dat je uporedno prikaz rezistentnosti C. coli na odabrane
antimikrobne lekove disk difuzionom metodom i E-testom. E-testom je utvrdena veca ucestalost
rezistencije C. coli na ciprofloksacin, nalidiksinsku kiselinu i tetracikline, osim na eritromicin, a

rezistencija na gentamicin ovom metodom nije ni dokazana.
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Grafikon 6.18. — Uporedna analiza rezistentnosti Campylobacter coli na odabrane antibiotike disk
difuzionom metodom i E-testom

Mourkas i sar. (2019) sopsStavaju o ucestalosti rezistencije izolata (disk difuzionom
metodom) kampilobakterija na ciprofloksacin (C), tetraciklin (T), eritromicin (E), streptomicin (S)
i gentamicin (G) kod ljudi, Zivotinja i iz otpadnih voda. Od ukupno analiziranaih izolata C. jejuni
(163 izolata od Cega 44 izolata kod Zivotinja, 115 humanih 1 4 iz otpadnih voda) iz sva tri izvora
90,12% bilo je rezistentno na ciprofloksacin, 91,41% na tetraciklin, 2,54% na eritromicin, 14,52%
na streptomicin, a 1,23% na gentamicin. Analiziran je i 91 uzorak C. coli iz sva tri izvora (11 izolata
kod zivotinja, 33 humana i 47 iz otpadnih voda), a 94,5% izolata bilo je rezistentno na
ciprofloksacin, 94,5% na tetraciklin, 25,3% na eritromicin, 63,75% na streptomicin i 11% na
gentamicin. Ni jedan od svih sojeva C. jejuni nije bio rezistentan na svih pet vrsta antibiotika. Na
Cetiri antibiotika bilo je rezistentno 1,75% izolata C. jejuni kod ljudi. I kod ljudi i kod Zivotinja bilo
je izolata koji su bili rezistentni na po tri antibiotika (C,T,S) i (C,T,E). Izolati C. jejuni rezistentni na
dva i jedan antibiotik svrstavaju se grupu nemultirezistentnih, a takvih je bilo u sve tri grupe izolata.
Kod izolata C. coli utvrdeno je da je njih 36,4% poreklom od Zivotinja bilo rezistentno na svih pet
antibiotika, a 3% kod izolata ljudi. Na Cetiri ista antibiotika bilo je rezistentnih izolata iz sva tri
izvora (zivotinje, ljudi, otpadne vode), a na po tri razl¢ita antibiotika bilo je uzoraka resistentnih iz
sve tri grupe. Ovi rezultati pokazuju da se specificna antibakterijska aktivnost Siri izmedu izolata
kampilobakterja Zivotinja, ljudi i Zivotne sredine.

Rezistentnost kampilobakterija na makrolide je manja u odnosu na fluorokvinolone, pa je

tako ucestalost rezistentnosti humanih izolata kampilobakterija na ovu grupu bakterija u Juznoj
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Koreji 0,8%, V. Britaniji 2,2%, Tajlandu 12,5%, Kini 21,8% i Indiji 22,2% (Ghosh i sar., 2013;
Shin i sar., 2013; Stockdale i sar., 2016; Pham i sar., 2016; Pan i sar., 2016).

Proslih godina ucestalost rezistencije na antibiotike C. jejuni i C. coli je proSirena u svetu
(Wieczorek i Osek, 2015; Ghoch i sar., 2013; Mattheus i sar., 2012). Posebno je utvrden visok nivo
rezistentnosti humanih izolata C. jejuni i C. coli prema fluorokvinolonima i makrolidima (Mattheus
i sar., 2012; Zhao i sar., 2015). Fluorokvinoloni, posebno ciprofloksacin, su koriSteni u le¢enju
kampilobakterioze. Medutim sve veca rezistentost kampilobakterija na ovu grupu antibiotika dovela
je do toga da je preporucena druga grupa antibiotika — makrolidi, ta¢nije azitromicin. VVremenom i
na ovu grupu antibiotika rezistencija kampilobakterja je rasla $to je dovelo do sumnje i u njihovu
efikasnost (Schiaffino i sar., 2019).

Poznavanje antimikrobne rezistencije u razliitim fazama proizvodnog procesa je
neophodno za razvoj efektivnih kontrolnih strategije proizvodnje bezbedne hrane (mesa Zivine).
Ima studija koje se odnose na ispitivanja prevalencije osetljivosti kampilobakterija na antibiotike.
One govore o rezistenciji kampilobakterija na razli¢ite antibiotike, posebno kvinolone. Upotreba
antibiotika na farmama mora da bude poznata (zabeleZena) snadbevacu trzista mesom (klanicama),
jer su one osnovna kriti¢na kontrolna tacka izmedu farmi i potrosaca (Nicorici i Ghoddusi, 2017).

Da je rezistencija kampilobakterija na antibiotike u porastu moze da se zakljuci iz podataka
Lastovica (2006), prema ¢ijim rezultatima ucestalost rezistencije na ciprofloksacin u Juznoj Africi
bila je 1995. godine 1,45%, a 2005. godine 29%. U isto vreme rezistencija kampilobakterija na
eritromicin povecana je sa 3,4% na 7,2%. I drugi autori saopStavaju o sve vecoj ucestalosti
rezistencije kampilobakterija, i ne samo njih, na antibiotike (Samie i sar., 2007; Ge i sar., 2013;
Anon, 2012; Ghosh i sar., 2013).

Od ispitanih izolata (53) 24 je bilo razli¢ita PFGE tipa, od kojih je 14 izolovano samo
jednom, a pet PFGE tipova bilo je zastupljeno sa dva izolata. Putem pet PFGE tipova bilo je
predstavljeno 29 izolata, a sastojali su se od tri do 12 izolata. Odnos PFGE tipova i odgovarajuceg
profila rezistencije govori o tome da su svi sojevi svakog PFGE tipa delili isti profil rezistencije.
Rezultati ovih ispitivanja ukazuju na unakrsnu kontaminaciju trupova i opreme u samoj klanici
(Sakaridis i sar., 2019).

Rezistencija kampilobakterija na antibiotike najociglednija je na primeru fluorokvinolona.
Promena samo jednog mesta (mutacija) na gyrA genu uslovila je rezistentnost kod ove grupe
antibiotika ranih devedesetih godina proSlog veka i brzo se prosirila na kampilobakterije kod ljudi i
brojlera (Wieczorek i Osek, 2013).

Molekularni mehanizam rezistencije C. jejuni na fluorokvinolone je posledica najcesce

mutacije Thr-86-lle Gyr A gena, ali moze da bude i uzrokovana mutacijama drugih gena (Kayman i
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sar., 2019; Cha i sar., 2016). Rezistencija na eritromicin nastaje kao posledica mutacije 23S rRNA
gena u osam od devet eritromicin rezistentnih izolata C. jejuni. Lehtopolku i sar. (2010) saops$tavaju
da je od 76 izolata kampilobakterija 43,42% bilo rezistentno na makrolidne antibiotike. Utvrdene su
mutacije A2075G na 23S rRNA genu. Nosilac rezistencije na tetraciklin kod kampilobakterija je

tetO gen (hromosom ili plazmid) (Chang i sar., 2017).

6.5 Zaklju¢na razmatranja

Prvo saopstenje o nalazu kampilobakterija dao je Theodor Escherich (1857-1911), lekar,
pedijatar, 1886. godine koji je ovu bakteriju utvrdio u tankom crevu deteta umrlog od kolere.
Kasnije je prisustvo ove bakterije dokazano kod ovaca (1913. godine), fetusa goveda (1927.
godine), svinja (1944. godine), a bila je oznacena kao Vibrio coli. Skoro 20 godine kasnije (1963.
godine) kampilobakterije su izdvojene iz roda Vibrio u poseban rod Campylobacter (od grékog
kampylos — curved i baktron — rod, curved rod — zakrivljeni §tap). U fecesu dece kampilobakterije
su utvrdene 1972. godine, a godinu dana kasnije kod dece obolele sa simptomima dijareje. Time je
bilo ukazano na njihov znacaj za zdravlje ljudi. Sedamdesetih godine bila je konfuzija u
nomenklaturi kampilobakterija, da bi tek 2000. godine kampilobakterije bile definisane kao poseban
rod. Trenutno su poznate 34 vrste i 14 podvrsta ove bakterije. Poslednja taksonomija roda
Campylobacter je posle vise revizija uradena 2008. godine.

Danas su kampilobakterije, pre svega, C. jejuni i C. coli (manje C. lari i ostale vrste)
uzro¢nici kampilobakterioze, zoonoze, bolesti prenosive hranom i najces¢e bakterijske bolesti ljudi.
Broj obolelih ljudi u svetu od kampilobakterioze zadnjih godina je oko 40 miliona (godisnje) i u
stalnom je porastu. Uzrok oboljenja ljudi najéesce se vezuje za meso Zivine, prevashodno brojlera
(piladi) ¢ije meso u ukupnoj proizvodnji mesa Zivine ucestvuje sa preko 80%. Brojleri (pilad) su
asimptomatski nosioci (izvor) kampilobakterija. Cinjenica je da je broj obolelih od
kampilobakterioze u velikoj meri uslovljen pove¢anjem potrosnje mesa zivine. Naime, ve¢ vise od
40 godina porast proizvodnje Zivinskog mesa je iz godine u godinu ve¢i od porasta proizvodnje
ostalih vrsta mesa (svinjsko, govede), pa je proizvodnja mesa zivine 2017. godine bila izjednacena
sa proizvodnjom mesa svinja, a danas je i ve¢a. Sa porastom proizvodnje 1 potroSnje mesa zZivine
rasla je i ucestalost oboljenja ljudi od kampilobakterioze. Otuda je i razumljivo da u nau¢nim
krugovima stalno raste interes za izucavanje kampilobakterija. Prema podacima PubMed od 1981.
godine objavljeno je 1.068 radova (Casopisi sa impakt faktorom koji su dostupni javnosti (open
access)). Za prva Cetiri meseca 2020. godine publikovano je 36 radova. Istrazivanja u ovoj oblasti
usmerena su u viSe pravaca (kampilobakterioza kao bolest, izvori infekcije, ucestalost nalaza

pojedinih vrsta, ucestalost nalaza na farmi, trupovima u klanici, mesu u prometu, u domacinstvima,
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geografska rasprostranjenost, putni¢ka bolest, metode izolacije i identifikacije, antimikrobna
rezistencija, virulencija, fenotipske o0sobine, genotipizacija, filogenetska srodnost izolata,
biosigurnosne mere na farmi, dobra proizvodacka praksa i dobra higijenska praksa u klanici 1
prometu, kros-kontaminacija, itd). Mozda o ozbiljnosti problema kampilobakterioze najbolje govori
podatak da u svetu ima zemalja koje imaju vodi¢e namenjene krajnjim potrosac¢ima (buduéi da su
domacinstva 1 mesto pripreme hrane najslabija karika u lancu hrane) sa ciljem da ih upute kako da
se zastite od infekcije kampilobakterijama.

Sumnje nema, da ¢e kampilobakterije i dalje pobudivati interes iztrazivaca, narocito s
obzirom na ¢injenicu da ¢e potro$nja mesa zivine rasti i da ¢e je pratiti povecanje broja obolelih
ljudi od kampilobakterioze, da postoji potreba uvodenja efikasnijih biosigurnosnih mera na
farmama u cilju smanjenja broja kampilobakterija u digestivnom traktu Zivine, kao i ¢injenicu da
kampilobakterije imaju sposobnost da se menjaju i da im se diverzitet stalno poveéava o ¢emu
najbolje govore podaci o antibakterijskoj rezistenciji (nije retkost da su pojedini izolati rezistentni
na viSe antibiotika). Razume se da je interes istrazivaca u velikoj meri usmeren na unapredenje
postupaka izolacije i identifikacije vrsta (izolata) i poznavanje njihovih fenotipskih i genotipskih

osobina.
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. ZaKkljudci

Na osnovu rezultata istrazivanja u okviru ove disertacije izvedeni su slede¢i zakljucci:

Kori$¢enjem automatizovanog kvalitativnog testa na principu ELFA (Enzyme Linked
Fluorescent Assay) tehnologije Campylobacter spp. su dokazane kod 91,30% trupova (ispirak
ohladenih trupova) Zivine poreklom iz dve industrijske i jedne zanatske klanice (objekata ,,A*,

”B“ i 7’C“)'

Zasejavanjem uzoraka ispiraka ohladenih trupova zivine iz sve tri klanice na selektivni
modifikovani ugljeni cefperazon deoksiholat agar (MCCD) i CampyFood agar, prisustvo

Campylobacter spp. utvrdeno je kod 91,30%, odnosno 77,39% trupova zivine.

Pomoc¢u RealTime PCR tehnike (16S rRNK) na trupovima Zivine iz sva tri objekta prisustvo

Campylobacter spp. utvrdeno je u 77,39% uzoraka.

U uzorcima ispiraka ohladenih trupova Zzivine iz zanatske klanice (objekat ,,C*) ucestalost
nalaza Campylobacter spp. bila je statisti¢ki znacajno veca (p < 0,05) u odnosu na ucestalost
nalaza Campylobacter spp. na trupovima zivine iz dva industrijska objekta (objekati ,,A“ i ,,B).
Prosec¢na ucestalost nalaza Campylobacter spp. na ohladenim trupovima zivine iz sva tri objekta

bila je 77,39%.

Ucestalost nalaza Campylobacter jejuni, odnosno Campylobacter coli na trupovima zivine iz
industrijskog objekta ,,A“ bila je ujednaCena, dok je u industrijskom objektu ,,B“, ucestalost
nalaza Campylobacter coli bila vec¢a (57,89%), u odnosu na ucestalost nalaza Campylobacter
jejuni (31,58%). U zanatskom objektu (objekat ,,C*) ucestalost nalaza Campylobacter jejuni bila
je 54,54%, a Campylobacter coli 29,54%. Najmanja ucestalost nalaza meSanih kultura bila je
kod trupova zivine iz objekta ,,B*“ (10,52%), a najveca iz objekta ,,A* (38,33%). Prosecna
ucestalost nalaza Campylobacter jejuni iz sva tri objekta bila je 44,87%, Campylobacter coli
37,18% i meSanih kultura 17,95%.

. U uzorcima ispiraka ohladenih trupova Zivine ni u jednom objektu nije utvrdeno prisustvo

Campylobacter lari.

Filogenetska srodnost dokazana je izmedu jednog izolata Campylobacter jejuni iz objekata ,,A”

I jednog iz objekta ,,C*, izmedu jednog izolata Campylobacter jejuni iz objekata ,,A* i jednog iz
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8.

10.

11.

objekta ,,B“, i izmedu jednog izolata iz objekta ,,B* i dva izolata iz objekta ,,C*. Utvrdena je i
filogenetska srodnost izmedu jednog humanog izolata i tri izolata Campylobacter jejuni sa

trupova zivine iz objekta ,,C*.

Nije utvrdena filogenetska srodnost izmedu izolata Campylobacter coli sa trupova Zivine iz
razli¢itih objekata. Filogenetska srodnost dokazana je izmedu osam izolata Campylobacter coli
sa trupova zivine iz objekta ,B“ i dva humana izolata (deset izolata u grani). Takode je
dokazana filogenetska srodnost izmedu dva izolata Campylobacter coli sa trupova zivine iz

objekta ,,B“ i jednog humanog izolata Campylobacter coli.

Opadaju¢i niz osetljivosti na antimikrobne lekove Campylobacter jejuni dobijen disk
difuzionom metodom bio je: gentamicin (85,71%) > nalidiksinska kiselina > eritromicin >
tetraciklini > ciprofloksacin (17,14%), a opadajuci niz dobijen E-testom bio je: gentamicin

(88,89%) > eritromicin > nalidiksinska kiselina > tetraciklini > ciprofloksacin (14,81%).

Opadajuci niz osetljivosti na antimikrobne lekove Campylobacter coli dobijen disk difuzionom
metodom i E-testom bio je identican: gentamicin (82,76% DDM i 90,91% E-test) > eritromicin
> tetraciklini > nalidiksinska kiselina > ciprofloksacin (3,45% DDM i 0% E-test).

Disk difuzionom metodom dokazano je da su pojedini izolati Campylobacter jejuni, odnosno

Campylobacter coli bili rezistentni na dva ili vi$e antibiotika.
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Mpwunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

Mme v npeanme aytopa JeneHa JoBaHoBuh

Bbpoj nigekca 2017/5018

UsjaBrbyjem
0a je QOKTOpCKa aucepTaumja nog HacnoBoMm

YyecTanocT Hanasa Campylobacter spp. Ha TpynoBMMa UBMHE U HKMXOBA OCETIBUMBOCT
Ha aHTUMUKPOBHE nekoBe

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXXMBaYKor paga,

e [a npeanoxeHa auceptauMja y LenNUHWM HU Yy OenoBuma Huje Guna npeanoxeHa 3a
Aobujawe 6uno koje Aunnome npema CTYAMjCKUM NporpaMuMma ApYyrmx BUCOKOLLIKOFICKUX
yCTaHoBa,

e [la Ccy pe3ynTaTu KOPEKTHO HaBedEeHN 1
e [la HMCaM KpLUMO/Na ayTopcka npaea U KOPUCTMO/Na MHTENEKTYyarHy CBOjUHY ApYrux nuua.

MoTnuc aytopa

Y beorpagy,




Mpwunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWUTaMMNaHe U eNIeKTPOHCKe Bep3unje
AOKTOPCKOr paaa

Mme v npeanme aytopa: JeneHa JosaHoBuh
Bpoj nHpekca 2017/5018
Ctyavjcku nporpam: [oKTOpcke akagemcke ctyauje

Hacnoe papga: YdectanocT Hanasa Campylobacter spp. Ha TpynoBMMa XWBWHE W HMXOBA
OCETIbUBOCT Ha aHTUMUKPOBHE NnekoBe

MeHTopu: npoc. ap Bnago Teogoposuh

ap BecHa hophesuh, Hay4YHU caBeTHUK

MsjaBrbyjem Oa je wtamnaHa Bepaunja Mor JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA erleKTPOHCKOj BEP3njU Kojy
caMm npegao/na pagu rnoxpawuBarwa y [OurutanHom peno3uTopujymy YHuBep3uTeTa y
Beorpany.

[osBosbaBam ga ce objaBe Moju NUYHM Nodaumn Be3aHn 3a gobujatbe akageMcKkor HasmBa AOKTopa
Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 Npe3nme, roanHa u Mecto pohiera u gatym ogbpaHe paga.

OBu nnyHM nogaum mory ce o6jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama aurmtanHe 6ubnwuoteke, y
eeKTPOHCKOM KaTanory un 'y nybnukauvjama YHmsepsuteta y beorpaay.

MoTnuc aytopa

Y beorpagay,




Mpwunor 3.
UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnmnoteky ,Ceto3ap Mapkosuh® ga y [urutanHm penosntopujym
YHuBep3auTeTa y beorpagy yHece Mojy JOKTOPCKY AvucepTaumjy nog HacnoBoOM:

YyecTanocT Hanasa Campylobacter spp. Ha TpynoBuMa >XUBMHE U HMXOBa OCETIBUMBOCT

Ha aHTI/IMI/IKpO6He iekoBe

Koja je Moje ayTopcKo aerno.

OucepTauujy ca cBUM npuno3vma npegao/na cam y enekTpoHCKoM ¢hopMaty NorogHoM 3a TpajHoO
apxuBupame.

Mojy OOKTOpCKY AncepTauujy noxparweHy y AurntanHu penosvtopujym YHusepsuteta y beorpagy
N OOCTYNHY Yy OTBOPEHOM MPUCTYNy MOry Aa KOpUCTe CBW KOjU MowTyjy ogpenbe cagpxaHe y
ogabpaHom Tuny nuueHue KpeaTtueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyyuo/na.

1. AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLUjanHo

3. AyTopcTBO — HekomepuumjanHo — 6e3 npepaae

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHo — 4ennTn No4 UCTUM yCcroBMMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — A4EnUTM Nog UCTUM YCroBMMa

(Monumo ga 3aokpyxuTe camo jedHy oA LeCT NoHyHeHnx nuueHumn, Kpatak onvc nuueHumn aar je
Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc aytopa

Y Beorpagy,




1. AytopctBo - [Jo3BorbaBaTe YyMHOXaBawe, OUCTPUOYyLMjy W jaBHO caonwiTtaBawe aena, u
npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH of cTpaHe ayTopa unM gasaoLla
nunueHue, Yak 1 'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuja o CBUX NNLEHUMW.

2. AyTopCcTBO — HekomepuujanHo. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake, AUCTpMOyuMjy W jaBHO
caonwTtaBawe fena, u npepage, ako ce HaBee nMme aytopa Ha Ha4uH ogpeheH o4 cTpaHe ayTopa
unun gasaoua nuueHue. OBa nuueHLa He Jo3BOrbaBa kKomepuujanHy ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [o3BorbaBaTe yMHOXaBahe, AUCTPUbyLMj)y n
jaBHO caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa unu ynotpebe gena y cBom geny, ako
ce HaBede uMe ayTopa Ha HauuH ogpefheH of cTpaHe aytopa wnu gasaoua nuueHue. Oea
nvueHua He 003BOSbaBa KoMepuuvjanHy ynotpeby aena. Y ogHocy Ha CBe ocTarne nuueHue, 0BOM
NMLUEHLOM ce orpaHmnyaBa Hajsehu obmm npasa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HekoMepuujanHo — AenuTy nog UCTUM ycroBuma. [Jo3BorbaBate yYMHOXaBakse,
ANCTPUOYLMjy W jaBHO caoniwiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH
oapeheH o cTpaHe ayTopa Wnu AaBaola NuueHLe M ako ce npepaga AucTpubyupa nog UCToM
UM crnvyHom nuueHuom. OBa nuueHua He Jo3BorbaBa koMmepuujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTpMOYLMjy 1 jaBHO caoniTaBahe
pena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa MM ynotpebe gena y CBOM Aeny, ako Ce HaBede MMme
ayTopa Ha HauyuH oapeheH of cTpaHe ayTopa wunu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa 403BOrbaBa
KomepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpPCTBO - AENUTW NoA UCTMM ycnoBuMa. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBakwe, AUCTPUBYLMj)y 1 jaBHO
caonwitaBawe ferna, u npepage, ako ce HaBefe nMme aytopa Ha HaumH ogpeheH o cTpaHe ayTopa
UnNu gaesaoua nuUeHLEe 1 ako ce npepaga auctpmbympa nog UCTOM UMK CAMYHOM nnueHuom. OBa
nuueHua [[o3BorbaBa komepuujanHy ynotpeby pgena m npepaga. CrnvyHa je copTBEPCKUM
nuueHuama, 04HOCHO nMLeHLL aMma OTBOPEHOr koaa.



