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IZVLECEK

Kljucne besede: Hrana, mikrobiologija; Escherichia coli — encimologija — izolacija in
cis¢enje — genetika; Dbetalaktamaze - analiza; betalaktamska odpornost; kinoloni —
farmakologija,; zdravila, rezistenca mikrobna; mikrobni obcutljivostni testi; dejavniki

virulence; filogeneza

Bakterija Escherichia coli je del obi¢ajne ¢revesne mikrobiote ljudi in toplokrvnih Zivali.
Izolati, ki nosijo zapise za specificne dejavnike virulence, lahko povzrocajo ¢revesne ali
zunajcrevesne bolezni. Zdravljenje slednjih v zadnjem casu postaja tezavno, vcasih tudi
neuspesno, zaradi povecevanja Stevila izolatov z razsirjenim spektrom betalaktamaz — ESBL.
Zivila Zivalskega izvora so lahko vir odpornih in patogenih izolatov bakterije E. coli, ki v
prehransko verigo vstopajo med obdelavo in predelavo zivil. V nasi raziskavi smo pregledali
245 izolatov E. coli iz Zivil Zivalskega izvora na prisotnost encimov ESBL in genov za
dejavnike virulence. Izolate E. coli iz mesa in mesnih izdelkov, mleka in mle¢nih izdelkov ter
jajc smo pregledali na odpornost proti 22 protimikrobnim snovem z disk difuzijsko metodo.
Izolate E. coli iz skoljk in ¢revesja ljudi smo testirali na odpornost proti 14 protimikrobnim
snovem z mikrodilucijsko metodo. Za prisotnost ESBL sumljivih izolatov smo uporabili
metodo z dvojnim diskom po Kirby-Bauerju. Za fenotipsko potrditev smo uporabili test s
kombinacijo diskov in mikrodilucijsko metodo. S PCR smo pomnozevali gene za encime
ESBL, iz skupin TEM-1b, SHV in CTX-M in PMQR, kot so gnrA, gnrB in gnrS. Prav tako
smo s PCR razdelili izolate E. coli v filogenetske (pod)skupine in preverjali prisotnost genov
za razli¢ne dejavnike virulence. Iz 526 vzorcev zivil zivalskega izvora, odvzetih konec leta
2010 in leta 2011, smo izolirali 245 sevov E. coli. Med njimi je bilo 16 (6,5 %) ESBL
pozitivnih izolatov bakterij E. coli, vsi so bili odporni proti cefotaksimu in/ali cefpodoksimu.
Od 16 ESBL pozitivnih izolatov jih je bilo 15 (93,8 %) fenotipsko odpornih tudi proti
sulfonamidom, 11 (68,8 %) proti aminoglikozidom, 9 (56,3 %) proti tetraciklinom in 6 (37,5
%) proti kinolonom. Isti izolati so imeli hkrati tudi razlicne gene za dejavnike virulence. V
raziskavi smo potrdili prisotnost odpornih in potencialno patogenih sevov E. coli v zivilih
zivalskega izvora. Rezultati kazejo, da je uzivanje surovih ali nezadostno toplotno obdelanih

izdelkov lahko zdravju skodljivo.
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ABSTRACT

Key words: Food microbiology; Escherichia coli — enzymology — isolation and purification —
genetics; beta-lactamases — analysis; beta-lactam resistance; quinolones — pharmacology;

drug resistance, microbial; microbial sensitivity tests; virulence factors; phylogeny

Escherichia coli are a part of the normal gut microbiota of humans and warm-blooded
animals. Strains encoding specific virulence factors can cause -either intestinal or
extraintestinal infections. The treatment of the later has recently become difficult and
sometimes unsuccessful due to increasing number of extended spectrum betalactamases —
ESBL producing isolates. Food of animal origin can been a possible source of antibiotic
resistant and pathogenic E. coli strains, which enter the food chain during slaughter or food
manipulation. We screened 245 E. coli isolates from the food of animal origin for the
presence of ESBL enzymes and virulence genes. E. coli isolates from meat and meat products,
milk and milk products, and eggs were tested for susceptibility to 22 antibiotics by the disc
diffusion method. E. coli isolates from sea shells and human intestinal tract were tested with
microdilution method for susceptibility to 14 antibiotics. ESBLs were detected using the
primary double-disk by Kirby-Bauer method, for phenotypically confirmatory methods we
used method with combination of disks and microdilution method. We used specific PCR to
study the presence of genes encoding TEM-1b, SHV and CTX-M group ESBL and PMQR,
like gnrA, gnrB and gnrS. Also by using PCR we classified isolates into phylogenetic groups
and subgroups. We analyzed E. coli strains for the presence of various virulence genes. From
526 food samples taken in the end of year 2010 and in 2011, we recovered 245 strains of E.
coli. ESBL E. coli isolates were detected in 16 (6.5%) samples; all of them were resistant to
cefotaxime and/or cefpodoxime. In 16 ESBL positive isolates 15 (93.8%) exhibited a resistant
phenotype also to sulfonamides, 11 (68.8%) to aminoglycosides, 9 (56.3%) to tetracyclines
and 6 (37.5%) to quinolones. Same E. coli strains had several different virulence factors. In
our research we found resistant and potentially pathogen strains of E. coli in food of animal
origin therefore raw or undercooked food can be potentially harm fool for human health.
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SEZNAM OKRAJSAV

AAF fimbrije za agregativno vezavo (angl. aggregative adherence fimbria)

AIDA adhezin, vklju¢en v difuzno adherence (angl. adhesin involved in diffuse
adherence)

AIEC adherentno invazivni sevi Escherichia coli (angl. adherent invasive E. coli)

APEC sevi E. coli, patogeni za ptice (angl. avian pathogenic E. coli)

Arg arginin (angl. Arginine)

BSBL betalaktamaze Sirokega spectra (angl. broad spectrum beta-lactamase)

CA klavulanska kislina (angl. clavulanic acid)

CFA antigen kolonizacijskega faktorja (angl. colonization factor antigen)

CLSI angl. clinical and laboratory standards institute

CNF1 citotoksi¢ni nekrotizirajoci dejavnik 1 (angl. cytotoxic necrotizing factor 1)

CNF2 citotoksi¢ni nekrotizirajoci dejavnik 2 (angl. cytotoxic necrotizing factor 2)

cGMP cikli¢ni gvanozin monofosfat (angl. cyclic guanosine monophosphate)

csg gen za podenoto curlina (angl. curlin subunit gene)

DAEC difuzno adherentni sevi Escherichia coli (angl. diffusely adherent E. coli)

DNA deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid, DNA)

EAEC enteroagregativni sevi Escherichia coli (angl. enteroaggregative E. coli)

E .coli Escherichia coli

EDTA etilendiamintetraocetna kislina (angl. Ethylenediaminetetraacetic acid)

EHEC enterohemoragicni sevi Escherichia coli (angl. enterohaemorrhagic E. coli)

EIEC enteroinvazivni sevi Escherichia coli (angl. enteroinvasive E. coli)

EPEC enteropatogeni sevi Escherichia coli (angl. enteropathogenic E. coli)

ESBL betalaktamaze z razSirjenim spektrom delovanja (angl. extended-spectrum
beta-lactamase)

ESVAC Evropska agencija za uporabo antibiotikov v veterinarski medicini (angl.
European Surveillance of Veterinary Antimicrobial Consumption)

ETEC enterotoksigeni sevi Escherichia coli (angl. enterotoxigenic E. coli)

EXPEC zunajérevesni patogeni sevi Escherichia coli (angl. extraintestinal
pathogenic E. coli)

hbp hemoglobin vezoci protein (angl. hemoglobine-biding protein)
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HIV
hra
HPI
HUS
IPEC
ISS
iuc
iut

K. pneumoniae
LT
Lys
MAC
MDR
MIC

MLST

MMMB
NMEC

PAI
PBP
PCR
PMQR

rRNA

RTE

sat

S. dysenteriae
SHV

ST

ST131

humani virus imunske pomanjkljivosti (angl. human imunodeficiency virus)
toplotno stabilni aglutinin (angl. heat-resistant agglutinin)

otok z visoko patogenostjo (angl. high pathogenicity island)
hemoliti¢no-uremic¢ni sindrom (angl. haemolytic-uraemic syndrome)
¢revesni patogeni sevi Escherichia coli (angl. intestinal pathogenic E. coli)
povecana odpornost proti serumu (angl. increased serum survival)

sistem povezan s privzemom Zeleza (angl. iron uptake chelate)

sistem povezan s privzemom Zeleza (angl. iron uptake transport)

Klebsiella pneumoniae

toplotno nestabilen (angl. heat-labile)

lizin (angl. Lysine)

angl. membrane attack complex

veckratno odporne (angl. multi drug resistant)

minimalna inhibitorna  koncentracija (angl. minimum inhibitory
concentration)

tipizacija na osnovi multilokusnih zaporedij (angl. multilocus sequence
typing)

angl. Minerals Modified Glutamate Medium Base

sevi Escherichia coli, ki povzro¢ajo meningitis pri novorojenckih (angl.
neonatal meningitis E. coli)

otok patogenosti (angl. pathogenicity island)

penicillin vezoce beljakovine (angl. penicillin-binding proteins)

verizna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction)

plazmidno kodirana odpornost proti kinolonom (angl. plasmid mediated
quninolone resistance)

ribosomska ribonukleinska kislina (angl. ribosomal ribonucleic acid, rRNA)
izdelki namenjeni za neposredno uporabo (angl. ready to eat)
avtotransporterski toksin, ki se izlo¢a (angl. secreted autotransporter toxin)
Shigella dysenteriae

sulphydryl variable (skupina betalaktamov)

toplotno stabilni (angl. heat-stable)

sekvenc¢ni tip 131 (angl. sequence type 131)
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STa
STh
tcp
TEM

TIR

TLR
TZB
UPEC
usp
UTI

vat

VT
WHO
ZZUZIS

toplotno stabilni enterotoksin a (angl. heat-stable enterotoxin a)

toplotno stabilni enterotoksin b (angl. heat-stable enterotoxin b)

protein, ki ima domenco TIR (angl. TIR domain containing protein)
Temoneira (oseba po kateri se imenuje skupina betalaktamov)

receptorska domena za toll/interleukin (angl. toll/interleukin — 1 receptor
domain)

tolu podobni receptorji (angl. toll — like receptor)

tazobaktam (angl. tazobactam)

uropatogeni sevi Escherichia coli (angl. uropathogenic E. coli)

angl. uropathogenic specific protein

vnetje urinarnega trakta (angl. urinary tract infection)

avtotransporterski toksin, ki povzro¢a vakuolizacijo (angl. vaccuolating
autotransporter toxin)

verotoksin (angl. verotoxin)

Svetovna zdravstvena organizacija (angl. world health organization)

Zakon o zdravstveni ustreznosti zivil in izdelkov ter snovi, ki prihajajo v

stik z zivili
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1UVvOD

Bakterija Escherichia coli (E. coli) je obicajni del ¢revesne mikrobiote ljudi in toplokrvnih
zivali. Ve€ina sevov E. coli je komenzalnih, nekateri pa nosijo v svojem genomu S$tevilne
zapise za virulentne dejavnike, kot so adhezini, avtotransporterji in toksini, dejavnike za
izogibanje imunskemu sistemu gostitelja in odpornost proti serumu ter sistem za privzem
zeleza. Taki sevi so potencialno patogeni in lahko povzrocajo Crevesne in zunajérevesne
okuzbe (Montville in sod., 2012). Zivila so najpogostejsi Vir vnosa tako nepatogenih kot

patogenih E. coli, ki so hkrati indikator fekalne kontaminacije v Zivilih Zivalskega izvora.

Zdravljenje zunajcrevesnih okuzb, ki jih povzrocajo sevi vrste E. coli, poteka s pomocjo
protimikrobnih zdravil (v nadaljevanju antibiotikov). Najpogostejsa izbira so trimetoprim s
sulfametoksazolom ali brez njega in fluorokinoloni. Za zdravljenje okuzb zgornjih se¢il lahko

uporabljamo tudi cefalosporine 2. in 3. generacije (Lindi¢, 2003).

Dolgotrajna in pogosto tudi neupravicena raba protimikrobnih zdravil v humani in
veterinarski medicini je privedla do pridobljene odpornosti bakterij proti razlicnim skupinam
antibiotikov (Livermore, 2009). Eden izmed pomembnih mehanizmov odpornosti je tvorba
encimov za razgradnjo antibiotikov, geni za te encime pa se najveckrat nahajajo na mobilnih
genetskih elementih, kot so plazmidi. V skupino bakterij, ki v zadnjih letih povzrocajo najveé
tezav v javnem zdravstvu, uvrS¢amo bakterije, ki izloCajo betalaktamaze z razSirjenim
spektrom delovanja (angl. extended spectrum beta-lactamase, ESBL) in/ali AmpC ter imajo
mehanizme za odpornost proti kinolonom. Encime pogosto izlocajo po Gramu negativne
bakterije, najpogosteje iz druzine Enterobacteriaceae, predvsem E. coli in Klebsiella

pneumoniae (Arslan in Ozdamir, 2009).

1.1 NAMEN DELA

V okviru doktorske naloge smo preverili prisotnost bakterij vrste E. coli, ki so odporne proti

betalaktamskim antibiotikom in fluorokinolonom, v zivilih Zivalskega izvora.

Namen dela je bil dolociti fenotipske in genotipske lastnosti E. coli, ki so bile izolirane iz zivil

Zivalskega izvora na Enoti za varno hrano, na Institutu za varno hrano, krmo in okolje,
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Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani. Gre za analiziranje oziroma ugotavljanje njihove
odpornosti proti razli¢cnim protimikrobnim zdravilom, razvrstitev v t. i. filogenetske skupine

in ugotavljanje prisotnosti razli¢nih virulentnih dejavnikov.

Da smo potrdili oziroma ovrgli postavljene hipoteze smo primerjali seve E. coli, izoliranih iz
zivil zivalskega izvora, z ESBL pozitivnimi sevi, izoliranimi iz spodnjih dihal in
urogenitalnega trakta ljudi, ter sevi E. coli, izoliranimi iz ¢revesja ljudi, ki so imeli tezave z

driskami.

1.2 HIPOTEZE
Z raziskavo smo poskusali potrditi naslednje hipoteze:

1. Iz Zivil zivalskega izvora lahko izoliramo seve E. coli, ki so odporni proti
betalaktamskim antibiotikom in kinolonom.

2. Odporni sevi E. coli iz zivil zivalskega izvora imajo podobno kot klini¢ni sevi
enega ali ve¢ genov za odpornost proti betalaktamom in gene za odpornost proti
kinolonom.

3. Odporni sevi E. coli, izolirani iz zivil, so odporni proti drugim protimikrobnim
zdravilom kot sevi, izolirani pri ljudeh.

4. Geni za izloCanje betalaktamaz pri sevih E. coli, izoliranih iz zivil, se razlikujejo
od genov pri sevih E. coli, ki jih izoliramo pri ljudeh.

5. Genotipi sevov E. coli, izoliranih iz zivil zivalskega izvora in ljudi, se med seboj

razlikujejo.
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2 PREGLED LITERATURE

2.1 PROTIMIKROBNE UCINKOVINE

Protimikrobne uc¢inkovine uporabljamo za zdravljenje ljudi in zivali. Antibiotiki so resili
Stevilna Zivljenja in dobesedno spremenili svet medicine. Tudi v ¢asu ekstremnih robotskih
operacij zdravniki in kirurgi ne podcenjujejo pomembnosti antibiotikov. Obdobje njihove
uporabe se je zacelo leta 1910, ko je Paul Ehrlich ob pomo¢i sodelavca Sacharchira Hata po
dolgotrajnih raziskavah ugotovil protimikrobno delovanje ene od Stevilnih testiranih
sinteti¢nih substanc, ki je delovala na povzroditelja sifilisa. Sledila so odkritja bakteriologa
Alexandra Fleminga; ta je leta 1928 presene¢en odkril, da je plesen, ki je kontaminirala
petrijevo plos¢o z gojis¢em, zaustavila rast bakterije Staphylococcus aureus (Kobal in Snoj,
2015). V nekaj letih je sledil razvoj zdravil na osnovi sulfonamidov, katerim so hitro sledili

bolj ucinkoviti betalaktami, kloramfenikol, tetraciklini in leta 1950 aminoglikozidi.

Slika 1: Alexander Fleming je odkril penicilin, prvi naravni antibiotik, leta 1928.
(vir: http://www.medicalnewstoday.com/articles/10278.php#what_are_antibiotics).
Figure 1: Alexander Fleming discovered penicillin, the first natural antibiotic, in 1928.
(source: http://www.medicalnewstoday.com/articles/10278.php#what_are_antibiotics).

Antibiotik je naravna spojina, ki ze v nizkih koncentracijah zaustavi rast bakterij in ni
Skodljiva za zdravje ljudi in zivali. Antibiotike naravno proizvajajo bakterije in glive, v

zadnjem cCasu pa je pomembnejsi sinteti¢ni in polsinteti¢ni nadin proizvodnje. Delovanje
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antibiotikov je lahko bakteriostaticno (zaviranje razmnozevanja bakterij) ali baktericidno
(ubijanje in propad bakterij) (Madigan in Martinko, 2006). Antibiotiki se uporabljajo kot

zdravila za zdravljenje bakterijskih okuzb pri ljudeh, zivalih in redkeje pri rastlinah.

Danes pogosto uporabljamo izraz antibiotik, zlasti v §irSi lai¢ni javnosti, za protimikrobne
ucinkovine, pridobljene s kemijsko modifikacijo naravnih antibiotikov, in tudi za u¢inkovine,
ki so v celoti proizvod kemicne sinteze (Krivic in sod., 2004). Znanih je ve¢ kot 8000 naravno
pridobljenih antibiotikov, vendar je le 1 % vseh teh tudi klini¢no uporabljenih (Madigan in
Martinko, 2006). Trenutno znani antibiotiki izvirajo le iz nekaj rodov mikroorganizmov,

predvsem Streptomyces, Penicillium in Bacillus (Kobal in Snoj, 2015).

Odkritje antibiotikov je eden izmed najpomembnejs$ih mejnikov v razvoju medicine. Njihova
uporaba je mocno povecala uspeSnost zdravljenja bakterijskih okuzb. Vendar pa zaradi
njihove pogoste in nepravilne uporabe vse ve¢ bakterij razvija odpornost proti eni ali vec¢
skupinam antibiotikov. Naras¢anje odpornih sevov v =zadnjih letih postaja svetovni
zdravstveni problem, na kar opozarja tudi Svetovna zdravstvena organizacija (angl. World
Health Organization, WHO) (Gubina in lhan, 2002; El-Halfawy in Valvano, 2015).

2.1.1 Betalaktamski antibiotiki

Kot je razvidno iz imena skupine teh protimikrobnih zdravil, osnovo zgradbe predstavlja
betalaktamski obro¢. Laktami so ciklicni amidi, betalaktamski obro¢ pa je Stiri¢lenska
struktura s tremi ogljikovimi in enim duSikovim atomom. Betalaktamski antibiotiki se med
seboj razlikujejo po preostalem delu kemijske strukture. Penicilini in karbapenemi imajo
poleg betalaktamskega obroca Se petélenski tiazolidni obro¢, cefalosporini pa Sestclenski
dihidrotiazidni obro¢. Monobaktami imajo le betalaktamski obro¢, lahko pa imajo v stranski

verigi razli¢ne obroce.

Betalaktamski antibiotiki so najvecja druzina protimikrobnih u¢inkovin in so hkrati najveckrat
uporabljeni antibiotiki v sodobni praksi. Njihovo delovanje je ¢asovno odvisno, imajo na
splosno dobro distribucijo v telesu in nizko toksi¢nost. Betalaktamski antibiotiki preprecujejo

sintezo bakterijske stene oziroma jo poskodujejo in na ta nadin delujejo baktericidno.
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Modifikacija originalne molekule je omogocila razvoj novih spojin s $ir§Sim protimikrobnim
delovanjem. Kljub temu pa je uporaba betalaktamskih antibiotikov v nekaterih klini¢nih
primerih omejena, najpogosteje zaradi vedno pogostejSega pojava odpornih bakterij. Vseeno
pa ostaja penicilin prva terapevtska izbira pri Stevilnih okuzbah. Cefalosporini razlicnih
generacij imajo Sirok spekter delovanja, karbapenemi se uporabljajo pri okuzbah, povzroc¢enih
z veCkratno odpornimi bakterijami, ki so pogosto pridobljene tudi v bolnisnicah. Inhibitorji
betalaktamaz onemogocijo njihovo delovanje in tako omogoc¢ijo nemoteno delovanje
antibiotikov, pri katerih se pojavi odpornost zaradi proizvodnje betalaktamaz (Suarez in
Gudiol, 2009).

Tabela 1: Skupine betalaktamov in njihovi predstavniki (Ihan in Gubina, 2002).
Table 1: Groups of beta-lactam antibiotics and their representatives (Ihan and Gubina, 2002).

BETALAKTAMI PREDSTAVNIKI

Penicilini penicilin, ampicilin, meticilin, oksacilin, piperacilin, amoksicilin

Cefalosporini

1. generacija cefaleksin, cefalotin, cefazolin, cefaloridin
2. generacija cefaklor, cefuroksim
3. generacija ceftriakson, cefotaksim, cefpodoksim, ceftazidim, cefoperazon, ceftibuten
4. generacija cefepim, cefpirom
Karbapenemi imipenem, faropenem, meropenem, ertapenem
Monobaktami aztreonam
Inhibitorji betalaktamaz klavulanska kislina, tazobaktam, sulbaktam
2.1.2 Kinoloni

Skupina znanstvenikov je med raziskovanjem lastnosti molekule kinina odkrila, da imajo
derivati molekule 1,8-naftiridina protibakterijske lastnosti. Leta 1962 je George Lesher s
sodelavci razvil nalidiksno kislino. To je bila prva klini¢no uporabna spojina in leta 1964 so
jo v Veliki Britaniji uporabljali za zdravljenje okuzb urinarnega trakta (Lesher in sod., 1962;
Norris in Mandell, 1988).

Skoraj 20 let po odkritju nalidiksne kisline je Koga s sodelavci opazil izboljSanje absorpcije in

uc¢inkovitosti antibiotika, ko so na mesto C6 dodali fluor, in tako je nastala skupina
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fluorokinolonov. Nove spojine imajo prednost zaradi moznosti oralne in parenteralne
aplikacije, sirsi spekter delovanja, dobro distribucijo v tkivih, izboljSane farmakokineti¢ne
lastnosti (aplicirajo se 1- do 2-krat dnevno) in manj stranskih ucinkov (Mitscher in sod.,
1993).

Kinoloni so sinteticna protimikrobna zdravila, ki zavirajo delovanje bakterijske
topoizomeraze. Topoizomeraze so prisotne pri vseh bakterijah, zato so kinoloni protimikrobne
spojine s Sirokim spektrom delovanja. Rutinsko se v humani medicini uporabljajo za
zdravljenje urogenitalnih okuzb, povzrocenih z bakterijami, odpornimi proti trimetoprimu s

sulfametoksazolom. V veterini pa se pogosto uporabljajo za preprecevanje okuzb dihalnih

poti pri govedu in perutnini (Madigan in Martinko, 2006).

Tabela 2: Generacije kinolonov, predstavniki, klini¢na uporaba in delovanje.
Table 2: Generations of quinolones, members, clinical use and antimicrobial spectrum.

Generacija kinolonov

Predstavnik generacije

Klini¢na uporaba

Spekter delovanja

PRVA GENERACIJA

DRUGA GENERACIJA
Razred |

Razred 11

TRETJA
GENERACIJA

CETRTA
GENERACIJA

Nalidiksna kislina,
cinoksacin, rosoksacin,
oksolini¢na kislina
lomefloksacin,
norfloksacin,
enoksacin,

ofloksacin,
ciprofloksacin,
enrofloksacin,
marbofloksacin,
orbifloksacin, norfloksacin

levofloksacin, sparfloksacin,
grepafloksacin,
moksifloksacin,
gatifloksacin, ceftiofur,
danofloksacin,
paradofloksacin

klinafloksacin,
trovafloksacin,
prulifloksacin,
moksifloksacin

Nekomplicirane okuzbe
secil

Nekomplicirane okuzbe
secil
Zdravljenje zapletenih
okuzb segil, okuzb zaradi
katetrskih vstavkov,
gastroenteritis, bolniSni¢ne
okuzbe, nekatere spolno
prenosljive bolezni

Zdravljenje vseh zgoraj
nastetih okuzb ter pljucnic

Zdravljenje
intraabdominalnih okuzb

Zmerna aktivnost
proti G—

Zmerna aktivnost
proti G—.

Sir$a aktivnost proti
G-, slabsa aktivnost
proti G+
Deluje sinergisticno
z betalaktami.

Sir$a aktivnost proti
G-, izboljsana
aktivnost proti G+ in
atipiénim
patogenom. Odli¢no
deluje proti S.
pneumoniae.

Izboljsana aktivnost
proti G+ in
anaerobom.

Legenda:

G—: po Gramu negativne bakterije
G+: po Gramu pozitivne bakterije
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2.2 ODPORNOST PROTI ANTIBIOTIKOM

Uporaba antibiotikov v humani in veterinarski medicini omogoca u¢inkovito obrambo v boju
pred Stevilnimi bakterijskimi boleznimi, vendar je dolgotrajna in pogosto tudi neupravic¢ena
raba privedla do pridobljene odpornosti bakterij proti razliénim skupinam antibiotikov
(Livermore, 2009). S Stevilnimi Studijami so ugotovili, da se po zacetku uporabe novega
antibiotika poveca odpornost tako patogenih kot komenzalnih bakterij. Slednje lahko
predstavljajo rezervoar genov za odpornost, ki se preko plazmidov lahko prenesejo v druge,
tudi potencialno patogene bakterije. Nivo odpornosti pri komenzanih bakterijah je dober
pokazatelj, kako mocan je selekcijski pritisk na bakterije z uporabo dolo¢enega antibiotika ter
kak$no odpornost lahko pricakujemo pri patogenih bakterijah. Eden izmed pomembnih
mehanizmov odpornosti je tvorba encimov za razgradnjo antibiotikov. V skupino bakterij, ki
v zadnjih letih povzrocajo najvec tezav v javnem zdravstvu, uvr§¢amo bakterije, ki izlo¢ajo
encime ESBL in/ali AmpC ter imajo mehanizme za odpornost proti kinolonom. Encime
pogosto izlo¢ajo po Gramu negativne bakterije, najpogosteje iz druzine Enterobacteriaceae,

predvsem E. coli in K. pneumoniae (Arslan in Ozdamir, 2009).

2.2.1 Odpornost proti betalaktamskim antibiotikom

Pojav odpornosti proti betalaktamskim antibiotikom so odkrili $e pred zacetkom klini¢ne
uporabe prvega betalaktamskega antibiotika penicilina (Bradford, 2001). Leta 1963 je bila
prvi¢ izolirana proti ampicilinu odporna E. coli. Odpornost ji je omogoc¢il encim
betalaktamaza TEM-1. Gen bla, ki je kodiral ta encim, se je vkljucil v plazmide in tako se je
odpornost razsirila v Stevilne vrste druzine Enterobacteriaceae in nekatere druge bakterije. V
naslednjih 20 letth so toCkovne mutacije, zaradi katerih je priSlo do sprememb v
aminokislinskem zaporedju, bakterijam oz. encimom razsirile hidroliti¢ni spekter (Baquero in
sod., 2008; Livermore 1995; Paterson in Bonomo, 2005). Glavni vzrok odpornosti bakterij
proti betalaktamskim antibiotikom so betalaktamaze. Ti encimi cepijo amidno vez v
betalaktamskem obrocu in posledi¢no antibiotik ni ve¢ ucinkovit (Than in Gubina, 2002;

Bonnet, 2004).
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Tabela 3: Klasifikacijska shema betalaktamaz (Bush in sod., 2010).
Table 3: Beta-lactamases classification sheme (Bush et al., 2010).
Funkcionalna | Molekularna Inhibitorji - . Skupine
skupina skupina Substrat CA/TZB/EDTA Znadilnosti encimov
Vecja aktivnost proti AMpC,
. cefalosporinom kot P99, ACT-
1 Cc Cefalosporini / SRR 1,CMY-2,
benzilpenicilinom,
hidroliza cefamicinov | OX L
MIR-1
Povecana hidroliza
- ceftazidima in ostalih GC1,
le C Cefalosporini / oksimino CMY-37
betalaktamov
Vecja aktivnost proti
2a A Penicilini CAITZB benzilpenicilinom kot PC1
cefalosporinom
Penicilini, Podobna hidroliza TEM-1,
2b A cefalosporini CA/TZB benzilpenicilinov in TEM-2,
nizjih generacij cefalosporinov SHV-1
Cefalosporini z TEM-3,
razsirjenim Povecana hidroliza SHV-2,
2be A spektrom CA/TZB oksimino CTX-M15,
delovanja, betalaktamov PER-1,
monobaktami VEB-1
Odpornost proti
2br A Penicilini / Klavulanski kisliniin | oM-30,
SHV-10
tazobaktamu
Povecana hidroliza
Cefalosporini z oksimino
raz§irjenim betalaktamov skupaj z
2ber A spektrom / odpornostjo proti TEM-50
delovanja, klavulanski Kislini,
monobaktami sulbaktamu in
tazobaktamu
- Povecana hidroliza PSE-1,
2c A Karbenicilin CA/TZB karbenicilinov CARB-3
Karbenicilin Poveéane_l }_11_dr01iza
2ce A S CA/TZB karbenicilinov, RTG-4
cefepim S A
cefepima in cefpiroma
Povecana hidroliza OXA-1
2d D Kloksacilin CA/TZB/EDTA kloksacilina ali !
- OXA-10
oksacilina
Cefalosporini z Hidroliza kloksacilina
raz§irjenim ali oksacilina in OXA-11,
2de D spektrom CA/TZB/EDTA oksimino OXA-15
delovanja betalaktamov
Hidroliza kloksacilina OXA-23
2df D Karbapenemi CA/TZB/EDTA ali oksacilina in '
OXA-48
karbapenemov
Cefalosporini z Hidroliza
% A razsirjenim CAITZB cefalqspo_r_inov. CepA
spektrom Inhibicija s
delovanja klavulansko kislino

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje Tabela 3: Klasifikacijska shema betalaktamaz (Bush in sod., 2010).
Sequel Table 3: Beta-lactamases classification sheme (Bush et al., 2010).

Funkcionalna | Molekularna Substrat Inhibitorji Znagilnosti Skupine
skupina skupina CA/TZB/EDTA ! ! encimov
Povecana hidroliza
karbapenemov, KPC-2,
2f A Karbapenemi CA/TZB/EDTA oksimino IMI-1,
betalaktamov, SME-1
cefamicinov
IMP-1,
Hidroliza VIM-1,
B (B1) antibiotikov s CcrA, IND-
3a Karbapenemi EDTA Slmglm spektrom 1
elovanja,
B (B3) karbapenemov, ne pa | L1, CAU-1,
monobaktamov GOB-1,
FEZ-1
. Preferencna hidroliza
3b B (B2) Karbapenemi EDTA CphA, Sfh-1
karbapenemov

Legenda:

CA — klavulanska kislina (angl. clavulanic acid)

TZB — tazobaktam (angl. tazobactam)

EDTA — etilendiamintetraocetna kislina (angl. ethylenediaminetetraacetic acid)

Nekatere betalaktamaze so specifi¢ne za peniciline, nekatere za cefalosporine, nekatere pa
delujejo na obe skupini antibiotikov. Gen za betalaktamazo lahko nastane kot posledica
kromosomske mutacije v PBP (angl. penicillin-binding proteins) ali v regulatornih regijah
AmpC oziroma se prenese z mobilnimi genetskimi elementi (plazmidi) med posameznimi

sevi ali celo vrstami bakterij.

Danes sta v uporabi dve Kklasifikacijski shemi za delitev betalaktamaz. Molekularno
klasifikacijo je leta 1980 uvedel Ambler. Temelji na aminokislinskem zaporedju in deli
betalaktamaze v §tiri razrede. Razredi A, C in D za hidrolizo betalaktama uporabljajo serin,
medtem ko v razred B spadajo encimi, ki za hidrolizo uporabljajo Zn ione (Ambler, 1980).
Leta 1995 je Karen Bush s sodelavci predlagala se funkcionalno klasifikacijo, ki uposteva

encimske substrate in inhibitorje ter jih razvr$éa v §tiri skupine (Bush in sod., 1995).

Izraz betalaktamaze razsirjenega spektra (ESBL) je bil prvi¢ uporabljen za derivate encimov
TEM in SHV, ki so bili sposobni hidrolizirati oksimino-cefalosporine (Livermore, 2008). V
novejSem cCasu se izraz ESBL uporablja za betalaktamaze iz razreda A (po Amblerjevi
klasifikaciji), ki hidrolizirajo oksimino betalaktame ter 2. in 3. generacijo cefalosporinov. V

skupino ESBL spadajo tudi oblike encimov TEM in SHV, ki hidrolizirajo peniciline in encimi
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iz skupine CTX-M. ESBL lo¢imo od ostalih betalaktamaz, ki omogocajo bakterijam
odpornost proti 2. in 3. generaciji cefalosporinov na drug nacin, npr. s hiperprodukcijo
betalaktamaz AmpC pri rodu Enterobacter ali pa s plazmidno vneseno betalaktamazo AmpC
pri vrstah Klebsiella spp. in E. coli (Livermore in Woodford, 2004). Razmozevanje bakterij z
encimi ESBL zavirajo antibiotiki, ki imajo dodane inhibitorje betalaktamaz, kot je

klavulanska kislina (Paterson in Bonomo, 2005).

Do leta 2000 je bila ve¢ina zapisov za ESBL povezana z mutiranimi oblikami betalaktamaz iz
skupine TEM in SHV pri bolnis$ni¢ni bakteriji Klebsiella spp. V dana$njih ¢asih pa tako v
Evropi kot v Aziji prevladujejo betalaktamaze iz skupine CTX-M, ki so se razvile z mutacijo
iz gena na kromosomu bakterije vrste Kluyvera spp. Encimi se zaradi Sirjenja s horizontalnim

prenosom ne pojavljajo samo pri K. pneumoniae, ampak tudi pri E. coli (Livermore 2009).

2.2.2 Odpornost proti kinolonom

Odpornost bakterij proti kinolonom je poznana ze ve¢ kot 40 let, od zacetka uporabe
nalidiksne kisline v klini¢ni praksi. Do nedavnega je veljalo, da so mutacije v kromosomskih
genih edini mehanizem odpornosti proti kinolonom. Vendar so znanstveniki odkrili, da je
nizka raven odpornosti proti kinolonom lahko kodirana tudi na plazmidih (angl. plasmid
mediated quinolone resistance, PMQR). Na teh so poleg genov z zapisom za odpornost proti

kinolonom pogosto tudi genski zapisi za encime ESBL in/ali AmpC (Jacoby, 2005).

2.2.2.1 PMQR —qnr

Proteini QnrA, QnrB in QnrS varujejo pred inhibicijo tar¢ne encime, in sicer DNA-girazo in
tip IV topoizomerazo. Znanih je sedem razli¢ic gena za encim gnrA, oseminosemdeset

razli¢ic qnrB in devet razli¢ic gnrS (Jacoby in sod., 2008).

QnrA posreduje odpornost proti kinolonom in povec¢a minimalno inhibitorno koncentracijo
(angl. Minimal Inhibitory Concentration, MIC) fluorokinolonov tudi do dvajsetkrat. Protein

QnrA je bil do danes ugotovljen vsepovsod po svetu, tudi med nesorodnimi bakterijskimi



M. Krizman: Raz§irjenost in genotipizacija sevov E. coli z ... betalaktamskim ... fluorokinolonom. 31
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017. Doktorska disertacija

vrstami (Cattoir in sod., 2008). Protein QnrB s$¢iti encim DNA-girazo pred delovanjem
kinolonov. Prvi¢ je bil opisan pri sevih K. pneumoniae iz Indije (Jacoby in sod., 2006). Gen

gnrsS je bil odkrit na plazmidu pri sevu Shigella flexneri na Japonskem (Hata in sod., 2005).

2.3 ZIVILA

Zivilo je vse, kar ljudje uporabljajo za prehranske namene v nepredelani, polpredelani ali
predelani obliki, vkljuéno s pitno vodo in pija¢ami (Uradni list RS §t. 52/2000). Zivilo je
varno, kadar ne vsebuje bioloskih, kemijskih in fizikalnih dejavnikov tveganja. BioloSka
tveganja so patogene bakterije, glivice, virusi in paraziti. Kemijska tveganja predstavljajo
ostanki pesticidov, tezkih kovin, zdravil, detergentov, nedovoljenih aditivov in drugih
strupenih snovi, medtem ko med fizikalne dejavnike tveganja pristevamo mehani¢ne trdne
delce, kot npr. les, kamenje, kosti, steklo (Uredba (ES) 178/2002).

Slika 2: Zivila (Vir: http://www.mojaalergija.si/prispevki/histaminska-intoleranca/)
Figure 2: Food (Source: http://www.mojaalergija.si/prispevki/histaminska-intoleranca/)

Po evropski zakonodaji se vsa Zivila na trgu preverjajo glede mikrobioloSke varnosti in
higienskega stanja v proizvodnji in prometu z zivili ter prisotnosti patogenih dejavnikov
mikrobnega izvora, ki lahko Skodljivo vplivajo na zdravje ljudi. Eden izmed pomembnih

patogenov je tudi E. coli, predvsem sevi, ki sintetizirajo verotoksine (VTEC).


http://www.mojaalergija.si/prispevki/histaminska-intoleranca/
http://www.mojaalergija.si/prispevki/histaminska-intoleranca/
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2.4 BAKTERIJA Escherichia coli

Bakterije vrste E. coli uvrs¢amo med po Gramu negativne bakterije, v razred Gamma
Proteobacteria, v red Enterobacteriales, druzino Enterobacteriaceae in rod Escherichia
(Singleton in Sainusbury, 2001). Kot komenzal je normalno prisotna v ¢revesju sesalcev, tudi
Cloveka, in predstavlja velik del tako imenovane normalne ¢revesne mikrobiote. Odkril jo je
nemski pediater in bakteriolog Theodor Escherich leta 1885 in po njem je tudi dobila ime. E.
coli je zelo razsirjena bakterija v Crevesju. Le nekateri sevi te vrste bakterije so patogeni za

¢loveka in zivali. E. coli je eden najbolj raziskanih organizmov.

Slika 3: Escherichia coli (Vir: https://www.pinterest.com/pin/25966135325283569/ 12.2.2016)
Figure 3: Escherichia coli (: https://www.pinterest.com/pin/25966135325283569/ 12.2.2016)

2.4.1 Delitev glede na patogenost in mesto povzroc¢anja okuzb

V preteklosti so bili sevi E. coli klasificirani na podlagi seroloske identifikacije somatskih
antigenov — O (lipopolisaharid, LPS), kapsularnih antigenov — K (polisaharid) in flagelarnih

antigenov — H (proteini bickov).


https://www.pinterest.com/pin/25966135325283569/
https://www.pinterest.com/pin/25966135325283569/
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Danes seve E. coli lo¢imo na podlagi dolo¢enih genov za dejavnike virulence in klini¢nih

simptomov pri bolniku. Opisanih je najmanj sedem podskupin pri ¢revesnih sevih (angl.

Intestinal Pathogenic E. coli, IPEC) in tri podskupine pri zunajérevesnih sevih (angl.

Extraintestinal Pathogenic E. coli, EXPEC).

Tabela 4: Patogeni tipi E. coli (Allocati in sod., 2013).
Table 4: E. coli pathogenic types (Allocati et al., 2013).

Patotip (akronim) Bolezen Simptomi Dejavnik Referenca
virulence
Crevesna E. coli (IPEC)
EnteroPatogena E. coli (EPEC) Driska pri Vodena driska Bfp, Eae, LEE Kaper in sod.,
otrocih in bruhanje T 2004
EnteroHemoragi¢na E. coli (EHEC) Hemoragi¢ni K drisk Stx. Eae. Bf goagf-rér?rwdki
c kolitis. HUS rvava driska tx, Eae, Bfp  2004; Bilinski
' in sod., 2012
" " . . Qadri in sod.,
EnteroToksigena E. coli (ETEC) Potovalna Vodena driska LT in ST 2005; Al-Abri
driska in bruhanje toksini CFA > f
in sod., 2005
. . . Weintraub
EnteroAgregativne E. coli (EAEC) Driska pri Sluzasta driska AAF, :
2007; Nataro
otrocih in bruhanje citotoksini .
in sod., 1998
i i Akutna driska Vodena driska,
Difuzno Adherentna E. coli (DAEC) i ofrocih ponavljajoci Daa, AIDA Servin 2005
P uT!I
: : . Stx, Hly, Kaper in sod.,
Enterolnvazivna E. coli (EIEC) E?deolggf‘ Vo‘ijsnig:Ska celi¢na 2004: Nataro
g £ invazija, Ipa in sod., 1998
. . Povezana z . Tip 1 fimbriji, -
Adherentno Invazivna E. coli (AIEC) Chronovo Kroni¢no celicna Negroni in
. vnetje Crevesja . .. sod., 2012
boleznijo invazija
Zunaj¢revesna E. coli (EXPEC)
) Spodnji UTI in Cistitis in TiplinP Kaper in sod.,
UroPatogena E. coli (UPEC) sistemske Slonefriis | Timbrije, AAF, - 2004; Johnson
infekcije P Hly in Stell 2000
AKUtNi Gaschignard
Neonatalni Meningitis E. coli (NMEC) ~ Neonatalni meningitis S fimbriji, K1 in sod., 2011;
meningitis sesa ' kapsule Pouillot in
P sod., 2012
Verjetni vir s s Johnson |r!
] ] hrano TiplinP sod., 2007;
Aviarno Patogena E. coli (APEC) renosliivi - fimbrije, K1 Rodriguez-
P bolezjni kapsule Siek in sod.,
2005

Legenda:

HUS — hemoliti¢no uremiéni sindrom, LT (angl. heat-labile), toplotno labilni enterotoksin, ST (angl. heat-
stabile) toplotno stabilni enterotoksin, CFA (angl. colonization factor antigen), AAF (angl. aggregative adhesion
fimbria), AIDA (angl. adhesin involved in diffuse adherence), UTI (angl. urinary tract infections), okuzbe se¢il
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2.4.1.1 Crevesni sevi E. coli (IPEC)

Crevesni sevi se $irijo preko fekalno oralne poti z zauZitjem kontaminirane vode in/ali hrane.
EPEC povzrocajo drisko predvsem pri otrocih, $e posebej v okolju s slabimi higienskimi
razmerami, npr. v drzavah v razvoju. Sevi EPEC povzro&ajo driske tudi pri Zivalih. Clovek
predstavlja pomembni vir sevov EPEC. Sevi povzroc¢ajo hude lezije na celicah, na katere se
pritrdijo. Sevi EPEC so sposobni tudi vdreti v ¢revesne celice (Kaper in sod., 2004; Montville
in sod., 2012).

Sev EHEC je bil prvi¢ priznan kot ¢loveski patogen leta 1982, ko so izolirali E. coli 0157:H4
kot povzroditelja dveh izbruhov krvavih drisk. Sevi EHEC so tipi¢ni predstavniki skupine s
hrano prenosljivin  povzrociteljev bolezni. Povzro¢ajo hemoragi¢ni kolitis. VSi  Sevi
proizvajajo sigi podoben toksin (angl. Shiga like toxin), podoben tistemu, ki ga proizvaja
bakterija S. dysenteriae, zato so sevi EHEC eni najbolj virulentnih sevov na svetu (Bilinski in
sod., 2012; Montville in sod., 2012).

Sevi ETEC so najpogostejsi patogeni in povzrocajo "potovalno" drisko. Klini¢ni znaki so
blaga ali huda vodena driska pri ljudeh vseh starostnih skupin. Sevi ETEC kolonizirajo tanko
¢revo s pomocjo fimbrijskih adhezinov in proizvajajo toksin LT ali ST, ki povzroca
akumulacijo vode v Crevesju in posledi¢no drisko. Glavni rezervar sevov ETEC so ljudje
(Qadri in sod., 2005; Al-Abri in sod., 2005; Montville in sod., 2012).

Sevi EAEC so povezani z vztrajajo¢imi driskami pri ljudeh. Pogosto jih najdemo pri
asimptomatskih prenasalcih in so drugi najpogostejsi vzrok za "potovalne" driske. Sevi EAEC
so pogosto povezani z driskami pri otrocih v drzavah v razvoju in pri ljudeh, okuzenih z
humanim imunodeficientnim virusom (angl. Human immunodeficiency virus, HIV)
(Weintraub 2007; Nataro in sod., 1998; Montville in sod., 2012).

DAEC povzroca drisko pri otrocih, starih od 1 do 5 let. Tipi¢ni klini¢ni znak je blaga driska
brez primesi krvi. Sevi DAEC navadno ne proizvajajo toksinov LT, ST ali Stx (Servin 2005;
Montville in sod., 2012).

Sevi EIEC so pogost povzrocitelj vodene driske ali grize pri otrocih in odraslih in so

sorodstveno zelo podobni sevom Shigella spp. Osnovno mesto naselitve teh bakterij je debelo
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¢revo, Kjer sevi EIEC vdrejo in rastejo v epitelnih celicah ter s tem povzrocajo celi¢éno smrt
(Kaper in sod., 2004; Montville in sod., 2012).

AIEC je nedavno odkrit tip, ki ga povezujejo z lezijami pri Chronovi bolezni (Darfeuille-
Michaud 2002; Negroni in sod., 2012).

2.4.1.2 Zunajcrevesni sevi E. coli (EXPEC)
Seve ExPEC pogosto povezujemo z bolni$ni¢nimi okuzbami in okuzbami iz okolja.

Sevi UPEC so fenotipsko in po prisotnosti dejavnikov virulence razli¢ni od komenzalnih
sevov E. coli. Najpogosteje povzroc¢ajo vnetja urinarnega trakta (angl. Urinary Tract
Infections, UTI) pri ljudeh. Kar v 80 % primerov okuzb secil so povzrocitelji sevi UPEC
(Kaper in sod., 2004; Johnson in Stell, 2000).

Sevi NMEC so v razvitih drzavah pogosti povzroditelji neonatalnih bakterijskih meningitisov
z nevroloskimi posledicami pri prezivelih pacientih (Gaschignard in sod., 2011). V zadnjih
letih opazajo vedno ve¢ veckratno odpornih sevov NMEC (Pouillot in sod., 2012).

APEC je dodatni patogeni Zivalski tip. Izolirali so ga iz ¢revesne mikrobiote zdravih ptic in je
odgovoren za $tevilna zunajérevesna obolenja pri Stevilnih vrstah gostiteljev. Nedavne Studije
so pokazale, da imajo sevi APEC in ExPEC stevilne podobnosti glede seroloskih skupin in
dejavnikov virulence, kar bi lahko kazalo na potencialnega povzrocitelja s hrano prenosljivih
bolezni (Johnson in sod., 2007; Rodriguez-Siek in sod., 2005; Tivendale in sod., 2010;
Manges in Johnson, 2012).

2.4.2 Delitev v filogenetske (pod)skupine po Clermontu

Obstaja ve¢ molekularnih metod, s katerimi lahko razvrs¢amo seve bakterije E. coli v razli¢ne
skupine. Primer je razdelitev na osnovi primerjave nukleotidnega zaporedja sedmih
»gospodinjskih« genov (angl. "housekeeping genes”) z metodo tipizacije na osnovi

multilokusnih zaporedij (angl. multilocus sequence typing, MLST). Glede na razlike v alelih
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in kombinacije alelov posameznih genov seve uvrs¢amo v t. i. sekvencéne tipe (angl. sequence
type, ST). Ker je metoda kompleksna in je tezje izvedljiva za veéje Stevilo vzorcev, se

pogosto uporablja razvrséanje sevov E. coli v t. i. filogenetske (pod)skupine po Clermontu.

S primerjavo nukleotidnih zaporedij kromosomskih odsekov razli¢énih sevov E. coli so
Clermont in sodelavci ugotovili, da lahko seve E. coli razdelimo v $tiri glavne filogenetske
skupine: A, B1, B2 in D (Herzer in sod., 1990; Clermont in sod., 2000).

Tabela 5: Razdelitev v filogenetske (pod)skupine (Branger in sod., 2005).
Table 5: Phylogenetic distribution in (sub)groups (Branger et al., 2005).

Filogenetska Filogenetska chuA YjaA TspE4.C2
skupina (pod)skupina
A Ao - - -
A = 4= -
B1 - _ i
B2 B2, + + -
B2; + + +
D D, + - -
D, + - +

Postopek, s katerim lahko bakterije hitro uvrstimo v filogenetske (pod)skupine, temelji na
verizni reakciji s polimerazo (angl. Polymerase chain reaction, PCR). Ta temelji na
pomnoZzevanju genov ChuA in yjaA ter fragmenta DNA TspE4.C2. Gen chuA je odgovoren za
transport zeleza v enterohemoragi¢nem sevu 0O157:H7, funkciji gena yjaA in fragmenta DNA
TspE4.C2 pa nista znani (Bonacorsi in sod., 2000). Metodo je predlagal Clermont s sodelavci
na podlagi testiranja 230 sevov, ki so bili Ze predhodno razvrsceni v filogenetske skupine z

uporabo drugih metod (Clermont in sod., 2000).

2.5 VIRULENTNI DEJAVNIKI

Virulenca pomeni stopnjo patogenosti mikroorganizmov (bakterij, virusov, gliv) in je
definirana kot zmoznost organizma, da povzroci bolezen pri dolocenem gostitelju. Pri E. coli

je virulenca rezultat ene ali ve¢ specifi¢nih lastnosti oziroma dejavnikov virulence. Dejavniki
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virulence locujejo potencialno patogene seve od komenzalnih crevesnih sevov (Johnson,

1991).

Virulentne dejavnike lahko razdelimo v ve¢ skupin: adhezine, toksine in avtotransporterje,
invazine, mehanizme za privzem zeleza in faktorje za izogibanje obrambnemu sistemu

gostitelja (Bahrani-Mougeot in sod., 2002).

2.5.1 Adhezini

Pritrditev na substrat je znacilnost Stevilnih patogenih mikroorganizmov. S pritrditvijo na
gostiteljske strukture mikrobni patogeni preprecijo, da jih odplaknejo telesne tekocine (kri,
urin, ¢revesna vsebina) in s tem odstranijo iz telesa. Pritrditev patogenov je prvi nujni pogoj

za kolonizacijo sluznic gostitelja (Reid in Sobel, 1987; Svanberg, 1986; Wineberg, 1984).

2.5.1.1 Fimbrije tipa 1

Pritrditev bakterij s fimbrijami tipa 1 blokira raztopina D-manoze, kar pomeni, da so te
fimbrije obcutljive za manozo (Ofek in sod., 1977). Receptorji za fimbrije tipa 1 so na
eritrocitih Stevilnih vrst (Duguid in sod., 1979). Bakterije s tem tipom adhezinov se pritrdijo
na epitelne celice ust, ¢revesne sluznice in vaginalne sluznice, kar pomeni, da predstavljajo

pomemben faktor pri kolonizaciji E. coli v omenjenih organih (Falkowski in sod., 1986).

2.5.1.2 P-fimbrije

P-fimbrije so, podobno kot fimbrije tipa 1, nitaste strukture na povrsini bakterijske celice
(Antdo in sod., 2009).

P-fimbrije so heteropolimeri, sestavljeni iz glavnega pilina PapA, manjsih pilinov PapE in
PapF ter adhezina PapG. PapE, PapF in PapG so locirani na vrhu fimbrije. PapF in PapG sta

nujna za vezavo bakterije na gostiteljsko celico (Ulett in sod., 2007; Antdo in sod., 2009).
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Adhezini PapG se pojavljajo v treh molekulskih variantah: PapGl, PapGll, PapGlIl. PapGlil
je prevladujoca varianta med bakterijskimi izolati E. coli pri zenskah in otrocih z vnetjem
seCnega mehurja, PapGII pa je povezan z okuzbami ledvic in bakteriemijo pri ljudeh. P-
fimbrije so klju¢ne determinante, ki so povezane z virulenco E. coli pri okuzbah urinarnega
trakta. Potrebne so za vezavo na uroepitelne celice in povezro¢ajo mo¢an vnetni odgovor, Ki
nastane kot posledica bakterijske kolonizacije ledvic. To pa vodi v okvaro ledvic pri
akutnemu pielonefritisu (Antdo in sod., 2009). V zivalskih modelih in v urinarnem traktu

¢loveka sprozijo P-fimbrije prirojen imunski odgovor (Ulett in sod., 2007).

2.5.1.3 Protein intimin

Intimin je 94-97 kDa velik protein zunanje membrane in je edini ¢revesni kolonizacijski
dejavnik, ki je bil doslej identificiran pri sevih EHEC. Zapis za intimin ima gen eae in je
izrazen tako pri sevih EPEC kot pri sevih EHEC (Delahay in sod., 2001).

Intimin je zadolzen za takojSnjo pritrditev sevov EHEC na gostiteljsko celico in ima
pomembno vlogo v patogenezi. Na podlagi aminokislinskih sekvenc so odkrili veé¢ razli¢nih
tipov intimina. Glavni tipi se imenujejo po grskih érkah a, B, € in y. Intimin o se po navadi
nahaja v sevih EPEC, medtem ko sta € in y tesno povezana s sevi EHEC. Intimin y
sintetizirajo E. coli iz seroskupine 0157, O111 in O145, intimin € pa iz seroskupin 0103 in
0121. Intimin B najdemo tako pri sevih EPEC kot pri sevih EHEC (Oswald in sod., 2000).

2.5.1.4 Curlijeva vlakna

Poleg flagel in fimbrij so Curlijeva vlakna tretja skupina struktur na povrsini celic E. coli.
Sestavljena so samo iz ene podenote, imenovane curlin, ki se razlikuje od vseh poznanih
fimbrijskih proteinov. Ve¢ina naravnih izolatov E. coli ima gen za curlin, vendar lahko samo
nekateri sestavijo podenote v Curlijeva vlakna. Curlijeva vlakna so kodirana z gruco genov
csg (angl. Curlin subunit gene). Izrazanje genov, ki kodirajo Curlijeva vlakna, je kompleksno,
z veC¢ kontrolnimi elementi, kot so H-NS, RpoS in OmpR (Antéo in sod., 2009).
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2.5.1.5 Nefimbrijski adhezini Iha in Hra

Gen iha kodira nehemaglutinacijski adhezin, ki omogoca in vitro vezavo E. coli K-12 na
nevezoce Hela celice. Gen je bil prvi¢ identificiran pri izolatu E. coli O157:H7 pri pacientu s

hemoragic¢nim kolitisom (Johnson in sod., 2000).

Nefimbrijski adhezin Hra (angl. heat-resistant agglutinin) je proti vroc¢ini odporen protein
zunanje membrane, ki zleplja ¢loveske ter zivalske eritrocite in ¢revesne celice neodvisno od
prisotnosti manoze. Gen hra je eden od znalilnih oznacevalcev, ki so povezani z
bakteriemijo. V eni od raziskav so gen hra ugotovili pri 45 % sevov, izoliranih iz krvi, pri

fekalnih izolatih pa je bil prisoten le v 20 % (Johnson in sod., 2008).

2.5.2 Avtotransporterji in toksini

Nekatere patogene bakterije med kolonizacijo gostiteljevega tkiva ali po njej sproséajo
razli¢ne toksine in invazine, ki poSkodujejo gostiteljeve celice ali ekstracelularni matriks med
njimi. Na ta nadin lahko prodrejo v globlje celicne plasti, kjer so bolj zasCitene pred

delovanjem imunskega sistema in protimikrobnimi snovmi (Kaper in sod., 2004).

2.5.2.1 Enterohemolizin

Plazmidi velikosti 90 kbp, ki jih pogosto najdemo pri sevih O157:H7, kodirajo gen za
enterohemolizin. Najdemo ga prakti¢no pri vseh sevih O157:H7, v velikem delezu je prisoten
tudi pri sevin STEC. Gen ehxA, ki ima zapis za enterohemolizin, ima 60 % podobnost z

genom hlyA za zapis hemolizina pri uropatogenih sevih E. coli (Schmidt in sod., 1994).

Njegova vloga je se vedno dokaj slabo raziskana, najverjetneje je povezana s privzemom
Zeleza (Baure in Welch, 1996).
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2.5.2.2 Citotoksi¢ni nekrotizirajoci dejavnik 1 (CNF1) in citotoksi¢ni nekrotizirajo¢i dejavnik
2 (CNF2)

Citotoksi¢ni nekrotizirajo¢i dejavnik je virulenten dejavnik, ki ga pogosto povezujejo z
vnetjem urinarnega trakta. Izolacija CNF je pogostejSa pri sevih, izoliranih iz urinarnega

trakta, kot pri izolatih iz fecesa.

Njun genetski zapis se pogosto nahaja skupaj z zapisom za hemolizin alfa. CNF1 in CNF2 sta
110-115 kDa velika proteina, ki ju kodirata gena cnfl in cnf2. V mehurju verjetno povzroc¢ata
nekrozo uroepitelnih celic, v ¢revesju pa uni¢enje mikrovilov, kar poveéa prepustnost
¢revesnih celic in zmanj$a fagocitozo obrambnih celic (Bahrani-Mougeot in sod., 2002; Toth
in sod., 2003).

2.5.2.3 Avtotransporterski toksini

Avtotransporterski toksini so druzina proteinov, ki jih izlo¢ajo po Gramu negativne bakterije.
Znacilnost avtotransporterskega mehanizma je, da so njegovi produkti sposobni sami

usmerjati svoje izlo¢anje skozi zunanjo membrano (Restieri in sod., 2007).

Protein Sat (angl. secreted autotransporter toxin) je 107 kDa velik avtotransporterski protein,
ki povzroca vakuolizacijo in posledi¢no propad epitelnih celic ledvic ali mehurja. V gostitelju
sprozi imunski odgovor, kot serinska proteaza pa ima tudi proteoliticno aktivnost (Restieri in

sod., 2007).

Protein Vat (angl. vacuolating autotransporter toxin) povzro¢a vakuolizacijo embrionalnih
fibroblastov kokosi in je klju€en za virulenco sevov APEC. V primeru okuZb urinarnega

trakta povzroci lizo uroepitelnih celic in omogoci kolonizacijo globljih tkiv.

Hbp (angl. hemoglobine-binding protein) razgrajuje hemoglobin in veze hem (Kostakioti in
Stathopoulos, 2004).

Antigen 43 (Ag43) je v zunanji membrani Stevilnih sevov E. coli. V sevu E. coli K-12 ga
kodira gen fluA (agn43). Odgovoren je za agregacijo bakterij znotraj gostitelja in nastanek

biofilma, s ¢imer bakterijam omogoca dolgotrajno prezivetje v gostitelju (Ulett in sod., 2007).
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Glikolizacija Ag43 vpliva na sposobnost vezave bakterij na evkariontske celice (Restieri in
sod., 2007).

2.5.2.4 VVerotoksini

Verotoksini (VT) so podobni §igatoksinom, ki jih proizvaja S. dysenteriae tipa 1 (Karmali in
sod., 2010). Verotoksine sintetizira nad 100 razli¢nih serotipov E. coli, najpogostejse
seroloske skupine O pa so O157, 06, 026, 091, 0103, 0111, 0113, O117, 0118, 0121,
0128, 0145 (Trkov in sod., 2008). Poznamo dve glavni skupini verotoksinov, VT1 in VT2, in
dva podtipa, VT2c in VT2d. V bakteriji je lahko prisoten zapis za enega, dva ali tri razlicne
VT (Karmali in sod., 2010).

Splosen nacin delovanja takih toksinov vkljucuje vezavo podenote B (7,5 kDa) na glikolipidni
receptor Gb3 (angl. globotriaosylceramide) na tar¢ni celici, toksini vstopijo z receptorsko
posredovano endocitozo. Podenota A (32 kDa) se sprosti v citosol in povzroc¢i depurinacijo
adenina v 28S ribosomsko ribonukleinsko kislino (rRNA), kar inhibira sintezo proteinov in

povzroci apoptozo v evkariontski celici (Karmali in sod., 2010).

Viri bakterij, ki sintetizirajo VT, so razli¢ni. Pogosto so to zdrave domace zivali, zlasti
govedo. Z iztrebki okuzenih zivali se Sirijo v okolje, vodo, na zelenjavo in sadje (Trkov in
sod., 2008). V prebavilu goveda najveckrat ugotovijo prisotnost verotoksina tipa VT2c
(Frohlich in sod., 2009). V mleku in siru pa so pogosteje zasledili prisotnost verotoksinov iz
skupine VT2 (Stephan in sod., 2008).

2.5.2.5 Toplotno stabilni enterotoksini

STa in STh (angl. Heat-stable enterotoxin a in Heat-stable enterotoxin b) sta enterotoksina,
znadilna za seve ETEC pri ljudeh in Zivalih. STa je predstavnik druZine visoko homolognih
enterotoksinov, ki jih povezujejo tudi z drugimi bakterijskimi enteropatogeni, kot sta Vibrio
cholerae in Yerinia enterocolitica (Savarino in sod., 1993).
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Tridekapeptid predstavlja domeno za druzino enterotoksinov STa. Toksin se direktno veze na
¢revesno gvanilat ciklazo in hkrati stimulira njeno izlocanje na celicah COS-7. Posledica je

proizvodnja cGMP (angl. cyclic guanosine monophosphate) (Savarino in sod., 1993).

Gen astA predstavlja strukturni gen toksinu EAST1 (angl. heat-stable enterotoxin 1). Toksin
EAST1 najdemo pri sevih EAEC, ki jih povezujemo z dolgotrajnimi driskami pri otrocih.
EAST1 je homologen toplotno stabilnemu enterotoksinu a (STa), ki ga izlo¢ajo sevi ETEC.
Gen astA ima 40 % sevov EAEC in je odgovoren za pojav agregativne pritrditve na ¢revesne

celice (Savarino in sod., 1993).

2.5.3 Dejavniki, povezani z imunskim sistemom

Bakterije, ki se pojavijo v ¢loveskem serumu, lahko aktivirajo komplementni sistem. V
primeru odsotnosti specifi¢nih protiteles bakterije namre¢ lahko sprozijo alternativno pot
aktivacije komplementa. Komplementni sistem sestavljajo molekule, ki sprozijo nastanek
membranskega kompleksa ali MAC (angl. membrane attack complex). Ta v zunanji
membrani bakterije naredi pore, skozi katere lizocimi doseZejo peptidoglikansko celi¢no steno
in jo razgradijo. Bakterije se pred delovanjem komplementnega sistema zavarujejo s pomocjo
posameznih ali kombiniranih u¢inkov, kot so blokada aktivacije komplementne kaskade (Kisli
polisaharidi), onemogocanje dostopa komplemetnih komponent do kriticnih membranskih
tar¢nih mest (O polisaharidne stranske verige) ali oviranje normalnega delovanja kompleksa
MAC, tudi kadar ta Ze doseze zunanjo membrano bakterije (povrSinska proteina TraT in Iss)
(Johnson, 1991).

2.5.3.1 KpsMTII

Kapsularni polisaharidi so linearni polimeri ponavljajoCih se ogljikohidratnih podenot, v
katere so lahko vkljucene tudi aminokislinske ali lipidne komponente. Pri E. coli trenutno
poznamo nekaj ve¢ kot 80 tipov kapsularnih polisaharidov, ki jih ozna¢ujemo kot antigeni K
(Schembri in sod., 2004). Glede na genetske in biosintetske lastnosti delimo kapsule na Stiri

skupine (Whitfield in Roberts, 1999).
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Kapsule iz skupine 2 so tanke in termostabilne. Zgrajene so iz kislih polisaharidov z visoko
koncentracijo anionov. Kodirajo jih tri skupine genov: ena skupina je odgovorna za sintezo in
polimerizacijo podenot, druga za postpolimerizacijske modifikacije polisahardov (dodajanje
fosfatidne kisline) in transport preko citoplazemske membrane, tretja pa za translokacijo
preko zunanje membrane, v katero so vkljuceni produkti genov kpsM (transmembranska
komponenta), kpsT (komponenta ATPazna), kpsS in kpsC (Johnson, 1991; Whitfield in
Roberts, 1999).

Kisli kapsularni polisaharidi onemogocajo fagocitozo in komplementno ubijanje bakterijskih

celic. Stopnja fagocitoze je obratno sorazmerna koli€ini polisaharidov (Johnson, 1991).

2.5.3.20mpTa

Protein zunanje membrane OmpT je povrSinska proteaza po Gramu negativnih bakterij, ki z
visoko kataliticno ucinkovitostjo cepi peptidno vez med dvema zaporednima bazi¢nima

aminokislinama, kot so Arg in Arg, Lys in Arg ter Lys in Lys (Baaden in Sansom, 2004).

OmpT razgrajuje Stevilne pozitivno nabite protimikrobne peptide, katalizira aktivacijo
Cloveskega plazminogena v plazmin in razgrajuje nekatere rekombinantne heterologne
proteine. Najverjetneje ima pri uropatogenih sevih E. coli zasc¢itno vlogo (Baaden in Sansom,
2004).

2.5.3.3 TraT

Protein TraT je 25 kDa velik lipoprotein zunanje membrane, ki sevom omogoc¢a odpornost
proti serumu z oviranjem delovanja komplementnega sistema. Gen traT se prenasa z velikim
plazmidom iz inkompatibilnostne skupine IncF. Pri sevih, ki nimajo kapsule, Ze majhno
Stevilo izvodov gena traT poviSa odpornost proti serumu, medtem ko mora biti pri sevih s
kapsulo prisotno vecje Stevilo izvodov gena, da pride do spremembe v odpornosti proti

serumu (Johnson, 1991).
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2.5.3.4 1Iss

Protein Iss (angl. increased serum survival) 100-kratno poviSa odpornost proti serumu in
virulenco pri sevu E. coli, ki je obcutljiv za delovanje seruma. Ne vpliva na sestavljanje
komplementa, temve¢ inhibira aktivnost kompleksa MAC na zunanji membrani (Johnson,
1991). Gen iss je ze dolgo poznan po svoji virulentni vliogi pri EXPEC sevih E. coli. Gen je bil
identificiran kot razpoznavna lastnost aviarnih EXPEC sevov, ne pa tudi humanih (Johnson in
sod., 2008).

2.5.3.5 Tcp

Patogene bakterije ovirajo delovanje ¢loveskega TLR (angl. toll-like receptor) z izloCanjem
homolognega proteina, ki vsebuje domeno TIR (Tcp ali angl. TIR domain-containing protein;
TIR ali angl. toll/interleukin-1 receptor domain). TLR so pomembni senzorji mikrobnega
napada, ki vodijo prirojeno imunsko obrambo proti §tevilnim mikroorganizmom. Z inhibicijo
TLR in MyD88 specifi¢nega signaliziranja zavirajo prirojen imunski odziv gostitelja in

bakterijam omogocajo prezivetje (Cirl in sod., 2008).

2.5.4 Mehanizmi za privzem Zeleza

Zelezo potrebujejo vse Zive celice. E. coli uporablja Zelezo za transport in hrambo kisika,
sintezo deoksiribonukleinske kisline DNA (angl. deoxyribonucleic acid), transport
elektrolitov in metabolizem peroksidaze. Mnogi patogeni sevi E. coli so razvili/pridobili
posebne sisteme za privzem Zeleza, s katerimi lahko prezivijo v okolju, kjer je zelezo
omejujo¢ dejavnik. E. coli uporablja razli¢ne vire Zeleza, da izpolni svoje prehranske zahteve
po njem. Uporablja lahko gostiteljske proteine, kot sta transferin ali laktoferin, ki jih s
pomocjo receptorjev zunanje membrane prenesejo v notranjost celice (Krewulak in Vogel,
2008). Bakterije vsebujejo od 10° do 10° Zelezovih atomov na bakterijsko celico in ¢eprav je
skupna koncentracija v bioloskih tekoc¢inah vecja od 20 uM, je vecina tega Zeleza vezanega na

proteine. Del obrambnega mehanizma gostitelja proti okuzbi je zmanjSanje koli¢ine Zeleza za


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0005273607002738
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0005273607002738
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patogene s tem, da zmanjSajo absorpcijo Zeleza iz Crevesja, sinteza dodatnih Zelezovih

proteinov in premik zelezovih ionov iz plazme v znotrajceli¢na skladis¢a (Weinberg, 1987).

2.5.4.1 Aerobaktin

Aerobaktinski sistem je plazmidno ali kromosomsko kodiran sistem za privzem Zeleza, ki je
prisoten v Stevilnih ¢revesnih mikroorganizmih. Vkljucuje najmanj pet genov za sintezo (iuc
ali angl. iron uptake chelate) in transport (iut ali angl. iron uptake transport) sideroforja.
Aerobaktin je majhna molekula, ki nastane s kondenzacijo dveh molekul lizina in ene
molekule citrata (Neilands in sod., 1985). Po izlo¢anju iz bakterije E. coli aerobaktin
privzeme Fe3+ iz zeleza vezoCih proteinov in ga vnese v celico skozi 74 kDa velik

zunajmembranski proteinski receptor (Johnson in sod., 1991).

2.5.4.2 Siderofor

IroN je sideroforni receptor, ki se moc¢neje izraza v urinu. Receptor je bil izoliran iz
arheoloskega seva EXPEC CP9 kot del otoka patogenosti (angl. pathogenicity island, PAI).
IroN je pogostejsi pri sevih E. coli, izoliranih iz vzorcev pri vnetjih urinarnega trakta, kar

potrjuje dejstvo, da gre za virulentni dejavnik pri zunajcrevesnih okuzbah (Johnson in sod.,
2000).

2.5.4.3 Jersiniabaktin

Skupina genov fyuA-irp je deloma odgovorna za virulenco patogenih bakterij iz rodu Yersinia
(Y. pestis, Y. pseudotuberculosis, Y. enterolitica 1B). Pri sintezi sideroforja jersiniabaktina
sodelujejo kljuéni proteini YbtS, YbtE, YbtU, HMWP1 in HMWP2. HMWP1 in HMWP?2 sta
zapisana z genoma irpl in irp2. Sta del otoka patogenosti HPI (angl. High Pathogenicity
Island). Receptor za jersiniabaktin FyuA je zapisan z genom fyuA, deluje tudi kot receptor za
pesticin. Skupek genov fyu je zelo pomemben dejavnik pri patogenezi bakterij Y. pestis in Y.
enterocolitica. Skupina genov fyuA-irp se je iz bakterij Y. pestis v bakterije E. coli
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najverjetneje prenesla s horizontalnim genskim prenosom. Gene fyuA, irpl in irp2 najdemo
pri Stevilnih patogenih sevih E. coli (Schubert in sod., 1998).

2.5.5 Mikrocin V

Bakterija E. coli izdeluje bakteriocine, imenovane kolicini. To so toksi¢ni eksoproteini, ki jih
tvorijo kolicinogene E. coli. Njihova naloga je zaviranje in prepre¢evanje rasti sevov iste vrste
ali sorodnih vrst (Salmonella, Shigella). Priblizno tretjina vseh sevov E. coli v ¢revesju ljudi

je kolicinogenih, podobno je tudi pri govedu (Kelly, 2006).

V stresnih pogojih se inducira man;jsi ali vec¢ji del potencialno kolicin sintetizirajo¢ih celic. Te
zacnejo proizvajati toksicen protein kolicin, ki se sprosti z lizo celice. Sproscen kolicin je

letalen za vse bliznje celice, ki niso odporne (Riley, 1993).

Na zunanji membrani tarénih celic kolicini prepoznajo dolocen receptor in se nanj vezejo. Na
celice deluje na tri nacine: tvorijo pore v celiéni membrani, delujejo kot RNA-aza ali DNA-
aza in razgrajujejo dedni material ter inhibirajo proteinsko sintezo ali sintezo mureina (Riley
in Wartz, 2002).

2.5.6 Nespecifi¢ne nukleaze — genotoksini
2.5.6.1 Usp

Leta 2000 so porocali o domnevnem otoku patogenosti, Ki je bil najpogosteje prisoten pri
uropatogenih sevih E. coli, izoliranih iz fekalnih vzorcev. Ugotovili so, da je na otoku
patogenosti tudi gen usp, z zapisom za 346 aminokislin velik protein. Zaradi mnenja, da je
protein specifi¢en za uropatogene seve, SO ga poimenovali usp (angl. uropathogenic specific

protein, Usp) (Kurazono in sod., 2000).



M. Krizman: Raz§irjenost in genotipizacija sevov E. coli z ... betalaktamskim ... fluorokinolonom. 47
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017. Doktorska disertacija

2.6 SEKVENCNA SKUPINA ST131

E. coli iz sekvencéne skupine ST131 pripada filogenetski podskupini B23 in seroloski skupini
025b:H4 (Clermont in sod., 2009). Za E. coli iz omenjene skupine je znacilno, da ima
pogosto genske zapise za odpornost proti betalaktamom in kinolonom. Prav tako je opazena
ve¢ kot 90-odstotna podobnost v prisotnosti genskih zapisov za dejavnike virulence (Nicolas-
Chanoine in sod., 2007).

E. coli iz skupine ST131 lahko izlo¢a razli¢ne tipe encimov ESBL (Coelho in sod., 2010).
Najpogosteje jo povezujejo z encimi iz skupine CTX-M, predvsem s CTX-M-15 (Nicolas-
Chanoine s sod., 2007). Sevi, ki imajo encim CTX-M-15, pogosto izlo¢ajo tudi betalaktamazi
OXA-1 in TEM-1 ter razli¢ico aminoglikozidno modificiranega encima AAC(6")-Ib-cr, ki je
odgovoren za zmanjSano obcutljivost bakterije za aminoglikozide in fluorokinolone (Peirano

in Pitout, 2010).

Pogosto opisani geni za dejavnike virulence pri izolatih E. coli ST131 so iha, fimH, sat, kpsM,
fyuA, iutA, usp, traT, ompT, flu in malX (Nicolas-Chanoine in sod., 2007; Johnson in sod.,
2009; Johnson in sod., 2010).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 BAKTERNSKI IZOLATI

3.1.1 Izolati E. coli iz zivil Zivalskega izvora

V raziskavi smo analizirali 526 vzorcev zivil Zivalskega izvora, in sicer perutninsko, svinjsko,
goveje in konjsko meso. Pregledali smo tudi mesne izdelke (mleto meso, mesne pripravke,
pasterizirane mesnine, suSene mesnine, tatarski biftek in zaseko), mleko (kravje, kozje) in
mleéne izdelke (jogurt, sir, skuto, smetano in maslo), jajca in jajéne izdelke (beljak, cela jajca,
jajéni melanz, jajca v prahu in rumenjak) ter morske sadeze in izdelke iz ribjega mesa
(bakala) in skoljke (klapavice, ladinke in ostrige). Vzorci so bili pridobljeni v okviru
nacionalnega monitoringa ali pa so vzorce prinesli na Institut za varno hrano, krmo in okolje
nosilci zivilske dejavnosti sami. Iz zivil smo izolirali 245 sevov E. coli, ki smo jih uporabili v
nasi raziskavi.

Tabela 6: Seznam analiziranih vzorcev Zivil Zivalskega izvora.
Table 6: List of samples of animal origin analyzed in this study.

St. preiskanih St. (%) St. preiskanih St. (%) Skupno $t.
Vzorci vzorcev na E. | pozitivnihna | vzorcevna E. | pozitivnihna | pregledanih
coli 2010 E. coli 2010 coli 2011 E. coli 2011 vzorcev
Meso in mesni izdelki
Goveje meso 20 6 (30,0 %) 13 7 (53,8 %) 33
Konjsko meso 0 0 1 1 (100 %) 1
Svinjsko meso 10 3 (30,0 %) 3 1 (33 %) 13
Puranja koza 7 3 (42,9 %) 0 0 7
Puranje meso 8 2 (25,0 %) 0 0 8
Mesni pripravki 14 6 (42,9 %) 90 49 (54,4 %) 104
Mileto meso 4 2 (50,0 %) 40 27 (67,5 %) 44
Pasterizirane mesnine 0 0 35 3 (8,6 %) 35
SuSene mesnine 1 1 (100 %) 82 13 (15,9 %) 83
Tatarski biftek 0 0 6 5 (83,3 %) 6
Zaseka 0 0 10 3 (30,0 %) 10

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje Tabela 6: Seznam analiziranih vzorcev zivil Zivalskega izvora.
Sequel Table 6: List of samples of animal origin analyzed in this study.

St. preiskanih St. (%) St. preiskanih St. (%) Skupno $t.
Vzorci vzorcev na E. | pozitivnih na | vzorcevnaE. | pozitivnihna | pregledanih
coli 2010 E. coli 2010 coli 2011 E. coli 2011 vzorcev
Mleko
in mleéni izdelKki
Kozji jogurt 0 0 1 0 1
Kozji sir 0 0 1 1 (100 %) 1
Kozja skuta 0 0 2 2 (100 %) 2
Kozje mleko 0 0 5 4 (80,0 %) 5
Kravji jogurt 0 0 4 0 4
Kravji sir 0 0 10 0 10
Kravja skuta 0 0 6 3 (50,0 %) 6
Kravje mleko 1 0 15 9 (60,0 %) 16
Ov¢ji jogurt 0 0 1 0 1
Ov¢ja skuta 0 0 1 0 1
Maslo 0 0 1 1 (100 %) 1
Smetana 0 0 1 0 1
Jajca in jaj¢ni izdelki
Beljak 0 0 2 1 (50,0 %) 2
Cela jajca 0 0 4 0 4
Jajéni melanz 0 0 7 4 (57,1 %) 7
Jajca v prahu 0 0 5 0 5
Rumenjak 0 0 2 1 (50,0 %) 2
Skoljke in ribji
izdelki
Klapavice 3 1 (33,3 %) 97 76 (78,4 %) 100
Ladinke 2 2 (100 %) 6 6 (100 %) 8
Ostrige 1 0 0 0 1
Morski sadezi 0 0 2 1 (50,0 %) 2
Bakala 0 0 2 1 (50,0 %) 2
71 26 455 219 526
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3.1.2 Humani bakterijski izolati za ESBL pozitivne E. coli (klini¢ni izolati)

Zaradi primerjave z ¢loveskimi izolati smo v doktorskem delu uporabili podatke iz diplomske
naloge (Molan, 2013) zbirko izolatov ESBL pozitivnih E. coli iz spodnjih dihal, ki so jih
izolirali in identificirali na InStitutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete,
Univerze v Ljubljani. V okviru doktorskega dela smo izolate Se dodatno analizirali na
prisotnost dejavnikov virulence, in sicer na adhezin Hra in genotoksin Usp. Uporabili smo 43
izolatov, izoliranih pri istem S$tevilu bolnikov in zbranih v letu 2011. Vkljuceni so bili samo

prvi izolati pri posameznem bolniku.

Poleg podatkov o izolatih iz spodnjih dihalnih poti smo v raziskavi uporabili se podatke o
skupini ESBL, uvrstitvi sevov v filogenetsko skupino in prisotnosti virulenénega dejavnika
adhezina FimH dobljene iz analize 56 ESBL pozitivnih sevov E. coli iz diplomske naloge
(Velikonje, 2013). Izolati so bili pridobljeni iz razli¢nih kuznin (urogenitalnega trakta, Krvi,
brisov ran in rektuma), izolirali in identificirali so jih v bolnisnici Dr. Franca Derganca v
Sempetru pri Novi Gorici. Izolati so bili pridobljeni v letih 2009 in 2010. V okviru nasega
doktorskega dela smo izolate analizirali $e na prisotnost genov gnrA, B in S ter na prisotnost
13 dejavnikov virulence. Preverjali smo prisotnost genov za (iha, hra, sat, vat, fluA, kpsMTII,

ompT, traT, iss, iutA, FyuA, irp-2 in usp).

3.1.3 Humani ¢revesni izolati E. coli (klini¢ni izolati)

V raziskavi smo analizirali tudi 55 izolatov, osamljenih leta 2010 in 2011, iz vzorcev
iztrebkov bolnikov z diarejo. Izolati so bili osamljeni in identificirani v Nacionalnem

laboratoriju za zdravje, okolje in hrano (NLZOH).

Vsi vzorci iztrebkov so bili nasajeni na krvni agar (Blood agar base No. 2, Oxoid, VB, z
dodatkom 5 % goveje krvi) in dodatno na gojis¢e brom timol modro (Blood agar base No. 2,
Oxoid, VB, barvilo brom thymol blue, z dodatkom 1 % kristal violet, natrijevtiosulfat
pentahidrat, laktoza monohidrat; BTB). Plosc¢e so bile inkubirane 16—20 ur aerobno pri 37 °C.
Izolati s tipiéno morfologijo za E. coli na krvnem in agarju BTB so bili potrjeni s klasi¢no

biokemi¢no metodo IMViC (Indol, metil rdece, Voges-Proskauer in citrat).
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Pri vseh izolatih so na NLZOH preverili prisotnost naslednjih genov, povezanih z virulenco:
vixl, vix2, eae, eltA, estA, ipaH, aap in aggR. Samo en izolat je bil pozitiven za gen aap, vsi

ostali so bili negativni za vse testirane dejavnike virulence.

3.2 GOJISCA in PUFRI

3.2.1 Priprava fiziolo$ke raztopine (FR)

FizioloSko raztopino smo pripravili tako, da smo v 1000 ml destilirane vode raztopili 8,5 g
NaCl (Merck, Nemcija) in avtoklavirali 15 minut pri 121 °C.

3.2.2 Priprava peptonske vode (pH =7,0+0,2) (PV)

Peptonsko vodo smo pripravili tako, da smo 30 g liofiliziranega peptona (Buffered Peptone
Water, Biolife, Italija) raztopili v 1500 ml destilirane vode in avtoklavirali 15 minut pri 121
°C.

3.2.3. Priprava gojis¢a MMMB (Minerals Modified Glutamate Medium Base)

Tekoce gojis€e smo pripravili tako, da smo zatehtali 11,40 g gojis¢a (Mineral Modified
Medium Base, Oxoid, Velika Britanija), 6,35 g natrijevega glutamate (Oxoid) in 2,5 g
amonijevega klorida (Merck, Nemcija). Vse skupaj smo raztopili v 1000 ml destilirane vode

in avtoklavirali 10 minut pri 116 °C.

3.2.4 Priprava gojis¢a TBX (Tryptone Bile X-Glucuronide Agar)

Trdno gojisée TBX smo pripravili tako, da smo 36,6 g liofiliziranega gojisc¢a (Tryptone Bile
X-Glucuronide Agar, Biolife, Italija) raztopili v 1000 ml destilirane vode. Raztopljeno gojisce
smo avtoklavirali 15 minut pri 121 °C. Ko se je gojis¢e ohladilo na priblizno 55 °C, smo ga

vlili v sterilne plasticne petrijeve plosce in ga pustili, da se strdi.
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3.2.5 ChromID ESBL agar

Kupljeno komercialno pripravljeno gojis¢e ChromID ESBL agar (bioMérieux SA, Marcy
I'Etoile, Francija).

3.2.6 Krvni agar (KA)

Krvni agar smo pripravili tako, da smo 40,0 g liofiliziranega gojis¢a (Blood agar base, No. 2,
Oxoid, VB) raztopili v 1000 ml destilirane vode in avtoklavirali 15 minut pri 121 °C. Po
ohlajanju na priblizno 48 °C smo dodali 50 ml defibrinirane ov¢je krvi, ga dobro premesali in

razlili v sterilne petrijeve plosce.

3.2.7 Gojis¢e Mueller-Hinton (MH)

Gojis¢e Mueller-Hinton smo pripravili tako, da smo 38,0 g liofiliziranega gojis¢a (Mueller-
Hinton agar, Merck, Nemcija) raztopili v 1000 ml destilirane vode in avtoklavirali 15 minut
pri 121 °C. Po avtoklaviranju smo ga razlili v sterilne petrijeve plos¢e po 28 ml oziroma

toliko, da je bila kon¢na debelina gojis¢a 4 mm.

3.2.8 Etilendiamintetraocetna kislina (angl. Ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA)

EDTA smo pripravili tako, da smo zatehtali 93,6 mg EDTA (Sigma-Aldrich, ZDA) in dodali
destilirano vodo do oznake 500 ml. Dodajali smo 10 mM NaOH do Zelenega pH 8,0.

3.2.9 Pufer 5 X tris/borat/EDTA (angl. Tris/borate/EDTA, TBE)

Pufre 5X TBE smo pripravili tako, da smo zatehtali 54 g baze Tris (Sigma-Aldrich, ZDA) in
27,5 g borove kisline (Riedel de haén, Nemcija) ter dodali 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0). Vse

skupaj smo raztopili v destilirani vodi do kon¢nega volumna 1000 ml.

3.2.10 NaOH (natrijev hidroksid)

1 M NaOH smo pripravili tako, da smo zatehtali 4g NaOH (Merck, Nemcija) ter dodali

destilirano vodo do oznake 100 ml.


https://www.google.si/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiPkLms0aTLAhUHng4KHZ8LAcgQFggmMAE&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FEthylenediaminetetraacetic_acid&usg=AFQjCNFcDRb2RuoFju_Oiw_hf4Zx4zoldA&sig2=GbXlFLlnt0afLKQA47gycQ
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3.3 PRIBOR IN OPREMA

e accu-jet (Brand, Nemcija),

e autoinokulator Sensititer AIM (Trek Diagnostic Systems, Velika Britanija),

e avtoklav (Kambi¢, Semi¢, Slovenija),

e avtomatske pipete (Eppendorf, Nemcija),

e cepilne zanke za enkratno uporabo (1 ul, 10 ul) (Biostea, Golias labortehnika,
Slovenija),

e cikli¢ni termostat GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer, ZDA),

e cikli¢ni termostat UNO II (Biometra GmbH, Nemcija),

e cikli¢ni termostat BIO-RAD MyCycler™ (Hercules, ZDA),

e dozirne glavice (Trek Diagnostic Systems, Velika Britanija),

e gnetilnik (Interscience, Francija),

e kaditke za elektroforezo Hoefer ™ -HE33, mini horizontal submarine unit (Amersham
Bioscienses, Velika Britanija),

o laboratorijske rokavice za enkratno uporabo (Kimtech, Velika Britanija),

e magnetno mesalo (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija),

e MALDI-TOF (angl. Matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight mass
spectrometry, Bruker Daltonics, Nem¢ija)

e mikrocentrifugirke (Eppendorf, Nem¢ija),

e mikrocentrifugirke za verizno reakcijo s polimerazo (PCR) — 200 pl (MicroAmp,
Perkin Elmer, ZDA),

e mikrovalovna pe€ica (Gorenje, Slovenija),

e namizna centrifuga, Eppendorf Centrifuge 5417C (Eppendorf, Nemcija),

e namizna centrifuga, Eppendorf Centrifuge 29571 MiniSpin Plus (Eppendorf,
Nemcija),

e nastavki za avtomatske pipete z razlicnim volumnom,

e nosilec za vlivanje agaroznega gela in glavnik za jamice (Amersham Bioscienses,
Velika Britanija),

e plasti¢ne epruvete (Sarstedt AG & Co., Nemcija),

e plasti¢ne Petrijeve posode — petrijevke (Golias labortehnika, Slovenija),

e plinski gorilnik (Tlos, Hrvaska),
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e seroloske pipete z razlicnim volumnom (Eppendorf, Nemcija),

e sistem za elektroforezo DNA 2301 Macrodrive 1 (LKB Bromma, Svedska),

e sterilne vrecke za gnetilnik brez filtra (Golias, Slovenija),

e tehtnica (KernPFB, Nemcija),

e tehtnica (Sartorius AX2202, Nemcija),

e termostati (Ehret, Velika Britanija), kalibrirani za temperaturo 36—38 °C,

e termostat (Binder, Nemdija), kalibriran za temperaturo 34—36 °C,

e termostat (Kambi¢, Semi¢, Slovenija), kalibriran za temperaturo 36—38 °C,

e transiluminator BIO View UV-light UXDT-20ML-15R (Biostep GmbH, Nem¢ija),
e vibracijski mealnik (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija),

« vodna kopel Multitemp 11 2219 (LKB Bromma, Svedska).

3.4 FENOTIPSKE METODE

3.4.1 Izolacija in identifikacija sevov

E. coli smo iz mesa in mesnih izdelkov, mleka in mle¢nih izdelkov ter jajc izolirali tako, da
smo sterilno odvzeli po 25 g vzorca, dodali 225 ml peptonske vode in homogenizirali v
gnetilniku. Tako pripravljen vzorec smo inkubirali 16-20 ur pri 37 °C. Naslednji dan smo
na gojis¢u TBX smo inkubirali 24-48 ur pri 44 °C, na gojis¢u ChromID ESBL pa pri 37 °C.
Po inkubaciji smo pregledali kulture na TBX na prisotnosti modrih in modrozelenih kolonij,
ki so znacilne za betaglukuronidaza pozitivne bakterije E. coli (ISO/TS 16649-1). Na gojis¢u

ChromID ESBL pa so bile potencialne ESBL E. coli kolonije, roza do rde¢erjavo obarvane.

Iz skoljk smo E. coli izolirali z uporabo metode MPN. Sterilno smo odvzeli 50 g celotne
vsebine Skoljk in dodali 9 kratno koli¢ino fizioloSke raztopine. Homogeniziran vzorec smo
nasadili v obogatitveno gojis¢e MMMB (angl. Minerals modified glutamate medium base) v
4 razli¢nih razre€itvah. Tako pripravljene vzorce smo inkubirali 24 ur pri 37 °C. V primeru,
da se je spremenila barva gojisca iz vijolicne v rumeno, smo z 10 pl zanko precepili na plosci

TBX in ChromID ESBL agar. Nadalje smo postopali enako kot zgoraj.
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Slika 4 (levo): Zalivanje vzorca s teko¢im Slika 5 (desno): Presajanje iz tekoc¢ega
predobogatitvenim gojis¢em PV. predobogatitvenega gojiséa PV na trdno selektivno
Figure 4 (left): Enriching sample with enrichment gojisce TBX.

medium PV. Figure 5 (right): Subculturing from enrichment

medium PV to a TBX plate.

Modre in modrozelene kolonije z gojis¢a TBX smo presadili na gojis¢e KA ter inkubirali ¢ez
no¢ pri 37 °C. Bakterije vrste E. coli tvorijo na gojis¢u KA sive gladke kolonije. Bakterije iz
rodu Escherichia razgrajujejo Stevilne ogljikove hidrate, pri tem pa nastajata kislina in plin. S
testi IMViIC (Indol, metil rdece, Voges-Proskauer in citrat) oziroma kratke biokemijske
preiskave smo lo¢ili E. coli od ostalih predstavnikov druzine Enterobacteriaceae. Seve smo
dodatno determinirali s komercialnim biokemijskim kompletom API 20 E (bioMérieux,
Marcy I'Etoile, Francija). Kasneje smo izolate bakterije E. coli dodatno identificirali $e z

metodo masne spektrometrije za identifikacijo bakterij s tehnologijo MALDI-TOF.

Slika 6 (levo): Modrozelene kolonije na Slika 7 (desno): Rdecerjave kolonije na selektivnem
selektivnem gojiscu TBX. gojisc¢u ChromID ESBL agar.
Figure 6 (left): Blue green colonies on selective Figure 7 (right): Red brown colonies on selective

TBX agar plate. ChromID ESBL agar plate.
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3.4.2 Fenotipsko dokazovanje ESBL E. coli
3.4.2.1 Antibiogram z disk difuzijsko metodo

Izolate bakterij, izoliranih iz zivil Zivalskega izvora (meso in mesni izdelki, mleko in mle¢ni
izdelki ter jajca), smo za ugotavljanje obcutljivosti za antibiotike gojili na trdnem
neselektivnem gojis¢éu KA. Kulturo bakterij smo po 24-urni inkubaciji prenesli v 5 ml
fizioloske raztopine ter dobro suspendirali. Tako smo dobili primerno gostoto suspenzije, kar
pomeni, da smo po inkubaciji dobili difuzno rast kolonij, ki so se med seboj stikale, a smo Se

vedno lahko razlocili njihove robove.

Sterilno vatenko smo namocili v pripravljeno bakterijsko suspenzijo, jo pritisnili ob steno
epruvete, da smo iztisnili odve¢no tekoc¢ino, nato pa jo prenesli na trdno gojis¢e MH. Z
vatenko smo nezno premazali gojisc¢e v treh smereh, ki so si pod kotom 60 °. Na koncu smo
premazali $e rob gojis¢a. Gojis¢e smo pustili pri sobni temperaturi priblizno 3—5 minut, da se
je tekocina dobro vpila. S sterilno pinceto smo nanesli izbrane antibioti¢ne diske (Sensi-Discs
Antimicrobial Susceptibility, Becton Dickinson and Company, Sparks, ZDA), ki smo jih
rahlo pritisnili na povr§ino gojisca. Razdalja med sredis¢i diskov je bila ve¢ja od 24 mm.
Penicilinske in cefalosporinske diske smo namestili najmanj 10 mm od roba petrijevke,

njihovi centri pa so bili med seboj oddaljeni najmanj 30 mm.

Najkasneje po 15 minutah od nanosa diskov smo plosée inkubirali aerobno, 16-18 ur pri 37
°C. Po inkubaciji smo izmerili cono inhibicije ter v ustrezni tabeli od¢itali rezultate skladno s
priporo¢ili standarda CLSI (angl. Clinical and Laboratory Standards Institute, (Standard
M100-S25, 2015)).

Z disk difuzijsko metodo smo izolate E. coli iz mesa in mesnih izdelkov, mleka in mle¢nih
izdelkov ter jajc in jajénih izdelkov, preverjali glede obcutljivosti za naslednje antibiotike:
ampicilin, amoksicilin s klavulansko kislino, ciprofloksacin, cefalotin, enrofloksacin,
gentamicin, kanamicin, kloramfenikol, nalidiksna Kkislina, neomicin, streptomicin,
trimetoprim s sulfametoksazolom, trimetoprim, tetraciklin, florfenikol, sulfonamide,
imipenem in ertapenem. Indikatorski antibiotiki za ESBL so bili cefpodoksim, cefotaksim,
cefotaksim s klavulansko kislino, ceftazidim, ceftazidim s klavulansko kislino. Indikatorski

antibiotik za AmpC je bil cefoksitin.
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Obcutljivost za indikatorske antibiotike za ESBL in AmpC smo ocenili glede na od¢itano
cono lize po sledecih kriterijih:

o Cefpodoksim (10 pg) <17 mm

ZmanjSanje cone inhibicije rasti bakterij
* Ceftazidim 30 pg) <22 mm okrog diska z indikatorskim antibiotikom
o Cefotaksim (30 pg) =27 mm pod predpisano mejo nakazuje na sev z
e Ceftriakson (30 pg) <25mm ESBL o0z. AmpC.
e Cefoksitin (30 ug) <14 mm

3.4.2.2 Primarni test z dvojnim diskom (CLSI)

Postopek temelji na disk-difuzijskem testu po Kirby-Bauerju. Rezultat smo ocenili kot
pozitiven, ¢e se je premer cone inhibicije okrog diska s cefalosporinom (ceftazidima in/ali
cefotaksima) povecal v smeri diska z amoksicilinom in klavulansko kislino, ki smo ga
namestili med oba cefalosporina. Ceftriakson in cefpodoksim smo uporabili kot dodatna
indikatorska antibiotika. Z uporabo vecjega Stevila potrditvenih testov Smo izboljsali

obcutljivost metode.

V primeru zmanjSanja cone pri enem ali ve¢ indikatorskih diskih smo opravili Se potrditveni

test s kombinacijo diskov.

3.4.2.3 Potrditvena metoda s kombinacijo diskov (CLSI)

Test smo prav tako opravili na podlagi disk difuzijske metode v skladu s priporocili CLSI.
Uporabili smo diske za ceftazidim in cefotaksim ter enaka diska v kombinaciji s klavulansko
kislino. Kadar je bil premer cone inhibicije okrog diska s samim antibiotikom vsaj 5 mm
manjsi kot okrog diska z enakim antibiotikom s klavulansko kislino, smo sev fenotipsko
opredelili kot pozitiven za ESBL. Za potrditev je zados¢alo, da smo razliko ugotovili vsaj pri
eni kombinaciji diskov.
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3.4.2.4 Potrditvena metoda z antibioti¢nimi trakovi (Etest)

V zacetku nase raziskave smo uporabljali Etest (bioMerieux SA, Marcy I'Etoile, Francija) za
potrditveno fenotipsko metodo. Ta temelji na uporabi testnih listi¢ev, ki imajo na obeh koncih
nanesen antibiotik v gradientnih koncentracijah. Na eni strani je indikatorski antibiotik sam,
na drugi strani pa v kombinaciji s klavulansko kislino. Rezultate smo od¢itali kot minimalno
inhibitorno koncentracijo (MIC) za vsak posamezni antibiotik, zato so bili primerljivi z

rezultati mikrodilucijske metode na mikrotitrskih plosc¢ah, ki smo jo uvedli kasneje.

Slika 8: Etest. Na levem koncu je trak prepojen s cefalosporinom, na desnem pa s cefalosporinom v kombinaciji
s klavulansko kislino.
Figure 8: Etest. On the left side the strip is soped with cephalosporin and on the right with cefalosporin in
combination with clavulanic acid.

Ker se je v ¢asu poteka nase raziskave mikrodilucijska metoda uveljavila kot potrditveni test,

smo pri novejsih izolatih metodo z antiboti¢nimi trakovi (Etest) opustili.

3.4.2.5 Potrditveni test z mikrodilucijsko metodo (minimalna inhibitorna koncentracija, MIC)

Osnova testa je mikrotitrska plos¢ica s 96 jamicami, v katerih so razlini antibiotiki v ve¢

zaporednih dvakratnih koncentracijah.
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Tabela 7: Razpored antibiotikov na mikrotitrski plo§¢i ESB1F (Treck Diagnostic Systems, Velika Britanija) za
fenotipsko potrditev sevov ESBL.

Table 7: Antibiotic distribution on microtiter plate formate ESB1F (Treck Diagnostic Systems, Great Britan) for
phenotypic confirmation of ESBL strains.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A AXO AXO AXO AXO AXO AXO AXO AXO | MERO | MERO | MERO | MERO
1 2 4 8 16 32 64 128 1 2 4 8
B CEP CEP POD POD POD POD POD POD POD POD CIP CIP
8 16 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 1 2
C FOT FOT FOT FOT FOT FOT FOT FOT FOT GEN GEN GEN
0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 4 8 16
D F/C F/C FIC FIC F/C F/C F/C F/C F/C F/C AMP AMP
0,12/4 | 0,25/4 0,5/4 1/4 2/4 4/4 8/4 16/4 32/4 64/4 8 16
E TAZ TAZ TAZ TAZ TAZ TAZ TAZ TAZ TAZ TAZ FAZ FAZ
0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 8 16
F TIC T/IC T/C T/C TIC T/IC TIC T/IC TIC T/IC T/IC POS
0,12/4 | 0,25/4 0,5/4 1/4 2/4 4/4 8/4 16/4 32/4 64/4 128/4 CON
G IMI IMI IMI IMI IMI IMI PIT PIT PIT PIT PIT POS
0,5 1 2 4 8 16 4/4 8/4 16/4 32/4 64/4 CON
H FEP FEP FEP FEP FEP FOX FOX FOX FOX FOX NEG POS
1 2 4 8 16 4 8 16 32 64 CON CON
Legenda:

TAZ Ceftazidim

FAZ Cefazolin

FEP Cefepim

FOX Cefoksitin

CEP Cefalotin

POD Cefpodoksim

FOT Cefotaksim

AXO Ceftriakson

IMI Imipenem

MERO Meropenem

GEN Gentamicin

AMP Ampicilin

CIP Ciprofloksacin

P/T4 Piperacilin/tazobaktam

T/C Ceftazidim/klavulanska kislina
F/C Cefotaksim/klavulanska kislina
POS CON pozitivna kontrola

NEG CON negativna kontrola

V plasticno epruveto smo odpipetirali 4 ml destilirane vode in v njej resuspendirali dve
bakterijski koloniji. Z metodo po McFarlandu (slika 9: levo) smo umerili gostoto bakterijske
suspenzije na 0,5. V komercialno pripravljeno gojis¢e Mueller-Hinton Broth (TREK
Diagnostic Systems, ZDA) smo odpipetirali 10 pl bakterijske suspenzije in premesali z

vibracijskim mesalnikom. S pomoc¢jo avtoinokulatorja smo v vsako jamico na plos¢i ESBIF
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(TREK Diagnostic Systems, ZDA) nanesli 50 ul pripravljene bakterijske suspenzije. Plos¢e
smo inkubirali 24 ur pri 36 °C. Bakterijsko suspenzijo smo hkrati nasadili na gojis¢e KA in s
tem preverili ustreznost gostote preiskovane kulture in morebitno kontaminacijo z drugimi
bakterijami. Plo§¢e smo inkubirali 16—20 ur pri 35 °C in nato od¢itali rezultate na podlagi
rasti bakterij pri razli¢nih koncentracijah antibiotika. Vsaj 3-kratno zmanjsanje vrednosti MIC
za ceftazidim in cefotaksim v prisotnosti klavulanske kisline je kazalo na ESBL. Na plos¢o so
naneseni tudi drugi antibiotiki, cefalosporini, karbapenemi, aminoglikozidi, penicilini,
fluorkinoloni, kar nam je omogocilo ugotavljanje drugih oblik odpornosti (npr. cefoksitin za
AmpC).
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Slika 9 (levo): Umeﬁénjé gostote bakterijske Slika 10 (desno): Mikrotitrska plos¢a ESB1F.
suspenzije z metodo po McFarlandu. Figure 10 (right): Microtiter plate ESB1F.

Figure 9 (left):Density moderation of bacterial
suspension by McFarland method.

3.4.2.6 Antibiogram po mikrodilucijski metodi za dolo¢anje minimalne inhibitorne

koncentracije (MIC)

Seve E. coli, izolirane iz koljk, in seve E. coli, izolirane iz klini¢nih vzorcev ljudi z driskami,
smo pregledali glede odpornosti proti 14 razli¢nim antibiotikom z mikrodilucijsko metodo. Za
analizo smo uporabljali komercialno pripravljene plos¢e EUMVS2 oziroma EUVSEC (Trek
Diagnostic Systems, Velika Britanija). Pregledali smo jih glede odpornosti proti
sulfonamidom, gentamicinu, ciprofloksacinu, ampicilinu, cefotaksimu, ceftazidimu,
tetraciklinu, meropenemu, azitromicinu, tigeciklinu, streptomicinu, trimetoprimu,

kloramfenikolu, kolistinu, florfenikolu, kanamicinu in nalidiksni kislini.
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3.5 GENOTIPSKE METODE

3.5.1 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)
3.5.1.1 Priprava vzor¢ne DNA bakterijskega lizata

V mikrocentrifugirko (1,5 ml) smo odpipetirali 200 ul sterilne destilirane vode. Iz trdnega
gojis¢a smo nato v mikrocentrifugirko prenesli polno cepilno zanko bakterij in jih
suspendirali s kratkim meSanjem na vibracijskem meSalniku. Mikrocentrifugirke S
suspendiranimi celicami smo segrevali 10 minut v vreli vodi. Potem smo jih centrifugirali v
mini centrifugi pri 14.000 vrt./min pri sobni temperaturi. V novo mikrocentrifugirko smo
odpipetirali 150 pl supernatanta, v katerem je bila celokupna celicna DNA, ki smo jo

uporabili kot matricno DNA za verizno reakcijo s polimerazo.

3.5.1.2 Zacetni oligonukleotidi in razmere za pomnozevanje z reakcijo PCR

V tabeli 8 so navedeni zacetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili pri reakciji PCR za
pomnozevanje genskih zapisov. V preglednici so navedene tudi razmere za pomnozevanje,
pri¢akovana velikost pomnozka PCR ter referenca za metodo.

Tabela 8: Zacetni oligonukleotidi, uporabljeni pri reakciji PCR, njihovo nukleotidno zaporedje, razmere

pomnozevanja,pri¢akovana velikost pomnozka PCR in referenca.
Table 8: Primers used in PCR reaction, primers, conditions, product size and references.

Velikost
Gen/fragment Zacetni oligonukleotidi Razmere pomnozka | Referenca
DNA (nukleotidno zaporedje 5' — 3') pomnoZevanja PCR(bp)
Filog. skupine
ChuA-1
chuA gﬁfgﬁACCAACGGTCAGGAT 94 °C: 5 min 1x 279
TGCCGCCAGTACCAAAGACA
94°C:30's Clermont
YjaA-1 o X in sod.,
YiaA TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 60°C;30s 30 211
] YjaA-2 72°C; 30's 2000
ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC
TSpE4.C2-1 72 °C; 7 min 1x
TspE4.C2 GAGTAATGTCGGGGCATTCA 152
TSpE4.C2-2
CGCGCCAACAAGTATTACG

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje Tabela 8: Zacetni oligonukleotidi, uporabljeni pri reakciji PCR, njihovo nukleotidno zaporedje,
razmere pomnozevanja,pri¢akovana velikost pomnozka PCR in referenca.
Sequel Table 8: Primers used in PCR reaction, primers, conditions, product size and references.

Velikost
Gen/fragment Zacetni oligonukleotidi Razmere pomnoZka | Referenca
DNA (nukleotidno zaporedje 5' — 3") pomnoZevanja PCR(bp)
Adhezini
95°C; 5min 1x
Crl-F 94°C-30 s M .
crl TTTCGATTGTCTGGCTGTATG P aurern
Crl-R 84 °Ci30s 30 250 sod., 1998
CTTCAGATTCAGCGTCGTC 72°C; 30
72 °C; 7 min 1x
FimH-1 95 °C; 5 min 1x
fimH AACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGTG | gg0¢:30s 465
FimH-2 '
ATTGCGTACCAGCATTAGCAATGTCC | 55°C;30s 30x Johnson in
Iha-F 72°C;60s sod., 2000
) CTGGCGGAGGCTCTGAGATCA i
iha Iha-R 72 °C; 10 min 1x 827
TCCTTAAGCTCCCGCGGCTGA
95 °C; 5 min 1x
94°C; 30 s )
Hra-F Trkov in
hra TACGGTATTCAGTGGCGGTATC 60 °C;30s 30x 474
sod., 2014
Hra-R 72°C;60s
TCGTCCTTGTAACTCACACTGC
72 °C; 10 min 1x
PapGII-F Johnson in
papG“ GGGATGAGCGGGCCTTTGAT 95 OC; 5 min 1x 190 Brown7
PapGlI-R
CGGGCCCCCAAGTAACTCG 94°C;30s 1996
EacF 55°C; 30 s 30x Glej
GGYCAGCGTTTTTTCCTTCCTG? 72°C; 45 s
eae EaeR 376 opombo ®
TCGTCACCARAGGAATCGGAG? 72 °C; 7min 1x
Avtotransporterji in toksini
Sat-F 95 °C; 5 min 1x Ruiz in
sat ACTGGCGGACTCATGCTGT — 387
Sat-R 94°C; 30 sod., 2002
AACCCTGTAAGAAGACTGAGC 53°C:30s 30x
Hbp-1 72°C;60s ;
hbp GGCGGACAATAAAGGACAGG — i 829 Trkovin
pr_2 72 °C; 10 min 1x SOd., 2014
GGAGTTATCTGCCTGGATGG

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje Tabela 8: Zacetni oligonukleotidi, uporabljeni pri reakciji PCR, njihovo nukleotidno zaporedije,
razmere pomnozevanja,pricakovana velikost pomnozka PCR in referenca.
Sequel Table 8: Primers used in PCR reaction, primers, conditions, product size and references.

Velikost
Gen/fragment Zacetni oligonukleotidi Razmere pomnozka | Referenca
DNA (nukleotidno zaporedje 5' — 3") pomnoZevanja PCR(bp)
AstA-F 95 °C; 5 min 1x Yamamoto
A TGCCATCAACACAGTATATCC 91T 30 S 116 in
as AStA-R ' Echeverria,
Vat-F o .
72°C; 90 s
GAACACAGTTCATCTGATCTCC Parham in
vat Vat-R 72 °C; 10 min 1x 419 sod., 2005
GAATATATCAAATTGGTCCCCC
95 °C; 5 min 1x
FIUA-F 94°C;30s Ambrozi¢
fluA SlciGRTGTACTGCTGGCCG 55°C; 30s 30x 1637 Avgustin,
u -
CGTTGTGGCTGCCCAGAC 72 °C; 2 min neob.
72 °C; 7 min 1x
Vix1-F 95°C; 5min 1x Glei
GTTTGCAGTTGATGTCAGAGGGA J
vixl Vix1-R 94 °C; 30 s 259 opombo b
CAACGAATGGCGATTTATCTGC 50°C:30s 30X
Vix2-F 72 °C: 40 GIeJ
) GCCTGTCGCCAGTTATCTGACA 1 4US w1
ViX Vix2-R 72°C; 10 min Ix opombo °
GGAATGCAAATCAGTCGTCACTC
95 °C; 5 min 1x
Cnf-1 94°C 30 Ewers in
cnfl TCGTTATAAAATCAAACAGTG 50°C:30's 30x 445
Cnf-2 sod., 2004
CTTTACAATATTGACATGCTG 72°C;45s
72 °C; 10 min 1x
95 °C; 5 min 1x
Cnf2-F 94°C; 30 Toth in
cnf2 TATCATACGGCAGGAGGAAGCACC 55°C; 30 s 30x 1240
Cnf2-R sod., 2003
GTCACAATAGACAATAATTTTCCG 72°C;90s
72 °C; 7 min 1x
STa-1 95 °C; 5 min 1x
TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAG _ C.haprga”
sta STa-2 94°C;30s 166 in sod.,
ACAGGCAGGATTACAACAAAC 53°C:30's 30x 2006
EltAF 7990+ 30 s Vidal in
A GICACACGGAGCTCCTCAGTC ; )18 ;
€ EItA-R o : sod., 2005
TCCTTCATCCTTTCAATGGCTTT 72°C; 10 min 1x

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje Tabela 8: Zacetni oligonukleotidi, uporabljeni pri reakciji PCR, njihovo nukleotidno zaporedije,
razmere pomnozevanja,pricakovana velikost pomnozka PCR in referenca.
Sequel Table 8: Primers used in PCR reaction, primers, conditions, product size and references.

Velikost
Gen/fragment Zacetni oligonukleotidi Razmere pomnozka | Referenca
DNA (nukleotidno zaporedje 5' — 3") pomnoZevanja PCR(bp)
95 °C; 5 min 1x
STh-1 94°C;30s Chapman
estll QJESCATTTCTTCTTGCATC 50°C;30s 30x 172 in sod.,
GGGCGCCAAAGCATGCTCC 72°C; 305 2006
72 °C; 10 min 1x
95 °C; 5 min 1x
94°C; 30 s _
Hiyen 1 Trkov in
ehxA GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG 60°C: 30s 30x 1551
Hlyen 2 . sod., 2014
TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA 72°C;90s
72 °C; 10 min 1x
Dejavniki povezani z imunskim sistemom
95 °C; 5min 1x
94°C;30s )
KpsMTI1-F Johnson in
kpsMTII GCGCATTTGCTGATACTGTTG 55°C:30s 30X 279
KpsMTII-R Stell, 2000
CATCCAGACGATAAGCATGAGCA 72°C;60s
72 °C; 10 min 1x
95°C; 5min 1x
Iss-F 94 °C; 30s Ambrozi¢
iss QSSATACTCCGTAGCCAGAGAT 53°C: 30's 30x 300 Avgustin,
ATGAACAGTGCAGATGAGCTCC | 12°C;60s neob.
72 °C; 10 min 1x
TraT-F 95 °C; 5min 1x ;
GGTGTGGTGCGATGAGCACAG Johnson in
traT TraT-R 94°C: 30's 280 Stell, 2000
CACGGTTCAGCCATCCCTGAG 55°C- 305 30x
OmpTa-F 72°C; 45 .
CAGAGTATCTGTCGGTGCCTCA - _ Trkov in
ompTa OmpTA-R 72 °C; 10 min 1x 581 sod. 2014
TACGGTTCCATGTTCCTTCGAC
95 °C; 5 min 1x
94 °C; 30 s Lo
tepC for Cirl in sod.,
tcp GGCAACAATATGTATAATATCCT 50°C: 30s 30x 386
tcpC rev 2008
GCCCAGTCTATTTCTGCTAAA 72°C;30s

72 °C; 10 min 1x

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje Tabela 8: Zacetni oligonukleotidi, uporabljeni pri reakciji PCR, njihovo nukleotidno zaporedje,
razmere pomnoZevanja,pri¢akovana velikost pomnozka PCR in referenca.
Sequel Table 8: Primers used in PCR reaction, primers, conditions, product size and references.

Velikost
Gen/fragment Zacetni oligonukleotidi Razmere pomnoZka | Referenca
DNA (nukleotidno zaporedje 5' — 3") pomnoZevanja | PCR (bp)
Privzem Zeleza
95°C; 5min 1x
AERAS 947G 305 JanBen in
iucD ACAAAAAGTTCTATCGCTTCC 53°C:30s 30x 714
AERA as sod., 2001
CCTGATCCAGATGATGCTC 72°C;60s
72 °C; 10 min 1x
95 °C; 5 min 1x
IroN-1 94°C; 30 Johnson in
iroN AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG 55°C:30's 30x 665
IroN-2 sod., 2000
GACGCCGACATTAAGACGCAG 72°C;45s
72 °C; 7 min 1x
95 °C; 5min 1x
Irp2-F 94765 30 Schubert in
irp2 AAGGATTCGCTGTTACCGGAC 53°C:30's 30x 286
Irp2-R . sod., 1998
TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT 72°C;30s
72 °C; 10 min 1x
95 °C; 5 min 1x
FyuA-F 94°C; 30 Schubert in
fyuA TGATTAACCCCGCGACGGGAA 60°C: 30's 30x 850
FyuA-R sod., 1998
CGCAGTAGGCACGATGTTGTA 72°C;60s
72 °C; 10 min 1x
95°C ;5 min 1x
utA-F 9 °C—30s Johnson in
iUtA GGCTGGACATCATGGGAACTGG 64°C:30s 30x 302
IutA-R sod., 1991
CGTCGGGAACGGGTAGAATCG 72°C;60s
72 °C; 7 min 1x

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje Tabela 8: Zacetni oligonukleotidi, uporabljeni pri reakciji PCR, njihovo nukleotidno zaporedje,
razmere pomnozevanja,pricakovana velikost pomnozka PCR in referenca.
Sequel Table 8: Primers used in PCR reaction, primers, conditions, product size and references.

Velikost
Gen/fragment Zacetni oligonukleotidi Razmere pomnozka | Reoferenca
DNA (nukleotidno zaporedje 5' — 3') pomnoZevanja | PCR (bp)
Mikrocin V
95°C; 5min 1x
: 94 °C; 30s
Cvi-F Dozois in
cvi TGGTAGAATGTGCCAGAGCAAG 55°C; 30s 30x 1181
Cvi-R 2°C: 9 sod., 1992
GAGCTGTTTGTAGCGAAGCC 72°C; 905
72 °C; 10 min 1x
Genotoksin
95 °C; 5 min 1x
USpDe_F 94 :C; 305 Ambrozi¢
usp ATGCTACTGTTTCCGGGTAGTGTGT | 99 °C;30s 30x Avgustin,
UspDe-R 72°C;120's 1024
. ;
CRTGTAGTCKGGGSGTAACAAT neob.
72 °C; 7 min 1x
PMQR
QnrAm-F
AGAGGATTTCTCACGCCAGG 95 °C; 5 min 1x
gnrA QnrAm-R 580
TGCCAGGCACAGATCTTGAC 94°C;30s
QnrBm-F 50 °C;30s 30x o
GGMATHGAAATTCGCCACTG? o, Cattoir in
qnrB QnrBm-R 72°C; 60 264 d. 2008
TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA? — sod.,
7 2°C; 7 min 1x
QnrSm-F
GCAAGTTCATTGAACAGGGT
an’S QnrSm-R 428

TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje Tabela 8: Zacetni oligonukleotidi, uporabljeni pri reakciji PCR, njihovo nukleotidno zaporedje,
razmere pomnozevanja,pricakovana velikost pomnozka PCR in referenca.
Sequel Table 8: Primers used in PCR reaction, primers, conditions, product size and references.

Velikost
Gen/fragment Zacetni oligonukleotidi Razmere pomnozka | Reoferenca
DNA (nukleotidno zaporedje 5' — 3') pomnoZevanja | PCR (bp)
Beta- laktamaze
CTX-M1-F
i AAAAATCACTGCGCCAGTTC
Skuplna CTX-M1 CTX-M1-R 415
AGCTTATTCATCGCCACGTT
CTX-M2-F
Skupina CTX — M2 CGACGCTACCCCTGCTATT 552
Uplna - CTX-M2-R 94 °C: 5 mi
;5 min 1x
CCAGCGTCAGATTTTTCAGG Woodford
CTX-M8-F 94°C; 255 in sod.,
. TCGCGTTAAGCGGATGATGC o
Skupina CTX - M8 | cTX-M8-R 52°C;40s 30x 666 2006
AACCCACGATGTGGGTAGC 72°C:50's
CTX-M9-F
X CAAAGAGAGTGCAACGGATG _
Skupina CTX — M9 CTX-M9-R 72 °C; 6 min 1x 205
ATTGGAAAGCGTTCATCACC
CTX-M25-F
. GCACGATGACATTCGGG
Skuplna CTX -M25 CTX-M25-R 327
AACCCACGATGTGGGTAGC
CTXM-1seqF 95 °C; 5 min 1x Horton in
CCCATGGTTAAAAAACACTGC
blaCTX-M1 CTXM-1seqR 94 °C; 30s 945 sod., 2011
CAGCGCTTTTGCCGTCTAAG o
CTXM-9seqF 95°C; 30 30x Brinas
GTGACAAAGAGAGTGCAACGG 72°C;60s
blaCTX-M9 CTXM-9seqR Sse 10T 856 2003
ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC 72°C; 10 min 1x
TSO-T_for 95 °C; 5 min 1x
CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC
tsoTEM TSO-T rev 94°C; 30s 800
CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC 55°C: 30s 30x Dallenne in
TSO-S_for .
tSOSHV AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC 72°C;60s 730 sod., 2010
TSO-S_rev o F
ATCCCGCAGATAAATCACCAC 72°C; 10 min 1x
95 °C; 3 min 1x
TEM-E 94°C; 30s Llng Main
blaTEM ATAAAATTCTTGAAGACGAAA 50 °C; 30 s 30x 1080 sod., 2005
TEM-R
GACAGTTACCAATGCTTAATCA 72°C;80s

72 °C; 10 min 1x

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje Tabela 8: Zacetni oligonukleotidi, uporabljeni pri reakciji PCR, njihovo nukleotidno zaporedje,
razmere pomnozevanja,pricakovana velikost pomnozka PCR in referenca.
Sequel Table 8: Primers used in PCR reaction, primers, conditions, product size and references.

Velikost
Gen/fragment Zacetni oligonukleotidi Razmere pomnoZka | Referenca
DNA (nukleotidno zaporedje 5' — 3") pomnoZevanja | PCR (bp)
95 °C; 3 min 1x
94 °C; 30 s . .
SHV-F Ling Main
blaSHV GGGTTATTCTTATTTGTCGC 55°C:30s 30x 927
SHV-R sod., 2005
TTAGCGTTGCCAGTGCTC 72°C;90s
72°C; 10 min 1x
AmpC
DHAMF
AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT
dha DHAMR 405
CCGTACGCATACTGGCTTTGC
ACCMF
AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA
acc ACCMR 346
TTCGCCGCAATCATCCCTAGC
CITMF
TGGCCAGAACTGACAGGCAAA -
; 94 °C; 5 min 1x
cit CITMR 462 Pérez-Pérez
TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC 94°C;30s
in Hanson,
EBCMF 64 °C; 30s  30x
TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG 79 9C: 60 2002
ebc EBCMR > s 302
CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT 72 °C; 7 min 1x
FOXMF
AACATGGGGTATCAGGGAGATG
fox FOXMR 190
CAAAGCGCGTAACCGGATTGG
MOXMF
GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT
mox MOXMR 520
CACATTGACATAGGTGTGGTGC
95 °C; 5 min 1x
94°C; 30s
CMY-2-Fseq or.
blaCMY -2 ATGATGAAAAAATCGTTATGCTGC 50°C;30s 30x 1117 -
Heider in
CMY-2-Rseq 72°C;90s
GCTTTTCAAGAATGCGCCAGG sod., 2009

72 °C; 10 min 1x

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje Tabela 8: Zacetni oligonukleotidi, uporabljeni pri reakciji PCR, njihovo nukleotidno zaporedje,
razmere pomnozevanja,pricakovana velikost pomnozka PCR in referenca.
Sequel Table 8: Primers used in PCR reaction, primers, conditions, product size and references.

Velikost
Gen/fragment Zaéetni oligonukleotidi Razmere pomnozka | Referenca
DNA (nukleotidno zaporedje 5' — 3") pomnoZevanja | PCR (bp)
025:H4
025pabBspe-F 94 °C; 4 min 1x
TCCAGCAGGTGCTGGATCGT :
025b 025pabBspe-R 94°C;30s 347 Clermont in
GCGAAATTTTTCGCCGTACTGT 65°C: 20s 30X sod., 2009
TrpA-F
oA GCTACGAATCTCTGTTTGCC 72°C;45s 127
rp TrpA-R e
GCAACGCGGCCTGGCGGAAG 72°C; 5 min 1x
Mdh36_forward 95 °C; 5 min 1x
h36 GTTTAACGTTAACGCCGGT S1°C 30 075
mal °C;30s .
ggq?fﬂgféséAGAGTGACCA Johnson in
65 °C; 20s 32x
gyrB47_forward sod., 2009
B47 CGCGATAAGCGCGAC 68 °C - 35s 132
gyr gyrB47_reverse o :
ACCGTCTTTTTCGGTGGAA 72°C; 10 min 1x

*M=AaliC,H=AaliCaliT,Y=CaliT,R=AaliG.

® Nukleotidno zaporedje zacetnih oligonukleotidov je povzeto iz kompleta "DEC Primer Mix" (Statens Serum
Institut (SSI), Danska.

‘R=AaliG,K=GaliT,S=CaliG.

3.5.1.3 Sestava reakcijskih meSanic za PCR

Za reakcije PCR smo uporabili Dream Taq Green PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, ZDA) (0,05 enot/ul Taq DNA polimeraze v reakcijskem pufru: 2 x
Dream Taq Green buffer, 4 mM MgCl,, 0,4 mM vsakega od dNTPjev (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP)). Kot vzoréno DNA smo uporabili 2 pl bakterijskega lizata. Poleg vzoréne DNA smo v
vse reakcijske meSanice odpipetirali po 1 pl vsakega od zacetnih oligonukleotidov, 12,5 ul

PCR Master mixa ter sterilno destilirano vodo do skupnega volumna 25 pl.

Reakcijske meSanice za pomnoZevanje odsekov DNA, ki dolocajo gene iss, sat, iucD in hpb,
smo pripravili tako, da smo sestavili multiplo reakcijo PCR. V mikrocentrifugirko z
volumnom 200 pl smo odpipetirali 12,5 pul Master mixa, po 1 pl vsakega od zacetnih

oligonukleotidov (skupno 8 pl), 2 ul bakterijskega lizata in 2,5 ul sterilne destilirane vode.

Reakcijske meSanice za pomnoZzevanje odsekov DNA, ki dolocajo filogenetske (pod)skupine
(chuA, yjaA in fragment TspE4.C2), smo pripravili tako, da smo sestavili multiplo reakcijo

PCR. V mikrocentrifugirko z volumnom 200 pl smo odpipetirali 12,5 pul Master mixa, po 1 pl



https://www.google.si/search?client=firefox-b&q=thermo+fisher+scientific+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwi8ws7Mh5jNAhULXBQKHYR8DXAQmxMIjAEoATAR&biw=1280&bih=864
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vsakega od zacetnih oligonukleotidov (skupno 6 pl), 2 pl bakterijskega lizata in 4,5 pl sterilne
destilirane vode. Na enak nacin smo pripravili tudi reakcijsko meSanico za pomnoZevanje

genov gnrA, gnrB in gnrS ter genov fimH, iha, kpsMTII in astA, vat, cvi in papGll, eae, iroN.

Reakcijske meSanice za pomnoZevanje genov Vix1 in vix2 smo pripravili tako, da smo v 200
ul mikrocentifugirko odpipetirali po 1 pl vsakega od zacetnih oligonukleotidov (skupno 4 pl),
12,5 pl Master mixa, 2 ul bakterijskega lizata in 6,5 pl sterilne destilirane vode. Na enak nacin
smo pripravili reakcijsko meSanico za pomnozevanje genov sta in eltA, stb in tcp, traT in

ompTa ter fyuA in hra, tSOTEM in tsoSHYV ter »gospodinjskih« genov O25b in trpA.

Reakcijsko mesanico za pomnozevanje genov blacrx, blarem, blasyy, €hxA, cnfl, cnf2, irp2,
iutA, crl in usp smo pripravili tako, da smo v mikrocentrifugirko z volumnom 200 pul
odpipetirali po 1 pl vsakega zacetnega oligonukleotida (skupno 2 pl), 12,5 pul Master mixa, 2
pl bakterijskega lizata in 8,5 pl sterilne destilirane vode. Na enak nacin smo pripravili

reakcijsko mesanico za pomnozevanje »gospodinjskih« genov mah36 in gyrB47.

Reakcijsko mesanico za doloc¢anje skupin CTX-M smo pripravili tako, da smo v
mikrocentrifugirko odpipetirali po 1 pl vsakega od zacetnih oligonukleotidov (skupno 10 pl),
12,5 pl Master mixa, 2 pl bakterijskega lizata in 0,5 pl sterilne destilirane vode.

Reakcijsko meSanico za pomnozevanje genov za AmpC dha, acc, cit, ebc, fox in mox smo
pripravili tako, da smo v mikrocentrifugirko z volumnom 200 pl odpipetirali po 1 ul vsakega
od zacetnih oligonukleotidov (skupno 12 pl), 25 pl Master mixa, 2 ul bakterijskega lizata in

11 pl sterilne destilirane vode.

3.5.2 Agarozna gelska elektroforeza

S to metodo detektiramo nastale pomnozke PCR in ugotovimo njihovo velikost. Glede na
pri¢akovano velikost pomnozka smo pripravili gele z razlicnim odstotkom (0,9-2 %) agaroze
(SIGMA-ALDRICH, Co., St. Luis, ZDA). Agarozo smo raztopili v 30 ml pufral X TBE in jo
segrevali v mikrovalovni pecici. Nato smo gel ohladili do priblizno 55 °C in mu dodali
etidijev bromid (SIGMA-ALDRICH, Co., St. Luis, ZDA) do kon¢ne koncentracije 0,5 pg/ml.

Tako pripravljen gel smo vlili v pripravljen nosilec, vstavili glavnik za jamice in pocakali, da
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se je gel strdil. 1z gela smo odstranili glavnik in nosilec prestavili v elektroforezno banjico ter
ga prelili s pufrom TBE (1x).

V prvo in zadnjo jamico smo vnesli oznaCevalec velikosti (standardna lestvica linearnih
fragmentov DNA — Fermentas), v preostale jamice pa po 5 ul pomnozka PCR . Po kon¢anem

nanosu smo elektroforezno banjico prikljucili na vir elektri¢ne napetosti.

Po koncani elektroforezi smo gel presvetlili s svetlobo UV (302 nm) in ga slikali. Glede na
prepotovano dolzino fragmentov standardne lestvice in pomnozka PCR smo ugotavljali

priblizno velikost dobljenih fragmentov DNA.
Pri delu smo uporabljali naslednje standardne DNA lestvice (Fermentas, Waltham, ZDA):

e standardna DNA lestvica »50 bp DNA Ladder« #SMO0371, pri kateri zasledimo
fragmente naslednje velikosti (v baznih parih): 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400,
300, 250, 200, 150, 100, 50;

e standardna DNA lestvica »1 kb DNA Ladder« #SMO0311/2/3, pri kateri zasledimo
fragmente naslednje velikosti (v baznih parih): 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500,
3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250;

3.5.3 Cis¢enje fragmentov, dobljenih z reakcijo PCR, in ugotavljanje nukleotidnega

zaporedja

Izbrane pomnozke PCR, pri katerih nas je zanimalo nukleotidno zaporedje pomnoZenega
gena, smo po koncani elektroforezi izrezali iz agaroznega gela in ocistili. V primeru, da smo
na gelu zasledili tudi nespecificne pomnozke, smo iz gela izrezali fragment, ki je ustrezal
pricakovani velikosti. Izrezan koscek agaroze smo prenesli v mikrocentrifugirko in ga stehtali.
S kompletom GeneJET Gel Extraction Kit (Fermentas, Waltham, ZDA) smo po navodilih
proizvajalca fragment odistili in ga poslali na sekvenciranje (Macrogen inc., Nizozemska).
Dobljene sekvence smo s programom DNASTAR uredili in primerjali s podatki na internetni

strani (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Izbrane sekvence smo poslali v gensko banko.



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.6.3 Statisti¢ne metode

Statisticno znacilne povezave med dobljenimi podatki smo ugotavljali s Fisherjevim
eksaktnim testom (http://www.langsrud.com/fisher.htm; dne 14.12.2016), ki je prilagojen za
majhno Stevilo vzorcev. Primerjana podatka sta statisti¢no znacilno povezana takrat, kadar je

vrednost P < 0,05 (Agresti A, 1992).
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4 REZULTATI

4.1 1IZOLACIAE. coli 1Z ZIVIL ZIVALSKEGA 1ZVORA

Iz 526 vzorcev zivil zivalskega izvora smo izolirali in potrdili 245 sevov E. coli. Vecino
sevov, to je 132 (54 %), smo izolirali iz mesa in mesnih izdelkov, sledijo Skoljke in morski
izdelki, 87 (36 %) ter mleko in mle¢ni izdelki, 20 (8 %). Najmanj sevov E. coli je bilo
izoliranih iz jajc in jajénih izdelkov, 6 (2 %).

Tabela 9: Seznam v raziskavo vklju¢enih sevov E. coli iz zivil Zivalskega izvora.
Table 9: List of E. coli strains isolated from food of animal origin included in this study.

2010 2011 Skupaj
Meso in mesni izdelki 23 109 132
Goveje meso 6 7 13
Konjsko meso 0 1 1
Svinjsko meso 3 1 4
Puranja koza 3 0 3
Puranje meso 2 0 2
Mesni pripravki 6 49 55
Mleto meso 2 27 29
Pasterizirane mesnine 0 3 3
Susene mesnine 1 13 14
Tatarski biftek 0 5 5
Zaseka 0 3 3
Mileko in mle¢ni izdelki 0 20 20
Kozji sir 0 1 1
Kozja skuta 0 2 2
Kozje mleko 0 4 4
Kravja skuta 0 3 3
Kravje mleko 0 9 9
Maslo 0 1 1
Jajca in jajéni izdelki 0 6 6
Beljak 0 1 1
Jaj¢ni melanz 0 4 4
Rumenjak 0 1 1

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje Tabela 9: Seznam v raziskavo vklju¢enih sevov E. coli iz zivil zivalskega izvora.
Sequel Table 9: List of E. coli strains isolated from food of animal origin included in this study.

v 2010 2011 Skupaj
Skoljke in morski izdelki 3 84 87
Klapavice 1 76 77
Ladinke 2 6 8
Morski sadezi 0 1 1
Bakala 0 1 1
26 219 245

4.2 DOKAZOVANUJE E. coli z ESBL iz zivil zivalskega izvora

Med 245 izolati E. coli je bilo 16 (6,5 %) izolatov fenotipsko pozitivnih za ESBL. Vseh 16
izolatov je bilo odpornih proti cefpodoksimu in cefotaksimu, 5 izolatov je bilo hkrati odpornih
tudi proti ceftazidimu. Pri potrditveni metodi s kombinacijo diskov je bil pri vseh 16 izolatih
premer cone inhibicije diska s cefalosporinom in klavulansko kislino vsaj 5 mm vecji kot
premer cone inhibicije diska brez klavulanske kisline. Prav tako je vseh 16 izolatov imelo vsaj
3-kratno zmanjs$anje vrednosti MIC za ceftazidim in cefotaksim v prisotnosti klavulanske
kisline, kar fenotipsko dokazuje sev ESBL. Med 245 izolati E. coli smo nasli tudi 3 (1,2 %)

izolate, ki so bili fenotipsko odporni proti cefoksitinu, ki je indikatorski antibiotik za AmpC.

Med 16 ESBL pozitivnim izolati E. coli jih 7 (43,7 %) izvira iz mesnih pripravkov, 5 (31,2
%) iz mletega mesa, 2 (12,5 %) iz susenih mesnin ter 1 (6,2 %) izolat iz svinjskega mesa in 1
(6,2 %) izolat iz Skoljk. Med tremi fenotipsko AmpC pozitivnimi izolati E. coli sta bila 2
(66,6 %) iz mesnih pripravkov in 1 (33,3 %) iz svinjskega mesa.
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Tabela 10: Fenotipsko pozitivni ESBL/AmpC izolati E. coli iz Zivil Zivalskega izvora.
Table 10: Phenotypical positive ESBL/AmpC E. coli isolates from food of animal origin.

£ £ £ £ £ il c
74 Mesni pripravek R S R >5 >5 S
78 Svinjsko meso R S R >5 >5 S
716 Svinjsko meso S S S %} %} R
738 Susene mesnine R S R >5 >5 S
739 Susene mesnine R S R >5 >5 S
7,102 Mesni pripravek R S R >5 >5 S
7131 Mesni pripravek S S S %} o R
7178 Mesni pripravek S S S %} [} R
7,183 Mesni pripravek R R R >5 >5 S
7,202 Mesni pripravek R S R >5 >5 S
7.208 Mleto meso R S R >5 >5 S
7.209 Mesni pripravek R S R >5 >5 S
7,210 Mleto meso R S R >5 >5 S
7211 Mesni pripravek R S R >5 >5 S
7,212 Mleto meso R R R >5 >5 S
7.213 Mesni pripravek R R R >5 >5 S
7,214 Mleto meso R R R >5 >5 S
7.215 Mleto meso R R R >5 >5 S
S22 Skoljke R R R >5 >5 S

R = resistant (odporen), S = sensitive (dobro o¢utljiv), @ = ni razlike v premeru cone ob dodatku
inhibitorja betalaktamaz (klavulanske kisline)

4.3 REZULTATI TESTIRANJA IZOLATOV E. coli 1Z ZIVIL ZIVALSKEGA IZVORA
GLEDE OBCUTLIIVOSTI ZA ANTIBIOTIKE

4.3.1 Obcutljivost izolatov E. coli, testiranih z disk difuzijsko metodo

Z disk difuzijsko metodo smo testirali 158 izolatov iz zivil zivalskega izvora, 107 (67,7 %) jih
je bilo obcutljivih za vseh 22 testiranih antibiotikov. Med njim jih je bilo 82 (76,6 %) iz

skupine mesa in mesnih izdelkov: najvec, 33 (30,8 %), iz mesnih pripravkov, sledi 20 (18,7
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%) izolatov iz mletega mesa, 13 (12,1 %) iz govejega mesa, 7 (6,5 %) iz susenih mesnin, 5
(4,7 %) iz tatarskega biftka, 2 (1,9 %) iz zaseke in po 1 (0,9 %) izolat s koze purana,
konjskega mesa in pasteriziranih mesnin. Vseh 20 izolatov iz mleka in mle¢nih izdelkov je
bilo ob¢utljivih za 22 preizkuSenih antibiotikov. Obcutljivi za antibiotike so bili tudi 4 (3,7 %)

izolati iz jajc in 1 (0,9 %) izolat iz bakalaja.

Med 158 izolati E. coli jih je bilo 51 (32,3 %) takih, ki so bili odporni proti enemu ali vec¢
antibiotikom. Na sliki 11 je razvidno, da jih je bilo najveé¢, 32 (20,3 %), odpornih proti
ampicilinu. Kar 30 (19,0 %) je bilo odpornih proti tetraciklinu, 25 (15,8 %) proti
sulfonamidom, 24 (15,2 %) proti trimetoprimu, 23 (14,6 %) proti streptomicinu, 21 (13,3 %)
proti cefalotinu in 19 (12,0 %) proti trimetoprimu s sulfametoksazolom. Sledi 16 (10,1 %)
izolatov, odpornih proti kinolonom, 15 (9,5 %) odpornih proti cefalosporinoma 3. generacije
(cefotaksimu in cefpodoksimu) ter 8 (5,1 %) odpornih proti ceftazidimu. Manjse Stevilo
izolatov je bilo odpornih proti kanamicinu, in sicer 7 (4,4 %), proti gentamicinu 5 (3,2 %) in
neomicinu 4 (2,5 %). Proti amoksicilinu s klavulansko kislino je bilo odpornih 5 (3,2 %)
izolatov, 3 (1,9 %) so bili odporni proti cefoksitinu iz 4. generacije cefalosporinov, ki je tudi
indikator za AmpC. Noben preiskovan izolat E. coli ni bil odporen proti imipenemu in

ertapenemu.

Od 51 odpornih izolatov jih je bilo 13 (25,5 %) odpornih samo proti enemu antibiotiku,
najpogosteje proti tetraciklinu. Sedem (13,7 %) izolatov je bilo odpornih proti dvema
antibiotikoma, in sicer kombinaciji trimetoprima in sulfametoksazola. Ostalih 31 (60,8 %)
izolatov je bilo odpornih proti vsaj trem skupinam antibiotikov. En izolat E. coli pa je bil
hkrati odporen proti 17 antibiotikom. Rezulati kaZejo, da je bilo med odpornimi izolati kar

60,8% izolatov E.coli, ki so bili veckratno odporni.

Za mikrodilucijsko metodo ni bilo ve¢ mozZno oziveti 13 izolatov E. coli iz Skoljk, vendar so
bili vsi predhodno testirani z disk difuzijsko metodo. Deset izolatov je bilo obcutljivih za vseh
22 preiskovanih antibiotikov, en izolat je bil odporen samo proti tetraciklinu, eden samo proti

ampicilinu in en izolat je bil hkrati odporen proti ampicilinu, kinolonom in tetraciklinu.
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Slika 11: Stevilo izolatov E. coli iz Zivil Zivalskega izvora, odpornih proti dolo¢enim skupinam antibiotikov.
Figure 11: Number of E. coli isolates from food of animal origin resistant to different group of antibiotics.
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4.3.2 Antibiogram po mikrodilucijski metodi

Med 72 sevi E. coli, izoliranimi iz skoljk, je bilo najve¢, to je 25 (34,7 %) sevov odpornih
proti tetraciklinu. Steviléno so bili sevi odporni tudi proti ampicilinu, in sicer 21 (29,2 %)
sevov, 20 (27,8 %) proti sulfonamidom in 13 (18,1 %) proti trimetoprimu. V manj$em delezu
so bili sevi E. coli odporni proti ceftazidimu in cefotaksimu, in sicer po 3 (4,2 %), proti
gentamicinu 2 (2,7 %) ter kanamicinu, kinolonom, kloramfenikolu in kolistinu po 1 (1,4 %).
Nobeden od sevov pa ni bil odporen proti meropenemu, azitromicinu in tigeciklinu. Rezultati

so prikazani v tabeli 11.

Med 55 sevi E. coli, izoliranimi iz fecesa ljudi, jih je bilo odpornih proti tetraciklinu 20 (36,4
%). Sledilo je 17 (30,9 %) sevov, ki so bili odporni proti ampicilinu, 14 (25,5 %) proti
kinolonom, 13 (23,6 %) proti sulfonamidom in 8 (14,5 %) proti trimetoprimu. V nizkem
odstotku so bili sevi odporni proti kloramfenikolu, in sicer 4 (7,3 %), proti cefotaksimu,
ceftazidimu in azitromicinu pa po 2 (3,8 %). En (1,8 %) sam sev je bil odporen proti
gentamicinu. Noben sev ni bil odporen proti kolistinu, meropenemu in tigeciklinu. Rezultati

so prikazani v tabeli 12.
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Tabela 11: Distribucija MIC za indikatorske seve E. coli, izolirane iz skoljk (n = 72).
Table 11: Distribution of MICs for E. coli strains, isolated from sea shells (n = 72).
Delez odporih Koncentracija antibiotika
S R ANTIBIOTIK | 0,008 | 0.015 | 0.03 | 0.06 | 0.12 | 025 |05 |1 2 4 8 |16 |32 |64 | 128 | 256 | 512 | 1024 | >1024
51 | 21 (29,2 %) ampicilin 1 12 |35 |3 | 2 2 |17
69 | 3(4,2%) cefotaksim 69 2 1
67 | 3(4,2%) ceftazidim 66 3 1 1 1
72 |0 ciprofloksacin | 59 7 5 1
72 |0 nalid. kislina 72
71 | 1(1,4%) kloramfenikol 1 63 | 7 1
*13 10 florfenikol 1 9 |3
69 | 2(2,7%) gentamicin 43 2 22 |3 2
*13 10 streptomicin 5 14 |2 |2
*12 | 1 kanamicin 8 4 |1
47 | 25 (34,7 %) tetraciklin 43 |3 1 1 |5 |9 |10
60 | 12 (18,1 %) trimetoprim 37 7 16 12
52 | 20 (27,8 %) sulfonamidi 32 16 |2 |2 1 19
71 [1(1,4%) kolistin 58 | 13 1
50 |0 meropenem 59
59 |0 azitromicin 15 28 | 16
59 |0 tigeciklin 50 9
Legenda:
| Rumeno obarvano polje: obmocje testiranja |
| Desno ojadana érta | Mejna vrednost za S/R |

*na plos¢ah EUMVS2
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Tabela 12:Distribucija MIC za indikatorske seve E. coli, izolirane iz fecesa ljudi — klini¢ni vzorci (n = 55).
Table 12: Distribution of MICs for E. coli strains, isolated from human feces — clinical samples (n = 55).

Delez odporih Koncentracija antibiotika

S R ANTIBIOTIK | 0,008 | 0.015 | 0.03 | 0.06 | 0.12 | 0.25 |05 |1 2 4 8 |16 |32 |64 | 128 | 256 | 512 | 1024 | >1024
38 | 17 (30,9 %) ampicilin 7 12 | 19 17

53 | 2(3,8%) cefotaksim 53 2

53 | 2(3,8%) ceftazidim 53 1|1

41 | 14 (25,5 %) ciprofloksacin | 38 3 1 3 3 1 |6

41 | 14 (25,5 %) nalid. kislina 41 1 |7 6

51 | 4 (7,3 %) kloramfenikol 50 1 91 |1 |1 1

54 | 1(1,8%) gentamicin 43 10 |1 1

35 | 20 (36,4 %) tetraciklin 35 1 17 |12

47 | 8 (14,5 %) trimetoprim 26 20 |1 8

42 | 13 (23,6 %) sulfonamidi 8 30|13 |1 13
55 |0 kolistin 55

55 |10 meropenem 55

53 | 2 (3,8 %) azitromicin 7 28 |17 | 1 2

5 |0 tigeciklin 52 3

Legenda:

| Rumeno obarvano polje: obmocje testiranja

| Desno ojagana érta

| Mejna vrednost za S/R
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4.4 UGOTAVLIANJE GENOV, KI DOLOCAJO VRSTO ENCIMOV ESBL

Pri vseh izolatih za ESBL pozitivne E. coli iz zivil zivalskega izvora smo z metodo PCR
preverili prisotnost genskih zapisov za betalaktamaze iz skupin TEM, SHV,CTX-M in AmpC.
Pri izolatih iz skupine CTX-M smo dolo¢ili tudi podskupino (CTX-M1, CTX-M2, CTX-M8,
CTX-M9 in CTX-M25). Vse dokazane gene za betalaktamaze smo pomnozili z metodo PCR
in pri tem uporabili sekvencijske zacetne oligonukleotide opisane v Studijah (Brinas, 2003;
Ling Ma in sod., 2005; Cattoir in sod., 2008; Horton in sod., 2011). Nukleotidne sekvence za
blactx-m-1, blactx-m-9, blaskv-12, blarem-1 so bile poslane v podatkovno banko nukleotidnih
zaporedij, v Kkateri so jim dodelili pristopne Stevilke KU664678, KU664679, KU664680,
KU664681.

Porazdelitev ESBL pozitivne E. coli iz zivil v skupine CTX-
M, SHV in TEM ter CMY-2 (AmpC)

mCTX-M-1
m CTX-M-9
m SHV

B TEM
mCMY-2

Slika 12: Porazdelitev ESBL pozitivnih izolatov E. coli iz zivil zivalskega izvora v skupine CTX-M, SHV, TEM
ter CMY-2 (AmpC).

Figure 12: Distribution of ESBL — positive E. coli isolates from food of animal origin among groups CTX-M,
SHV, TEM and CMY-2 (AmpC).

Najve¢ ESBL pozitivnih izolatov je imelo gen blacrxav-1 in sicer 12 (75 %). Sest (50 %)
sevov je bilo izoliranih iz mesnih pripravkov in pet (41,6 %) iz mletega mesa. En (8,3 %) je
bil izoliran iz svinjskega mesa. Po 2 (12,5 %) izolata sta imela gen blactx-m-9 in blasyy-12. Gen
blacTx-m-o Sta imela seva, izolirana iz suSenih mesnin, gen blasyy-12 pa je bil ugotovljen pri
izolatih iz mesnega pripravka in $koljk klapavic. 1zolirali smo tudi Sest sevov z genom blatem-

1, i sicer ne spada med ESBL, ampak v skupino betalaktamaz Sirokega spektra (BSBL) (ang.
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Broad-spectrum beta-lactamases). Po 2 (33.3 %) seva sta bila izolirana iz koze purana in
mesnih pripravkov. En (16,6 %) sev je bil izoliran iz puranjega mesa in en (16,6 %) iz
svinjskega mesa. Med tremi fenotipsko odpornimi izolati E. coli AmpC smo uspeli pomnoziti

gen blacmy-2 samo pri enem. Sev z genom blacmy-2 je bil izoliran iz svinjskega mesa.

Nato smo vrsto genov primerjali s skupinami ESBL pri klini¢nih sevih iz spodnjih dihal in
urogenitalnega trakta izoliranih pri ljudeh. Crevesnih izolatov tukaj nismo mogli primerjati,

ker smo identificirali samo en ESBL pozitivni izolat, in sicer iz skupine ESBL CTX-M-1.

Skupine ESBL encimov
100%
90%
80%
70%
60%

W SHV

50%
m CTX-M-9

40% B CTX-M-1
30%
20%

10%

0%
zivilski izolati respiratorni izolati urogenitalni izolati

Slika 13: Primerjava ESBL pozitivnih izolatov E. coli iz zivili zivalskega izvora, s kliniénimi sevi izoliranimi pri
ljudeh iz spodnjih dihalnih poti in urogenitalnega trakta.

Figure 13: Comparison of ESBL — positive E. coli isolates among food of animal origin and human clinical
isolates from respiratory and urogenital tract.

Ce primerjamo porazdelitev ESBL — pozitivnih izolatov med skupine za encime ESBL
vidimo, da pri vseh treh skupinah prevladuje skupina CTX-M-1. V najvisjem delezu je
zastopan pri izolatih spodnjih dihalnih poti, in sicer v 83,7 %. Delez je med izolati iz zivil
zivalskega izvora in uropatogenimi izolati pa je precej podoben. Pri prvih ga najdemo v 75 %

in pri uropatogenih v 76,8 %. Skupina CTX-M-9 je pri vseh treh skupinah zastopan v



M. Krizman: Raz§irjenost in genotipizacija sevov E. coli z ... betalaktamskim ... fluorokinolonom. 83
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017. Doktorska disertacija

podobnem delezu, in sicer v 12,5 % pri zivilskih izolatih, v 13,9 % pri izolatih spodnjih
dihalnih poti in v 10,7 % pri uropatogenih izolatih. Podobno kot pri skupini CTX-M-1 je tudi
odstotek zastopanosti skupine SHV-12 enak pri zivilskih in uropatogenih izolatih 12,5 %,

medtem Ko je pri izolatih iz spodnjih dihalnih poti prisoten samo v 2,3 %.

Pri vseh treh skupinah smo nasli tudi encime BSBL iz skupine TEM. Pri izolatih iz zivil
zivalskega izvora smo ga nasli pri 6 (2,4 %) od vseh izolatov E. coli. Pri sevih spodnjih
dihalnih poti in uropatogenih sevih je bil ta odstotek precej visji. Pri prvih smo ga nasli pri
48,8 % in pri uropatogenih pri 41,1 %. Pri obeh skupinah so imeli skoraj vsi izolati poleg
encima iz skupine TEM S$e vsaj en encim iz skupine CTX-M ali SHV, razen dveh
uropatogenih izolatov, ki sta imela samo encim iz skupine TEM. Pri zivilskih izolatih nismo
nasli seva, Ki bi imel hkrati dva ali ve¢ encimov za betalaktamaze. Vendar tukaj primerjava ni

mogoca, ker so bili vsi izolati spodnjih dihalnih poti in uropatogeni izolati ESBL pozitivni.

4.5 UGOTAVLIANJE GENOV ZA PLAZMIDNO POSREDOVANO ODPORNOST PROTI
KINOLONOM (PMQR)

Pri vseh izolatih smo z metodo PCR preverili prisotnost genov gnrA, qnrB in gnrS. Ti so
povezani z nizko ravnijo odpornosti proti fluorokinolonom. Rezultate zivilskih izolatov smo
primerjali z rezultati ¢loveskih klini¢nih izolatov iz spodnjih dihalnih poti, urogenitalnega in

Crevesnega trakta.

Pri vseh stirih skupinah nismo nasli gena za gnrA, gnrS smo nasli samo pri izolatih iz zivil
Zivalskega izvora, in sicer pri 10 (4,1 %) izolatih. Gen qnrB smo potrdili pri vseh skupinah v
majhnem Stevilu: pri Zivilskih izolatih smo potrdili 1 (0,4 %), pri izolatih spodnjih dihalnih
poti 2 (4,7 %), pri uropatogenih 1 (1,8 %) in pri ¢revesnih izolatih 2 (3,6 %). Nukleotidno
sekvenco za qnrS1, iz vzorca zivil zivalskega izvora, smo poslali v gensko banko, v kateri je
dobila pristopno Stevilko KU664682.

Ko primerjamo prisotnost genov gnr s prisotnostjo genov za betalaktamaze med vsemi $tirimi
skupinami, vidimo, da imata dva Zivilska izolata ob genu qnrS tudi gen blatgm.1, en izolat z

gnrS ima $e gen blacrx-m-9 in en izolat z gnrB ima Se gen blacrx-m-1. Pri izolatih spodnjih
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dihalnih poti imata oba izolata ob genu gnrB se ESBL encim iz skupine CTX-M-1, eden pa Se
encim iz skupine SHV. Urogenitalni izolat z gnrB ima se ESBL encim iz skupine CTX-M-1

in SHV. Crevesni izolat ob genu gnrB ni imel gena za betalaktamaze.

10 ~
9 -
8 -
7 -
6 -

EgnrA
> HgnrB
4 qnrS
3 -

2 -
e 0
O T T T Ll
Zivilski izolati Respiratorni Uropatogeni Crevesni izolati
izolati izolati

Slika 14: Primerjava prisotnosti genov za PMQR med izolati iz zivil in ¢loveskimi klini¢nimi izolati iz spodnjih
dihalnih poti, urogenitalnega in ¢revesnega trakta.

Figure 14: Comparing of presence of genes for PMQR between isolates from food with human clinical isolates
from lower respiratory, urogenital and intestinal tract.

4.6 FILOGENETSKE (POD)SKUPINE

Z metodo po Clermontu smo zivilske izolate E. coli uvrstili v filogenetske skupine in
podskupine. V tabeli 13 je prikazano skupno S$tevilo izolatov iz posamezne filogenetske
skupine in podskupine.

Od 245 zivilskih izolatov E. coli smo jih najvec, to je 107 (43,7 %) uvrstili v filogenetsko
skupino A, od tega 67 (27,3 %) v podskupino Ag in 40 (16,3 %) v podskupino A;. Sledi
skupina B1 z 99 (40,4 %) izolati; 25 (10,2 %) izolatov smo uvrstili v filogenetsko skupino D,
od tega 14 (5,7 %) v podskupino D; in 11 (4,5 %) v podskupino D,. Najmanj izolatov je bilo
iz filogenetske skupine B2, in sicer 12 (4,9 %) iz podskupine B23 in 2 (0,8 %) iz podskupine
B2,.
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Tabela 13: Uvrstitev zivilskih izolatov E. coli v filogenetske (pod)skupine.
Table 13: Assigment of food E. coli isolates to phylogenetic (sub)groups.

Filogenetska Stevilo izolatov E. Filogenetska Stevilo izolatov E.
skupina coli podskupina coli
A 107 (43,7%) Ay 67 (27,3%)
A 40 (16,3%)
B1 99 (40,4%)
B2 14 (5,7%) B2, 2 (0,8%)
B2, 12 (4,9%)
D 25 (10,2%) D, 14 (5,7%)
D, 11 (4,5%)

V tabeli 14 smo naredili primerjavo med izolati E. coli iz Zivil zivalskega izvora in izolati E.

coli, izoliranimi pri ljudeh z diarejo.

Tabela 14: Primerjava sevov E. coli, izoliranih iz zivil in klini¢nih vzorcev iz érevesja ljudi.
Table 14: Comparison of E. coli strains, isolated from food and human clinical intestinal samples.

Filogenetska Filogenetska E. coli iz Zivil Crevesni izolati
skupina podskupina (N = 245) (N =55)
A Ao 67 (27,4 %) 8 (14,5 %)
Ay 40 (16,3 %) 11 (20 %)
B1 99 (40,4 %) 13 (23,6 %)
B2 B2, 2 (0,8 %) 0
B2; 12 (4,9 %) 6 (10,9 %)
D D, 14 (5,7 %) 8 (14,5 %)
D, 11 (4,5 %) 9 (16,4 %)

Vedji delez izolatov iz zivil zivalskega izvora se je uvrstilo v komenzalne filogenteske
(pod)skupine (Ao, Az in B1), in sicer skupaj 84,1 %. Pri ¢revesnih sevih je bila porazdelitev
nekoliko bolj heterogena. Prevladujeta filogenetski (pod)skupini B1 (23,6 %) in A; (20 %), v
priblizno podobnem delezu so zastopane (pod)skupine Ao, B23, D1 in D,.

V tabeli 15 smo primerjali razporeditev ESBL pozitivnih izolatov v filogenetske
(pod)skupine. Med klini¢nimi izolati E. coli z ESBL prevladuje filogenetska (pod)skupina
B2; (69,8 % in 67,9 %), sledi ji (pod)skupina D, (18,6 % in 16,1 %). Ostale filogenetske

skupine so zastopane v niZjem odstotku. VecCina ESBL pozitivnih sevov, izoliranih iz zivil
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zivalskega izvora, spada v filogenetsko (pod)skupino A1 (43,7 %), sledijo ji B1 (25 %), D; in
D, (12,5 %).

Tabela 15: Primerjava ESBL pozitivnih izolatov iz Zivil in humanih klini¢nih vzorcev.
Table 15: Comparison of ESBL — positive isolates from food and human clinical samples.

Filogenetska Filogenetska Zivilski ESBL Respiratorni ESBL Uropatogeni
(pod)skupina podskupina pozitivni izolati pozitivni izolati ESBL pozitivni
(N =16) (N =43) izolati
(N = 56)
A Ao 1 (6,3 %) 0 3 (5,3 %)
Aq 7 (43,7 %) 3 (6,9 %) 3 (5,3 %)
B1 4 (25 %) 0 1(1,8 %)
B2 B2, 0 1(2,3 %) 0
B2; 0 30 (69,8 %) 38 (67,9 %)
D D, 2 (12,5 %) 1(2,3 %) 2 (3,6 %)
D, 2 (12,5 %) 8 (18,6 %) 9 (16,1 %)

4.7 GENOTIPIZACIJA IZOLATOV E. coli IZ ZIVIL ZIVALSKEGA IZVORA

Pri vseh izolatih E. coli iz zivil zivalskega izvora Smo preverili prisotnost genskih zapisov za
30 dejavnikov virulence. Poleg prevalence smo ugotavljali, v katero filogenetsko skupino so

uvrséeni izolati z dolo¢enim virulentnim dejavnikom.

Med geni za adhezine je imelo najvec izolatov E. coli gen fimH, in sicer 188 (76,7 %). Sledil
je gen hra 43 (17,6 %). Gen iha in papGll smo potrdili samo pri 12 (4,9 %) oz. 9 (3,7 %)

izolatih. Gena za intimin eae pa nismo potrdili.

V skupini avtotransporterjev in toksinov smo najveckrat potrdili prisotnost gena fluA, in sicer
pri 51 (20,8 %) sevih, 27 (11, 0 %) sevov pa je imelo gen astA. Pri manjSem Stevilu sevov
smo potrdili gene cnfl, hbp, sat in vat. Trinajst (5,3 %) sevov je imelo gen cnfl, 10 (4,1 %)
gen hbp, po 7 (2,9 %) gena sat in vat in 5 (2,0 %) sevov je imelo gen cnf2. Genov sta, eltA,

estll in ehxA pa nismo potrdili.

Pri skupini genov, ki pomagajo bakteriji v boju proti obrambnemu mehanizmu gostitelja, smo

Vv najveckrat potrdili gen traT, in sicer pri 119 (48,6 %) sevih. Manj prevalentni so bili geni iss
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s 40 (16,3 %) sevi, ompTa s 38 (15,5 %) in kpsMTII s 21 (8,6 %) sevi. Gen tcp smo potrdili

samo pri 3 (1,2 %) sevih.

Tabela 16: Prevalenca genov za dejavnike virulence.
Table 16: Prevalence of genes for virulence factors.

Geni za dejavnike virulence

Stevilo (%) izolatov E. coli
N =245

Adhezini
crl

fimH

iha

hra

papGll

eae
Avtotransporterji in toksini
sat

hbp

astA

vat

fluA

vixl

vix2

cnfl

cnf2

sta

eltA

estll

ehxA
Dejavniki, povezani z imunskim sisitemom
kpsMTII

iss

traT
ompTa

tcp
Privzem Zeleza
iuch

iroN

irp2

fyuA

iutA
Mikrocin V
cvi
Genotoksin
usp

15 (100 %)*
188 (76,7 %)
12 (4,9 %)
43 (17,6 %)
9 (3,7 %)

0

7 (2.9 %)
10 (4,1 %)
27 (11,0 %)
7 (2.9 %)
51 (20,8 %)
2 (0,8 %)

1 (0,4 %)
13 (5,3 %)
5 (2,0 %)

0

0
0
0

21 (8,6 %)
40 (16,3 %)
119 (48,6 %)
38 (15,5 %)
3 (1,2 %)

31 (12,7 %)
22 (9,0 %)

61 (24,9 %)
46 (18,8 %)
42 (17,1 %)

20 (8,2 %)

13 (5,3 %)

*Narejeno samo pri izolatih brez drugih dejavnikov virulence.

Najbolj enakomerno so bili razporejeni geni, ki pomagajo bakterijam privzeti Zelezo. Najvec

izolatov, to je 61 (24,9 %), je imelo gen irp2. Geni fyuA smo pomnozili pri 46 (18,8 %), gen
IutA pri 42 (17,1 %), iucD pri 31 (12,7 %) in iroN pri 22 (9,0 %) izolatih.
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Gen za Mikrocin V cvi smo nasli pri 20 (8,2 %) izolatih, usp pa pri 13 (5,3 %). Za lazji
pregled rezultatov so podatki zapisani v tabeli 16.

V tabeli 17 smo prikazali porazdelitev genov za dejavnike virulence glede na filogenetsko
(pod)skupino izolatov E. coli. Zanimalo nas je ali imajo izolati iz filogenetskih skupin, ki so
povezane s patogenimi sevi (B2 in D) ve¢ genov za dejavnike virulence, kot izolati iz

komenzalnih filogenetskih skupin A in B1.

Tabela 17: Porazdelitev genov za dejavnike virulence glede na filogenetsko (pod)skupino.
Table 17: Distribution of virulence factors according to phylogenetic (sub)groups.

Geni za dejavnike Stevilo A Ay B1 B2, B2; D, D,
virulence izolatov E. 67 (100) 40 (100) 99 (100) 2 (100) 12 (100) 14 (100) 11 (100)
coli n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Adhezini
fimH 188 (76,7 %) 40 (59,7) 35(87,5) 80 (80,8) 2 (100) 11 (91,6) 10 (71,4)  10(90,1)
iha 12 (4,9 %) 0 5(12,5) 4 (4,0) 0 1(8,3) 2(143) 0
hra 43 (17,6 %) 6 (8,9) 8(20,0) 16 (16,2) 2 (100) 4 (33,3) 1(7,1) 5 (45,4)
papGllI 9 (3,7 %) 5(7,5) 3(7,5) 0 0 0 1(7,1) 0
eae 0 0 0 0 0 0 0 0
Avtotransporterji in
toksini
sat 7(2,9 %) 3(45) 0 1(1,0) 0 1(8,3) 2(143) 0
hbp 10 (4,1 %) 0 6 (15,0) 2(2,0) 0 0 1(7,1) 1(9,1)
astA 27 (11,0 %) 2(2.9) 7(17,5) 10 (10,1) 1 (50,0) 1(8,3) 5(35,7) 1(9,1)
vat 7(2,9 %) 0 1(2,5) 0 0 6 (50,0) 0 0
fluA 51 (20,8 %) 5(7,5) 12 (30,0) 24 (24,2) 2 (100) 4(33,3) 3(21,4) 1(9,1)
vitx1 2 (0,8 %) 0 0 1(1,0) 0 1(8,3) 0 0
Vitx2 1(0,4 %) 0 0 0 0 1(8,3) 0 0
cnfl 13 (5,3 %) 3(45) 3(7.5) 3(3,0) 0 2(16,7) 0 1(9,1)
cnf2 5 (2,0 %) 0 1(2,5) 4(4,1) 0 0 0 0
sta 0 0 0 0 0 0 0 0
eltA 0 0 0 0 0 0 0 0
estll 0 0 0 0 0 0 0 0
ehxA 0 0 0 0 0 0 0 0

Dejavniki, povezani z
imunskim sistemom

kpsMTII 21 (8,6 %) 2(2,9) 3(7,5) 3(3,0) 0 9 (75,0) 3(21,4) 1(91)
iss 40 (16,3 %) 1(1,5) 13 (32,5) 16 (16,2) 0 5 (41,7) 3(21,4) 2(18,2)
traT 119 (48,6 %) 13 (19,4) 22 (55,0) 62 (62,6) 1 (50,0) 6 (50,0) 7 (50,0) 8 (72,7)
ompTa 38 (15,5 %) 3 (4,5) 14 (35,0) 13 (13,1) 0 3(25,0) 2 (14,3) 3(27,2)
tep 3 (1,2 %) 0 1(2,5) 0 1 (50,0) 1(8,3) 0 0
Privzem zeleza
iucD 31 (12,7 %) 1(1,5) 8(20,0) 13(13,1) 0 4(33,3) 3(21,4) 3(27,2)
iroN 22 (9,0 %) 1(1,5) 6 (15,0) 7(7,1) 0 3(25,0) 2(14,3) 2(18,2)
irp2 61 (24,9 %) 14 (20,9) 10 (25,0) 19 (19,2) 1(50,0) 11 (91,6) 2(14,3) 2(18,2)
fyuA 46 (18,8 %) 11 (16,4) 10 (25,0) 11 (11,1) 1 (50,0) 8 (66,7) 2 (14.3) 2(18,2)
iutA 42 (17,1 %) 1(1,5) 13 (32.,5) 16 (16,2) 0 4(33,3) 5(35,7) 5 (45,4)
Mikrocin V
cvi 20 (8,2 %) 6 (8,9) 5 (12,5) 6 (6,1) 0 2 (16,7) 0 1(91)
Genotoksin
usp 13 (5,3 %) 0 1(2,5) 0 1(50,0) 10 (83,3) 1(7,1) 0
Brez DV* 21 (8,6 %) 15 (22,4) 1(2,5) 3(3,0) 0 0 2 (14,3) 0

Podatki za prevalence gena crl ni v tabeli, ker ga nismo pomnozili pri vseh izolatih.
®dejavnikov virulence.

Vse filogenetske (pod)skupine so imele gen za adhezin fimH; v najnizjem odstotku (59,7 %)

je bil zastopan v filogenetski (pod)skupini Ao. Gen iha je bil na splosno prisoten v nizkem
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odstotku; pomnozili smo ga v filogentskih (pod)skupinah A; (12,5 %), B1 (4,0 %), D; (14,3
%) in B23 (8,3 %). Gen hra je bil prisoten pri obeh izolatih iz filogenetske (pod)skupine B2,,
v visokem odstotku smo ga nasli v D, (45,4 %), B23 (33,3 %) in A; (20,0 %). Gen papGlI
smo nasli v nizkem odstotku 7,5 % samo pri filogenetskih (pod)skupinah Ag, A; in pri Dy v
(7,1 %). Gena za intimin eae nismo nasli pri nobenem izolatu E. coli iz zivil Zivalskega

izvora.

V skupini avtotransporterjev in toksinov smo pri vseh filogenetskih (pod)skupinah nasli gena
astA in fluA. Gena sat in vat smo nasli v nizkem odstotku. Prvi je razporejen v filogenetske
(pod)skupine Ag, B, B23 in Dy, drugi pa je imel vecino izolatov v filogenetski (pod)skupini
B23;. Gen hbp smo pomnozili v komenzalnih skupinah A; v 15,0 % in B1 v 2,0 %, le dva
izolata sta bila iz skupin D; in D,. Gena vtx1 in vtx2 sta bila prisotna pri 0,8 % in 0,4 %
izolatih, iz filogenetske (pod)skupine B1 in B23. Gen za citonekroti¢ni faktor 1 (cnfl) smo
pomnozili v vseh filogenetskih (pod)skupinah, razen v B2, in Dj;, cnf2 pa samo v

filogenetskih (pod)skupinah A; in B1. Ostalih genov iz te skupine nam ni uspelo pomnoziti.

Med geni iz skupine dejavnikov, povezanih z izogibanjem imunskemu sistemu gostitelja, smo
pomnozili vse gene, razen gena tcp, v skoraj vseh filogenetskih (pod)skupinah. V filogenetski

(pod)skupini B2, sta bila samo dva izolata, pri katerih smo potrdili prisotnost gena traT in tcp.

Podobno sliko smo dobili tudi v skupini genov, povezanih z privzemom Zeleza. Vse gene smo
pomnozili v vseh filogenetskih (pod)skupinah, razen v podskupini B2,. Tu smo uspeli

pomnoziti samo gena irp2 in fyuA.

Mikrocin V cvi smo pomnozili v vseh filogenetskih (pod)skupinah, razen B2, in Dy, v ve¢jem
odstotku v filogenetski (pod)skupini B2; (16,7 %).

Genotoksin usp smo v visokem odstotku pomnozili v filogenetski (pod)skupini B23 (83,3 %),

po en izolat smo pomnozili e v filogenetskih (pod)skupinah A;, B2, in D;.

Pri zivilih Zivalskega izvora je bilo 21 (8,6 %) izolatov brez dejavnikov virulence, vecina iz
filogenetske (pod)skupine Ay. Pri teh izolatih smo pomnozili gen za adhezin crl. Vseh 15
izolatov je bilo pozitivnih na gen crl. Tri (14,3 %) izolate brez genov za dejavnikov virulence
smo izolirali iz filogenetske (pod)skupine B1, 2 (3,0 %) izolataiz D; in 1 (2,5 %) iz A;.
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4.8 PRIMERJAVA GENOTIPOV ESBL POZITIVNIH E. coli IZ ZIVIL ZIVALSKEGA
IZVORA, IZOLATOV 1Z SPODNJIH DIHALNIH POTI IN UROPATOGENIH
IZOLATOV

Med seboj smo primerjali izolate 16 ESBL pozitivnih E. coli iz Zivil Zivalskega izvora s 43
ESBL pozitivnimi izolati iz spodnjih dihal in 56 ESBL pozitivnimi izolati iz urogenitalnega
trakta. Primerjali smo 14 genov za razli¢ne dejavnike virulence.

Tabela 18: Primerjava dejavnikov virulence med ESBL pozitivnimi izolati E. coli.
Table 18: Comparing virulence factors between ESBL — positive E. coli isolates.

Geni za dejavnike ESBL E. coli iz Zivil ESBL E. coli iz spodnjih ESBL E. coli iz
virulence Zivalskega izvora dihal urogenitalnega trakta
fimH 16 (100 %) 39 (90,7 %) 43 (76,8 %)
iha 2 (12,5 %) 31 (72,1 %) 34 (60,7 %)
hra 4 (25,0 %) 12 (27,9 %) 1(1,8 %)
sat 0 30 (69,8 %) 43 (76,8 %)
vat 0 2 (4,7 %) 3 (54 %)
fluA 4 (25,0 %) 36 (83,7 %) 43 (76,8 %)
kpsMTII 2 (12,5 %) 35 (81,4 %) 43 (76,8 %)
iss 9 (56,3 %) 3(6,9 %) 3 (5,4 %)
traT 13 (81,3 %) 38 (88,4 %) 43 (76,8 %)
ompTa 9 (56,3 %) 28 (65,1 %) 2 (3,6 %)
irp2 5 (31,3 %) 38 (88,4 %) 50 (89,3 %)
fyuA 3 (18,8 %) 38 (88,4 %) 49 (87,5 %)
iutA 10 (62,5 %) 35 (81,4 %) 49 (87,5 %)
usp 1 (6,3 %) 35 (81,4 %) 42 (75,0 %)

V skupini adhezinov je bil gen fimH pomnozen v vseh treh skupinah, v nekoliko nizjem
odstotku (76,8 %) pri uropatogenih izolatih. Gen iha je bil pri sevih iz spodnjih dihalnih poti
in uropatogenih sevih pomnozen v podobnem odstotku, medtem ko je bil pri zivilskih ESBL
sevih ta odstotek nizek, in sicer 12,5 %. Podoben odstotek so imeli Zivilski in izolati spodnjih

VR

%.

V skupini avtotransporterjev in toksinov so bili v primeru gena sat in fluA genotipi izolatov

spodnjih dihalnih poti in uropatogenih izolatov podobni, medtem ko so imeli Zivilski ESBL
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sevi nizjo prevalenco genov za sat in fluA. Gen vat je bil pomnozen v nizkem odstotku pri

klini¢nih izolatih, pri Zivilskih izolatih pa nam ga ni uspelo pomnoziti.

V skupini genov, povezanih z izogibanjem imunskemu sistemu, smo opazili veliko
raznolikost. Gen traT je bil pomnoZen v podobno visokem odstotku pri vseh treh skupinah.
Gen ompTa je bil v visjem odstotku pomnozen pri zivilskih in izolatih spodnjih dihalnih poti,
pri uropatogenih pa samo v 3,6 %. Gen iss je bil pri zivilskih ESBL izolatih pomnozen v
56,3 %, pri izolatih spodnjih dihalnih poti in uropatogenih izolatih pa samo v 6,9 % in 5,4 %.
Gen kpsMTII je bil v visjem odstotku pomnozen pri izolatih spodnjih dihalnih poti in

uropatogenih izolatih, pri zivilskih ESBL izolatih pa samo v 12,5 %.

V skupini genov, odgovornih za privzem zeleza, so bili vsi trije geni (irp2, fyuA in iutA)
pomnozeni v visokem odstotku pri izolatih spodnjih dihalnih poti in uropatogenih izolatih. Pri
zivilskih ESBL izolatih pa so bili pomnoZeni v niZzjem odstotku. Edino gen iutA je bil pri

zivilskih ESBL izolatih pomnozen v vi§jem odstotku (62,5 %).

Genotoksin usp je bil pomnozen pri izolatih spodnjih dihalnih poti v 81,4 % in pri
uropatogenih izolatih v 75,0 %, pri zivilskih izolatih ESBL pa samo v 6,3 %.

4.8.1 Statisti¢na obdelava rezultatov ESBL pozitivnih izolatov E. coli iz Zivil Zivalskega

izvora v primerjavi z humanimi ESBL pozitivnimi izolati

Dobljene rezultate pri ESBL pozitivnin E. coli izolatih smo za boljso preglednost Se
statisticno obdelali s Fisherjevim eksaktnim testom. ESBL pozitivne seve E. coli izolirane iz
spodnjih dihalnih poti (n = 43) in urogenitalnega trakta (n = 56) smo za ta namen zdruzili v
isto skupino (n = 99) in jih primerjal z ESBL pozitivnimi izolati iz zivil zivalskega izvora (n =
16).

Primerjana podatka sta statisticno znacilno povezana takrat, kadar je vrednost P < 0,05.
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Tabela 19: Statistiéna primerjava ESBL pozitivnih izolatov E. coli med zivili Zivalskega izvora in humanimi
klini¢nimi izolati.

Table 19: Statistical comparison between ESBL positive E. coli isolates from food of animal origin and human
clinical isolates.

) o ESBL E. coli iz zivil ESBL E. coli izolirana
Geni za dejavnike

virulence Zivalskega izvora pri ljudeh P vrednost
$t. pomnoZenih genov $t. pomnoZenih genov
fimH 16 82 0,123
iha 2 65 0,762 x 10™
hra 4 13 0,253
sat 0 73 1,112 x 10°®
vat 0 5 1
fluA 4 79 0,299 x 10™
kpsMTII 2 78 5,070 x 107
iss 9 6 0,559 x 10°*
traT 13 81 1
ompTa 9 30 0,051
irp2 5 88 0,258 x 107
fyuA 3 87 4,199 x 107
iutA 10 84 0,073
usp 1 77 4,962 x 107

Poudarjene P vrednosti so bile statisti¢no znacilne za humane ESBL pozitivne izolate.
* statisti¢no zancilen za ESBL pozitivne zivilske izolate.

V nasi raziskavi so bili geni za dejavnike virulence iha, sat, fluA, kpsMTII, irp2, fyuA in usp
tudi statisticno znacCilni za ESBL pozitivne seve izolirane pri ljudeh iz spodnjega
respiratornega in urogenitalnega trakta. Gen iss pa je bil statisticno znalilen za ESBL

pozitivne seve izolirane iz zZivil zivalskega izvora.

4.9 PRIMERJAVA GENOTIPOV IZOLATOV E. coli 1Z ZIVIL ZIVALSKEGA I1ZVORA
IN HUMANIH CREVESNIH IZOLATOV

Primerjali smo 229 izolatov E. coli iz zivil zivalskega izvora S 55 klini¢nimi izolati, izoliranih

pri ljudeh z driskami. Primerjali smo prisotnost 14 genov za razli¢ne dejavnike virulence.

Pri primerjavi dejavnikov virulence smo opazili, da so v skupini adhezinov najbolj primerljivi

rezultati pri genu hra. Pri vseh ostalih genih iz te skupine je bil odstotek visji pri ¢revesnih
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sevih, kar je bilo pricakovano. Saj ¢revesni izolati nujno potrebujejo adhezine s katerimi se

pritrdijo na sluznico Crevesja, ¢e ne se hitro izlocijo s ¢revesno vsebino.

V skupini toksinov in avtotransporterjev je bil gen sat pri ¢revesnih sevih pomnozen v 27,3
%, v zivilskih izolatih pa samo v 2,9 %. Gen vat je bil pri obeh skupinah v dokaj nizkem
odstotku; pri Zivilih smo gen pomnozili v 2,9 %, pri ¢revesnih izolatih pa v 9,1 %. Gen fluA

smo pomnozili v 20,8 % pri izolatih Zivil zivalskega izvora, pri ¢revesnih pa v 30,9 %.

Tabela 20: Primerjava dejavnikov virulence med izolati E. coli iz zivil in klini¢nimi ¢revesnimi sevi izoliranimi
pri ljudeh.
Table 20: Comparing virulence factors between E. coli isolates from food and human clinical intestinal isolates.

Dejavniki virulence Zivilski izolati Crevesni izolati
fimH 188 (76,7 %) 53 (96,4 %)
iha 12 (4,9 %) 8 (14,5 %)
hra 43 (17,6 %) 8 (14,5 %)
sat 7 (2,9 %) 15 (27,3 %)
vat 7 (2,9 %) 5 (9,1 %)
fluA 51 (20,8 %) 17 (30,9 %)
kpsMTII 21 (8,6 %) 20 (36,4 %)
iss 40 (16,5 %) 15 (27,3 %)
traT 119 (48,6 %) 30 (54,5 %)
ompTa 38 (15,5 %) 12 (21,8 %)
irp2 61 (24,9 %) 30 (54,5 %)
fyuA 46 (18,8 %) 27 (49,1 %)
iutA 42 (17,1 %) 21 (38,2 %)
usp 13 (5,3 %) 5 (9,1 %)

V skupini genov za dejavnike, povezane z izogibanjem imunskemu sistemu, smo potrdili gena
traT in ompTa podoben odstoteku. Gen traT smo pomnozili v 48,6 % pri zivilskih izolatih in v
54,5 % pri ¢revesnih izolatih. Gen ompTa pa smo pri zivilskih izolatih pomnozili v 15,5 % in
pri ¢revesnih izolatih v 21,8 %. Gen iss smo pri zivilskih izolatih pomnozili v nekoliko nizjem
odstotku (16,5 %) kot pri ¢revesnih izolatih (27,3 %). Gen kpsMTII pa je bil pri ¢revesnih
izolatih zastopan v precej visjem odstotku (36,4 %) kot pa pri zivilskih izolatih (8,6 %).

V skupini genov za privzem zeleza so bili vsi trije geni (irp2, fyuA in iutA) pomnozeni v
vi§jem odstotku pri ¢revesnih sevih, in sicer v 54,5 %, 49,1 % in v 38,2 %. Pri zivilskih
izolatih pa smo irp2 pomnozili v 24,9 %, fyuA v 18,8 % in iutA v 17,1 %.
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Genotoksin usp je bil pri obeh skupinah pomnozen v nizkem odstotku, pri zivilskih izolatih v

5,3 % in ¢revesnih izolatih v 9,1 %.

4.9.1 Statisticna obdelava rezultatov izolatov E. coli iz Zivil Zivalskega izvora v

primerjavi z humanimi ¢revesnimi izolati

Za boljso preglednost rezultatov smo izolate E. coli iz zivil Zivalskega izvora in humane
Crevesne izolate Se statisticno obdelali s Fisherjevim eksaktnim testom. Med seboj smo
primerjali ESBL negativne izolate E. coli iz zivil Zivalskega izvora (n = 229) s humanimi

¢revesnimi izolati (n = 55), ki so bili izolirani pri ljudeh z diarejo.

Primerjana podatka sta statisticno znacilno povezana takrat, kadar je vrednost P < 0,05.

Tabela 21: Statisti¢na primerjava E. coli izolatov iz Zivil Zivalskega izvora z izolati E. coli izoliranimi pri ljudeh
z diarejo.

Table 21:Statistical comparison between E. coli isolates from food of animal origin and E. coli isolates from
humans with diarrhea.

. L E. coli iz Zivil Zivalskega E. coli izolirana pri
Geni za dejavnike ; . T
virulence ) |2\Core.1 ) ljudeh 5 dlfslrejo P vrednost
St. pomnoZenih genov St. pomnoZenih genov
fimH 188 53 0,005
iha 12 8 0,034
hra 43 8 0,559
sat 7 15 2,123 x 10
vat 7 5 0,060
fluA 51 17 0,217
kpsMTII 21 20 0,299 x 10°
iss 40 15 0,127
traT 119 30 0,765
ompT 38 12 0,429
irp2 61 30 0,165 x 10
fyuA 46 27 0,271 x 10™
iutA 42 21 0,003
usp 13 5 0,358

Poudarjene P vrednosti so bile statisticno znacilne za humane crevesne izolate.

V nasi raziskavi so bili geni fimH, iha, sat, kpsMTII, irp2, fyuA in iutA tudi statisticno znacilni

za seve E. coli, ki so bili izolirani pri ljudeh z diarejo.
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4.10 DOLOCANIJE SEKVENCNE SKUPINE ST131

4.10.1 Dolo¢anje sekvencne skupine ST131 pri ESBL pozitivnih izolatih E. coli iz Zivil

Zivalskega izvora

Izolate E. coli z ESBL in BSBL (n = 22) iz zivil zivalskega izvora smo pregledali za gen 025
in »gospodinjska« gena mdh36 in gyrB47, ki sta znaCilna za sekven¢no skupino ST131.

Rezultati so prikazani v tabeli 22.

Tabela 22: Kombinacije alelov dveh »gospodinjskih« genov in gena O25 za 22 testiranih zivilskih izolatov.
Table 22: Combination of two housekeeping genes and gen O25 for 22 tested isolates.

»gospodinjski« geni

Zaporedna §t. izolata
. . mdh36 gyrB47 025
ESBL pozitivne E. coli

74 - -
78 - -
713 - -
717 + -
7.24 - -
725 - -
738 - -
7.39 - -
7,102 - -
7,131 - -
7,178 - -
7,183 - -
7.202 - -
7.208 - -
7.209 - -
7.210 - -
7,211 - -
7212 - -
7213 - -
7.214 - -
7.215 - -
$22 - -
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Pri 22 izolatih E. coli z ESBL ali BSBL encimi iz zivil zivalskega izvora nam je uspelo samo
pri izolatu Z 17 pomnoziti alel »gospodinjskega« gena mdh36. Protokol za PCR, povzet po
literaturi (Johnson in sod., 2009), v primeru »gospodinjskega« gena gyrB47 ni deloval. Pri
nobenem ESBL pozitivnem izolatu E. coli nam ni uspelo pomnoziti gena O25. Rezultati so

pokazali, da noben Zzivilski izolat ni pripadal sekven¢ni skupini ST131.

4.10.2 Dolocanje sekvencne skupine ST131 pri ESBL pozitivnih izolatih E. coli pri

klini¢nih uropatogenih izolatih izoliranimi pri ljudeh

ESBL pozitivni izolati E. coli iz urogenitalnega trakta so bili v diplomski nalogi (Velikonja,
2013) pregledani na gen O25. Mi smo jih po protokolu PCR, povzetemu po literaturi
(Johnsona in sod., 2009), pregledali ¢ na »gospodinjska« gena mdh36 in gyrB47. Enako kot

pri zivilskih izolatih, gen gyrB47 po protokolu nismo uspeli pomnozit.

Tabela 23: Analiza uropatogenih izolatov za sekven¢no skupino ST131.
Table 23: Analysis of uropathogenic isolates for sequence group ST131.

Zaporedna Stevilka mdh36 gyrB47 025 ST131
izolata ESBL
pozitivne E. coli

ESP 1 - - -
ESP 2 -
ESP 3 + - -
ESP 5 + + ST131
ESP 6 + - -
ESP 8 + + ST131
ESP 9 + B ST131
ESP 10 + + ST131
ESP 11 - - -
ESP 12 -
ESP 13 + + ST131
ESP 14 + + ST131
ESP 15 - - -
ESP 16 + + ST131
ESP 17 + + ST131
ESP 18 + + ST131
ESP 19 + + ST131
ESP 20 + + ST131

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje Tabela 23: Analiza uropatogenih izolatov na sekvenéno skupino ST131.
Sequel Table 23: Analysis of urogenital isolates for sequence group ST131.

Zaporedna Stevilka mdh36 gyrB47 025 ST131
izolata ESBL
ozitivne E. coli

ESP 22 + + ST131

ESP 24 + - -

ESP 26 - - -

ESP 28 + - -

ESP 30 - + -

ESP 32 + - -

ESP 35 - - -

ESP 37 + + ST131

ESP 39 + + ST131

ESP 41 + + ST131

ESP 43 + + ST131

ESP 45 + + ST131

ESP 47 + + ST131

ESP 49 + + ST131

ESP 51 + + ST131

ESP 53 + + ST131

ESP 55 + - -

ESP 57 + + ST131

ESP 60 + + ST131
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Med 56 urogenitalnimi izolati jih je 35 (62,5 %) pripadalo sekven¢ni skupini ST131.

4.10.3 Doloc¢anje sekvencne skupine ST131 pri ESBL pozitivnih izolatih E. coli iz

spodnjih dihalnih poti

ESBL pozitivni izolati E. coli iz spodnjih dihal so bili v diplomski nalogi (Molan, 2013)
pregledani na sekven¢no skupino ST131. Analizirali so vseh sedem »gospodinjskih« genov
(analiza MLST). Spodnja tabela je povzeta iz diplomske naloge, prikazani so samo izolati,

analizirani na sekven¢no skupino ST131 in uporabljeni za primerjavo z zivilskimi izolati.

Tabela 24: Kombinacije alelov sedmih »gospodinjskih« genov in sekvencna skupina (ST) za 6 izolatov,

uporabljenih za primerjavo z zivilskimi izolati (Molan, 2013).

Table 24: Combination of alels of seven housekeeping genes and sequence types (ST) for 6 isolates, used for

comparison with food isolates. (Molan, 2013).

»gospodinjski« geni
Zaporedna $t.
izolata . Sekvenéna
ESBL pozitivne E. adk fumC  gyrB icd mdh  purA recA skupina (ST)

coli
167 53 40 47 13 36 28 29 ST 131
180 53 40 47 13 36 28 29 ST 131
189 36 24 9 13 17 11 25 ST 73 Cplx® - NKP
191 53 40 47 13 36 28 29 ST 131
195 53 40 47 13 36 28 29 ST 131
205 53 40 47 13 36 28 29 ST 131

Med 43 ESBL pozitivnimi E. coli izolati iz spodnjih dihal jih je 29 (67,4 %) pripadlo
sekvenéni skupini ST131 (Molan, 2013).
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5 RAZPRAVA

Uporaba antibiotikov v humani in veterinarski medicini omogoca u¢inkovito obrambo v boju
pred Stevilnimi bakterijskimi boleznimi, vendar je dolgotrajna in pogosto tudi neupravic¢ena
raba privedla do pridobljene odpornosti bakterij proti razlicnim skupinam antibiotikov
(Livermore, 2009). Zdravljenje okuzb, ki jih povzrocajo odporne bakterije, je postal resen
svetovni zdravstveni problem. Najvecji problem predstavljajo encimi ESBL, ki posredujejo
odpornost proti cefalosporinom 3. in redkeje 4. generacije. Geni za encime ESBL se nahajajo
na plazmidih, ob njih pa najveckrat najdemo $e¢ gene za odpornost proti kinolonom. Zadnje
desetletje je bilo veliko objav, v katerih avtorji obravnavajo klini¢ne bakterijske seve E. coli,
ki izlo¢ajo encime ESBL in/ali PMQR. Vir bakterijskih sevov, ki imajo v svojem genomu
nabor razli¢nih virulentnih dejavnikov in hkrati gene, povezane z determinantami odpornosti
proti antibiotikom, naj bi bile zivali namenjene za prehrano. Med zakolom in predelavo naj bi
se ti sevi prenesli v zivila, kar bi posledi¢no predstavljalo nevarnost za ljudi (Arslan in sod.,
2008; Ben Slama in sod., 2010).

V nasem delu smo pregledali 526 vzorcev Zzivil Zivalskega izvora. Pri malo manj kot polovici
vzorcev, in sicer 245 (46,6 %), smo izolirali bakterijo E. coli, ki je v Zivilih sicer pokazatelj
fekalne kontaminacije. Za vecino teh vzorcev je pred zauzitjem potrebna termi¢na obdelava, S
katero uni¢imo bakterijo E. coli, vendar pa smo E. coli nasli tudi med 3 (8,6 %)
pasteriziranimi izdelki in v izdelkih, ki so namenjeni za neposredno uporabo (angl. Ready to
eat, RTE). Bakterijo E. coli smo tako potrdili v 14 (16,9 %) vzorcih susenih mesnin, v 3 (30,0
%) zasekah, 3 (50,0 %) seve v skuti iz kravjega mleka, 1 (100 %) sev v maslu, 2 (100 %) seva
v skuti in 1 (100 %) sev siru iz kozjega mleka. V primeru omenjenih mlecnih izdelkov je
preiskano Stevilo vzorcev premajhno za statisticno analizo. Vendar pa dejstvo, da se E. coli

nahaja tudi v pasteriziranih in RTE izdelkih, pomeni tveganje za zdravje ljudi.

Med 245 sevi bakterije E. coli je bilo 16 (6,5 %) sevov ESBL pozitivnih. Med njimi je bilo 12
(75 %) sevov iz vzorcev mletega mesa in mesnih pripravkov, 2 (12,5 %) seva iz vzorcev
susenih mesnin, 1 (6,3 %) iz svinjskega mesa in 1 (6,3 %) iz vzorca $koljk. Pri proizvodnji
mesnih izdelkov je meso podvrzeno Stevilnim postopkom, kot so mletje, dodajanje za¢imb in
mesanje, kar predstavlja vecji faktor tveganja, da v izdelek vstopijo bakterije, tudi patogene.
Za primerjavo navajamo podatek, da smo v nepredelanem svinjskem mesu kot vhodni

surovini potrdili le 1 (7,5 %) ESBL pozitivni sev bakterije E. coli.
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ESBL pozitivni sev smo potrdili tudi v skoljkah klapavicah. Slovensko morje, ki je del
severnega Jadrana, je zalivskega tipa in zato ekolosko izredno obcutljivo in ranljivo. Severna
tretjina (del TrzaSkega zaliva) je plitva in onesnazena, saj se vanj izlivajo vecje reke, ki s
seboj prinasajo komunalne in industrijske odplake, intenziven pa je tudi ladijski promet
(Henigman in sod., 2015). Skoljke so filtratorji in se prehranjujejo s precejanjem drobnih
vodnih organizmov. Zaradi onesnazenosti slovenskega morja je bakterija E. coli pogosto
prisotna v $koljkah, zato je pred zauzitjem nujno potrebna termi¢na obdelava (Lees, 2000; Le
Guyader in sod., 2003).

Z disk difuzijsko metodo smo ugotavljali obcutljivost 158 izolatov E. coli za 22 antibiotikov.
Kar dve tretjini (67,8 %) pregledanih izolatov je bilo obc¢utljivih za vse testirane antibiotike.
Obcutljivi so bili vsi izolati E. coli iz mleka in mle¢nih izdelkov, 82 (76,6 %) izolatov iz mesa
in mesnih izdelkov in stirje izolati iz jajc ter en izolat iz bakalaja. Po podatkih Evropske
agencije za uporabo antibiotikov v veterinarski medicini ESVAC (angl. European
Surveillance of Veterinary Antimicrobial Consumption) za leto 2011, je bila Slovenija na 21.
mestu med 25 drZzavami, gledano na koli¢ino porabljenih protimikrobnih zdravil v Zivinoreji
(ESVAC, 2013). To pa je najbrz razlog, da sta bili dve tretjini sevov obcutljivih za vse

testirane antbiotike.

Med 51 (32,3 %) izolati E. coli, ki so bili odporni proti vsaj enemu antibiotiku, jih je vecina iz
skupine mesa in mesnih pripravkov, samo dva izolata sta bila iz skupine jajc in jajénih
izdelkov. Oba (3,9 %) izolata iz jajénega melanza sta bila odporna samo proti florfenikolu,
kar je presenetljivo. Florfenikol je namre¢ protimikrobno zdravilo, ki se uporablja izklju¢no v
veterinarski medicini, in sicer za zdravljenje obolenj dihalnih poti za prasi¢je pitance In
brojlerje. Uporaba florfenikola je pri nesnicah prepovedana. Sedem izolatov, odpornih proti
florfenikolu smo potrdili v nasi $tudiji. Vsi so bili iz skupine MDR odpornih bakterij. Med
antibiotike, ki se uporabljajo izklju¢no v veterinarski medicini, spadata tudi enrofloksacin in
neomicin. Prvi spada v skupino kinolonov in se uporablja za zdravljenje okuzb dihal,
prebavil, septikemij, artritisov in mastitisov pri govedu, drobnici, prasi¢ih in perutnini. Poleg
tega ga uporabljajo Se pri psih za zdravljenje okuzb urogenitalnega trakta. Nasli smo 16 (31,4
%) izolatov, odpornih proti kinolonom: 8 (15,7 %) izolatov je bilo iz vzorcev mesnih
pripravkov, 3 (5,9 %) iz perutninskega mesa, po 2 (3,9 %) iz mletega mesa in suSenih mesnin

ter en (1,9 %) izolat iz prasic¢jega mesa. Odpornost proti neomicinu smo ugotovili pri 4 (7,8
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%) izolatih E. coli. Po podatkih ESVAC (2013) so bili kinoloni na drugem mestu v letu 2011
po uporabljenih skupinah antibiotikov, prvo mesto so zasedli tetraciklini. Aminoglikozidi,
kamor spada neomicin, pa so skupina manj prodajanih antibiotikov. V Sloveniji se je v letu
2011 zmanjsala prodaja protimikrobnih zdravil za 6 %, vendar to ne velja za skupino
fluorokinolonov. Njihova prodaja je v letu 2011 narasla, kot razlog pa je bila navedena
okuzba ene mati¢ne jate z E. coli. Kot ustrezen antibiotik pa se je obnesel edino enrofloksacin
(ESVAC, 2013). Kljub vsemu je odpornost proti izklju¢no veterinarskim antibiotikom
bistveno nizja, saj smo pri ostalih antibiotikih nasli visji odstotek odpornih sevov. Kar 31
(60,8 %) izolatov je bilo odpornih proti ampicilinu, sledili so tetraciklin s 30 (58,8 %),
sulfonamid s 25 (49,0 %), trimetoprim s 24 (47,0 %), streptomicin s 23 (45,1 %), cefalotin z

21 (41,2 %) in trimetoprim s sulfametoksazolom z 19 (37,3 %) odpornimi izolati.

Mayer in sod. (2007) so primerjali odpornost bakterij E. coli, ki so bile izolirane iz Zivil,
zivali in ljudi. Izolati E. coli iz Zivali in zivil Zivalskega izvora so imeli najvi§jo odpornost
proti tetraciklinu (57 %), sledili so ampicilin (38 %) in trimetoprim v kombinaciji s
sulfametoksazolom (37 %). Odpornost proti kloramfenikolu je bila 18,4 %. V primerjavi z
naSo Studijo so ugotovili vi§jo odpornost proti antibiotikom, ¢eprav je seznam antibiotikov,

proti katerim so bile bakterije E. coli odporne, precej podoben.

Pri $koljkah smo za analizo odpornosti izolatov E. coli uporabili mikrodilucijsko metodo za
ugotavljanje minimalne inhbitorne koncentracije (MIC). Z njo nam je uspelo analizirati 72
izolatov E. coli, 13 izolatov pa ni prezivelo shranjevanja na vbodnikih. Pri teh 13 izolatih je
bila prvotno narejena disk difuzijska metoda, pri katerih jih je bilo 10 obcutljivih za vseh 22
preiskanih antibiotikov, pri ostalih treh izolatih E. coli pa sta bila po dva izolata odporna proti

tetraciklinu in ampicilinu, en izolat pa je bil odporen proti kinolonom.

Z mikrodilucijsko metodo so bili preiskani izolati E. coli iz $koljk najpogosteje odporni proti
tetraciklinu, in sicer 25 (34,7 %) sevov. Sledilo je 21 (29,2 %) sevov odpornih proti
ampicilinu, 20 (27,8 %) proti sulfonamidu, 12 (18,1 %) proti trimetoprimu, po 3 (4,2 %) proti
ceftazidimu in cefotaksimu, po 2 (2,7 %) proti gentamicinu in kloramfenikolu ter 1 (1,4 %)
proti kolistinu. Skoljke kot filtratorji morja lahko vsebujejo Stevilne mikroorganizme, ki
pridejo preko kanalizacije v morje, zato relativno visoka odpornost ni presenetljiva. Skoljke

kot ekosistem so neke vrste okoljski pokazatelji odpornosti bakterij v okolju.
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Z dobljenimi rezultati smo potrdili naso prvo hipotezo, da lahko iz Zzivil zivalskega izvora
izoliramo seve E. coli, ki so odporni proti betalaktamskim antibiotikom in kinolonom. Skupaj
je bilo iz zivil zivalskega izvora izoliranih 55 (22,4 %) sevov E. coli, odpornih proti

betalaktamskim antibiotikom, in 16 (6,5 %) sevov odpornih proti kinolonom.

Z mikrodilucijsko metodo smo preverili tudi odpornost pri 55 klini¢nih izolatih E. coli iz
¢revesja ljudi z driskami. Na NLZOH so preverili izolate na prisotnost genov, ki so znacilni
za enteropatogene izolate E. coli. Razen enega, ki je bil pozitiven za gen aap, so bili
presenetljivo vsi izolati negativni za gene za dejavnike virulence. Pri ¢revesnih sevih je bil
proti ampicilinu 17 (30,9 %), kinolonom 14 (25,5 %), sulfonamidu 13 (23,6%), trimetoprimu

8 (14,5 %), kloramfenikolu 4 (7,3 %) ter ceftazidimu, cefotaksimu in azitromicinu 2 (3,8 %).

Primerjava odpornosti izolatov iz $koljk in kli¢nih ¢revesnih izolatov ljudi kaze, da je
odstotek odpornosti pri obeh skupinah zelo podoben za vecino testiranih antibiotikov. Iz
rezultatov lahko sklepamo, da kljub cistilnim napravam (fekalije se iztekajo v morje) izolati iz
Skoljk posedujejo enako fenotipsko odpornost proti antibiotikom kot ¢revesni sevi ljudi. To
potrjujejo tudi rezultat disk difuzijske metode s katero smo preverili odpornost sevov E. coli
iz mesa in mesnih izdelkov, mleka in mle¢nih izdelkov ter jajc. Proti ampicilinu je bilo
odpornih 20,3 % sevov, kar je priblizno 10,0 % manj kot pri skoljkah in ¢revesnih izolatih
ljudi. Razlika je tudi v odpornosti proti kinolonom. Sevi iz mesa in mesnih izdelkov so bili
odporni proti kinolonom v 10,1 %, sevi iz §koljk v 1,2 % in ¢revesni izolati v 25,5 %. Sevi iz
mesa in mesnih izdelkov so bili v nizjem odstotku odporni tudi proti tetraciklinom in

sulfonamidom v primerjavi s sevi iz $koljk in ¢revesnimi sevi ljudi.

Ce pogledamo rezultate z vidika odpornosti Zivilskih in klini¢nih sevov E. coli proti razli¢nim
skupinam antibiotikov, vidimo, da so bili oboji odporni proti istim skupinam, kar ovrze naso
tretjo hipotezo, da so sevi E. coli, izolirani iz zivil zZivalskega izvora odporni proti drugim

protimikrobnim zdravilom, kot sevi, izolirani pri ljudeh.

Mayer in sod. (2007) so preverili odpornost bakterije E. coli, izolirane iz urina in hemokultur
(34 %), piperacilin (28 %), trimetoprim s sulfametoksazolom (27 %), ampicilin s

sulbaktamom (13 %) in kinoloni 2. generacije (9 %). S primerjavo njihovih klini¢nih izolatov
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z nasimi Smo opazili podoben odstotek odpornosti proti tetraciklinu (34 % oz. 36,4 %),
vendar nizjega za ampicilin (39 % oz. 30,9 %), in precej visji odstotek odpornih izolatov proti
kinolonom (9 % o0z. 25,5 %).

S klasi¢no metodo PCR smo ugotavljali gene za odpornost proti cefalosporinom 3. generacije.
Pri izolatih iz zivil zivalskega izvora smo pomnozili 16 genov za encime ESBL, od tega 12
blactx-m-1, 2 blacTx-m-9 In 2 blaspy.12. Ko smo izolate iz zivil Zivalskega izvora primerjali z
ESBL pozitivnimi izolati iz spodnjih dihalnih poti in urogenitalnega trakta pri ljudeh, smo
nasli dokaj podobno razporeditev encimov za skupine ESBL. Pri vseh treh skupinah vzorcev
je bil v najvisjem odstotku zastopan zapis za skupino CTX-M-1 (83,7, 76,8 in 75,0 %),
sledila je skupina CTX-M-9 (13,9, 12,5 in 10,7 %). V nizjem odstotku (12,5 %) je bil
zastopan zapis za encime skupine SHV pri zivilskih in uropatogenih vzorcih. Pri izolatih iz
spodnjih dihalnih poti pa je bila skupina SHV zastopan samo v 2,3 %. Rezultati razporeditve
encimov v skupine ESBL pri zivilskih in klini¢nih vzorcih tudi kazejo, da med njimi krozijo
zelo podobni sevi E. coli. Pri tem pa se postavlja vpraSanje, ali se odporni sevi prenasajo iz
zivil zivalskega izvora na ljudi in ali ljudje med rokovanjem z zivili v prehrambeni industriji
prenaSajo odporne seve na hrano. Rezultati so ovrgli naso Cetrto hipotezo, da se geni za
izloCanje betalaktamaz pri sevih E. coli, izoliranih iz zivil, razlikujejo od genov pri sevih E.

coli, ki jih izoliramo pri ljudeh.

Podobne raziskave so opravili v §tevilnih evropskih drzavah. Na Nizozemskem so ugotovili
visok odstotek (79,8-94 %) ESBL pozitivnih izolatov v pis¢ancjem mesu (Leverstein van
Hall in sod., 2011; Kluytmans in sod., 2011). Nasprotno pa v Svici pri pregledu 104 vzorcev
mletega mesa in 100 vzorcev surovega mleka niso nasli nobenega ESBL pozitivnega izolata
E. coli (Geser in sod., 2012). V podobni raziskavi v Sloveniji je kar 76,3 % E. coli ESBL
pozitivnih izolatov iz pis¢anéjega mesa imelo zapis za encime iz skupine CTX-M-1, 1,3 % jih
je imelo zapis za skupino CTX-M-2 in 22,2 % za encime iz skupine SHV (Ambrozi¢
Avgustin in sod., 2012). V zadnjem Casu pa se pri perutnini pojavlja vse vecje Stevilo
odpornih bakterij E. coli, tudi ESBL. V nasi raziskavi smo analizirali premalo vzorcev iz
perutninskega mesa za kakrSenkoli zakljucek. Med izolati iz mleka in mle¢nih izdelkov so bili
vsi, tako kot v Svici, obéutljivi na testirane antibiotike. Vendar je bilo enako kot zgoraj stevilo

vzorcev premajhno, da bi sklepali, kaksen je odstotek ESBL pozitivnih izolatov.
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Enako kot pri genih za encime ESBL smo s klasi¢no metodo PCR preverjali prisotnost genov
PMQR, in sicer gnrA, gnrB in gnrS. V tem primeru so se rezultati nekoliko razlikovali; pri 10
(1,6 %) zivilskih izolatih smo pomnozili gen za qnrS, pri izolatih spodnjih dihalnih poti,
uropatogenih in ¢revesnih izolatih ljudi pa tega gena nismo uspeli pomnoziti. Gen gnrB smo
pomnozili pri 1 (0,6 %) zivilskem izolatu, pri 2 (4,7 %) izolatih iz spodnjih dihalnih poti, pri 1
(1,8 %) urogenitalnem izolatu in pri 2 (3,6 %) ¢revesnih izolatih. Gena gnrA nismo uspeli
pomnoziti. V nasi raziskavi so sevi E. coli iz Zivil zivalskega izvora imeli enako kot klini¢ni
sevi razlicne gene za betalaktamaze in gene za odpornost proti kinolonom, kar potrjuje naso

drugo hipotezo.

V Sloveniji so Trkov in sod. (2014) pregledali 84 izolatov bakterije E. coli iz zivil na
prisotnost genov PMQR gnr. Vendar jim ni uspelo pomnoZiti nobenega alela gnr. Nasi
rezultati se ujemajo s podatki iz literature, po katerih je odstotek genov za odpornost proti
kinolonom pri izolatih iz zivil nizek. Rezultati so zelo zanimivi, ker so kinoloni tako v humani
kot v veterinarski medicini pogosto predpisana oz. uporabljena protimikrobna zdravila. Glede
na to, da smo nasli nizek odstotek genov gnr pri vseh pregledanih izolatih, je vzrok za visjo

fenotipsko odpornost proti kinolonom pric¢akovano kromosomskega izvora.

Z metodo po Clermontu smo izolate E. coli razvrstili v filogenetske (pod)skupine (Clermont
in sod., 2000). Po pri¢akovanju se je vecina izolatov spodnjih dihalnih poti in uropatogenih
izolatov uvrstila v filogenetski skupini B2 (72,1 in 67,9 %) in D (20,9 in 19,6 %). V ti dve
skupini so navadno uvrsceni patogeni izolati (Clermont in sod., 2008; Deschamps in sod.,
2009; Derakhshandeh in sod., 2013). Crevesni sevi so bili bolj enakomerno razporejeni v
komenzalne in patogene filogenetske skupine, medtem ko je bila vecina Zivilskih izolatov E.
coli uvr§¢ena v komenzalni skupini A (43,7 %) in B1 (40,4 %), v skupino B2 in D pa bistveno
manj (5,7 % oz. 10,2 %). O podobnih rezultatih porocajo tudi pri analizi zivil v Juzni Koreji,
Kjer se je 46,3 % sevov razvrstilo v filogenetsko skupino A, 43,2 % v skupino B1, 9,2 % v
skupino D in samo 1,3 % v skupino B2 (Koo in sod., 2012). Tudi v Sloveniji so Trkov in sod.
(2014) dobili podobne rezultate, in sicer se je med 84 izolati E. coli iz zivil ve¢ina uvrstila v
filogenetski skupini A (50 %) in B1 (35,7 %). V skupino D se je uvrstilo 11,9 %, v B2 pa 2,4
%. Opazimo lahko, da je razporeditev v filogenetske skupine izolatov iz nasih vzorcev zivil in

zgoraj omenjenih raziskav precej podobna.
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V nasi nalogi smo s klasi¢no metodo PCR preverjali prisotnost genov za dejavnike virulence
iz skupine adhezinov, avtotransporterjev in toksinov, dejavnikov povezanih z imunskim

sistemom, dejavnikov za privzem Zeleza, mikrocina V in genotoksinov.

Adhezine uvrs¢amo med pomembnejSe dejavnike bakterijske patogenosti, ker omogocijo
zacCetek pritrditve na celice gostitelja in s tem otezujejo odstranitev z mesta okuzbe oziroma iz
telesa (Mulvey, 2002). Zato ni nakljucje, da nam je uspelo pomnoziti najve¢ dejavnikov
virulence prav iz te skupine. V najvi§jem odstotku smo pomnozili gen za adhezin fimH, in
sicer 76,7 % pri izolatih iz zivil in 96,4 % pri ¢revesnih izolatih. Zanimivo je, da sta odstotka
zelo podobna pri zivilskih in uropatogenih ESBL pozitivnih izolatih E. coli (76,7 in 76,8 %),
medtem ko so ¢revesni izolati bolj podobni ESBL pozitivnim izolatom E. coli spodnjih
dihalnih poti (96,4 in 100 %). Pri nefimbrijskem adhezinu iha nam je uspelo pomnoziti gen
samo V 4,9 %, medtem ko smo ga pri ¢revesnih v 14,5 % in pri uropatogenih v 60,7 %. Pri
izolatih spodnjih dihalnih poti ga je Molan (2013) pomnozila v kar 72,1 %. Pri gen za adhezin
hra smo pomnozili nizji odstotek pri uropatogenih izolatih (1,8 %), visji odstotek pa pri
¢revesnih izolatih (14,5 %) in Zivilskih izolatih (17,6 %). Medtem pa je Molan (2013) gen hra
pomnozilia v 27,9 %. Pri zivilskih izolatih smo preverjali $e prisotnost genov papGll in eae.
Gen papGII smo pomnozili v 3,7 %, gena eae pa nismo potrdili. Johnson in sod. (2009) so
gen za ahezin iha pomnozili v 57 %, gen papGll v 29 % in gen hra v 24 %. Adhezini so
zaradi svoje funkcije pomembena lastnost bakterijske celice, zato ni presenetljivo, da je gen
fimH moc¢no razsirjen v populaciji bakterij E. coli. Gen iha smo po pri¢akovanju pomnozili
pri zivilskih izolatih v nizjem odstotku kot pri klini¢nih vzorcih. Gen za adhezini predstavlja
prvi dejavnik virulence saj ta omogoca bakteriji, da se pritrdi na sluznico gostitelja. V
nasprotmen primeru se bakterija izloci iz telesa gostitelja s telesnimi teko¢inami oz. ¢revesno

vsebino (Reid in Sobel, 1987; Svanberg, 1986; Wineberg, 1984).

Nekatere patogene bakterije med kolonizacijo gostiteljevega tkiva ali po njej sproscajo
razli¢ne toksine in invazine, ki poSkodujejo gostiteljeve celice ali ekstracelularni matriks med
njimi. Na ta nacin lahko prodrejo v globlje celi¢ne plasti, kjer so bolj zasCitene pred
odstotek prisotnosti s tem povezanega gena fluA je opisala Molan (2013) pri izolatih spodnjih
dihalnih poti (83,7 %), v naSi raziskavi smo ga pomnozili v najvis§jem odstotku pri

uropatogenih izolatih (76,8 %), pri ¢revesnih in zivilskih pa samo v 30,9 oziroma 20,8 %.
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ey

uropatogenih 76,8 % izolatih, sledili so izolati spodnjih dihalnih poti s 69,8 % (Molan, 2013)
in ¢revesni izolati s 27,3 %. Pri izolatih iz zivil smo uspeli pomnoziti gen sat v samo 2,9 %.
Pri genu vat je bil odstotek pri vseh nizek, in sicer 9,1 % pri ¢revesnih, 5,4 % pri
uropatogenih, 4,7 % pri izolatih spodnjih dihalnih poti (Molan, 2013) in 2,9 % pri zivilskih
izolatih. Bakterijske izolate E. coli iz Zivil zivalskega izvora smo dodatno pregledali za gene
hbp, astA, vtx1 in 2, cnfl in 2, sta, eltA, estll in ehxA. Uspelo nam je pomnoziti gen astA v
11,0 %, gen hbp v 4,1 %, gena cnfl in cnf2 v 5,3 oziroma 2,0 % ter gena vix1 in vtx2 v 0,8
oziroma 0,4 %. Ostalih genov nismo uspeli pomnoziti. Johnson in sodelavci (2009) so potrdili
gen sat v nekoliko nizjem odstotku (56 %) pri izolatih iz spodnjih dihalnih poti in
uropatogenih izolatih, a v visjem odstotku pri ¢revesnih in zivilskih izolatih. Gen vat je bil
pomnozen v primerjavi z nasimi izolati v vi§jem odstotku (31 %). Iskali so tudi gen astA, Ki
so ga potrdili v 7 %, in gen cnfl, ki so ga pomnozili v 15 %. V tej skupini so bili rezultati v
skladu z domnevo, da so v zivilih zivalskega izvora komenzalni sevi E. coli z majhnim

odstotkom genov za dejavnike patogenosti.

Sposobnost bakterije, da se izogne gostiteljevi obrambi in postane invazivna, je v veliki meri
odvisna od sestave celi¢ne povrSine. Vloga kapsul, peptidoglikana, proteinov, pilov in
antigena O za virulenco je Ze dolgo ¢asa poznana (Johnson, 1991) . V tej skupini dejavnikov
virulence so bili rezultati precej razli¢ni. Najbolj so si bile skupine podobne pri odstotku
pojavljanja gena traT. V raziskavi slovenskih izolatov je Molan (2013) gen traT potrdila pri
88,4 % respiratornih izolatov, sledili so s 76,8 % izolati iz urogenitalnega trakta, s 54,5 %
izolati iz ¢revesja in z 48,6 % izolati iz zivil. Johnson in sod. (2009) so gen traT potrdili pri 60
% izolatov iz urina. Pri genu kpsMTII so bili rezultati podobni med izolati spodnjih dihalnih
poti (Molan, 2013) in urogenitalnimi izolati (81,4 % in 76,8 %). Medtem ko smo gen pri
¢revesnih izolatih pomnozili v 36,4 %, smo ga pri zivilskih uspeli pomnoziti samo v 8,6 %.
Rezultati kanadskih izolatov (Johnson in sod., 2009) iz urina in nasih izolatov iz
urogenitalnega trakta so bili podobni. Johnson in sodelavci (2009) so gen kpsMTII pomnozili
v 68 %, mi pa smo ga pomozili pri uropatogenih izolatih v 76,8 %. Gen ompT so v Kanadi
pomnozili v 71 % (Johnson in sod., 2009), podoben odstotek (65,1 %) je dobila tudi Molan
(2013) pri izolatih spodnjih dihalnih poti. Pri ¢revesnih izolatih smo ga pomnozili v 21,8 %,
pri zivilskih v 15,5 %, pri uropatogenih izolatih pa samo v 3,6 %. Gen iss smo pomnozili pri

¢revesnih izolatih v 27,3 %, pri zivilskih izolatih v 16,3 %, pri izolatih iz spodnjih dihalnih
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poti v 7,0 % in uropatogenih izolatih v 5,4 %. Pri zivilskih izolatih smo iskali §e virulentni
dejavnik tcp, ki pa smo ga pomnozili v samo 1,2 %. Tako kot pri skupini adhezinov, tudi v tej
skupini genov za dejavnike virulence vidimo iz rezultatov, da lahko med zivilskim in
Crevesnimi izolati ugotovimo dolocene povezave, kar poudarja pomen ¢loveskega faktorja v

proizvodnji zivil in nacela dobre higienske prakse.

Zelezo je nujen element za skoraj vse Zive organizme. Nizka topnost Zeleza pri nevtralnem pH
pod aerobnimi pogoji je prisilila patogene bakterije, da so razvile visoko ucinkovite
transportne sisteme, ki priskrbijo zadostno koli¢ino Zeleza za njihovo rast (Braun in sod.,
1998). Pri izolatih iz spodnjih dihalnih poti (Molan, 2013) in urogenitalnega trakta smo gene
za virulentne dejavnike irp-2, fyuA in iutA pomnozili v ve¢ kot 80 %. V priblizno enakem
odstotku so Johnson in sodelavci (2009) pomnozili gena fyuA in iutA (v 84 in 74 %). Ti
dejavniki virulence so bili manj pogosti pri izolatih iz ¢revesja, in sicer irp-2 v 54,5 %, fyuA v
49,1 % in iutA v 38,1 %. Ko primerjamo klini¢ne izolate z izolati iz zivil, imajo slednji

I odstotek teh dejavnikov virulence. Gen irp-2 smo pri izolatih iz zivil zivalskega

v

najniz;
izvora pomnozili v 24,9 %, fyuA v 18,8 % in iutA v 17,1 %. Izolate iz Zivil smo preiskali Se za
dejavnika virulence iucD in iroN; prvega smo pomnozili v 12,9 % in drugega v 9,0 %.
Johnson in sodelavci (2009) so pri izolatih iz urinarnega trakta uspeli pomnoziti iroN v 20 %.
Pri genih za dejavnike virulence povezanih s privzemom zeleza, so imeli sevi iz Zzivil

e e

izolatih, ki povzrocajo zunajérevesne okuzbe.

Gen usp kodira bakteriocin z endonukleazno aktivnostjo. Deluje kot protimikrobna molekula
in unicuje sorodne bakterije, ki zasedajo isto ekolosko niso, podobno kot kolicin (Riley, 1993;
prisotnosti gena usp pri izolatih spodnjih dihalnih poti (Molan, 2013) in uropatogenih izolatih,
in sicer 81,4 in 75,0 %. Johnson in sodelavci (2009) so gen pomnozili v 57 %. Prevalence
gena usp pri izolatih iz zivil je primerljiva s prevalence pri ¢revesnih izolatih, pri prvih smo
usp pomnozili v 5,3 %, pri drugih pa v 9,1 %. Pri statisti¢ni obdelavi podatkov s Fisherjevim
eksaktnim testom smo ugotovili, da so geni za dejavnike virulence iha, sat, fluA, kpsMTII,
irp-2, fyuA in usp statisticno znacilni za humane klicni ESBL pozitivne izolate E. coli.
Medtem, ko je gen iss statisti¢no znacilen za ESBL pozitivne izolate E. coli iz zivil zivalskega

izvora. Rezultati so pri¢akovani saj so bili haumani sevi E. coli izolirani pri ljudeh, ki so



M. Krizman: Raz§irjenost in genotipizacija sevov E. coli z ... betalaktamskim ... fluorokinolonom. 108
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017. Doktorska disertacija

kazali klini¢ne znake bolezni. Za gen iss pa ze dolgo velja, da je razpoznavna lastnost aviarnih
EXPEC sevov, ne pa tudi humanih (Johnson in sod., 2008). Pri ststisti¢ni analizi ESBL
negativnih izolatov E. coli pri zivilih zivalskega izvora in humanih klini¢nih sevih E. coli
izoliranih pri ljudeh z diarejo, smo ugotovili, da so bili geni za dejavnike virulence fimH, iha,
sat, kpsMTII, traT, irp-2, fyuA in iutA statisti¢no znacilni za ¢revesne izolate. Tudi te razultati

so bili pri¢akovani.

Nabor potencialnih izolatov E. coli ST131 lahko pripravimo z dolocitvijo prisotnosti genov za
antigen 025b z metodo PCR. Ta nabor lahko dodatno omejimo z dolocitvijo prisotnosti
nekaterih genov za dejavnike virulence, dokon¢no pa skupino ST ugotovimo le na podlagi
alelne kombinacije vseh sedmih »gospodinjskih« genov (Nicholas-Chanoine in sod., 2008).
Molan (2013) je 29 (67,4 %) izolatov spodnjih dihalnih poti uvrstila v sekven¢no skupino
ST131, podoben odstotek smo ugotovili tudi mi za uropatogene izolate 35 (62,5 %). Pri
nobenem izolatu iz zivil zivalskega izvora nismo uspeli pomnoziti antigena 025b, ki nam
pomaga zoziti nabor izolatov za analizo. Predstavniki skupine ST131 imajo ve¢ genov za
odpornost proti antibiotikom (tudi iz ve¢ skupin) in Stevilne gene za dejavnike virulence. E.
coli iz te skupine je razSirjena ze skoraj pandemicno, zato je potrebno okuzbe z ESBL
pozitivno E. coli nadzirati in ob morebitnem povecevanju izolatov tudi ustrezno ukrepati. V
zivilih zivalskega izvora nismo uspeli izolirati predstavnika sekvenéne skupine ST131, kar
lahko pomeni, da se ta skupina $e ni razsirila med populacijo rejnih Zivali oz. Se ni razSirjena

pri komenzalnih sevih E. coli.

Za naSo peto hipotezo smo postavili trditev, da se genotipi sevov E. coli, izoliranih iz zivil
zivalskega izvora in ljudi, med seboj razlikujejo. Rezultati so pokazali, da so sevi iz Zivil
zivalskega izvora in sevi iz ljudi razlicni, Saj so imeli razliéne genotipe. Iz sevov zivil
Zivalskega izvora nam je uspelo izolirati vecino preiskovanih genov za dejavnike virulence, a
so bili v vecini ti pomnozeni v nizjem odstotku kot pa pri sevih, izoliranih iz ljudi. To je
razumljivo, saj so bili izolirani klini¢ni sevi E. coli doloceni kot povzrocitelji okuzbe pri
ljudeh.

Odpornost proti protimikrobnim zdravilom pri komenzalnih sevih bakterije E. coli je
pokazatelj, kaksna je odpornost pri bakterijah v okolju, od koder prihajajo zivila za prehrano
ljudi. V danasnjem c¢asu so dostopna zivila z vsega sveta in iz razlicnih ekoloskih nis.

Posledi¢no lahko tako bakterije, ki so normalno prisotne v ¢loveski mikrobioti, in patogene
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bakterije, nosijo gene za odpornost in/ali gene za dejavnike virulence bakterijskih zdruzb po
vsem svetu. Pogosto poteka polemika med strokovnjaki s podro¢ja humane in veterinarske
medicine o vprasanju, kdo je bolj odgovoren za Sirjenje odpornih sevov bakterij, vendar

odgovor na to vpraSanje ni enostaven.

2
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resistant bacteria in their guts Resistant bacteria spreads resistant bacteria in their guts
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e

Slika 15: Pojav in prenos odpornih bakterij med ljudmi, Zivalmi in hrano (Vir: Kirbi$ in Krizman, 2015).
Figure 15: The occurrence and transfer of resistant bacteria via humans, animals and foodstuffs (Source: Kirbi§
in Krizman, 2015).

Pomembno je, da se zavedamo, da odporni sevi krozijo. Prepoznati moramo kriti¢ne tocke v
proizvodnji in predelavi zivil in prepreciti vstop takih sevov v prehransko verigo. Posebno
pozornost bi bilo treba nameniti ljudem, ki delajo v prehranski verigi. Njihovo stalno
izobrazevanje in ozaveSCanje o prenosu odpornih in/ali patogenih bakterijah je zelo

pomembno.

Ker je E. coli normalno prisotna v Crevesni mikrobioti ljudi in toplokrvnih Zzivali, so

industrijsko predelana Zivila in hrana Zivalskega izvora potencialni vir genov za odpornost in
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virulenco. Nasi rezultati so pokazali, da so v zivilih Zivalskega izvora v Sloveniji prisotni sevi
E. coli, ki so hkrati odporni proti ve¢ protimikrobnim zdravilom in/ali imajo pomembne
virulentne faktorje. Taki sevi lahko povzrocajo tezke okuzbe in zaradi svoje odpornosti

zdravljenje otezujejo, v€asih tudi onemogocijo.
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6 ZAKLJUCKI

V doktorski disertaciji so na podlagi zastavljenih hipotez nasi zakljucki naslednji:

1. hipoteza: iz zivil zivalskega izvora lahko izoliramo seve E. coli, ki so odporni proti

betalaktamskim antibiotikom in kinolonom.

Skupaj je bilo iz zivil Zivalskega izvora izoliranih 55 (22,4 %) sevov E. coli, odpornih
proti betalaktamskim antibiotikom, in 16 (6,5 %) sevov, odpornih proti kinolonom. Z
dobljenimi rezultati smo potrdili naso prvo hipotezo, da lahko iz zivil zivalskega izvora

izoliramo seve E. coli, ki so odporni proti betalaktamskim antibiotikom in kinolonom.

2. hipoteza: odporni sevi E. coli iz zivil zivalskega izvora imajo tako kot klini¢ni sevi

enega ali vec genov za razli¢ne betalaktamaze in gene za odpornost proti kinolonom.

V nasi raziskavi so sevi E. coli iz zivil zivalskega izvora imeli enako kot klini¢ni sevi
razlicne gene za betalaktamaze in gene za odpornost proti kinolonom, kar potrjuje naso
drugo hipotezo. Pri izolatih E. coli iz zivil Zivalskega izvora smo pri 12 izolatih pomnozili
gen blactx-m-1, pri 2 gen blacrx-m-9, pri 2 gen blasyy-12, pri 1 gen blacmy-2 in pri 6 gen
blarem-1. Gen za odpornost proti kinolonom gnrS smo pomnozili pri 10 izolatih iz zivil

Zivalskega izvora, qnrB pa pri 1 izolatu.

3. hipoteza: odporni sevi E. coli, izolirani iz zivil, so odporni proti drugim

protimikrobnim zdravilom, kot so sevi, izolirani pri ljudeh.

Ce pogledamo rezultate z vidika odpornosti Zivilskih in kliniénih sevov E. coli proti
razli¢nim skupinam antibiotikom, vidimo, da sta obe skupini odporni proti istim skupinam

antibiotikov, kar ovrze naso tretjo hipotezo.

4. hipoteza: geni za izlocanje betalaktamaz pri sevih E. coli, izoliranih iz Zzivil, se

razlikujejo od genov pri sevih E. coli, ki jih izoliramo pri ljudeh.

Zivilski in klini¢ni izolati so imeli zelo podoben odstotek zapisov za skupino encimov za
betalaktamaze. Med izolati iz zivil zivalskega izvora smo v 75 % ugotovil zapis za encime
skupine CTX-M-1 83,7 0z. 76,8 % pri ¢loveskih klini¢nih izolatih iz respiratornega oz
urogenitalnega trakta. Za skupino CTX-M-9 je bil pri zivilskih izolatih ugotovljen v 12,5
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%, pri klini¢nih respiratornih in uropatogenih izolatih pa v 13,9 0z 10,7 %. Zapis za encim
iz skupine SHV je bil pri zivilskih in ¢loveskih uropatogenih izolatih ugotovljen v 12,5 %,
pri respiratornih pa v 2,3 %. Edina razlika je bila pri skupini encimov za betalaktamaze
TEM, in sicer smo ga pri zivilskih izolatih ugotovili v 2,4 %, pri klini¢nih respiratornih in
uropatogenih izolatih pa v precej visjem odstotku, 48,8 0z 41,1 %. Dobljeni rezultati so

pretezno ovrgli naso Cetrto hipotezo.

5. hipoteza: genotipi sevov E. coli, izoliranih iz Zivil zivalskega izvora in ljudi, se med

seboj razlikujejo.

Rezultati so pokazali, da so sevi iz zivil zivalskega izvora in klini¢ni Sevi izolirani pri
ljudeh, razli¢ni in so razvrs¢eni v razli¢ne genotipe. Pri sevih iz zivil zivalskega izvora
nam je uspelo dokazati ve¢ino genov za dejavnike virulence, a so bili v vedini ti
pomnozeni pri niZjem nizjem odstotku izolatov kot pa pri izolatih ljudi, ki so imeli

obolenje povzroceno z bakterijo E. coli.
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7 POVZETEK

Izolati bakterije Escherichia coli, ki izlo¢ajo betalaktamaze z razSirjenim spektrom delovanja
(angl. extended spectrum beta-lactamases, ESBL), so raz$irjeni Vv $tevilnih drzavah po svetu in
tudi v Sloveniji. UvrS¢amo jih v Stiri skupine, in sicer po Amblerju v razrede od A do D
oziroma od 1 do 4, kot je predlagala Bushova s sodelavci. Fenotipsko odpornost bakterije E.
coli se v diagnosti¢ne namene doloc¢a s mikrodilucijsko metodo. S klasi¢no metodo PCR pa

dolo¢imo skupino encima ESBL.

Namen doktorskega dela je bil preveriti prisotnost bakterij vrste E. coli, ki so odporne proti
betalaktamskim antibiotikom in fluorokinolonom, v Zivilih Zivalskega izvora. Zeleli smo tudi
dolociti fenotipske in genotipske lastnosti sevov E. coli, ki so bili izolirani iz zivil zivalskega
izvora na InStitutu za varno hrano, krmo in okolje Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani.
Analizirali oziroma ugotavljali smo njihovo odpornost proti razlicnim protimikrobnim
zdravilom, jih razvrstili v t. i. filogenetske skupine (A, B1, B2 in D) in preverili prisotnost
razli¢nih dejavnikov virulence. Pogosto se kot vir odpornih sevov E. coli omenja hrana
Zivalskega izvora, zato smo seve E. coli, izolirane iz zivil Zivalskega izvora, primerjali z
ESBL pozitivnimi sevi, izoliranimi iz spodnjih dihal in urogenitalnega trakta ljudi, ter sevi E.
coli, izoliranimi iz ¢revesja ljudi, ki so imeli tezave z driskami. Vsi sevi so bili izolirani v

enakem ¢asovnem obdobju.

V okviru doktorskega dela smo najprej izolirali bakterijo E. coli iz zivil Zivalskega izvora. S
pomoc¢jo enostavnih biokemijskih testov IMVIC (Indol, metil rdee, Voges-Proskauer in
citrat) smo locili E. coli od ostalih predstavnikov druzine Enterobacteriaceae. Po potrebi smo
seve dodatno determinirali s komercialnim biokemijskim kompletom API 20 E, kasneje pa
smo izolate bakterije E. coli potrdili Se z metodo masne spektrometrije za identifikacijo
bakterij s tehnologijo MALDI-TOF. V nadaljevanju smo 158 vzorcev iz zivil zivalskega
izvora z disk difuzijsko metodo pregledali na odpornost proti 22 protimikrobnim snovem.
Izolate bakterije E. coli iz vzorcev Skoljk in ¢revesnega trakta ljudi smo z mikrodilucijsko
metodo testirali na odpornost proti 14 protimikrobnim snovem. Vsem ESBL pozitivnim

izolatom E. coli smo s klasi¢no metodo PCR dolo¢ili skupino za encime ESBL.

Pri 245 izolatih E. coli iz zivil zivalskega izvora in 55 humanih ¢revesnih izolatih Smo s

klasicno metodo PCR poskusali pomnoziti gene qnrA, gnrB in gnrS za plazmidno
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posredovano odpornost proti kinolonom (angl. plasmid mediated quinolone resistance,
PMQR). Nato smo vse izolate E. coli uvrstili v filogenetske skupine in preverili prisotnost

genov za dejavnike virulence.

Dobljene rezultate smo primerjali z rezultati pri sevih bakterije E. coli, ki so bili izolirani iz
spodnjih dihalnih poti, urogenitalnega trakta in ¢revesja ljudi v istem ¢asovnem obdobju kot

izolati iz zivil zivalskega izvora.

Med 245 izolati bakterije E. coli smo nasli 6,5 % ESBL pozitivnih in 4,5 % izolatov z genom
za PMQR. Dva (0,8 %) izolata sta imela hkrati gen za ESBL in PMQR. En izolat je bil

izoliran iz vzorca suhe salame, drugi pa iz mesnega pripravka.

Izolati iz zivil zivalskega izvora so se v vecini (84,1 %) uvrstili v komenzalni filogenetski
skupini A in B1, humani ¢revesni izolati so se v skupino A in BI uvrstili v 58,1 %. Pri
razvr$éanju zivilskih izolatov ESBL in humanih izolatov iz spodnjih dihal ter uropatogenih
izolatov, je 75,0 % izolatov iz zivil spadalo v komenzalni filogenetski skupini A in Bl,
medtem ko je 93,0 % izolatov iz spodnjih dihalnih poti in 87,6 % uropatogenih bilo uvrs¢eno

v patogeni filogenetski skupini B2 in D.

Pri analizi genov za dejavnike virulence smo ugotovili, da so izolati iz Zivil Zivalskega izvora,
ki so bili uvrS€eni v patogeni filogenetski skupini B2 in D, vsebovali ve¢ dejavnikov
virulence kot izolati iz komenzalnih skupin A in B1, kar je seveda razumljivo. Najveckrat so
izolati iz zivil poleg gena za fimH imeli gena iz skupine za privzem zeleza traT in iutA. Oba

omenjena gena sta bila pri vseh ESBL pozitivnih skupinah pomnozena v podobnem odstotku.

Pri uvrs¢anju ESBL pozitivnih izolatov v sekvenéno skupino ST131 nam iz zivil zivalskega
izvora ni uspelo pomnoziti gena 025b, zato sklepamo, da nobeden od izolatov ne pripada tej

skupini. Pri uropatogenih izolatih smo uspeli v skupino ST131 uvrstiti 62,5 % izolatov.

V doktorski nalogi nam je uspelo potrditi prvi dve hipotezi. 1z Zivil Zivalskega izvora smo
izolirali seve E. coli, ki so bili odporni proti betalaktamskim anitibiotikom in kinolonom.
Odporni sevi iz zivil pa so imeli tako kot klinicni enega ali ve¢ genov za razliCne
betalaktamaze in gene za odpornost proti kinolonom. Tretjo in Cetrto hipotezo smo ovrgli, ker
so bili sevi E. coli iz zivil in sevi, izolirani pri ljudeh, odporni proti enakemu protimikrobnim

zdravilom. Tudi skupine encimov za izlo¢anje betalaktamaz so bili enaki pri izolatih iz zivil in
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humanih izolatih. Pri peti hipotezi smo primerjali genotipe sevov E. coli, izoliranih iz zivil
zivalskega izvora, in genotipe sevov, izoliranih pri ljudeh. Rezultati so pokazali, da so sevi iz
zivil Zivalskega izvora in klini¢ni sevi izolirani pri ljudeh razlicni in so razvrSceni v razlicne

genotipe.

V raziskavi smo potrdili prisotnost odpornih in potencialno patogenih sevov E. coli v zivilih
zivalskega izvora. To pomeni, da je uzivanje surovih ali nezadostno toplotno obdelanih

izdelkov lahko zdravju skodljivo.
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8 SUMMARY

Escherichia coli isolates equipped with extended spectrum beta-lactamases (ESBL) are
present in numerous countries and also in Slovenia. They are divided in 4 groups from A to D
according to Ambler, or from 1 to 4 according to Bush et al. Phenotypical resistance of E. coli
is defined by microdilution method for detecting of minimal inhibitory concentration. With
classical PCR we can define type of ESBL enzyme.

The aims of this study were to determine presence of broad-spectrum cephalosporin and
fluoroquinolones resistance in E. coli isolates recovered from food samples of animal origin
in Slovenia. In addition, the resistance patterns and genotype diversity of E. coli strains
isolated from food samples at Institute for food safety, feed and environment, Veterinary
faculty, University of Ljubljana, was determined. We analyzed resistance to different
antibiotics, assigned E. coli isolates to four main phylogenetic groups (A, B1, B2 and D) and
screened for the presence of genes encoding virulence factors. Because food of animal origin
is suspected as a source of bacteria E. coli with resistance genes, we compared food ESBL-
positive isolates with human clinical ESBL-positive strains and human intestinal E. coli

strains isolated in the same year in Slovenia.

Within the framework of the study we isolated E. coli strains from food of animal origin.
With biochemical methods IMViC (Indole, Methyl red, Voges-Proskauer and Citrate) we
divide E. coli from other members of Enterobacteriaceae family. Additionally we used
commercial biochemical test API 20 E, later on E. coli isolates were confirmed by matrix-
assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry. With disc diffusion
method we tested 158 E. coli isolates for susceptibility to 22 antimicrobials. E. coli isolates
from sea shells and human intestinal tract were tested for susceptibility to 14 antimicrobials
with microdilution method for determining minimal inhibitory concentrations. For all
phenotypically ESBL-positive isolates we determined type of ESBL enzyme with classical
PCR.

Plasmid-mediated quinolone resistance (PMQR) genes gnrA, qnrB and qnrS were screened
with a multiplex PCR method for all 245 E. coli isolates from food of animal origin and 55

human intestinal E. coli isolates. Additionally E. coli isolates were assigned to four main


https://en.wikipedia.org/wiki/Indole_test
https://en.wikipedia.org/wiki/Voges-Proskauer
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phylogenetic groups and were screened for the presence of genes encoding virulence factors

including humane intestinal E. coli isolates.

Our results were compared with results with E. coli isolates from human lower respiratory and

urogenital tract that were isolated in the same time period as our isolates.

Among 245 E. coli isolates we found 6.5% of ESBL-positive isolates and 4.5% isolates with
PMQR gene. Two (0.8%) isolates had ESBL and PMQR gene; one isolate came from dried

salami, other from meat preparation.

E. coli isolates from food of animal origin mainly 84.1% belonged to commensal
phylogenetic groups A and B1 as well as human intestinal isolates 58.1%. Comparing ESBL-
positive isolates from food of animal origin with human respiratory and uropathogen isolates,
we found that 75.0% of food isolates belonged to commensal phylogenetic groups A and B1,
whereas 93.0% respiratory and 87.6% uropathogen isolates belonged to pathogen

phylogenetic groups B2 and D.

Concerning distribution of genes for virulence factors, we found that isolates from food of
animal origin which belonged to pathogen phylogenetic groups B2 and D had understandably
more genes for virulence factors than isolates from commensal groups A and B1. The most
common gene for virulence factor in food isolates was fimH, followed by traT and iutA. Both

traT and iutA genes were present in all ESBL-positive isolates in the similar percentage.

Among ESBL producing strains from food of animal origin all strains were negative for

antigen 025b. Among urogenital isolates 62.5% were assigned to sequence group ST131.

Within the framework of the study confirmed two hypotheses. From the food of animal origin
we isolated E. coli strains that were resistant to beta-lactam antibiotics and quinolones.
Resistant strains from food had as clinical strains, one or more genes for different beta-
lactamases and genes for resistance to quinolones. We refuted third and fourth hypothesis,
because E. coli strains from food and E. coli strains from humans were resistant to same
groups of antibiotics. Al so enzayme groups for beta-lactamases were the same in food and
human isolates. In our fifth hypothesis we analyzed and compared genotype of E. coli strains

isolated from food of animal origin and genotype from human strains. Results showed that
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strains from food of animal origin and human clinical strains were different and they belonged
to different genotype.

In our research we found resistant and potentially pathogen strains of E. coli in food of animal

origin therefore raw or undercooked food can be potentially harm fool for human health.
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11 PRILOGE

PRILOGA A: Nukleotidna zaporedja pomnozkov PCR.

>74 blacrx-ma

TCACTGCGTCAGTTCACGCTGATGGCGACGGCAACCGTCACGCTGTTGTTAGGAAGTGTGCCGCTG
TATGCGCAAACGGCGGACGTACAGCAAAAACTTGCCGAATTAGAGCGGCAGTCGGGAGGAAGACT
GGGTGTGGCATTGATTAACACAGCAGATAATTCGCAAATACTTTATCGTGCTGATGAGCGCTTTGC
GATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATGGCCGTGGCCGCGGTGCTGAAGAAAAGTGAAAGCGAACCGA
ATCTGTTAAATCAGCGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACTTGGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAA
AGCACGTCGATGGGACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAAC
GTGGCGATGAATAAGCTGATTTCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAG
CTGGGAGACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGAT
CCGCGTGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGTAATCTGACGCTGGGTAAAGCA
TTGGGTGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAG
CATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAAACCGGCAGCGGTGACTATGGCAC
CACCAACGATATCGCGGTGATCTGGCCAAAAGATCGTGCGCCGCTGATTCTGGTCACTTACTTCAC
CCAGCCTCAACCTAAGGCAGAAAGCCGTCGCGATGTATTAGCGTCGGCGGCTAAAATCGTCACCAA
CGGTTTG

>78 blacTx-m1

TCACTGCGTCAGTTCACGCTGATGGCGACGGCAACCGTCACGCTGTTGTTAGGAAGTGTGCCGCTG
TATGCGCAAACGGCGGACGTACAGCAAAAACTTGCCGAATTAGAGCGGCAGTCGGGAGGAAGACT
GGGTGTGGCATTGATTAACACAGCAGATAATTCGCAAATACTTTATCGTGCTGATGAGCGCTTTGC
GATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATGGCCGTGGCCGCGGTGCTGAAGAAAAGTGAAAGCGAACCGA
ATCTGTTAAATCAGCGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACTTGGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAA
AGCACGTCGATGGGACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAAC
GTGGCGATGAATAAGCTGATTTCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAG
CTGGGAGACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGAT
CCGCGTGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGTAATCTGACGCTGGGTAAAGCA
TTGGGTGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAG
CATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAAACCGGCAGCGGTGACTATGGCAC
CACCAACGATATCGCGGTGATCTGGCCAAAAGATCGTGCGCCGCTGATTCTGGTCACTTACTTCAC
CCAGCCTCAACCTAAGGCAGAAAGCCGTCGCGATGTATTAGCGTCGGCGGCTAAAATCGTCACCAA
CGGTTTG

>712 blatems

GCACTTTTAAAGTTCTGGCTATGTGGTGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTC
GGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTT
ACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCTGCC
AACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGAT
CATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGA
CACCACGACGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCT
AGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTC
GGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTAT
CATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCA
GGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGG



M. Krizman: Raz§irjenost in genotipizacija sevov E. coli z ... betalaktamskim ... fluorokinolonom. 136
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017. Doktorska disertacija

>i13 bIaTEM.l

AAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTTCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCC
TTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCAC
GAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAAC
GTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGTGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGG
GCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCAC
AGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTG
ATAACACTGCTGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGC
ACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCA
AACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGG
CGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGG
ACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGT
GGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGGCCAGATGG

>717 blatepm1

AAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTTCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCC
TTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCAC
GAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAAC
GTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGTGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGG
GCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCAC
AGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTG
ATAACACTGCTGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGC
ACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCA
AACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGG
CGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGG
ACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGT
GGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTAC
ACGACGGG

>723 blatems

AAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAG
ATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGT
GGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAG
AATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGA
ATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGG
AGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTG
GGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGG
CAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAG
ACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTA
TTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATG
GTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGGA
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>724 blatem-1

GTATTCAACATTTTCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTTGCGGCATTTTTGCCTTCCTTGTTTTTGCTC
ACCCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACAT
CGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGAT
GAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGTGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACT
CGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCT
TACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCTGC
CAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGA
TCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGA
CACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCT
AGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTC
GGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTAGCGGTAT
CATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCA
GGCAACTATGGGA

>725 blatems

AAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCC
TTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCAC
GAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAAC
GTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGTGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGG
GCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCAC
AGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTG
ATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGC
ACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCA
AACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGG
CGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGG
ACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGT
GGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTAC
ACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGGA

>727 QnrS2

CAGGGTGATATCGAAGGTTGCCATTTTGATGTCGCAGACCTTCGCGATGCAAGTTTCCAACAATGC
CAGCTTGCGATGGCAAACTTTAGTAACGCCAATTGCTACGGTATTGAGTTACGTGAGTGTGATTTA
AAAGGGGCCAACTTTTCCCGAGCAAACTTTGCCAATCAAGTGAGTAATCGTATGTACTTTTGCTCA
GCCTTTATTACTGGATGTAACCTGTCTTATGCCAATATGGAGCGGGTCTGTTTAGAAAAATGTGAGC
TGTTTGAAAATCGCTGGATAGGGACTCACCTCGCGGGCGCATCACTGAAAGAGTCAGACTTAAGTC
GAGGTGTTTTTTCTGAAGATGTCTGGGGACAGTTTAGCCTACAGGGTGCTAATTTATGTCACGCCGA
ATCG

>730 QnrS1

AGGGTGATATCGAAGGCTGCCACTTTTGATGTCGCAGATCTTCGTGATGCAAGTTTCCAACAATGC
CAACTTGCGATGGCAAACTTCAGTAATGCCAATTGCTACGGTATAGAGTTCCGTGCGTGTGATTTA
AAAGGTGCCAACTTTTCCCGAACAAACTTTGCCCATCAAGTGAGTAATCGTATGTACTTTTGCTCAG
CATTTATTTCTGGATGTAATCTTTCCTATGCCAATATGGAGAGGGTTTGTTTAGAAAAATGTGAGTT
GTTTGAAAATCGCTGGATAGGAACGAACCTAGCGGGTGCATCACTGAAAGAGTCAGACTTAAGTC
GAGGTGTTTTTTCCGAAGATGTCTGGGGGCAATTTAGCCTACAGGGTYCCAATTTATGCCACGCCGA
ACTCGACGGTTTA
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>i38 bIaCTx.M.g

CGGATGATGTTCGCGGCGGCGGCGTGCATTCCGCTGCTGCTGGGCAGCGCGCCGCTTTATGCGCAG
ACGAGTGCGGTGCAGCAAAAGCTGGCGGCGCTGGAGAAAAGCAGCGGAGGGCGGCTGGGCGTCG
CGCTCATCGATACCGCAGATAATACGCAGGTGCTTTATCGCGGTGATGAACGCTTTCCAATGTGCA
GTACCAGTAAAGTTATGGCGGCCGCGGCGGTGCTTAAGCAGAGTGAAACGCAAAAGCAGCTGCTT
AATCAGCCTGTCGAGATCAAGCCTGCCGATCTGGTTAACTACAATCCGATTGCCGAAAAACACGTC
AACGGCACAATGACGCTGGCAGAGCTGAGCGCGGCCGCGTTGCAGTACAGCGACAATACCGCCAT
GAACAAATTGATTGCCCAGCTCGGTGGCCCGGGAGGCGTGACGGCTTTTGCCCGCGCGATCGGCGA
TGAGACGTTTCGTCTGGATCGCACTGAACCTACGCTGAATACCGCCATTCCCGGCGACCCGAGAGA
CACCACCACGCCGCGGGCGATGGCACAGACGTTGCGTCAGCTTACGCTGGGTCATGCGCTGGGCGA
AACCCAGCGGGCGCAGTTGGTGACGTGGCTCAAAGGCAATACGACCGGCGCAGCCAGCATTCGGG
CCGGCTTACCGACGTCGTGGACTGCAGGTGATAAGACCGGCAGCGGCGACTACGGCACCACCAAT
GATATTGCGGTGATCTGGCCGCAGGGTCGTGCGCCGCTGGTTCTGGTGACCTATTTTACCCAGCCGC
AACAGAACGCAGAGAGCCGCCGCGATGTGCTGGTTC

>Z39 blacTx-m-9

TGTTCGCGGCGGCGGCGTGCATTCCGCTGCTGCTGGGCAGCGCGCCGCTTTATGCGCAGAACGAGT
GCGGTGCAGCAAAAGCTGGCGGCGCTGGAGAAAAGCAGCGGAGGGCGGCTGGGCGTCGCGCTCAT
CGATACCGCAGATAATACGCAGGTGCTTTATCGCGGTGATGAACGCTTTCCAATGTGCAGTACCAG
TAAAGTTATGGCGGCCGCGGCGGTGCTTAAGCAGAGTGAAACGCAAAAGCAGCTGCTTAATCAGC
CTGTCGAGATCAAGCCTGCCGATCTGGTTAACTACAATCCGATTGCCGAAAAACACGTCAACGGCA
CAATGACGCTGGCAGAGCTGAGCGCGGCCGCGTTGCAGTACAGCGACAATACCGCCATGAACAAA
TTGATTGCCCAGCTCGGTGGCCCGGGAGGCGTGACGGCTTTTGCCCGCGCGATCGGCGATGAGACG
TTTCGTCTGGATCGCACTGAACCTACGCTGAATACCGCCATTCCCGGCGACCCGAGAGACACCACC
ACGCCGCGGGCGATGGCACAGACGTTGCGTCAGCTTACGCTGGGTCATGCGCTGGGCGAAACCCA
GCGGGCGCAGTTGGTGACGTGGCTCAAAGGCAATACGACCGGCGCAGCCAGCATTCGGGCCGGCT
TACCGACGTCGTGGACTGCAGGTGATAAGACCGGCAGCGGCGACTACGGCACCACCAATGATATT
GCGGTGATCTGGCCGCAGGGTCGTGCGCCGCTGGTTCTGGTGACCTATTTTACCCAGCCGCAACAG
AACGCAGAGAGCCGCCGCGATGTGCTGGCT

>768 QnrS1

GAACAGGGTGATATCGAAGGCTGCCACTTTGATGTCGCAGATCTTCGTGATGCAAGTTTCCAACAA
TGCCAACTTGCGATGGCAAACTTCAGTAATGCCAATTGCTACGGTATAGAGTTCCGTGCGTGTGAT
TTAAAAGGTGCCAACTTTTCCCGAACAAACTTTGCCCATCAAGTGAGTAATCGTATGTACTTTTGCT
CAGCATTTATTTCTGGATGTAATCTTTCCTATGCCAATATGGAGAGGGTTTGTTTAGAAAAATGTGA
GTTGTTTGAAAATCGCTGGATAGGAACGAACCTAGCGGGTGCATCACTGAAAGAGTCAGACTTAA
GTCGAGGTGTTTTTTCCGAAGATGTCTGGGGGCAATTTAGCCTACAGGGTGCCAATTTATGCCACG
CCGAACTCACCGGGTTTAGAA
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>i102 blacTx-m-1

CATGTTAAAAAATCACTGCGTCAGTTCACGCTGATGGCGACGGCAACCGTCACGCTGTTGTTAGGA
AGTGTGCCGCTGTATGCGCAAACGGCGGACGTACAGCAAAAACTTGCCGAATTAGAGCGGCAGTC
GGGAGGAAGACTGGGTGTGGCATTGATTAACACAGCAGATAATTCGCAAATACTTTATCGTGCTGA
TGAGCGCTTTGCGATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATGGCCGTGGCCGCGGTGCTGAAGAAAAGTG
AAAGCGAACCGAATCTGTTAAATCAGCGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACTTGGTTAACTATAATC
CGATTGCGGAAAAGCACGTCGATGGGACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAG
TACAGCGATAACGTGGCGATGAATAAGCTGATTTCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCG
TTCGCCCGACAGCTGGGAGACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCC
ATTCCGGGCGATCCGCGTGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGTAATCTGACG
CTGGGTAAAGCATTGGGTGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCAC
CGGTGCAGCGAGCATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAAACCGGCAGCGG
TGACTATGGCACCACCAACGATATCGCGGTGATCTGGCCAAAAGATCGTGCGCCGCTGATTCTGGT
CACTTACTTCACCCAGCCTCAACCTAAGGCAGAAAGCCGTCGCGATGTATTAGCGTCGGCGGCTAA
AATCGTCACCAACGGTTTG

>7123 QnrS1

GAACAGGGTGATATCGAAGGCTGCCACTTTGATGTCGCAGATCTTCGTGATGCAAGTTTCCAACAA
TGCCAACTTGCGATGGCAAACTTCAGTAATGCCAATTGCTACGGTATAGAGTTCCGTGCGTGTGAT
TTAAAAGGTGCCAACTTTTCCCGAACAAACTTTGCCCATCAAGTGAGTAATCGTATGTACTTTTGCT
CAGCATTTATTTCTGGATGTAATCTTTCCTATGCCAATATGGAGAGGGTTTGTTTAGAAAAATGTGA
GTTGTTTGAAAATCGCTGGATAGGAACGAACCTAGCGGGTGCATCACTGAAAGAGTCAGACTTAA
GTCGAGGTGTTTTTTCCGAAGATGTCTGGGGGCAATTTAGCC

>7131 blaTepms

AAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAG
ATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGT
GGTGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAG
AATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGA
ATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCTGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGG
AGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTG
GGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGG
CAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAG
ACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTA
TTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATG
GTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATA
GACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTG



M. Krizman: Raz§irjenost in genotipizacija sevov E. coli z ... betalaktamskim ... fluorokinolonom. 140
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017. Doktorska disertacija

>7131 QnrS$

TGCAAGTTCATTGAACAGGGTGGTGTAGCCGCCGATGTCGCTGTGGTGCAGGCCGTGCCCGGTCAT
CGCCAGCGACAGCGCCGCAGGGATGACGGACGCCAGACCGTCGTCCAGGCTCCAGTCGACGTTCT
GATCTCCCGCCCACATCATTACCGAGTGCTTCTGGCTACCGGTGTAGCCCGCGCGCATGAAGAACA
GGATCTCCCCAAGCTTGCCGGTCTCCTCCAGCGCTTCGTAGTTACATTTCGCCCACAGGGCAGGCCA
GGCGTTATGCATGATCTCCGCGCTCACGCCGTTGTGCAGGAAGGTATCGGTCGGCAGGTACTCCCC
GAAATCGGCCATCCAGCCGCCGCAGCCCAGTTCGATCAGGTTCTTTTTGATGACATCTTTGTACCAG
TCGTAGGCTGCCGGGTTGGTCAGAITCGATTACGCCCGCGTAGAACTCGCCGAACT

>i183 bIaSHv.lz

GTGGTTATGCGTTATATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCaCCCTGCCGCTGGCGGTACACGC
CAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACAAAGCGAAAGCCAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGA
TAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACCGCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGA
TGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGCGCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGC
TGGAGCGAAAGATCCACTATCGCCAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACAC
CTTGCCGACGGCATGACGGTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCC
GCCAATCTGCTGCTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGC
GACAACGTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGLCCG
CGACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGTCTGAG
CGCCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCAGTGGATGGTGGACGATCGGGTCGCCGGACCGTTGATCCG
CTCCGTGCTGCCGGCGGGCTGGTTTATCGCCGATAAGACCGGAGCTAGCAAGCGGGGTGCGCGCG
GGATTGTCGCCCTGCTTGGCCCGAATAACAAAGCAGAGCGCATTGTGGTGATTTATCTGCGGGATA
CGCCGGCGAGCATGGCCGAGCGAAATCAGCAAATCGCCGGGATCGGCGCGGCGCTGA

>7202 blactx.ma

TCACTGCGTCAGTTCACGCTGATGGCGACGGCAACCGTCACGCTGTTGTTAGGAAGTGTGCCGCTG
TATGCGCAAACGGCGGACGTACAGCAAAAACTTGCCGAATTAGAGCGGCAGTCGGGAGGAAGACT
GGGTGTGGCATTGATTAACACAGCAGATAATTCGCAAATACTTTATCGTGCTGATGAGCGCTTTGC
GATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATGGCCGTGGCCGCGGTGCTGAAGAAAAGTGAAAGCGAACCGA
ATCTGTTAAATCAGCGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACTTGGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAA
AGCACGTCGATGGGACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAAC
GTGGCGATGAATAAGCTGATTTCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAG
CTGGGAGACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGAT
CCGCGTGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGTAATCTGACGCTGGGTAAAGCA
TTGGGTGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAG
CATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAAACCGGCAGCGGTGACTATGGCAC
CACCAACGATATCGCGGTGATCTGGCCAAAAGATCGTGCGCCGCTGATTCTGGTCACTTACTTCAC
CCAGCCTCAACCTAAGGCAGAAAGCCGTCGCGATGTATTAGCGTCGGCGGCTAAAATCGTCACCAA
CGGTTTG
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>i208 bIaCTx.M.l

TCACTGCGTCAGTTCACGCTGATGGCGACGGCAACCGTCACGCTGTTGTTAGGAAGTGTGCCGCTG
TATGCGCAAACGGCGGACGTACAGCAAAAACTTGCCGAATTAGAGCGGCAGTCGGGAGGAAGACT
GGGTGTGGCATTGATTAACACAGCAGATAATTCGCAAATACTTTATCGTGCTGATGAGCGCTTTGC
GATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATGGCCGTGGCCGCGGTGCTGAAGAAAAGTGAAAGCGAACCGA
ATCTGTTAAATCAGCGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACTTGGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAA
AGCACGTCGATGGGACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAAC
GTGGCGATGAATAAGCTGATTTCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAG
CTGGGAGACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGAT
CCGCGTGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGTAATCTGACGCTGGGTAAAGCA
TTGGGTGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAG
CATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAAACCGGCAGCGGTGACTATGGCAC
CACCAACGATATCGCGGTGATCTGGCCAAAAGATCGTGCGCCGCTGATTCTGGTCACTTACTTCAC
CCAGCCTCAACCTAAGGCAGAAAGCCGTCGCGATGTATTAGCGTCGGCGGCTAAAATCGTCACCAA
CGGTTTG

>7209 blactx.ma

CGCACGACCCTGCGGCCAGATCACCGCAATATCATTGGTGGTGCCGTAGTCGCCGCTGCCGGTCTT
ATCACCTGCAGTCCACGACGTCGGTAAGCCGGCCCGAATGCTGGCTGCGCCGGTCGTATTGCCTTT
GAGCCACGTCACCAACTGCGCCCGCTGGGTTTCGCCCAGCGCATGACCCAGCGTAAGCTGACGCAA
CGTCTGTGCCATCGCCCGCGGCGTGGTGGTGTCTCTCGGGTCGCCGGGAATGGCGGTATTCAGCGT
AGGTTCAGTGCGATCCAGACGAAACGTCTCATCGCCGATCGCGCGGGCAAAAGCCGTCACGCCTCC
CGGGCCACCGAGCTGGGCAATCAATTTGTTCATGGCGGTATTGTCGCTGTACTGCAACGCGGCCGC
GCTCAGCTCTGCCAGCGTCATTGTGCCGTTGACGTGTTTTTCGGCAATCGGATTGTAGTTAACCAGA
TCGGCAGGCTTGATCTCGACAGGCTGATTAAGCAGCTGCTTTTGCGTTTCACTCTGCTTAAGCACCG
CCGCGGCCGCCA

>7210 blaCrx.m1

TCACTGCGTCAGTTCACGCTGATGGCGACGGCAACCGTCACGCTGTTGTTAGGAAGTGTGCCGCTG
TATGCGCAAACGGCGGACGTACAGCAAAAACTTGCCGAATTAGAGCGGCAGTCGGGAGGAAGACT
GGGTGTGGCATTGATTAACACAGCAGATAATTCGCAAATACTTTATCGTGCTGATGAGCGCTTTGC
GATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATGGCCGTGGCCGCGGTGCTGAAGAAAAGTGAAAGCGAACCGA
ATCTGTTAAATCAGCGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACTTGGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAA
AGCACGTCGATGGGACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAAC
GTGGCGATGAATAAGCTGATTTCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAG
CTGGGAGACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGAT
CCGCGTGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGTAATCTGACGCTGGGTAAAGCA
TTGGGTGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAG
CATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAAACCGGCAGCGGTGACTATGGCAC
CACCAACGATATCGCGGTGATCTGGCCAAAAGATCGTGCGCCGCTGATTCTGGTCACTTACTTCAC
CCAGCCTCAACCTAAGGCAGAAAGCCGTCGCGATGTATTAGCGTCGGCGGCTAAAATCGTCACCAA
CGGTTTG
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>i2 11 bIaCTx.M.l

AAATCACTGCGTCAGTTCACGCTGATGGCGACGGCAACCGTCACGCTGTTGTTAGGAAGTGTGCCG
CTGTATGCGCAAACGGCGGACGTACAGCAAAAACTTGCCGAATTAGAGCGGCAGTCGGGAGGAAG
ACTGGGTGTGGCATTGATTAACACAGCAGATAATTCGCAAATACTTTATCGTGCTGATGAGCGCTT
TGCGATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATGGCCGTGGCCGCGGTGCTGAAGAAAAGTGAAAGCGAAC
CGAATCTGTTAAATCAGCGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACTTGGTTAACTATAATCCGATTGCGG
AAAAGCACGTCGATGGGACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGAT
AACGTGGCGATGAATAAGCTGATTTCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGA
CAGCTGGGAGACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGC
GATCCGCGTGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGTAATCTGACGCTGGGTAAA
GCATTGGGTGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGTGCAGC
GAGCATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAAACCGGCAGCGGTGACTATGG
CACCACCAACGATATCGCGGTGATCTGGCCAAAAGATCGTGCGCCGCTGATTCTGGTCACTTACTT
CACCCAGCCTCAACCTAAGGCAGAAAGCCGTCGCGATGTATTAGCGTCGGCGGCTAAAATCGTCAC
CAACGGTTTG

>7212 blactx.ma

TCACTGCGTCAGTTCACGCTGATGGCGACGGCAACCGTCACGCTGTTGTTAGGAAGTGTGCCGCTG
TATGCGCAAACGGCGGACGTACAGCAAAAACTTGCCGAATTAGAGCGGCAGTCGGGAGGAAGACT
GGGTGTGGCATTGATTAACACAGCAGATAATTCGCAAATACTTTATCGTGCTGATGAGCGCTTTGC
GATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATGGCCGTGGCCGCGGTGCTGAAGAAAAGTGAAAGCGAACCGA
ATCTGTTAAATCAGCGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACTTGGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAA
AGCACGTCGATGGGACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAAC
GTGGCGATGAATAAGCTGATTTCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAG
CTGGGAGACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGAT
CCGCGTGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGTAATCTGACGCTGGGTAAAGCA
TTGGGTGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAG
CATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAAACCGGCAGCGGTGACTATGGCAC
CACCAACGATATCGCGGTGATCTGGCCAAAAGATCGTGCGCCGCTGATTCTGGTCACTTACTTCAC
CCAGCCTCAACCTAAGGCAGAAAGCCGTCGCGATGTATTAGCGTCGGCGGCTAAAATCGTCACCAA
CGGTTTG

>i213 bIaCTx_M_l

TCACTGCGCCAGTTCACGCTGATGGCGACGGCAACCGTCACGCTGTTGTTAGGAAGTGTGCCGCTG
TATGCGCAAACGGCGGACGTACAGCAAAAACTTGCCGAATTAGAGCGGCAGTCGGGAGGCAGACT
GGGTGTGGCATTGATTAACACAGCAGATAATTCGCAAATACTTTATCGTGCTGATGAGCGCTTTGC
GATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATGGCCGCGGCCGCGGTGCTGAAGAAAAGTGAAAGCGAACCGA
ATCTGTTAAATCAGCGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACCTTGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAA
AGCACGTCAATGGGACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAAC
GTGGCGATGAATAAGCTGATTGCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAG
CTGGGAGACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGAT
CCGCGTGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGGAATCTGACGCTGGGTAAAGCA
TTGGGCGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAG
CATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAAACCGGCAGCGGTGGCTATGGCAC
CACCAACGATATCGCGGTGATCTGGCCAAAAGATCGTGCGCCGCTGATTCTGGTCACTTACTTCAC
CCAGCCTCAACCTAAGGCAGAAAGCCGTCGCGATGTATTAGCGTCGGCGGCTAAAATCGTCACCGA
CGGTTTG
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>7213 QnrS1

GGTGATATCGAAGGCTGCCACTTTGATGTCGCAGATCTTCGTGATGCAAGTTTCCAACAATGCCAA

CTTGCGATGGCAAACTTCAGTAATGCCAATTGCTACGGTATAGAGTTCCGTGCGTGTGATTTAAAA

GGTGCCAACTTTTCCCGAACAAACTTTGCCCATCAAGTGAGTAATCGTATGTACTTTTGCTCAGCAT
TTATTTCTGGATGTAATCTTTCCTATGCCAATATGGAGAGGGTTTGTTTAGAAAAATGTGAGTTGTT
TGAAAATCGCTGGATAGGAACGAACCTAGCGGGTGCATCACTGAAAGAGTCAGACTTAAGTCGAG

GTGTTTTTTCCGAAGATGTCTGGGGGCAATTIAGCCTACAJGGTgCCAATTTATGCCACGCCGAACTC
ACGGGTTTTAGAAA

>7214 blacTx-m-1

CTGTTGTTAGGAAGTGTGCCGCTGTATGCGCAAACGGCGGACGTACAGCAAAAACTTGCCGAATTA
GAGCGGCAGTCGGGAGGCAGACTGGGTGTGGCATTGATTAACACAGCAGATAATTCGCAAATACT
TTATCGTGCTGATGAGCGCTTTGCGATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATGGCCGCGGCCGCGGTGCT
GAAGAAAAGTGAAAGCGAACCGAATCTGTTAAATCAGCGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACCTTG
TTAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCAATGGGACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGG
CCGCGCTACAGTACAGCGATAACGTGGCGATGAATAAGCTGATTGCTCACGTTGGCGGCCCGGCTA
GCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTGGGAGACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGT
TAAACACCGCCATTCCGGGCGATCCGCGTGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGC
GGAATCTGACGCTGGGTAAAGCATTGGGCGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAA
GGCAATACCACCGGTGCAGCGAGCATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAA
ACCGGCAGCGGTGGCTATGGCACCACCAACGATATCGCGGTGATCTGGCCAAAAGATCGTGCGCC
GCTGATTCTGGTCACTTACTTCACCCAGCCTCAACCTAAGGCAGAAAGCCGTCGCGATGTATTAGC
GTCGGGCGGC

>7215 blactx.ma

TCCATGGTTAAAAAATCACTGCGTCAGTTCACGCTGATGGCGACGGCAACCGTCACGCTGTTGTTA
GGAAGTGTGCCGCTGTATGCGCAAACGGCGGACGTACAGCAAAAACTTGCCGAATTAGAGCGGCA
GTCGGGAGGAAGACTGGGTGTGGCATTGATTAACACAGCAGATAATTCGCAAATACTTTATCGTGC
TGATGAGCGCTTTGCGATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATGGCCGTGGCCGCGGTGCTGAAGAAAA
GTGAAAGCGAACCGAATCTGTTAAATCAGCGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACTTGGTTAACTATA
ATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCGATGGGACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTAC
AGTACAGCGATAACGTGGCGATGAATAAGCTGATTTCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCG
CGTTCGCCCGACAGCTGGGAGACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCG
CCATTCCGGGCGATCCGCGTGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGTAATCTGA
CGCTGGGTAAAGCATTGGGTGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACC
ACCGGTGCAGCGAGCATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAAACCGGCAGC
GGTGACTATGGCACCACCAACGATATCGCGGTGATCTGGCCAAAAGATCGTGCGCCGCTGATTCTG
GTCACTTACTTCACCCAGCCTCAACCTAAGGCAGAAAGCCGTCGCGATGTATTAGCGTCGGCGGCT
AAATCGTCCCCACGGTTTGTA
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>§22 bIaSHv.lz

GGTATGCGTTATATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACCCTGCCGCTGGCGGTACACGCCA
GCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACAAAGCGAAAGCCAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATA
GAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACCGCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATG
AGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGCGCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTG
GAGCGAAAGATCCACTATCGCCAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACACCT
TGCCGACGGCATGACGGTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGC
CAATCTGCTGCTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGA
CAACGTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGCG
ACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGTCTGAGCG
CCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCAGTGGATGGTGGACGATCGGGTCGCCGGACCGTTGATCCGCT
CCGTGCTGCCGGCGGGCTGGTTTATCGCCGATAAGACCGGAGCTAGCAAGCGGGGTGCGCGCGGG
ATTGTCGCCCTGCTTGGCCCGAATAACAAAGCAGAGCGCATTGTGGTGATTTATCTGCGGGATACG
CCGGCGAGCATGGCCGAGCGAAATCAGCAAATCGCCGGGATCGGCGCGGCGCTGATCGACG
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PRILOGA B: Nukleotidna zaporedja 5 genov za odpornost proti f-laktamazam in kinolonom
iz slovenskih izolatov  bakterije E. coli smo poslali v gensko banko
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), v kateri so oznafena s Stevilkami vnosa (angl.
accession number) KU664678-KU664682.

Ime seva Datum vzoréenja Matriks Gen St. vnosa v genski banki
7,102 20. 5. 2011 Mesni pripravek  blacTx.m-1 KU664678
738 20.1. 2011 SuSene mesnine  blactx-m-9 KU664679
768 11. 3. 2011 Kravja skuta gnrS1 KU664680
7,183 8.7.2011 Mesni pripravek  blaspv.12 KU664681

717 9.11. 2010 Svinjsko meso blarem-1 KU664682
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