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IZVLECEK

Kljuéne besede: Mikrobiologija — veterinarska; salmonela — okuzbe — mikrobiologija;
Salmonella Typhimurium — ucinki zdravil — genetika; zdravilo, rezistenca, mikrobna;
mikrobni obcutljivostni testi; genotipizacija; elektroforeza, gelska, pulzirajo¢e polje;
Slovenija.

Salmoneloza je druga najpogostejSa zoonoza v Evropski uniji. Salmonele povzrocajo obolenja
pri ljudeh in pri zivalih. Salmonella Typhimurium je pomemben povzrocitelj s hrano
povezanih okuzb pri ljudeh, poleg tega je zaskrbljujo¢ visok delez na protimikrobna
zdravilam odpornih sevov.

V raziskavi smo pri 284 izolatih S. Typhimurium, ki so bili izolirani v letih 2000 do 2012 iz
ljudi (n = 93), zivali (n = 111), zivil (n = 71) in drugih vzorcev (n = 9) preucevali rezistotipe,
pridobljene z mikrodilucisko metodo dolocanja minimalne inhibitorne koncentracije (MIK),
in genotipe, pridobljene z metodo elektoforeze v pulzirajo¢em elektricnem polju (PFGE).

Ugotovili smo visok delez odpornih izolatov (72,2 %). Vec kot polovica izolatov (55,6 %) je
bila odporna proti ve¢ skupin antibiotikov (MDR), najve¢ pri Zivalih (58,6 %) in najmanj pri
ljudeh (43 %). Najpogostejsi fenotipski rezistotipi so bili ACNaSuT (19,4 %), ACSuT (11,6
%) in ASuT (11,6 %). Prva rezistotipa sta bila znacilna za zivali (45,5 % in 51,5 %), medtem
ko so bili izolati rezistotipa ASuT najpogostejsi pri ljudeh (54,5 %). Ugotovili smo visok
delez (32,4 %) izolatov, odpornih proti florokinolonom (pri zivalih 44,1 %, pri zivilih 29,6 %,
pri ljudeh 18,3 %). Odpornost proti ampicilinu, tetraciklinu in sulfonamidom je bila najvisja
pri izolatih iz zivil (69,0 %, 66,2% in 80,3 %).

Na podlagi makrorestrikcije z encimom Xbal smo z metodo PFGE ugotovili 96 genotipov,
razvrSCenih v devet genetskih skupin (A — I), in 21 unikatnih genotipov. Najvecja je bila
genetska skupina F z 31 genotipi, ki so predstavljali 57,7 % vseh izolatov (52,4 % iz Zivali,
25,6 % iz zivil, 19,5 % iz ljudi in 2,4 % iz drugih vzorcev). Dve tretjini (67,1 %) izolatov v
genetski skupini sta bili MDR, z najpogostejSima rezistotipoma ACNaSuT in ACSuT. Druga
najvecja skupina je bila genetska skupina E z 11,3 % vseh izolatov (12 genotipov), od tega
59,4 % iz ljudi, 31,3 % iz zivil in 9,4 % iz zivali. MDR je bila dokazana pri 78,1 % izolatov z
najpogostejSim rezistotipom ASuT. V genetski skupini I (5,6 % izolatov, 2 genotipa) je bilo
87,5 % izolatov iz ljudi in 12,5 % izolatov iz zivali. Vecina izolatov (81,3 %) je bila
obcutljiva na vsa testirana protimikrobna zdravila, medtem ko so MDR izolati (12,5 %)
izkazovali rezistotip ASuT.

V raziskavi smo pridobili dragocene podatke o odpornosti in genotipih bakterije S.
Typhimurium na nacionalni ravni. Za uspeSen nadzor izbruhov salmoneloze in spremljanja
odpornosti proti protimikrobnim zdravilom je zelo pomembno globalno poznavanje te
tematike, zato so podatki iz te raziskave pomemben prispevek k nacionalnemu in
mednarodnemu preiskovanju izbruhov.
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Typhimurium — drug effects — genetics; drug resistance, microbial; microbial sensitivity tests;
genotype; electrophoresis, gel pulsed-field; Slovenia

Salmonellosis is the second most commonly reported zoonotic disease in the European Union.
Salmonellae cause disease in humans and animals. Sa/monella Typhimurium is one of the
important causative agents of food-borne infections in humans, with a worrying high
proportion of strains resistant to antimicrobials.

In the present work, a total of 284 S. Typhimurium strains isolated between 2000 and 2012
were studied. Microdilution method to determine the minimal inhibitory concentration (MIC)
and pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) were used to study resistotypes and genotypes of
93 isolates from humans, 111 isolates from animals, 71 isolates from food and 9 isolates from
other samples.

A high proportion (72.2%) of isolates was found to be resistant. More than half of the isolates
(55.6%) were multi-drug resistant (MDR), mostly in animals (58.6%) and least in humans
(43%). The most common phenotypic resistotypes were ACNaSuT (19.4%), ACSuT (11.6%)
in ASuT (11.6%). The first two were characteristic for animals (45.5% in 51.5%) while the
isolates with ASuT were most frequently found in humans (54.5%). A high proportion
(32.4%) of isolates resistant against fluoroquinolones was revealed (44.1% in animals, 29.6%
in food, 18.3% in humans). The resistance against ampicillin, tetracycline and sulfonamides
was the highest in food isolates (69.0%, 66.2% and 80.3%, respectively).

Macrorestriction with restriction endonuclease Xbal yielded 96 genotypes grouped into nine
clusters (A —I) and 21 unique genotypes. The largest cluster F comprised 31 genotypes which
represented 57.7% of all isolates (52.4% from animals, 25.6% from food, 19.5% from humans
and 2.4% from other samples). Two thirds (67.1%) of the isolates within this cluster were
MDR with the most common resistotypes ACNaSuT and ACSuT. The seconst largest cluster
was cluster E containing 11.3% of all isolates of 12 genotypes; 59.4% originated from
humans, 31.3% from food and 9.4% from animals. MDR was established in 78.1% of isolates
with the most common resistotype being ASuT. Cluster I (5.6% isolates, 2 genotypes)
encompassed 87.5% isolates from humans and 12.5% isolates from animals. The majority of
isolates (81.3%) were susceptible to all antimicrobials tested; MDR isolates (12.5%) were
mostly of ASuT resistotype.

The study enabled us to collect valuable data on S. Typhimurium resistance and genotypes at
the national level. Global knowledge on these topics is of utmost importance to successfully
control salmonellosis outbreaks and to monitor the antimicrobial resistance. Therefore, the
data gathered in the scope of the present study add an important piece to outbreak
investigations on the national and international level.
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SEZNAM OKRAJSAV

A ampicilin

Azi azitromicin

C kloramfenikol
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and Prevention)
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ECDC Evropski center za nadzor in prepre¢evanje bolezni (angl. European Center for

Disease Prevention and Control)

ECOFFs epidemioloske mejne vrednosti (angl. epidemiological cut-off values)

EFSA Evropska agencija za varno hrano (angl. European Food Safety Authority)

EMA Evropska agencija za zdravila (angl. European Medicines Agency

EUCAST angl. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

EURL Referencni laboratorij Evropske unije (angl. European Union Reference
Laboratory

FAO Organizacija ZdruZenih narodov za prehrano in kmetijstvo (angl. Food and

Agriculture Organization of the United Nations)
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G gentamicin

gen. sk. genetska skupina

GS genetska skupina

IMP Institut za mikrobiologijo in parazitologijo

vz Institut za varovanje zdravja (staro ime)

Maldi-Tof MS (angl. Matrix assisted laser desorption ionization-time of flight mass
spectrometry)

MDR veckratna odpornost (angl. multi drug resistant)
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PN
PCR
PMZ

SDV
Su

Taz
Tig
Tm
UVHVVR

meropenem
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Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano

multilokusna analiza spremenljivega Stevila tandemskih ponovitev (angl.
Multiple Locus Variable-Number Tandem Repeat Analysis)

Stevilo

nalidiksinska kislina
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zdravilom (angl. National Antimicrobial Resistance Monitoring System)
nacionalni kontrolni program (angl. national control program)
sekvenciranje naslednje generacije (angl. Next Generation Sequencing)
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gelska elektroforeza v pulzirajocem elektricnem polju (angl. Pulsed-field Gel
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verizna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction)
protimikrobna zdravila

odporne bakterije proti antibiotikom (angl. resistant)

dobro obcutljive bakterije na antibiotike (angl. susceptible)
sterilna destilirana voda

sulfometoksazol

tetraciklin
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tigeciklin

trimetopirim

Uprava RS za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin
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VNTR spremenljivo Stevilo tandemskih ponovitev (angl. Variable Number Tandem
Repeat)

WGS sekvenciranje celotnega genoma (angl. Whole Genome Sequencing)

WHO Svetovna zdravstvena organizacija (angl. World Health Organization)

77NV Zavod za zdravstveno varstvo (staro ime)
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1 UVOD

Salmonella Typhimurium je gramnegativna, fakultativno anaerobna nesporogena paliCasta
bakterija, ki lahko povzro¢a obolenja pri ljudeh in Zivalih (Andlovic, 2002; Nagli¢ in sod.
2005). V svetovnem merilu so okuzbe s salmonelami zelo pomembne v javnem zdravstvu,
veterinarski medicini in v proizvodnji zivil. Salmoneloza je za kampilobakteriozo druga
najpogostejSa zoonoza v Evropski uniji (EU). S. Typhimurium je med najpogostejSimi
povzrocitelji s hrano povezanih okuzb pri ljudeh in visok delez sevov je odporen proti

razlicnim protimikrobnim zdravilom (EFSA, 2012; EFSA, 2014; EFSA, 2017).

Obolenje obicajno poteka neinvazivno, z znalilnimi gastrointestinalnimi znaki in lahko
izzveni samo po sebi. Posebno v rizi¢nih skupinah (dojencki, majhni otroci, starostniki in
imunsko oslabljeni pacienti) lahko pride do bakteriemije in/ali druge zunajcrevesne oblike
okuzbe. V takih primerih je poleg nadomeScanja izgube tekoCine smiselna uporaba
antibiotikov glede na rezultate testov obcutljivosti (Chen in sod., 2011; Pui in sod., 2011;
Antunes in sod., 2016; EFSA, 2014). Zato naras¢anje Stevila veckratno odpornih izolatov
salmonel po celem svetu zmanjSuje moznost uspes$nega zdravljenja. Spremljanje incidence in
odpornosti izolatov salmonel pri ljudeh in Zivalih v skupnih in usklajenih programih nadzora
je zato nujno potrebno (Bender in sod., 2001; EFSA, 2017; Majowitz in sod., 2010; Long in
sod., 2010; Kagambega in sod., 2013; Chen in sod., 2013).

Za uspeSen nadzor nad salmonelami ter preprecevanje in obvladovanje vecjih izbruhov je
poleg nacionalne baze s podatki o genotipih PFGE (angl. Pulsed-field Gel Electrophoresis)
nujna tudi SirSa baza, ki vkljucuje podatke ve¢ drzav in v katero so vklju¢eni medicinski in
veterinarski laboratoriji. Ugotovljen genotip PFGE na lokalni ravni lahko predstavlja
sporadien primer ali pa je del izbruha. Za spremljanje pojava in Sirjenja salmoneloz je
potrebna primerjava genotipov PFGE na lokalni, nacionalni in mednarodni ravni (Long in

sod., 2010).

Namen doktorskega dela je bil ugotoviti genetsko raznolikost in stanje odpornosti proti

antibiotikom pri izolatih S. Typhimurium v Sloveniji iz razlicnih virov in v izbranem
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casovnem obdobju. Rezultati so lahko podlaga za pripravo nacionalne baze genotipov PFGE

S. Typhimurium, ki bo uporabna za humane in za veterinarske epidemioloske Studije.

Postavili smo naslednje delovne hipoteze:

Sevi S. Typhimurium imajo vecjo genetsko raznolikost kot S. Enteritidis.

Posamezni genotipi so stalno prisotni (v letih 2000-2012).

Sevi, izolirani iz razli¢nih zivali, se genetsko razlikujejo.

el N

Sevi, izolirani iz zivil, imajo §irSi spekter genotipov kot sevi, izolirani iz posameznih
zivalskih vrst.

5. Vzorec rezistence je vezan na doloCeno zivalsko vrsto zaradi usmerjene uporabe
antibiotikov.

6. Obseg rezistence se z leti povecuje.
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2 PREGLED LITERATURE

2.1 SALMONELLA

2.1.1 Taksonomija in osnovne znac¢ilnosti

Rod Salmonella spada v druzino Enterobacteriaceae. Salmonele so gramnegativne palicaste,
fakultativno anaerobne nesporogene bakterije, velikosti 0,7-1,5 x 2—5 um. Vecina je gibljivih
s peritrihnimi flagelami, razen posameznih serovarov (npr. S. Gallinarum, S. Pullorum), ki so
negibljivi. Nekatere imajo kapsulo, fermentirajo glukozo, nimajo ureaze in ne izdelujejo

indola (Gubina, 2002; Nagli¢, 2005).

V rodu Salmonella sta dve vrsti Salmonella enterica in Salmonella bongori. V vrsti
Salmonella enterica je Sest podvrst: enterica (subsp. I), salamae (subsp. 1) arizonae (subsp.
Ila), diarizonae (subsp. IlIb), houtenae (subsp. 1V) in indica (subsp. VI). Na osnovi
somatskih antigenov po White-Kauffmann-Le Minor shemi (2007) so salmonele razvr§¢ene v
ve¢ kot 50 seroloskih skupin. Seroloske skupine v kombinaciji s flagelarnimi antigeni, ki so
specifi¢ni za rod Salmonella, pa dolocajo ve¢ kot 2600 serovarov. Najvec serovarov sodi v
podvrsto enterica, kjer je veCina serovarov, ki povzroc¢ajo obolenja pri ljudeh (> 99 %)

(Grimont in Weill, 2007;Pui in sod., 2011; EFSA, 2012).

Salmonele so razsirjene po vsem svetu. Za salmonelozo obolevajo sesalci, ptice in plazilci.
Najveckrat se izlo¢ajo s fecesom in kontaminirajo vodo, tla, hrano za ljudi (zivila Zivalskega

in rastlinskega izvora) ter krmo za zivali. (Pui in sod., 2011)

2.1.2 Naravno okolje

Salmonele so zelo prilagodljive in dobro prezivijo v okolju. Vecina serovarov se razmnozuje
pri temperaturi od 5 do 47 °C, z optimalno temperaturo od 35 do 37 °C. Tolerirajo pH 4 do 9,
z optimumom 6,5 do 7,5. Zivijo v okolju z visoko vodno aktivnostjo (ay) med 0,99 in 0,94,
prezivijo pa tudi pri a,, > 0,2 (npr. v suhih izdelkih) (Pui in sod., 2011). PreZivijo lahko ve¢

kot eno leto v praznem hlevu in dve leti v krmi za zivali (Nygaard Jensen et al., 2006;



J. Mic¢unovi¢: Genotipi in rezistotipi bakterije Salmonella Typhimurium v Sloveniji v obdobju 2000 do 2012
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2018. Doktorska disertacija

Habrun, 2014; Hugas in Beloil, 2015;). Za prezivetje v ekstremnih pogojih, npr. v obratih
predelovalne industrije, lahko proizvajajo biofilme. Salmonele lahko prezivijo v zunanjem
okolju zelo dolgo, ve¢ tednov ali mesecev, lahko pa jih Sirijo tudi vektorji, kot so muhe,
podgane in ptici. (Pui in sod., 2011). Salmonele se nahajajo povsod v naravi. Visoko stopnjo
prezivetja jim omogoca cikli¢ni Zivljenjski krog, ko prehajajo skozi gostitelja v okolje in spet
v novega gostitelja. Salmonele lahko prezivijo v muhi celo njeno Zivljenjsko dobo, tj. do Stiri
tedne. Gnojenje polj s svezim kontaminiranim gnojem, ko je zunanja temperatura nad 20 °C,
omogoci hitro Sirjenje salmonel med gostitelji. V neugodnih okoljih, kot so povrSine v
predelovalni industriji ali v kopalnici in straniS¢ni Skoljki, lahko salmonele s pomocjo
adhezije in z nastankom biofilma prezivijo tudi ve¢ tednov. Salmonele v gnoju in v vodnem
okolju dobro prezivijo. V zemlji lahko prezivijo tudi eno leto in se celo razmnozujejo

(Winfield in Groisman, 2003).

2.1.3 Patogenost

Po stopnji prilagoditve gostitelju, kar vpliva na patogenost za cloveka in zivali, delimo
serovare v tri skupine. V prvi skupini so serovari, ki ne povzrocajo zoonoz in so prilagojeni na
Cloveka: S. Typhi, S. Paratyphi A, B in C. Ponavadi povzroc€ijo pri ljudeh hud septi¢ni tifusni
sindrom in obicajno niso patogeni za zivali. V drugi skupini so serovari, ki so v glavnem
prilagojeni na eno Zivalsko vrsto: S. Gallinarum (prilagojena na perutnino), S. Abortusovis
(prilagojena na ovce), S. Choleraesuis (prilagojena na prasice), S. Dublin (prilagojena na
govedo) in drugi serovari. Nekateri od teh lahko povzrocijo tudi sistemsko obliko
salmoneloze pri ljudeh. V tretji skupini so serovari, ki niso prilagojeni na posamezne vrste in
so raz$irjeni povsod (ubikvitarni) ter povzroc¢ajo vecino zoonoz. Taka sta S. Enteritidis in S.
Typhimurium, ki povzro€ata obicajno gastrointestinalne okuzbe pri ljudeh in pri zivalih
(Nagli¢, 2005; Pui in sod. 2011; Chen in sod., 2013; Habrun, 2014).

Sekvenciranje genomov in primerjalna genomska analiza vrstno specificnih in vrstno
prilagojenih serovarov sta pokazali, da so spremembe in klonske raznolikosti v in med
serovari posledica evolucijskega mehanizma prilagajanja salmonel na gostitelje. Nenehno
prilagajanje vodi tudi do povecane patogenosti in povecane odpornosti proti protimikrobnim

zdravilom (Chen in sod., 2013).
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2.2 SALMONELOZA

2.2.1 Pot okuZbe, naselitev in epidemiologija

NajobicajnejSa pot okuzbe pri ljudeh je zauzitje kontaminirane hrane. Salmonele imajo
mehanizme, ki jih $€itijo pred delovanjem organskih in anorganskih kislin (npr. solne kisline
v Zelodcu). Mladi organizmi so bolj obcutljivi za okuzbo, verjetno zaradi viSjega pH v
zelodcu, nestabilne crevesne mikrobiote in slabSe razvitega imunskega sistema. Poleg
gastroenteritisa salmonele lahko povzroc¢ijo septikemijo in se naselijo v mozganskih
ovojnicah in v gravidni maternici. Salmonele se lahko naselijo v se¢nem mehurju, v
mezenterialnih bezgavkah, pa tudi v Zol¢niku, kjer ostajajo razli¢no dolgo (perzistirajo) in se

trajno ali ob¢asno izlocajo z blatom. Pri latentnih klicenoscih lahko perzistirajo v bezgavkah

in tonzilah. (Habrun, 2014).

Najveckrat ugotovljeni vir salmonelnega gastroenteritisa pri ljudeh je zauzitje kontaminirane
hrane, npr. premalo termi¢no obdelano meso goveda, prasicev, perutnine, morski proizvodi in
jajca. Velikokrat je lahko vzrok kontaminirano sveze sadje in zelenjava. (Winfield in
Groisman, 2003; VURS, 2009; EFSA, 2012; EFSA, 2014, EFSA 2017). Hidroponi¢no
namakanje s kontaminirano vodo lahko omogoc¢i salmonelam, da kolonizirajo notranjost
zelenjave npr. paradiznika. Plazilci so naravni rezervoar salmonel, kot ljubiteljske zivali pa so
lahko vir okuzb za lastnike. Divje ptice in Zuzelke so pomembni vektorji za hitro Sirjenje

salmonel v okolje (Winfield in Groisman, 2003).

Viri okuzbe s salmonelami so odvisni od nacina zivljenja in prehranskih navad. V Afriki, kjer
zivijo ljudje in zivali v neposredni bliZini in je higienski nadzor nad proizvodnjo Zivil
pomanjkljiv, predstavljajo Zivali kot vir okuzbe veliko tveganje za zdravje ljudi. V raziskavi v
Burkini Faso so ugotovili visoko prevalenco salmonel pri domacih in divjih Zzivalih. Od
skupno 729 vzorcev fecesa je bilo 53 % vzorcev pozitivnih. Salmonela je bila dokazana pri 52

% vzorcev fecesa iz goveda, 16 % iz prasicev in 96 % iz jezev (Kagambega in sod., 2013).

V epidemioloski raziskavi v mehiskih zveznih drzavah je bilo ugotovljeno, da so bile vir

okuzbe najpogosteje proizvodne zivali. Kontaminacija mesa kot vzrok salmoneloze je bila
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najvisja v drzavah z visoko stopnjo revscine. V industrijskih podro¢jih je bila na prvem mestu
kontaminacija pri predelavi mesa. V ostalih zveznih drzavah je bil najpogostejsi razlog poleg
kontaminiranih Zzivil Se prenos s ¢loveka na ¢loveka in z Zivali na ¢loveka (Zaidi in sod.,

2008).

Kroni¢ni klicenosci (Se zlasti, ¢e sodelujejo pri pripravi hrane) lahko okuzijo potencialno
veliko Stevilo posameznikov. Salmonele se izlo¢ajo s fecesom povprecno od 6 tednov do 3
mesecev, kar je odvisno od serovara, priblizno 0,1 % okuZenih ljudi pa izlo¢a salmonele tudi

eno leto (Pui in sod., 2002).

2.2.2 Salmoneloza pri ljudeh

Ocenjeno je, da v svetu za salmoneloznim gastroenteritisom letno zboli 93,8 miljonov ljudi.
Za posledicami jih umre 155.000. Stevilo prijavljenih primerov salmoneloze je bistveno
manjSe od dejanskega Stevila obolelih. Pri 80,3 miljonov primerov je vzrok okuzba s hrano.
Salmonelne okuzbe predstavljajo veliko breme tako v razvitih kot tudi v drzavah v razvoju

(Majowitz in sod., 2010).

V svetovnem merilu so okuzbe s salmonelami zelo pomembne v javnem zdravstvu.
Salmoneloza je v EU za kampilobakteriozo druga najpogostejSa zoonoza. Salmonelozo pri
ljudeh povzrocajo serotipi Salmonella enterica subsp. enterica. Pet najpogostejsih serovarov v
EU: Enteritidis, Typhimurium (vklju¢no z monofazno varianto), Virchow, Infantis in Hadar.
Seznam najpogostejsih desetih serovarov v EU se z leti spreminja, na prvih dveh mestih pa
vztrajata serovra Enteritidis in Typhimurium.

Inkubacijska doba je od 4 do 72 wur. Obicajno poteka neinvazivno z znalilnimi
gastrointestinalnimi znaki (driska, vrofina in abdominalna bole¢ina), kjer ni potrebno
zdravljenje z antibiotiki. Infekcijska doza pri zdravih odraslih je od 10°do 10° cfu (Stevilo
kolonijskih enot, angl. colony forming units).

V 5 do 10 odstotkih primerov lahko pride do resnejSega poteka: do bakteriemije in/ali druge
zunajcrevesne oblike okuzbe (osteomielitis, meningitis) Se zlasti pri rizicnih skupinah
(dojencki, majhni otroci, starostniki in imunsko oslabljeni pacienti), pri katerih je infekcijska

doza lahko bistveno nizja (od 1 do 10 cfu). V takih primerih je poleg nadomescanja izgube
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tekoCine smiselna uporaba antibiotikov glede na rezultate testov obcutljivosti. Antibiotiki
izbora so ampicilin, trimetoprim-sulfametoksazol, fluorokinoloni ali cefalosporini tretje

generacije (Chen in sod., 2011; Pui in sod., 2011; EFSA, 2014; Antunes in sod., 2016).

Narascanje Stevila veckratno odpornih izolatov (MDR, angl. multi drug resistant) salmonel po
celem svetu zmanjSuje moznost uspeSnega zdravljenja pri kriticnih skupinah (otroci,
starostniki nosecnice in imunsko oslabljeni pacienti). Spremljanje incidence in odpornosti
izolatov salmonel pri ljudeh in Zivalih v skupnih in usklajenih programih nadzora je zato
nujno potrebno (Bender in sod., 2001; Long in sod., 2010; Majowitz in sod., 2010; Chen in
sod., 2013; Kagambega in sod., 2013; EFSA, 2017)

2.2.3 Salmoneloza pri Zivalih

Salmoneloza je kuzna bolezen, za katero lahko obolijo vse domace zivali. Najbolj dovzetne za
okuzbo so mlade, breje in zivali v laktaciji. Salmonele (razen vrstno prilagojenih) pri zivalih
povzro¢ajo pretezno subklini¢ne okuZbe in se zlahka razsirijo v jati ali ¢redi. Zivali lahko
postanejo obcasni ali trajni klicenosci (Hugas in sod., 2014).

Salmoneloza obicajno poteka kot gastroenteritis, lahko pa pride do resnejSega poteka z akutno
septikemijo, abortusi, artritisi in respiratornimi obolenji. Take zivali so pomemben vir za
Sirjenje okuzbe med jatami in ¢redami ter hkrati predstavljajo vir kontaminacije zivil in okuzb

ljudi (OIE, 2016) .

Pri prasicih je najbolj pogosto izoliran serovar Typhimurium. Pra$i¢i se najveckrat okuzijo s
kontaminirano krmo. Okuzba se med prasici $iri po fekalno-oralni poti. Salmonele naselijo
predvsem ileum, cekum in kolon, lahko pa po zauZzitju vstopijo v tonzile, kjer lahko dolgo
perzistirajo. Vec€ina okuzb s S. Typhimurium poteka subklinicno in asimptomatsko in ima
lahko za posledico dolgotrajno klicenostvo, pri katerem se salmonele izlo¢ajo samo obcasno.
Izlocanje salmonel pri klicenoscih zaradi stresa med transportom do klavnice kontaminira
okolje in okuzi zdrave prasi¢e (Boyen in sod., 2008). Pri prasi¢ih je mogoca okuzba tudi z

aerosolom (Winfield in Groisman, 2003).
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Okuzba pri odraslem govedu poteka obicajno asimptomatsko. Okuzba s S. Typhimurium
povzroca pri teletih podobne znake kot pri ljudeh. Primarno je to ¢revesna bolezen, kjer je
smrtnost obi¢ajno povezana z dehidracijo in poSkodbami ¢revesja. Pri teletih, mlaj$ih od dveh

mesecev, lahko okuzba s S. Typhimurium povzroci bakteriemijo (Tsolis in sod., 1999).

Okuzba z vrstno neprilagojenimi serovari poteka pri perutnini obicajno asimptomatsko.
Dovzetnost za okuzbo se razlikuje po serovarih in je odvisna predvsem od starosti zivali

(Cosby in sod., 2015).

2.3 NADZOR V EU IN SVETU

Pri ljudeh je okuzba s S. Enteritidis najpogosteje povezana s kontaminiranimi jajci in
perutninskim mesom, medtem ko so primeri S. Typhimurium ve¢inoma povezani z uZivanjem

kontaminiranega mesa prasicev, perutnine in goveda (EFSA, 2014; Hugas in Beloil, 2014).

Po podatkih iz porocila EFSA (angl. European Food Safety Authority, EFSA) za leto 2010 je
bil delez serovara S. Typhimurium v EU pri ljudeh 21,9 %, pri prasic¢ih 31,5 %, pri govedu
26,3 %, pri perutnini pa 5,6 % (EFSA, 2012).

Na pomen serovara S. Typhimurium kazejo rezultati temeljnih Studij prevalence salmonel v
EU. Ugotovljena prisotnost S. Typhimurium v posameznih temeljnih Studijah: pri brojlerjih
(2005-2006) je bila ugotovljena v 3 % vseh izolatov in 4,6% vseh preiskovanih posestev v 15
drzavah; v bezgavkah klavnih prasi¢ev (2006-2007) v 40 % vseh pozitivnih prasicev iz 25
drzav in v brisih trupov klavnih prasi¢ev na klavnicah v 49,4 % pozitivnih trupov iz 10 od 13
sodelujocih drzav; pri nesnicah (2004-2005) 4,8 % vseh izolatov s 3,8 % posestev v 15
drzavah; pri puranih (2006-2007) v mati¢nih jatah 10 % izolatov s 15,4 % posestev iz dveh
drzav in pri pitovnih puranih 7,1 % z 9 % posestev iz 12 drzav; pri razplodnih prasicih (2008)
17,9 % izolatov s 25,4 % posestev v 17 drzavah in pri pitovnih prasicih 13,7 % izolatov z 20,1
% posestev v 16 drzavah (EFSA, 2007 a; EFSA 2007 b; EFSA 2008 a; EFSA 2008 b; EFSA
2009).

Iz porocila EFSA za leto 2008 v EU je razviden visok delez rezistence S. Typhimurium v
primerjavi rezistotipov med Salmonella spp., S. Enteritidis in S. Typhimurium v odstotkih

(EFSA, 2010).
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Za nadzor nad salmonelami pri razli¢nih proizvodnih vrstah domacih kokosi in puranov ter za
omejitev tveganja kontaminacije proizvodov iz perutnine izvajajo drzave clanice EU
nacionalne kontrolne programe nadzora (NCP, angl. national control program)) v skladu z
zakonodajo EU (Regulation (EC) No 2160/2003). Redni nadzor se izvaja v izbranih
populacijah perutnine, kot so plemenske jate vrste Gallus gallus, kokoS$i nesnice in pitovni
piScanci ter purani za vzrejo in pitanje. Ciljni serovari so S. Enteritidis, S. Typhimurium, S.
Hadar, S. Infantis in S. Virchow v mati¢nih jatah Gallus gallus ter S. Enteritidis in S.
Typhimurium v drugih perutninskih populacijah. S. Typhimurium vkljucuje tudi monofazno
varianto S. Typhimurium 1,4, [5], 12: i: -. Nacionalni kontrolni programi nadzora drzav ¢lanic
EU temeljijo na enakih nacelih in ciljih zmanjSanja prevalence. Vkljucujejo sistemati¢no
izvajanje preventivnih ukrepov v jatah, temeljit nadzor nad statusom salmonele v jatah in
predpisano ukrepanje ob ugotovitvi okuzbe s salmonelo. Programi se uvajajo postopoma od
leta 2005 (Hugas in Beloil, 2014). Uspesnost ukrepov potrjuje signifikantno zmanjSanje
Stevila salmoneloz pri ljudeh v desetletnem obdobju. Vse drzave bi morale slediti skupnim
ciljem in hkrati prilagajati svoje programe glede na pojavnost izoliranih serovarov pri ljudeh

(Hugas in Beloil, 2014; Antunes in sod., 2016).

Piramida, ki predstavlja breme bolezni (CDC, 2015), je model za razumevanje porocanja o
zoonozah, povezanih s hrano, in ilustrira korake, ki se morajo zgoditi pri epizodi bolezni v
populaciji, da bo registrirana pri nadzoru (slika 1). Zacne se z velikim Stevilom v Siroki bazi
piramide in se zmanjSuje proti vrhu:

e posamezniki iz populacije so izpostavljeni mikroorganizmu,

e od izpostavljenih se posamezniki okuzijo in zbolijjo,

e od obolelih posamezniki pois¢ejo zdravnisko pomoc,

¢ na laboratorijsko analizo posljejo vzorce samo od posameznih obolelih,

e laboratorij testira posamezne vzorce na ta patogen,

e laboratorij potrdi vzro¢ni patogen samo v nekaterih od teh vzorcev,

e laboratorijsko potrjen primer se porofa lokalnemu in drZzavnemu zdravstvenemu

nazornemu sistemu.
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The burden of illness pyramid is a model for understanding foodborne disease reporting.

Slika 1: Piramida bremena bolezni (Burden of illness pyramid CDC FoodNet)
Figure 1: The burden of illness pyramid (Burden of illness pyramid CDC FoodNet)

https://www.cdc.gov/foodnet/surveillance.html

V EU je nadzor pri izbruhih salmoneloze pri ljudeh obvezen. V drzavah ¢lanicah EU stalno
spremljajo zoonoze in povzrocitelje zoonoz (vklju¢no s salmonelo) pri proizvodnih zivalih in
v zivilih. Podatke o ljudeh, zivalih in zivilih zdruzujeta in analizirata Evropska agencija za
varnost hrane (EFSA) in Evropski center za prepre¢evanje in obvladovanje bolezni (angl.
European Center for Disease Prevention and Control, ECDC), ki vsako leto predstavita zbirno
porocilo o trendih in virih zoonoz, povzrociteljih zoonoz in izbruhih, povzrocenih s hrano, za

EU (EFSA, 2012; EFSA, 2014; EFSA, 2017).

V prizadevanjih za zmanjSanje Stevila okuzb so vzpostavljeni Stevilni drzavni sistemi nadzora,
kot npr. danski DANMAP (angl. Danish Integrated Antimicrobial Resistance Monitoring and
Research Program), ameriski NARMS (ang. National Antimicrobial Resistance Monitoring
System), GFN-WHO (angl. Global Foodborne Infections Network - World Health
Organization)) in drugi. V okviru teh programov spremljajo odpornost bakterij, uporabo
antibiotikov pri Zivalih in distribucijo serovarov ter zbirajo podatke o odpornosti in trende

njihovega Sirjenja (Chen in sod., 2013; Kuang in sod. 2015).

Vse drzave ¢lanice EU morajo na podlagi smernic, ki so jih pripravile FAO (angl. Food and
Agriculture Organization of the United Nations), OIE (franc. Office International des

Epizooties) in WHO postopoma pripraviti nacionalne strategije in ustrezne akcijske nacrte za
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smotrno rabo protimikrobnih zdravil in obvladovanje odpornosti v humani in veterinarski
medicini.

Tudi drzave v razvoju bi potrebovale take sisteme, saj je pasivni nadzor nezadosten. Bolni
ljudje namre¢ velikokrat ne pridejo do zdravniSke pomoci, analizira se premajhno Stevilo
vzorcev in zdravniki niso zavezani porocati v zdravstvene referencne centre o primerih in
smrtih. V §tirth od 32 mehiskih zveznih drzav so leta 2002 poskusno vpeljali skupni sistem
nadzora (IFCSs), ki je omogocil spremljanje in odkrivanje pomembnih tveganj za zdravje
ljudi in je prispeval pomembne podatke v nacionalno bazo ter dokazal, da je to ekonomsko in

tehni¢no izvedljivo (Zaidi in sod., 2008).

PulseNet je omreZje laboratorijev za javno zdravje, ki ga usklajujejo centri za nadzor in
preprecevanje bolezni (CDC), v katerih z metodo PFGE tipizirajo bakterije, ki povzroc¢ajo s
hrano povezane bolezni. Mreza omogoca primerjavo genotipov PFGE iz razli¢nih geografskih
obmocij. Drzavni in zasebni laboratoriji vnasajo rezultate (genotipe PFGE) v nacionalno bazo
podatkov CDC PulseNet. Enaki genotipi PFGE, ugotovljeni na nacionalni ravni, lahko
predstavljajo del velikega mednarodnega izbruha (Bender in sod., 2001; Long in sod. 2010).
Enaki genotipi PFGE bakterije, izolirane pri najmanj dveh osebah, nakazujejo, da gre zelo

verjetno za isti vir okuzbe (Bender in sod., 2001, Berrett 2006).

Za uspeSen nadzor nad salmonelami ter preprecevanje in obvladovanje vecjih izbruhov je
poleg nacionalne baze nujna tudi skupna baza, ki vkljucuje podatke ve¢ drzav in v katero so
vkljuceni medicinski in veterinarski laboratoriji. Ugotovljeni genotip PFGE na lokalni ravni
lahko predstavlja sporadi¢ni primer ali pa je del izbruha. Za spremljanje pojava in Sirjenja
salmoneloz je potrebna primerjava genotipov PFGE in genetskih skupin (npr. v ZDA lokalna,

drzavna in nacionalna raven) (Long in sod. 2010).

V zacetku devetdesetih let je bilo v ZDA odkritih in raziskanih vedno ve¢ izbruhov okuzb s
hrano, zato so razvili mrezo PulseNet. Tipizacijo so izvajali lokalni laboratoriji za javno
zdravje v zveznih drzavah, kar je razbremenilo centralni laboratorij in omogocilo hitrejSo

analizo izolatov, hkrati na lokalni in centralni ravni.
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Namen mreZe je doloc¢anje genotipov PFGE pri izolatih bakterij, ki povzro€ajo s hrano
povezane okuzbe, in zgodnje prepoznavanje izbruhov (lo¢evanje med sporadi¢nimi primeri in
povezanimi primeri — izbruhi), pomo¢ pri prepoznavi in potrditvi vira okuzbe pri izbruhih ter
ucinkovita povezava med javnozdravstvenimi laboratoriji. PulseNet ima tako klju¢no vlogo
pri nadzoru in preiskavah izbruhov bolezni, povezanih s hrano. Z identifikacijo bakterijskih
izolatov in z znanim genotipom PFGE lahko strokovnjaki v nekaj dneh povezejo primere z
viri, tudi ¢e so geografsko oddaljeni.

V mednarodno mrezo Pulse Net (angl. PulseNet International) je vkljucenih 88 drzav iz
sedmih regij: ZDA, Latinska Amerika s Karibi, Azija s Pacifikom, Afrika, Bliznji vzhod in
Evropa.

PulseNet (PN) Europe je ustanovila FP (Framework programme — 6. okvirni program EU)
mreza  odli¢nosti  Med-Vet-Net, virtualnega evropskega centra za  zoonoze
(www.medvetnet.org). Glavni cilj je bil vzpostaviti sistem podatkovnih baz za odkrivanje in
preiskovanje izbruhov, ki jih v EU povzroc¢ajo salmonele, verotoksigena Esherichia coli
(VTEC) in Listeria monocytogenes. V PN mrezo je vkljucenih 32 evropskih drzav z
zdravstvenimi, veterinarskimi in Zivilskimi laboratoriji. Partnerji imajo neposreden dostop do
osrednjih baz podatkov PN Europe, ki jim omogoca primerjavo na nacionalni, evropski in
mednarodni ravni. Zelo pomembna je kakovost genotipov PFGE, ki bodo naloZeni v osrednjo
zbirko podatkov, in enotno poimenovanje. Dolocenih je Sest kuratorjev PN Europe, ki skrbijo
za centralno zbirko podatkov, poimenovanje in potrditev genotipov PFGE, ki jih predloZzijo

partnerji (PulseNet Europe, 2014).

2.4 NADZOR V SLOVENLJI

Med zoonozami pri ljudeh je v Sloveniji salmoneloza od leta 2009 na drugem mestu.
Najvecje Stevilo ugotovljenih primerov pri ljudeh je bilo v letu 2003, ko smo bili po stopnji
incidence (169/100.000) na prvem mestu v EU. Od leta 2004, ko so bili postopoma uvedeni
nacionalni programi za zmanjSanje prevalence v jatah perutnine, se je Stevilo salmoneloz pri
ljudeh zmanj$alo za ve¢ kot 90 % (s 4.005 v letu 2004 na 393 v letu 2012). Stevilo se je
zmanjSalo tudi na racun spremembe pravilnika o pregledu delavcev v proizvodnji in prometu
zivil (avgust 2003), ko je bistveno upadlo stevilo laboratorijskih preiskav blata (NIJZ, 2006).

Medtem ko se je v Sloveniji od leta 2003 Stevilo primerov s serovarom Enteritidis zmanjSalo
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7a 90 % (s 3.812 v letu 2003 na 184 v letu 2012 in 151 v letu 2015), ostaja Stevilo primerov s
serovarom Typhimurium priblizno enako (NIJZ, 2015; NIJZ, 2017).

V humani medicini se belezijo od leta 2004 dalje samo klini¢ni, laboratorijsko potrjeni
primeri, zato je dejansko $tevilo zanesljivo vegje. Stevilo salmoneloz iz vzorcev v pasivnem

monitoringu namre¢ vedno predstavlja samo 'vrh ledene gore'.

V veterinarski medicini v laboratorijih Nacionalnega veterinarskega inStituta (NVI) pri zivalih
odkrijemo okuzbo s salmonelami najveckrat v monitoringu, tj. pri Zivalih brez klini¢nih
znakov. Na InStitutu za mikrobiologijo in parazitologijo Veterinarske fakultete (IMP VF) smo
v preiskovanem obdobju pridobili izolate iz zivali iz obveznih vzor€enj v okviru temeljnih
Studij (pri plemenskih prasicih, praSic¢ih pitancih, puranih in nesnicah) in iz vzorcev, odvzetih
po pravilnikih o nadzoru salmonel pri perutnini, iz Zivil v okviru monitoringa zoonoz in
notranjega nadzora pri nosilcih dejavnosti ter samo izjemoma v okviru epidemioloskega
poizvedovanja (po izbruhih pri ljudeh).

Stevilo vzorcev za bakteriolosko/laboratorijsko ugotavljanje vzroka bolezni ali pogina pri
proizvodnih Zzivalih, razen pri perutnini, se v zadnjih 15 letih stalno zmanjSuje. Pri praSicih
smo do leta 2000 redno prejemali vzorce z nasih farm za kontrolo vzroka pogina. Razlogi za
upad Stevila vzorcev so verjetno zmanjSevanje stroSkov proizvodnje in mogoce posledice
zaradi ukrepov po veljavnih pravilnikih. Pri govedu in prasic¢ih lahko tako v zadnjih letih

odkrijemo le posamezne primere, najveckrat pri sistemati¢nem nadzoru pogina.

Na Veterinarskem zavodu Slovenije je bilo od leta 1961 do leta 1970 preiskanih na salmonele
kar 20.093 vzorcev iz Zzivali in krmil, od katerih je bilo povprecno 14,3 % pozitivnih na
salmonele. S. Typhimurium je bila po pogostosti na drugem mestu z 235 izolati in S.
Enteritidis na petem mestu s 101 izolatom. Pri teletth so v treh izbruhih izolirali S.
Typhimurium. V letih 1979 do 1982 je bilo ugotovljeno povecano Stevilo S. Typhimurium (n
= 147) kot posledica enzootije salmoneloze pri teletih in akcije preiskav golobov, vecje pa je
bilo tudi Stevilo S. Typhimurium pri perutnini in v krmilih. V dvanajstletnem obdobju (1979
do 1990) je bila S. Typhimurium izoliarna iz 524 vzorcev (43 izolatov iz krmil, 302 iz zivali,
172 iz zivil in 8 iz drugih vzorcev) (Bole-Hribovsek, 1993).
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Od drugih zivalskih vrst so obcasno na prisotnost salmonel pregledane zivali iz Zivalskega
vrta, ki so namenjene za ucne namene, ter plazilci. V okviru projektov smo pregledali tudi

doloceno stevilo mestnih golobov.

V Sloveniji se redno izvaja aktivni monitoring pri perutnini, pri drugih zivalih pa le obcasno.
V tabeli 1 so podatki o pregledanih in pozitivnih vzorcih pri Zivalih od leta 2008 do 2016. Vir
podatkov so letna poro€ilo o zoonozah in povzrociteljih zoonoz v Sloveniji, ki jih izdata
MKGP (Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano) in UVHVVR (Uprava RS za
varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin) in so objavljena na spletni strani UVHVVR

(UVHVVR, 2017).

Tabela 1: Podatki o Stevilu pregledanih in pozitivnih zivalih v Sloveniji iz obdobja 2007 do 2016

Table 1: Data on the number of checked and positive animals in Slovenia in the period 2007 to 2016

. s . testirane jate/ pozitivni vzorci:
vrsta Zivali obdobje o o
gospodarstva / Zivali Salmonella sp. S.Typhimurium

st. vzorcev st. % st. %
mati¢ne jate® 2007-2016 2470 27 11 3 0,1
nesnice® 2008-2016 2926 109 3,7 2 0,1
brojlerji® 2009-2016 18799 762 4,1 7 0,0
purani® 2010-2016 919 27 2,9 0 0,0
prasi¢i (bezgavke)* 2006-2007 443 27 6,1 3 0,7
prasici (plemenski)b 2008 114 10 8,8 0 0,0
prasici® 2010 384 21 5,5 6 1,6
7 7,0

prasici 2015 100 11 11,0 §

2 2,0

govedo® 2008 386 1 0,26 0 0
drobnica® 2009 103 1 0,97 0 0

. . b . . v . d
® testirane jate, ° testirana gospodarstva, © testirane Zivali, * monofazna ST

Pri perutnini je po uvedbi nacionalnih kontrolnih programov signifikantno padlo Stevilo
izolatov S. Typhimurium in S. Enteritidis pri mati¢nih jatah, nesnicah in brojlerjih, medtem ko
pri puranih ni signifikantne razlike. Imamo dosezen nacionalni cilj, tj. manj kot 1 %
pozitivnih jat na S. Typhimurium in S. Enteritidis. Pri mati¢nih jatah od leta 2012 nismo
zabelezili pozitivne jate na S. Typhimurium (v letu 2008 je bila pozitivna ena jata, v letu 2011

pa dve jati). Pri nesnicah smo imeli dve pozitivni jati na S. Typhimurium v letu 2014. Pri
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prasi¢ih je povprecni delez pozitivnih na S. Typhimurium manj kot 2 %. Pri govedu se od leta

2010 izvaja samo pasivni monitoring.

2.5 METODE DOLOCANJA IN TIPIZACIJE

2.5.1 Izolacija

.....
.....

.....

salmonel pri zdravih zivalih (npr. monitoring), poteka preiskava s predobogatitvijo in
selektivno obogatitvijo na bujonih ter prepoznavo tipi¢nih kolonij na selektivnih trdnih
vzorcev iz okolja primarne proizvodnje so standardizirani (ISO 6579-1:2017).

Tipi¢ne kolonije determiniramo. Potrjujemo jih biokemijsko, molekularno ali pa z masno
spektrometrijo (Maldi-Tof MS, angl. Matrix assisted laser desorption ionization-time of flight

mass spectrometry).

2.5.2 Tipizacijske metode

Namen in cilj epidemioloske raziskave je pridobivanje informacij o okuzbi (izvor, potek,
prenos in dejavniki), da bi razumeli, preprecevali in obvladali Sirjenje povzrocliteljev
nalezljive bolezni pri zivalih in ljudeh. Pri epidemioloskih raziskavah so pomembne
tipizacijske metode, ki so nam v pomo¢ pri odkrivanju virov, poti in obsega Sirjenja
povzrociteljev. Za identifikacijo in tipizacijo izolatov salmonel je na voljo ve¢ fenotipskih in
molekularnih metod. V nadaljnem besedilu navajamo samo nekatere najbolj pogosto

uporabljene metode.

2.5.2.1 Fenotipske tipizacijske metode

Serotipizacija je najbolj uporabljena metoda za tipizacijo salmonel. Salmonele razvrsca na

osnovi antigenskih razlik v lipopolisaharidu (antigen O), flagelinu (antigena H1 in H2) in
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kapsuli (antigen Vi). Na podlagi prisotnosti teh antigenov ima vsak serovar svojo znacilno
antigensko formulo. Glede na prisotnost antigenov H poznamo bifazne, monofazne in
negibljive salmonele. Antigenska formula za serovar Typhimurium je 1,4,[5],12:1:1,2.

Monofazna varianta S. Typhimurium nima druge flagelarne faze 1,4,[5],12:1:-.

Klasifikacija serovarov salmonel po shemi White-Kauffman-Le Minor (Grimont in Weill
2007) je v svetu najbolj uveljavljena. Relativno malo od opisanih ve¢ kot 2.500 serovarov je
povezanih s salmonelozo pri ljudeh in domacih zivalih. Serotipizacija pri najbolj razsirjenih
serovarih (S. Typhimurium in S. Enteritidis) za epidemioloske analize zato ne zadostuje,
ampak je potrebna nadaljnja subtipizacija. Pomankljivosti metode, ki je sicer Siroko
uporabljena, so: dragi antiserumi (ki morajo biti kakovostni), dolgotrajen postopek in potreba
po dobro usposobljenem osebju. Vsi sevi zato niso tipizirani. Klasi¢na serotipizacija ostaja
pomembno izhodis¢e za karakterizacijo izolatov pri razli¢nih $tudijah in pri epidemioloskih

preiskavah (Barco in sod., 2013).

Fagotipizacija je tradicionalna metoda, ki temelji na razli¢ni obcutljivosti sevov na
bakteriofage. Z izbranim nizom bakteriofagov se izolatu dolo¢i fagotip.

Za nekatere pomembne serovare (tudi S. Typhimurium) so razvili sheme za tipizacijo. Metoda
je poceni in ne zahteva posebne opreme, izvede pa jo lahko samo omejeno Stevilo referen¢nih
laboratorijev, ki razpolagajo s fagi. Tipiziranje zahteva veliko izkuSenj pri interpretaciji

(Barco in sod., 2013).

Rezistotipizacija je metoda, s katero doloCamo pri bakterijskem izolatu odpornost proti
antibiotikom. Metoda je poceni in ne zahteva posebne opreme in reagentov. Razviti so
standardizirani protokoli za izvajanje analize in interpretacijo. Pri bakterijah so nekatere
determinante odpornosti stabilne (npr. mutacija genov, ki kodirajo odpornost proti
florokinolonom), druge pa se zelo lahko prenasajo med bakterijami s plazmidi, integroni in
genomskimi otoki. Iste fenotipske vzorce odpornosti lahko kodirajo razlicni geni.
Nekromosomski geni za odpornost se zlahka pridobijo ali izgubijo (lahko tudi ob pasazi
izolatov v laboratoriju), zato je taka tipizacija nezanesljiva. Ta nestabilnost zmanjsSuje

pomembnost te metode v epidemioloskih raziskavah (Barco in sod., 2013).
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2.5.2.2 Molekularne metode

Pri epidemioloski analizi izbruha ni dovolj dolociti serovar, lokacijo in datum okuzbe, ampak
je nujno potrebna molekularna subtipizacija in doloCitev vzorca odpornosti, da lahko
razlikujemo med sporadi¢nimi in povezanimi primeri (izbruhi) ter odkrivamo vire okuzb. Pri
serovarih, ki so na dolo¢enem podro¢ju pomembni za zdravje ljudi, kot je npr. S.
Typhimurium, je potrebna rutinska molekularna subtipizacija, kar pomeni, da je izolate treba
zbirati oz. poSiljati v za to usposobljeni laboratorij (Bender in sod., 2001). Netifoidne
salmoneloze se obicajno Sirijo klonalno. Mehanizmi za nastanek, razSirjanje in poznejsi upad
novih klonov salmonel so neznani. Verjetno so razlog genetski dejavniki, ki omogocajo
ucinkovitejSe razSirjanje v doloCenih gostiteljih in okoljih. Posamezni kloni se lahko
zadrzujejo ve¢ let samo pri eni vrsti gostitelja, preden se razSirijjo na druge. Primerjava
izolatov pri ljudeh in Zivalih z rezistotipi in genotipi PFGE omogoca spremljanje in
odkrivanje virov okuzbe (Davis in sod., 2007). Z molekularnimi metodami analiziramo
spremembe na nivoju bakterijskega genoma. Z njimi potrjujemo dokazane povezave s
fenotipskimi metodami oziroma odkrivamo povezave med posameznimi izolati (Van Belkum
in sod., 2007). Enak genotip nakazuje na prenos okuzbe. Dokaz za prenos okuzbe je, ko s
tipizacijo skupine izolatov laboratorijsko dokaZzemo, da so epidemioloSko povezani izolati
genetsko sorodni (Tenover in sod., 1995). Kriteriji za vrednotenje molekularnih metod so
sposobnost razlikovanja, ponovljivost in fleksibilnost (uporabnost za razlicne bakterijske

vrste).

Razvite so Stevilne molekularne metode subtipizacije, ki na osnovi DNK
(dezoksiribonukleinska kislina) ugotavljajo sorodstvene odnose med izolati salmonel. Metode
so razvrscene v tri glavne skupine: dolo¢anje vzorcev DNK (fingerprinti), sekvenciranje DNK
in metode, ki temeljijo na hibridizaciji DNK (microarray metode). Metode v prvi skupini
razvr$cajo seve glede na razlike v velikosti pasov DNK (fragmentov) po cepitvi DNK z
restrikcijskimi encimi. Metode v drugi skupini dolo¢ajo nukleotidno zaporedje ciljnih regij v
genomu. V tretjo skupino sodijo metode, ki temeljijo na ujemanju komplementarnih zaporedij
V genomu.

Najpogostejsi metodi, ki se uporabljajo v laboratorijih EU za subtipizacijo sevov salmonel, sta

gelska elektroforeza v pulzirajo¢em elektricnem polju (PFGE) in multilokusna analiza
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spremenljivega Stevila tandemskih ponovitev (angl. multiple-locus-variable-number tandem
repeat analysis, MLVA) (Barco in sod., 2013). V zadnjem ¢asu pa se vedno bolj uporablja
sekvenciranje celotnih genomov (ang. whole genome sequencing, WGS), ki je trenutno

najsodobnejSa metoda tipizacije mikrobov (ECDC, EFSA, 2017).

PFGE je Siroko uporabljena genotipizacijska metoda, zato ima oznako 'zlati standard'. PFGE
je standardna metoda genotipizacije, ki ob harmonizaciji med laboratoriji omogoca
primerjavo izolatov na lokalni, nacionalni in mednarodni ravni. Velja za robustno in
zanesljivo metodo z dobro ponovljivostjo in je primerna skoraj za vse serovare salmonel
(Lienneman in sod., 2015, Cai in sod., 2016; van Belkum in sod., 2007). Temelji na analizi
celotne genomske DNA po razrezu z restrikcijskimi encimi. Z elektroforezo lo¢ujemo zelo
velike fragmente DNA v elektricnem polju s periodi¢nim spreminanjem smeri elektricnega
toka. Rezultate genotipizacije lahko obdelujemo z razli¢nimi programi (npr. BioNumerics
(Applied Maths, Belgija), Finferprinting II (BioRad, ZDA)), ki omogocajo medsebojno
primerjavo genotipov, izdelavo dendrogramov in izmenjavo rezultatov med laboratoriji.
Racunalniski program izracuna stopnjo podobnosti in izdela dendrogram z razli¢nimi

algoritmi.

Mreza PulseNet ima opredeljene protokole PFGE, ki so v rutinski uporabi v nadzornih
laboratorijih po celem svetu. Genotipi PFGE so objavljeni v spletnih bazah za globalno
primerjavo. Metoda je visoko standardizirana. Je komplicirana, delovno intenzivna ter
zahteva dobro tehni¢no znanje. PFGE je bila priznana kot ena najbolj diskriminatornih tehnik
subtipizacije in jo uspesno uporabljajo v Stevilnih epidemioloskih analizah. Metoda pa ni
dovolj diskriminatorna za genetsko zelo sorodne seve, kot je npr. S. Enteritidis. Kriteriji za
interpretacijo so bili postavljeni za analize bolni$ni¢nih izbruhov in ne ustrezajo popolnoma,
kadar zelimo primerjati genotipe iz nepovezanih izolatov v daljSem ¢asovnem obdobju in iz
razliénih geografskih obmocij, zato bi bilo treba pripraviti nove smernice za vrednotenje
(Barco 2013).

V stevilnih Studijah avtorji z genotipizacijsko metodo PFGE primerjajo izolate in ugotavljajo
sorodnost. Primerjava rezultatov med avtorji je teZka, ker ocena rezultatov ni harmonizirana.
Glede na Stevilo in izvor izolatov avtorji s pomoc¢jo razlicnih racunalni$kih programov

doloCajo obseg posamezne genetske skupine. Posamezne genotipe PFGE bo mogoce

34



J. Mic¢unovi¢: Genotipi in rezistotipi bakterije Salmonella Typhimurium v Sloveniji v obdobju 2000 do 2012
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2018. Doktorska disertacija

primerjati, ko bo vzpostavljena skupna mreza na ravni EU. Referen¢ni laboratoriji EU (angl.
European Union Reference Laboratory, EURL) organizirajo za nacionalne referencne
laboratorije (angl. National Reference Laboratory, NRL) medlaboratorijske primerjave (za
salmonele od leta 2013) in izobraZevanja za uskladitev izvedbe metode in interpretacijo

rezultatov.

MLVA je genotipizacijska metoda PCR (angl. polymerase chain reaction), ki temelji na
hkratni analizi vecjega Stevila lokusov s spremenljivim Stevilom tandemskih ponovitev
(VNTR). Shema MLVA ni enako diskriminatorna za vse serovare. V Evropi sta
standardizirana protokola za S. Enteritidis in S. Typhimurium. Metoda je hitra in enostavna,
slabost pa je morda prehitra evolucija tandemskih ponovitev. Lahko je zelo uporabna pri

preiskavah izbruhov in tudi v dolgoro¢nih $tudijah (Barco in sod., 2013).

WGS je ena od aplikacij sekvenciranja naslednje generacije (angl. Next Generation
Sequencing, NGS). Omogoca nam primerjavo celotnih mikrobnih genomov ali njihovih
delov. Zaradi nizjih stroskov in primerljive hitrosti s klasi¢nimi subtipizacijskimi metodami je
WGS vse bolj prisotna v rutinski tipizaciji mikroorganizmov. Pri salmonelah se je metoda
izkazala kot zelo uporabna pri razreSevanju izbruhov in bi lahko nadomestila uveljavljene
metode za subtipizacijo salmonel, kot so PFGE, MLVA in ribotipizacija (Leekitcharoenphon
in sod., 2014; Taylor in sod., 2015).

2.6 ODPORNOST SALMONEL PROTI ANTIBIOTIKOM

Od leta 1990 se je zaradi razvoja novih antibiotikov uporaba le-teh v humani in veterinarski
medicini moc¢no povecala. To je sicer olajsalo zdravljenje razli¢nih bakterijskih okuzb, vendar
je hkrati dolgotrajna in pogosto nekriticna raba privedla do selekcijskega pritiska na
povzrocitelje in posledicno do razvoja pridobljene odpornosti bakterij proti razli¢nim
antibiotikom. Protimikrobna zdravila za zdravljenje salmoneloz in za preverjanje odpornosti
salmonel so antibiotiki, zato v nadaljnjem besedilu uporabljamo samo izraz antibiotiki.

Prilagoditve na antibiotike ustvarjajo tako patogene bakterije kakor tudi bakterije endogene
mikrobiote. Odporne komenzalne bakterije proizvodnih Zzivali lahko kontaminirajo mesne

izdelke in tako pridejo v Crevesni trakt ¢loveka. Gene odpornosti proti antibiotikom, ki so ali
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so bili uporabljeni samo pri zivalih, so tako ugotovili ne le pri bakterijah iz Zivali, temve¢ tudi
v komenzalni mikrobioti pri ljudeh. Determinante odpornosti se lahko prenasajo tudi med
nesorodnimi bakterijami (npr. Bacteroides na eni strani, ter Salmonella in Escherichia na
drugi strani). Odporne bakterije se lahko $irijo klonalno ali s prenosom genov za odpornost

med razli¢nimi bakterijami (Chen in sod., 2013; Michael in Schwarz, 2016).

Barza (2002) opisuje pet potencialnih Skodljivih u¢inkov protimikrobnih zdravil (PMZ) na

zdravije:

- antibiotiki ne delujejo samo ciljno na enega bakterijskega povzrocitelja, temvec
zmanjSujejo tudi za ta antibiotik obcutljivo normalno mikrobioto, ki ima v zdravem
organizmu za$€itni ucinek. Ko pride v tako spremenjeno okolje odporna patogena
bakterija, se lahko razmnoZi in povzro¢i okuzbo;

- odpornost in virulenca sta razli¢ni lastnosti, ki pa sta pri nekaterih izolatih lahko prisotni
hkrati, tako je bolj odporna bakterija lahko tudi bolj virulentna;

- zdravljenje postane otezeno z izbiro zdravila, proti kateremu je patogena bakterija
odporna, ali pa ¢e ima to zdravilo stranske ucinke;

- patogene bakterije, ki so pridobile odpornost pri Zivalih, se lahko prenesejo po prehranski
verigi na ljudi;

- komenzalna mikrobiota pri zivalih lahko pridobi odpornost proti PMZ in to prenese skozi

prehransko verigo na komenzalne in patogene bakterije pri ljudeh (Barza, 2002).

Antibiotiki, ki se uporabljajo kot promotorji oziroma pospeSevalci rasti (za povecanje
produktivnosti in za ohranjanje zdravja klavnih zivali) so v EU Ze dolgo prepovedani.
Prepovedana je tudi prodaja mesa, ki vsebuje ostanke antibiotikov. V ZDA in Stevilnih drugih

drzavah pa je Se vedno dovoljena uporaba antibiotikov v zivinoreji kot dodatek krmi.

Dokazano je, da ponavljajoca izpostavljenost nizkim odmerkom antibiotikov ustvarja idealne
pogoje za nastanek in Sirjenje bakterij, odpornih proti antibiotikom. V drzavah, kjer so zaradi
povecane potrebe po zivilih Zivalskega izvora pospeSeno zamenjali ekstenzivno proizvodnjo
za intenzivno, se antibiotiki kot biostimulatorji uporabljajo rutinsko. To predstavlja veliko
tveganje za dodatno povecanje odpornosti bakterij proti antibiotikom. Predvideva se, da se bo

tako poraba protimikrobnih sredstev do leta 2030 povecala za 67 % in skoraj podvojila v
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Braziliji, Rusiji, Indiji, na Kitajskem in v Juzni Afriki. Te ugotovitve zahtevajo pobude za
ohranjanje ucinkovitosti antibiotikov. Glede na sploSno povecano odpornost izolatov proti
antibiotikom je za omejitev prekomerne uporabe in zlorabe protimikrobnih sredstev v
proizvodnji zivil Zivalskega izvora nujno usklajeno globalno delovanje v vseh drzavah in
uvedba ukrepov, ki bi morali vkljuCevati: (i) izvajanje javno financirane mednarodne
nadzorne mreze za uporabo antibiotikov pri proizvodnih zivalih v drzavah, ki hitro uvajajo
intenzivno proizvodnjo; (ii) sodelovanje s proizvajalci veterinarskih zdravil in proizvajalci
zivalske krme za navzkrizno potrditev ocen potroSnje in podatkov o prodaji; (iii) izvajanje
mednarodne agende za uskladitev regulativnih okvirov med drzavami in (iv) dokonc¢no
opuscanje protimikrobnih zdravil za spodbujanje rasti na podlagi uspesnih izkuSenj v EU in
novih bioloskih in ekonomskih dokazov, ki izpodbijajo domnevne koristi uporabe

protimikrobnih sredstev pri vzreji proizvodnih Zivali (Van Boeckel in sod., 2015).

Zoonotske salmonele so skozi leta pridobile razlicne mehanizme protimikrobne odpornosti.
Geni z zapisi za odpornost so na plazmidih, transpozonih, genskih kasetah ali na otokih
patogenosti SGI1 in SGI2. Pri primerjavi odpornosti in trendov je pomembno razumeti, da

obstajajo specificne razlike med drzavami in med serovari (Michael in Schwarz, 2016).

Pojav in razsirjanje veckratno odpornih izolatov netifoidnih (NTF) salmonel je postal globalni
problem in zato predstavlja resno groznjo javnemu zdravju ter zahteva stalni nadzor (Chen in

sod., 2013; Michael in Schwarz, 2016; EFSA, 2017).

Podatki iz nadzora nad salmonelami kaZejo na o€itno poveCanje sploSne odpornosti proti
antibiotikom med salmonelami z 20 do 30 % v zacetku devetdesetih let do 70 % v nekaterih

drzavah na prelomu stoletja (Chen in sod., 2013).

Pri podatkih o odpornosti Salmonelle sp. v poroc€ilih EFSA na razlike med leti mo¢no vpliva
izbor serovarov, ki so vklju€eni, saj posamezni serovari (S. Typhimurium in S. Derby)
izkazujejo ve€jo odpornost proti dolocenim antibiotikom in izrazajo veckratno odpornost v
vedji meri kot drugi. S. Enteritidis je relativno dobro obcutljiva na protimikrobna zdravila.
Visoko stopnjo odpornosti proti antibiotikom ugotavljajo pri S. Typhimurium in njeni

monofazni varianti (Chen in sod., 2013; EFSA, 2017).
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Ugotovljena je zelo visoka do ekstremno visoka odpornost proti tradicionalnim antibiotikom
(ampicilin, kloramfenikol in sulfonamidi), ki predstavljajo prvo izbiro pri zdravljenju (EFSA,
2012; EFSA, 2014; EFSA, 2017). Posebno zaskrbljujo¢a je odpornost proti antibiotikom za
rezervno (kritino) rabo v humani medicini (fluorokinoloni, cefalosporini tretje generacije in

karbapenemi).

Fluorokinoloni predstavljaljo izbirno zdravilo, ko pride pri odraslih do invazivnih okuzb s
salmonelami (Threlfall, 2002; EFSA, 2012; Chen in sod., 2013; Michael in Schwarz, 2016).
Vsi fluorokinoloni v veterinarski in v humani medicini imajo enak mehanizem delovanja
(inhibicija replikacije DNA). Ugotovljena odpornost proti enemu pomeni najveckrat

odpornost proti vsem fluorokinolonom.

Posebno problem je naras€anje odpornost proti cefalosporinom tretje generacije. Stopnja
odpornosti je odvisna od prisotnosti razli¢nih beta laktamaz. Odpornost obicajno pripisujejo
plazmidno kodiranim genom, ki se lahko prenasajo med enterobakterijami. Pri bakterijah z
razSirjenim spektrom beta laktamaz (angl. extended specter beta lactamase, ESBL) je

zdravljenje mo¢no otezZeno.

Za bolnike z invazivnimi okuzbami s salmonelo, ki je odporna tako proti fluorokinolonom kot
cefalosporinom tretje generacije, so lahko karbapenemi zadnja izbira med antibiotiki. Leta
2010 je bil potrjen prvi primer pacienta z okuzbo secil z izolatom S. Typhimurium, ki je razvil

odpornost proti karbapenemom (Chen in sod. 2013).

Pri izolatith S. Typhimurium iz proizvodnih zivali, zlasti prasiev in tudi goveda, je
ugotovljena velika odpornost proti antibiotikom. Intenzivna proizvodnja, konkuren¢nost na
trgu in niZanje cene proizvodnje na raun dobrih razmer bivanja in kakovostne krme so
velikokrat razlog za slabso odpornost zivali in posledicno vec¢jo obolevnost, slabSe proizvodne
rezultate in ve€jo porabo antibiotikov. Temu nujno sledi vec¢ja odpornost komenzalnih in

patogenih bakterij v organizmu zivali.
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2.6.1 Metode za doloc¢anje odpornosti

Za doloCanje odpornosti proti antibiotikom je opisanih ve¢ standardiziranih metod, med

katerimi se najbolj pogosto uporabljata klasi¢na disk difuzijska in mikrodilucijska metoda.

Metoda difuzije antibiotika v agarju z diski po Kirby-Bauerju (disk difuziska metoda — DD),
je standardna metoda, ki jo uporablja vecina evropskih drzav in vsi medicinski laboratoriji v
Sloveniji. Metodo redno posodabljata CLSI (angl. Clinical & Laboratory Standards Institute)
in EUCAST (angl. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing). Metoda je
enostavna in se lahko uporablja v vecini standardno opremljenih laboratorijev, vendar pa je

manj primerna za epidemioloske Studije (EUCAST, 2017).

Za doloc¢enje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) je na voljo ve¢ metod, kot so
agar dilucijska metoda, E-test in mikrodilucijska metoda. Najbolj uporabljana je
mikrodilucijska metoda, za katero so voljo Stevilne razlicne komercialno pripravljene
mikrotitrske plosce. Na plosce z razlicno koncentracijo antibiotikov nanesemo v posebnem
bujonu suspendirano bakterijsko kulturo, inkubiramo v predpisanih pogojih in od¢itamo
rezultate. MIK je najmanjSa koncentracija antibiotika, ki zavre rast bakterije. Rezultate
interpretiramo po smernicah, dolo¢enih s standardi (npr. EUCAST), in poro¢amo kot

obcutljivost (angl. susceptible, S) ali odpornost (angl. resistant, R).

2.6.2 Interpretacija rezulatov ugotavljanja odpornosti proti antibiotikom

EURL za salmonele, L. monocytogenes, E. coli in odpornost bakterij v okviru izobrazevanj in
medlaboratorijskih primerjav usklajujejo in harmonizirajo metode izolacije in genotipizacije
PFGE ter doloCanje in vrednotenje rezultatov testov odpornosti. Samo na enak nacin
pridobljene rezultate je mogoce primerjati, dolociti trende in izboljSati ukrepe.

EFSA in ECDC zbirata ter analizirata podatke iz drzav ¢lanic o pojavu in odpornosti bakterij,
ki povzrofajo zoonoze. Objavljata tudi skupna letna poro¢ila EU glede odpornosti
indikatorskih in drugih bakterij proti protimikrobnim zdravilom. V poro¢ila niso vkljuceni
podatki o izolatih iz zivali, Zivil iz rutinskega nadzora in notranjih kontrol. Posamezne drzave

zbirajo in poro¢ajo svoje podatke skladno z nacionalnimi usmeritvami, ki pa so se v
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preiskovanem obdobju precej razlikovale glede na razlicne nacionalne programe in razli¢en
obseg obveznega porocanja. Razli¢ne so bile metode ugotavljanja, kriteriji vrednotenja in
interpretacije rezultatov odpornosti bakterij proti antibiotikom v humani in v veterinarski
medicini ter med drzavami. Vsako leto so porocila bolj usklajena in primerljiva —

harmonizacija poteka nacrtno, vendar pocasi.

Metode ugotavljanja odpornosti proti antibiotikom in nabor antibiotikov se v razliénih
Studijah in razlicnih drzavah razlikujejo. Disk difuzijsko metodo (Kirby-Bauer) so v
preiskovanem obdobju uporabljali predvsem pri humanih izolatih, medtem ko je pri zivalih in
zivilih vecina uporabljala mikrodilucijsko metodo (EFSA, 2014). Za ugotavljanje MIK so bili
in so Se vedno na voljo razli¢ni nabori antibiotikov na komercialnih mikrotitrskih plos¢ah.
Laboratoriji za dolo¢anje odpornosti uporabljajo razlicne mejne vrednosti (kriteriji CLSI,

ECOFFs (angl. epidemiological cut-off values) ali podobni ECOFFs).

Figure SA1. Comparison of clinical breakpoints and epidemiological cut-off values used to
interpret minimum inhibitory concentration data reported for Salmonella spp. from humans,
animals or food
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Slika 2: Primerjava klini¢nih in epidemioloskih mejnih vrednosti med CLSI, EUCAST in EUCAST ECOFF
za dolocanje obcutljivosti salmonel glede na nacin interpretacije (EFSA, 2014)

Figure 2: Comparison of clinical and epidemiological cut-off values between CLSI, EUCAST and EUCAST
ECOFF for detection of sensitivity of salmonella regarding the way of interpretation (EFSA, 2014)



J. Mic¢unovi¢: Genotipi in rezistotipi bakterije Salmonella Typhimurium v Sloveniji v obdobju 2000 do 2012
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2018. Doktorska disertacija

Za interpretacijo rezultatov odpornosti bakterij proti antibiotikom so drzave v porocilih EFSA
v obdobju do 2010 za izolate iz ljudi upostevale klini¢ne mejne vrednosti, medtem ko so za
izolate iz Zivali in Zivil upostevale epidemioloske mejne vrednosti, v poroc€ilu za leto 2012 pa

so drzave upostevale Se dodatne kriterije (slika 2).

Epidemioloske mejne vrednosti so praviloma nizje kot klini¢ne, zato je v teh porocilih ve¢
izolatov iz zivali in Zivil kategoriziranih kot odpornih proti antibiotiku v primerjavi z izolati iz
ljudi. Za kloramfenikol, nalidiksinsko kislino, sulfonamide in tetraciklin so mejne vrednosti
primerljive oziroma se razlikujejo za eno razred¢ino (kar je sicer merilna negotovost metode).
Za cefotaksim, ciprofloksacin, gentamicin in trimetoprim pa se mejne vrednosti razlikujejo.
Najvecja razlika je pri ciprofloksacinu, kjer je mejna vrednost ECOFFs za tri razred¢ine nizja
od EUCAST CBP (angl. clinical breakpoints) in za pet razred¢in nizja od CLSI CBP. Zato je
treba rezultate pri teh Stirih antibiotikih razlagati previdno in ni smiselna neposredna
primerjava med drzavami. Ce je bila v dolodenem ¢asovnem obdobju, ki ga zajema porogilo,
uporabljena enaka metoda, lahko upoStevamo trende za posamezno drzavo, obcutljivost pa se
lahko razlikuje glede na uporabljene mejne vrednosti. V EFSA in ECDC so zato poudarili
potrebo po nadaljnji harmonizaciji, da bi lahko bolje primerjali mikrobno odpornost v
razli¢nih drzavah EU med izolati iz ljudi in tudi razlike v odpornosti med izolati iz ljudi,
zivali in zivil. Rezultati odpornosti iz porocil EFSA so zato tezje primerljivi oziroma jih je
treba interpretirati previdno (EFSA, 2012; EFSA, 2014). ECDC je v letu 2014 za izolate iz
ljudi vpeljala dogovorjen enoten nabor antibiotikov za testiranje na odpornost. V porocilu
EFSA za leto 2015 je viden napredek v harmonizaciji — razSirjen je nabor skupnih
antibiotikov na medicinskem in veterinarskem podroc¢ju in priblizane so mejne vrednosti

CBPs in ECOFFs na najve¢ eno razred¢ino (EFSA, 2017).

Ko primerjamo trende odpornosti, je treba upostevati tudi zdravstvene, kulturne in socialne
vidike posamezne drZave in razlike med posameznimi serovari. Pomembno je, da se uporabi
enak nafin vzor¢enja in enake metode preverjanja obcutljivosti ter enake kriterije pri

interpretaciji rezultatov (Michael in Schwarz, 2016).
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2.6.3 Pregled rezultatov ugotavljanja odpornosti iz literature

V literaturi so prikazani razli¢ni podatki o odpornosti izolatov S. Typhimurium proti
posameznim antibiotikom glede na drzavo, preiskovano obdobje in izvor izolatov. V
objavljenih porocilih EFSA (2012, 2014 in 2017) so navedeni podatki po drzavah EU ter
Stevilo drzav, med katerimi so za izolate iz ljudi vecinoma tudi podatki iz Slovenije. Pregled
podatkov o odpornosti izolatov S. Typhimurium iz literature je prikazan v prilogi v tabelah 2
do 16.

Po kriterijih EFSA so vpeljani razli¢ni izrazi za oceno stopnje odpornosti: redko (< 0,1 %),
zelo nizko (> 0,1 % do 1 %), nizko (> 1 % do10 %), srednje (> 10 % do 20 %), visoko (> 20
% do 50 %), zelo visoko (> 50 % do 70 %), ekstremno visoko (> 70 %) (EFSA, 2014).

Odpornost proti ampicilinu (tabela 2 v prilogi). Pri izolatih iz ljudi je bil delez odpornih
izolatov po porocilih EFSA povpre¢no v EU zelo visok, vendar so bile zelo velike razlike
med drzavami. Globalno so porocali o ekstremno visoki odpornosti izolatov v Italiji, na
Madzarskem, Portugalskem, v Tajvanu, na Kitajskem in v Mehiki.

Pri zivalih je bila podobna slika. Globalno je bila odpornost ekstremno visoka pri izolatih iz
goveda v Italiji in na Japonskem, iz prasi¢ev v Italiji, iz puranov v Italiji in iz piS€ancev v
Mehiki. Srednja odpornost je bila ugotovljena pri izolatih iz proizvodnih Zivalih na Svedskem

in nizka pri izolatih iz golobov v Italiji.

Odpornost proti kloramfenikolu (tabela 3 v prilogi). Pri izolatih iz ljudi je bil delez
odpornih izolatov po poroc€ilih EFSA v EU srednji do visok, vendar so bile zelo velike razlike
med drzavami. Zelo visoka do ekstremno visoka je bila odpornost na Kitajskem in ekstremno
visoka v Mehiki.

Pri Zivalih je bila podobna slika. Globalno je bila pri izolatih iz goveda odpornost zelo visoka
v Italiji in na Japonskem ter ekstremno visoka v Mehiki. Pri izolatih iz piScancev je bila

ugotovljena ekstremno visoka odpornost v Mehiki.

Odpornost proti sulfonamidom (tabela 4 v prilogi). Pri izolatih iz ljudi je bil deleZ odpornih

izolatov po porocilih EFSA v povprecju v EU zelo visok, vendar z velikimi razlikami med
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posameznimi drzavami. Globalno je bila ugotovljena ekstremno visoka odpornost v Franciji,
Romuniji, Litvi, na Kitajskem, v Tajvanu in Mehiki.

Pri zivalih so bile velike razlike. Srednja odpornost je bila ugotovljena pri izolatih iz golobov
v Italiji in pri proizvodnih zivalih na Finskem. V EU je bila ugotovljena visoka odpornost pri
izolatih iz praSicev (porocalo je majhno Stevilo drzav). Globalno je bila ekstremno visoka
odpornost ugotovljena pri izolatih iz prasic¢ev v Italiji in Mehiki, iz goveda v Italiji, na

Japonskem in v Mehiki, iz piSc¢ancev v Mehiki in iz puranov v Italiji.

Odpornost proti tetraciklinu (tabela 5 v prilogi). Pri izolatih iz ljudi je bil delez odpornih
izolatov po porocilih EFSA v povprecju v EU zelo visok, vendar z velikimi razlikami med
posameznimi drzavami. Globalno je bila ugotovljena ekstremno visoka odpornost v Italiji,
Franciji, Tajvanu, na Kitajskem in v Mehiki.

Pri Zivalih so bile velike razlike. Srednja odpornost je bila pri izolatih iz golobov v Italiji in iz
proizvodnih zivali na Finskem. V EU je bila povpre¢na odpornost pri izolatih iz prasicev zelo
visoka (porocalo je majhno Stevilo drzav). Globalno je bila ekstremno visoka odpornost
ugotovljena pri izolatih iz prasicev v Italiji in Mehiki, iz goveda v Italiji, na Japonskem in v

Mehiki, iz pis€ancev v Mehiki in iz puranov v Italiji.

Odpornost proti nalidiksinski Kislini (tabela 6 v prilogi). Pri izolatih iz ljudi je bil delez
odpornih izolatov po poroc¢ilih EFSA v EU nizek, vendar so bile zelo velike razlike med
drzavami. Globalno je ugotovljena zelo visoka odpornost v Mehiki in ekstremno visoka na
Kitajskem.

Pri Zivalih so velike razlike. Na Svedskem pri izolatih iz proizvodnih Zivalih niso ugotovili
odpornosti. Povpre¢na odpornost pri izolatih iz prasi¢ev v EU je bila nizka (porocalo je
majhno Stevilo drzav). Globalno je bila ugotovljena zelo visoka odpornost pri puranih v Italiji

in ekstremno visoka odpornost pri prasicih in govedu v Mehiki.

Odpornost proti ciprofloksacinu (tabela 7 v prilogi). Vecina rezultatov odpornosti proti
ciprofloksacinu pri izolatih iz ljudi je interpretirana v skladu s klini¢nimi mejnimi vrednostimi
(CLSI CBP), ki se zelo razlikujejo od epidemioloskih mejnih vrednosti (EUCAST CBP).

Pri izolatih iz ljudi je bila po porocilih EFSA v EU povprecna odpornost nizka. Globalno so

bili izolati najveckrat dobro obcutljivi. S Kitajske je bila porocana nizka do srednja odpornost.
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Rezultati odstopajo v drzavah, kjer so porocali skladno z epidemioloSkimi mejnimi
vrednostimi (EUCAST CBP). Visoko odpornost so tako ugotovili na Nizozemskem (2010),
na Portugalskem (2015) in v Sloveniji (2015).

Pri zivalih so bili rezultati podobni kot pri ljudeh (vecina porocevalcev je interpretirala
rezultate skladno z CLSI CBP). V EU je bila povpre¢na odpornost pri izolatih iz praSicev
nizka, vendar je porocalo samo pet drzav (interpretacija v skladu z EUCAST ECOFFs).

Odpornost proti trimetoprimu (tabela 8 v prilogi). Pri izolatih iz ljudi je bil delez odpornih
izolatov po poroc€ilih EFSA v povpre¢ju v EU nizek do srednji, vendar z velikimi razlikami
med posameznimi drzavami. Visoka odpornost je bila ugotovljena v Luksemburgu, Romuniji
in Franciji. 1z Kitajske so porocali o zelo visoki odpornosti.

Pri izolatih iz praSicev je bila v EU povpre¢na odpornost visoka (podatke je porocalo samo

pet drzav). Na Svedskem pri proizvodnih Zivalih niso ugotovili odpornih izolatov.

Odpornost proti gentamicinu (tabela 9 v prilogi). Pri izolatih iz ljudi je bil delez odpornih
izolatov po porocilih EFSA v povpre¢ju v EU nizek, vendar z ekstremnimi razlikami med
posameznimi drzavami (od 0 % do 95,8 %). Na globalni ravni je bila odpornost visoka na
Cipru, v Tajvanu in Mehiki, zelo visoka na Kitajskem in ekstremno visoka na Slovaskem.

Pri zivalih je bila odpornost v drzavah EU zelo redka do nizka. Globalno je bila ugotovljena

visoka odpornost pri izolatih iz prasicev in goveda v Mehiki.

Odpornost proti cefotaksimu (tabela 10 v prilogi). Cefotaksim je indikatorski antibiotik za
ugotavljanje izolatov z razsirjenim spektrom beta laktamaz (ESBL). Pri izolatih iz ljudi je bila
po porocilih EFSA v EU povprecna odpornost zelo nizka. Odpornost proti cefalosporinom je
bila na Kitajskem in v Tajvanu srednja in zelo visoka v Mehiki.

Pri izolatih iz prasicev je bila v EU odpornost nizka (porocalo je samo pet drzav). Globalno je
bila ugotovljena ekstremno visoka odpornost proti cefalosporinom pri izolatih iz piS§€ancev in

prasi¢ev v Mehiki.

Odpornost proti ceftazidimu (tabela 11 v prilogi). Ceftazidim je skupaj s cefotaksimom

indikatorski antibiotik za ugotavljanje izolatov z razsirjenim spektrom beta laktamaz (ESBL).
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Pri izolatih iz ljudi je bila po porocilih EFSA v EU povprecna odpornost zelo nizka. Na
globalni ravni je bila odpornost nizka na Danskem, v Tajvanu in na Kitajskem.

Pri izolatih iz prasicev je bila v EU odpornost nizka (porocalo je samo pet drzav).

Odpornost proti tigeciklinu (tabela 12 v prilogi). Pri izolatih iz ljudi in praSicev je bila po

porocilih EFSA v EU povpre¢na odpornost nizka (porocalo je majhno Stevilo drzav).

Odpornost proti kolistinu (tabela 13 v prilogi). Pri izolatih iz ljudi je bila po poro¢ilih EFSA
v EU povpre¢na odpornost nizka, pri izolatih iz Zivali pa niso ugotovili odpornosti (porocalo

je majhno Stevilo drzav).

Odpornost proti azitromicinu (tabela 14 v prilogi). Pri izolatih iz ljudi je bila po porocilih
EFSA v EU povprecna odpornost zelo nizka (porocale so samo S§tiri drzave). Globalno je
odpornost nizka. Pri izolatih iz prasi¢ev v EU niso ugotovili odpornih izolatov (porocalo je

samo 5 drzav).

Veckratno odpornost (MDR) (tabela 15 v prilogi). Pri izolatih iz ljudi je bil delez MDR
izolatov po poroc€ilih EFSA v povprecju v EU visok, vendar z velikimi razlikami med
posameznimi drzavami. Globalno je bila pri izolatih veckratna odpornost zelo visoka v
Spaniji in Italiji ter ekstremno visoka na Portugalskem, Kitajskem in v Mehiki.

Velike razlike so ugotovljene pri izolatih iz Zivali. Pri izolatih iz praSicev je bil po porocilih
EFSA povprecen delez MDR v EU visok. Globalno je bila ekstremno visoka veckratna
odpornost ugotovljena pri govedu v Italiji, na Japonskem, v Mehiki in ZDA, pri prasi¢ih v
Mehiki in ZDA in pri puranih v Italiji.

Nizek delez MDR izolatov pri ljudeh in Zivalih je bil ugotovljen v skandinavskih drzavah, pri

divjih pticah pa niso ugotovili vec¢kratno odpornih izolatov.

Dobra obcutljivost (tabela 16 v prilogi). Pri izolatih iz ljudi je bil delez dobro obcutljivih po
porocilih EFSA v EU visok, vendar so bile zelo velike razlike med drzavami. Globalno je bilo
najmanj dobro obcutljivih izolatov ugotovljeno v Tajvanu, Belgiji in na Kitajskem, najve¢

dobro obcutljivih pa na Danskem in v ZDA.
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Velike razlike so ugotovljene pri izolatih iz zivali. Globalno je bilo najve¢ dobro obcutljivih
na Svedskem pri proizvodnih Zivalih. Manj kot 20 % dobro obéutljivih izolatov je bilo pri
prasi¢ih v Belgiji, ZDA, na Japonskem in v Italiji, pri govedu v ZDA, na Japonskem in v

Italiji ter pri puranih v Italiji. Golobi so bili dobro obcutljivi v 74,3 %, divje ptice pa 100 %.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 PREUCEVANI IZOLATI

V raziskavo smo vkljucili 284 izolatov Salmonella Typhimurium (vkljuéno z monofazno

varianto) iz obdobja od leta 2000 do leta 2012.

V obravnavo smo vkljucili izolate iz Zivali, Zivil, krmil ter okolja iz zbirke IMP. V zbirki so
shranjeni izolati salmonel, izolirani v laboratorijih NVI iz Maribora, Murske Sobote, Celja,
Novega mesta, Kranja, Nove Gorice, Ljubljane in iz laboratorijev nosilcev dejavnosti
Perutnine Ptuj in Pivka Perutninarstvo. Izolati so pridobljeni v preiskavah iz razli¢nih

programov:

iz nacionalnih in EU programov nadzora salmonel pri zivalih,

- iz nacionalnih in EU programov nadzora salmonel v zivilih Zivalskega izvora,

- iz programa monitoringa krmil in okolja,

- iz zivali, zivil Zivalskega izvora in proizvodov iz zivalskih stranskih produktov v
okviru notranjega nadzora nosilcev dejavnosti po sistemu HCCP,

- iz klini¢nih primerov' pri ugotavljanju vzroka okuZb gastrointestinalnega trakta,

- iz klini¢nih primerov' pri ugotavljanju vzroka pogina pri Zivalih.

1z zbirke IMP smo v raziskavo vkljucili 111 izolatov iz zivali, 62 izolatov iz zivil in 9 izolatov
iz okolja in krmil. Iz InStituta za varovanje zdravja Ljubljana (IVZ) je bilo vkljucenih v
raziskavo 9 izolatov iz zivil (od leta 2005 do 2008). Izolati iz zivali, zivil in okolja so bili
pridobljeni s standardnimi obogatitveni metodami za izolacijo salmonel (ISO 6579:2002 in
ISO 6579, Amd 1:2007), kjer je meja detekcije 5—10 cfu/25g, skladno z internimi protokoli

laboratorijev nosilcev dejavnosti ter skladno s internimi protokoli IMP .

Izolate iz ljudi (n = 93) smo pridobili iz laboratorijev IVZ in enot ZZV (Zavod za zdravstveno
varsto) iz Maribora, Nove Gorice in Kranja. Izolati so bili pridobljeni iz klini¢nih primerov z
direktno metodo nasajanja, veCinoma iz vzorcev blata. 1z ZZV Maribor smo pridobili 40

izolatov, iz ZZV Nova Gorica 12 izolatov, iz ZZV Kranj 24 izolatov in iz IVZ 17 izolatov.

Lizolacija iz klini¢nih vzorcev z direktno metodo nasajanja
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Vse izolate (n = 284) smo razdelili v Stiri osnovne kategorije: clovek (n = 93), zival (n=111),
zivilo (n = 71) in drugo (n = 9). Razporeditev izolatov po letih, kategoriji in viru so prikazani

v tabelah 17 in 18.

Kategorijo zivali smo razdelili v podkategorije (tabela 19):
- monitoring (zdrave) in klinika (bolne) zivali ter
- proizvodne zivali (vir Zzivil zivalskega izvora) in druge (neproizvodne) zivali, ki

zajemajo prostozivece zivali, zivali iz zivalskega vrta in druzne Zivali.

I1zolati Salmonella Typhimurium so bili shranjeni na vbodnikih s hranljivim agarjem na sobni
temperaturi. [zolate smo oziveli na krvnem agarju (Blood agar base No. 2, Oxoid, s 5 % ov¢je

krvi). Za preiskave smo uporabili 24-urno cisto kulturo.

Tabela 17: Stevilo izolatov in kategorija (skupina)

Table 17: The number of isolates and their cathegory (group)

Leto St. izolatov po kategorijah Skupaj
Clovek Zivali Zivilo drugo st. (%)

2000 2 19 21 (7,4)
2001 2 5 1 1 9 (3,2)
2002 1 18 7 1 27 (9,5)
2003 2 2 4 1 9 (3,2)
2004 2 4 1 13 (4,6)
2005 9 17 1 31 (10,9)
2006 9 7 6 22 (7,7)
2007 3 10 7 20 (7,0)
2008 5 12 26 (9,2)
2009 12 3 27 (9,5)
2010 19 14 1 34 (12,0)
2011 18 9 4 31 (10,9)
2012 9 1 3 1 14 (4,9)

Skupaj 93 111 71 9 284  (100,0)
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Tabela 18: Kategorija izolatov, vir, $tevilo in leto izolacije

Table 18: Cathegory of isolates, the source, the number and the year of isolation
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Kategorija Vir izolatov St. izolatov Leto izolacije
(n=284)
Clovek Clovek - klini¢ni primeri 93 2000-2012
Zivali prasici 47 2000-2002, 2005-2010
perutnina 39 2000-2011
govedo 3 2005, 2007
druge (neproizvodne) Zivali 22 2000-2001, 2004, 2006, 2008—-2012
Zivila meso prasicev 19 2002, 2005-2009, 2011
meso perutnine 25 2001-2007, 2009-2011
meso goveda 2 2006, 2008
meso kuncev 1 2005
mleto meso (mesano) 24 2002-2009, 2012
drugo krmilo 1 2001, 2009
mesno-kostna moka 3 2002, 2009
odpadna voda 3 2003, 2004, 2005
gnojevka, kompost 2 2009, 2012

Tabela 19: Kategorija zivali s podkategorijami proizvodne in druge ter monitoring in klinika

Table 19: Cathegory of animals with subcathegories production and other and monitoring and clinic

Monitoring (zdrave) Klinika (bolne) Skupaj

Podkategoriji ZIVALI y . Ny
st. st. st.

proizvodne  prasici 19 28 47
Zivali kokosi 10 1 11
n =389 purani 18 18

perutnina 10

=
o

govedo 1 2

druge zivali  afriski jez
n=22 caplja
¢incila
golob 3
kanarcek
konj

R RPN N R

kvakac
laboratorijska mis
mi$ (farma nesnic)
papagaj 1
pes

N R R R R R R NOWNRPRWw

prostozivece ptice
Skupaj 64 47 111
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3.2 METODE

3.2.1 Elektroforeza v pulzirajo¢em elektricnem polju (PFGE)

Postopek je povzet po standardnem protokolu za metodo PFGE (Ribot in sod., 2006).

Priprava raztopin:

1 M Tris (pH 8,0): 121,1 g TRIZMA base in cca. 42 ml konc. HCI smo raztopili v cca.
800 ml sterilne destilirane vode (SDV) (ob stalnem meSanju smo pocasi dodajali HCI1
in merili pH, nato dopolnili do 1000 ml SDV ter avtoklavirali);

0,5 M EDTA: 93,05 g EDTA in cca. 10 g NaOH smo raztopili v cca. 400 ml SDV (ob
stalnem mesSanju smo pocasi dodajali NaOH in merili pH, nato dopolnili do 500 ml
SDV in avtoklavirali);

TE pufer: zmesSali smol0 ml 1 M Tris (pH 8,0) in 2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) ter
dopolnili do 1000 ml SDV;

Pufer CSB (angl. Cell Suspension Buffer): zmesali smo 10 ml 1 M Tris (pH 8,0) in 20
ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) ter dopolnili do 100 ml SDV;

Pufer CLB (angl. Cell Lysis Buffer): zmesali smo 25 ml 1 M Tris (pH 8,0), 50 ml 0,5
M EDTA (pH 8,0) in 50 ml 10-% sarcosyl ter dopolnili do 500 ml SDV;

70-% alkohol: 7 delov absolutnega etanola smo razred¢ili s 3 deli SDV;

1-% HCI: 2,7 ml konc. HCI (Merck) smo zmesali z 100 ml SDV;

20% SDS: 20 g SDS raztopimo v 80 ml SDV (Ce se ne raztaplja, segrejemo na 68 °C
in dopolnimo do 100 ml SDV in prefiltriramo skozi filter 0,2 pm);

Pufer 0,5<TBE: 50 ml pufra 10xTBE smo dodali 950 ml destilirane vode.

3.2.1.1 Izolacija DNA

Za izolacijo DNA smo uporabili 24-urno Cisto bakterijsko kulturo. V epruvete z 2 ml pufra

CSB smo suspendirali kulturo s trdnega gojisca, tako da je bila z biofotometrom (Eppendorf,

Nemcija) izmerjena opti¢na gostota suspenzije (OD 600), med 1,3 in 1,4. V 2 ml epruvetko

smo prenesili 400 pl suspenzije bakterij in dodali 20 pl proteinaze K (20 mg/ml) ter narahlo

premesali s pipetiranjem. Dodali smo 400 pl pripravljene 1-% SeaKem Gold agaroze
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(Cambrex Bio Science, ZDA) in nezno premesali s pipetiranjem. S to meSanico smo napolnili
oznacene modelcke za ¢epke — pet jamic za en izolat — ter pocakali priblizno 15 minut, da so
se agarozni Cepki strdili. V oznacene 50 ml centrifugirke smo dodali 3 ml pufra CLB in 15,6
ul proteinaze K (20 mg/ml). Z vrha modelckov za ¢epke smo porezali odvecno agarozo, nato
pa Cepke (vse pripadajoce enemu izolatu salmonel) prestavili s spatulo v centrifugirko.
Spatulo smo med uporabo razkuzevali v 70-% alkoholu. Centrifugirke smo inkubirali najmanj
2 uri pri 54 °C v vodni kopeli s stresanjem (150—175 rpm) in nato preko cedilc odstranili vso
tekoc¢ino. Ob stalnem potresanju smo pocasi dodali 20 ml ogrete SDV in inkubirali
centrifugirke 15 minut pri 50 °C v vodni kopeli s stresanjem. Odlili smo vso tekocino in Se

enkrat ponovili postopek.

Odlili smo vso teko€ino in pocasi (ob stalnem potresanju centrifugirke) dodali 20 ml ogretega
pufra TE ter inkubirali centrifugirke 15 minut pri 50 °C v vodni kopeli s stresanjem ter
postopek ponovili Se dvakrat. Odlili smo vso tekocino in shranili ¢epke v 1,6 ml sterilnega

pufra TE v hladilniku do naslednje faze postopka.

3.2.1.2 Cepitev DNA z encimom Xbal

Pripravili smo restrikcijski pufer (pufer H in SDV v razmerju 1 : 10) in prenesli po 100 pl
mesanice v 2 ml epruvetke. V pripravljeno epruvetko smo dodali 1-3 mm S$irok koscek, ki
smo ga odrezali od ¢epka, shranjenega v pufru TE, ter inkubirali cca. 15 minut pri 37 °C. Po
koncani inkubaciji smo s pipeto pazljivo odstranili ves pufer in dodali po 102 pl cepitvene
mesanice (90 pl SDV, 10 pl restrikcijski pufer, 2 pl Xbal (10U/ul)). Vzorce smo inkubirali

najmanj 4 ure pri 37 °C.

3.2.1.3 Elektroforeza

Priprava gela: 1,8 g agaroze SeaKem Gold (Cambrex Bio Science, ZDA) smo raztopili v 180
ml 0,5%TBE pufra in do uporabe postavili v kopel na 55-60 °C.

S spatulo smo pobrali koscke Cepkov iz epruvete, jih posusili s stanicevino in previdno

polozili na glavnicek (cca. 1 mm od spodnjega roba zoba), pocakali 5 minut in nato zalili

51



J. Micunovi¢: Genotipi in rezistotipi bakterije Salmonella Typhimurium v Sloveniji v obdobju 2000 do 2012
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2018. Doktorska disertacija

cepke z 1-% agarozo SeaKem Gold. Na prvi, srednji in zadnji zob smo nanesli kontrolno S.
Braenderup (ATTC BAA664, RDK 138). Sestavili smo okvir za vlivanje gela, vstavili
glavnicek in vlili agarozo v model. Pocakali smo, da se je gel strdil (cca. 30 minut) in nato
previdno odstranili glavnicek. Jamice smo =zalili z 1-% agarozo. V celico aparata za
elektroforezo BioRad CHEF-DR II (Hercules, ZDA) smo vlili 2,2 | pufra 0,5<TBE. Vklopili
smo vir napajanja, modul za nastavljanje programov, ¢rpalko in hladilno enoto ter pocakali,
da se je pufer v celici ohladil na zahtevano temperaturo. Pladenj z gelom smo prenesli v
celico za elektroforezo in pocakali, da se je temperatura gela izenacila s temperaturo pufra v
celici. Elektroforeza je potekala 20 ur pri 14 °C in napetosti 6 V/cm. Zacetni pulzni ¢as je bil
2 sekundi in konéni 64 sekund. Po koncani elektroforezi smo za detekcijo rezultatov gel
barvali 20—30 minut z etidijevim bromidom (10 mg/ml). Po barvanju smo 90 minut gel spirali
v 500 ml SDV na tresoci podlagi. Vodo smo zamenjali na vsakih 30 minut. Po spiranju smo
zabelezili rezultate v komori z UV presvetljevalnikom GeneGenius (Syngene) in shranili sliko

v racunalnik v formatu ,, tif uncompressed *“.

Slika 3: Primer slike gela s prikazanimi fragmenti DNA po restrikciji z encimom Xbal

Figure 3: An example of a gel image showing fragments of DNA after restriction with the Xbal emzyme
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3.2.1.4 Analiza rezultatov PFGE

Slike smo analizirali s programom BioNumerics (v.6.6 Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgium). Program omogo¢a medsebojno primerjavo genotipov in izdelavo dendrogramov.
Uporabili smo algoritem UPMGA (angl. unweighted pair group method using arithmetic
averages) s koeficientom Dice (toleranca 1,5 %, optimizacija 1 %). V analizi nismo upoStevali
pasov, ki so bili manjsi kot 33.3 kb. S programom BioNumeric smo izra¢unavali stopnjo
podobnosti in oblikovali dendrogram. Pri izraCunu stopnje podobnosti program upoSteva
Stevilo primerov, ko je opazovana lastnost prisotna pri obeh ali vsaj pri eni operativni
taksonomski enoti (ne uposteva Stevila primerov, ko je opazovana lastnost odsotna pri obeh
primerjanih operativnih taksonomskih enotah). Restrikcijske vzorce smo analizirali tudi
vizualno. V primeru, ko posamezni pasovi niso bili jasno vidni, smo po potrebi postopek

cepitve ponovili.

3.2.1.5 Opredelitev genotipov — kriteriji

Posamezni genotipi so dolofeni na podlagi razlike v najmanj enem pasu. Kriterij za
razvr$canje izolatov v genetske skupine ali gruce je bila najmanj 88-odstotna (koeficient Dice
> 88 %) podobnost med genotipi. Skupine ali gruce (angl. cluster) podobnih genotipov smo
oznacili s ¢rkami abecede A, B, C itn. Genotipe znotraj genetskih skupin smo oznacili z
arabskimi Stevilkami, torej A1, B1, C1 itn. Genotipi, ki jih nismo uvrstili v nobeno skupino,

so unikatni in so oznadceni s ¢rko X.

3.2.2 Dolo¢anje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) — mikrodilucijska metoda

Za testiranje smo uporabili komercialno pripravljene mikrotitrske plos¢e EUSEC, Sensititre

(Trek Diagnostic Systems, Thermo Fisher Scientific).

3.2.2.1 Inokulacija
Za doloc¢anje MIK smo uporabili svezo, Cisto kulturo salmonel. Izbrali smo posamezne dobro
izolirane kolonije, ki smo jih predhodno inkubirali za 20 do 24 ur na krvnem agarju. Z

bakteriolosko zanko smo kulturo preneseli v 4 ml sterilne demineralizirane vode in dobro
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suspendirali. Z denzitometer Den-1B (Biosan) smo uravnali gostoto testne suspenzije na 0,5
McFarlanda. V 11 ml komercialno pripravljenega bujona Mueller-Hinton Broth (Trek
Diagnostic Systems, Thermo Fisher Scientific) smo dodali 10 pl pripravljene suspenzije, tako
da smo dobili gostoto priblizno 1 x 10> cfu/ml. Vsako jamico mikrotitrske plosée smo z
avtomatskim razlivalcem Sensititre AIM (Trek Diagnostic Systems) inokulirali po 50 pl
pripravljene bakterijske testne kulture. Plo§¢o smo prekrili s samolepilno folijo in inkubirali
pri temperaturi 35 + 1 °C za 18 do 24 ur.

Za kontrolo postopka smo uporabili kontrolni sev E. coli ATCC 25922.

3.2.2.2 Ocenjevanje rezultatov

Rezultate smo ocenjevali rocno, pri ¢emer smo si pomagali z ogledalom za kontrolo rasti na
dnu posamezne jamice. Najprej smo preverili rast v kontrolnih jamicah. Rast se izraza kot

motnost 0z. gumbek na dnu jamice.

MIK je najmanjSa koncentracija antibiotika, ki popolnoma zavre rast. Vrednost MIK smo
ocenili kot koncentracijo v prvi jamici, kjer je bila vidna popolna inhibicija rasti. Izjema so
bili nekateri bakteriostati¢ni antibiotiki, npr. sulfonamidi, kjer smo upostevali za vrednost
MIK tisto koncentracijo antibiotika, ki je zavrla 80-90 % rasti v primerjavi z rastjo bakterije v
kontrolni jamici. Kadar na plos¢i ni bilo vidne rasti v nobeni jamici preiskovanega antibiotika,
smo ocenili vrednost MIK kot manjSo ali enako najmanjsi testni koncentraciji antibiotika.
Kadar se je motnost pojavila v vseh jamicah dolocenega antibiotika, smo ocenili vrednost

MIK kot vecjo od najvecje koncentracije antibiotika na plosci.

3.2.2.3 Interpretacija rezultatov

Za interpretacijo rezultatov (tabela 20) smo uporabili epidemioloS$ke mejne vrednosti
EUCAST ECOFFs in priporocila EFSA (EFSA, 2016). Obcutljivost smo ugotavljali za 14
antibiotikov iz devetih skupin antibiotikov. Testirali smo naslednje antibiotike: ampicilin (A),
azitromicin (Azi), cefotaksim (Fot), ceftazidim (Taz), kloramfenikol (C), ciprofloksacin (Cip),
kolistin  (Col), gentamicin (G), meropenem (Mero), nalidiksinska kislina (Na),

sulfametoksazol (Su), tetraciklin (T), tigeciklin (Tgc) in trimetoprim (Tm).
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Tabela 20: Skupine antibiotikov, nabor antibiotikov na mikrotitrski plo§¢i, obmocje testiranja in mejne
vrednosti

Table 20: Groups of antibiotics, the scope of antibiotics on microtiter plate, scope of testing and cut-offs

Mejne vrednosti

Skupina antibiotikov Antibiotik Oznaka (cut-off value) Obmogje testiranja MIK pg/|
EUCAST ECOFFs
- PENICILINI ampicilin A 8 1do 64
cefotaksim Fot 0,5 0,25do 4
BETA LAKTAMI | - CEFALOSPORINI ‘ceftazidim Taz ) 0,5do8
- KARBAPENEMI meropenem Mero 0,12 0,03 do 16
. nalidiksinska kislina Na 16 4do 128
KINOLONI'in FLUOROKINOLON ciprofloksacin Cip 0,06 0,015do 8
TETRACIKLINI tetraciklin T 8 2do 64
LIPOPEPTIDI kolistin Col 2 1do 16
AMINOGLIKOZIDI gentamicin G 2 0,5 do 32
. trimetoprim Tm 2 0,25 do 32
SULFONAMIDI in TRIMETOPRIM sulfametoksazol Su 256 8 do 1024
FENIKOLI kloramfenikol C 16 8 do 128
MAKROLIDI azitromicin Azi 16 2do 64
GLICILCIKLINI tigeciklin Tig 1 0,25do 8

Dobra obcutljivost

Za obcutljive smo definirali izolate, ki so bili dobro obcutljivi za vse testirane antibiotike.

Veckratna odpornost
Skladno s priporocilom EFSA smo za veckratno odporne (MDR, angl. multi drug resistance)
upostevali izolate, ki so bili odporni proti trem ali ve¢ skupinam antibiotikov (Magiorakos in

sod., 2011).
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3.3 STATISTICNA ANALIZA

Podatke smo statisti¢no obdelali s pomocjo ra¢unalniskega programa SPSS razlic¢ica 23.0. Kot
metodo za preverjanje povezanosti med dvema nominalnima spremenljivkama smo uporabili

Hi-kvadrat test.

Kadar je v kontingenc¢ni tabeli ve¢ kot 20,0 % okenc s prenizko pricakovano (teoreti¢no)
frekvenco (to je manj kot 5), vrednost Pearsonovega hi-kvadrata ni zanesljiva. V tem primeru
smo upoStevali vrednost Kullbackovega preizkusa ali vrednost Fisherjevega testa. Da bi
dolocili prakti¢no vrednost stopnje povezanosti (velikost u¢inka), smo izracunali Cramerjev V
ali Phi koeficient. Pri analiziranju podatkov smo dolocili 95-odstotno verjetnost, oziroma 5-

odstotno stopnjo tveganja.

Rezultate za izolate iz razli¢nih kategorij smo primerjali med seboj in ugotavljali statisticne

povezave glede na izvor v spodaj navedenih kombincijah:

¢lovek, zival in zivilo,
- klini¢ni izolati in in monitoring,
- proizvodne in druge Zivali,
- clovek, prasici, perutnina,
- prasici in perutnina.
Kategorije drugo (vzorci okolja in krmil) zaradi majhnega Stevila izolatov in heterogenosti

izvora nismo vkljucili v analizo.
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4 REZULTATI

4.1 REZULTATI GENOTIPIZACIJE Z METODO PFGE

Z metodo pulzne elektroforeze (PFGE) smo 284 izolatov Salmonella Typhimurium (vklju¢no
z monofazno varianto) razvrstili v 96 razli¢nih genotipov. Petinsedemdeset genotipov smo

razporedili v devet genetskih skupin (A do I), 21 pa je bilo unikatnih (X1 ....). Dendrogram je

prikazan v sliki 20 v prilogi.

Genetske skupine in unikatni genotipi (X)

80
70
60
3 50
=
S
N 40
=
3
b7 30
20
10
0
A B C D E F G H I X
Clovek 1 0 4 0 |19 (32|12 | 4 | 14 | 7
emmwproizvodne Zivali | 0 0 0 0 77 2 1 2 4
emmwdruge zivali 0 1 1 0 0 9 3 3 0 5
em—7ivila 3 3 1 2 10 | 42 | 3 4 0 3
em=wdrugo 0 0 3 0 0 4 0 0 0 2

Slika 4: Stevilo izolatov po genetskih skupinah in po izvoru

Figure 4: The number of isolates regarding their genetic groups and origine

Po Stevilu izolatov so izstopale genetske skupne F, E, G, in I (slika 4). Izolate iz genetske

skupine F smo ugotovili pri vseh kategorijah, tj. pri ljudeh, zivalih, zivilih in drugih vzorcih;

E, G pri ljudeh, zivalih in Zivilih ter I pri ljudeh in zivalih.
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Genetske raznolikosti izolatov

NajstevilénejSe genetske skupine smo analizirali glede na izvor (kategorije ¢lovek, Zival in
zivilo) in ugotovili statisticno znacilno razliko (p < 0,05). Statisticno znacilno vecji delez
izolatov iz genetskih skupin E (59,4 %), G (60,0 %) in I (87,5 %) smo ugotovili pri ljudeh,

statisticno znacilno vecji delez izolatov iz skupine F (53,8 %) pa pri zivalih.

Tabela 21: Genetske skupine s Stevilom genotipov v posamezni skupini, Stevilom izolatov ter izvorom izolatov

po kategorijah
Table 21: Genetic groups with the numbers of genotypes, the numbers of isolates and the origine of isolates

regarding cathegories

Genetska Skupaj Clovek Zival Zivilo Drugo
skupina st. genot. (izol.)  st. genot. (izol.)  St. genot. (izol.)  st. genot. (izol.)  St. genot. (izol.)
A 4(4) 1(1) - 3(3) -
B 4(4) - 1(1) 3(3) -
(o 4(9) 2 (4) 1(1) 1(1) 2(3)
D 1(2) - - 1(2) -
E 12 (32) 6 (19) 3(3) 6 (10) -
F 31 (164) 10 (32) 21 (86) 7 (42) 4 (4)
G 10 (20) 6 (12) 3(5) 3(33) -
H 7(12) 4 (4) 3(4) 1(4) -
| 2 (16) 2 (14) 2(2) - -
Skupaj A - | 75 (263) 31 (86) 34 (102) 25 (68) 6(7)
X 21(21) 7(7) 9(9) 3(3) 2(2)
Skupaj 96 (284) 38(93) 43 (111) 28 (71) 8 (9)

X? - unikatni genotipi, genot. - genotipi, izol. - izolati

Pri 93 izolatih iz ljudi smo ugotovili 31 genotipov iz 7 genetskih skupin ter 7 neopredeljenih
genotipov (tabela 21). Pri 111 izolatih iz zivali smo definirali 34 razli¢nih genotipov iz 7
genetskih skupin ter 9 neopredeljenih genotipov. Pri 71 izolatih iz zivil smo ugotovili 25
razli¢nih genotipov iz 8 genetskih skupin ter 3 neopredeljene genotipe. Pri 9 izolatih iz krmil
in okolja (skupina drugo) pa smo ugotovili 6 genotipov iz dveh genetskih skupin ter 2

neopredeljena genotipa.

Po stevilu izolatov (vec€ kot 15) so izstopale genetske skupine F (n = 164), E (n = 32) izolatov,
G (n = 20) in I (n = 16) izolatov. Razporeditev izolatov v genetske skupine, genotipi po
kategorijah ter njihova distribucija po letih so prikazani v tabeli 22 v prilogi.

Podrobneje smo obdelali izolate iz genetskih skupin E, F, G in L.
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4.1.1 Genetska skupina F

V genetsko skupino F se je uvrstila ve¢ kot polovica vseh izolatov (57,7 %; 164/284), ki so

bile izolirane v vseh letih naSe raziskave (tabela 22 v prilogi).

Tabela 23: Stevilo in deleZ izolatov v genotipih genetske skupine F po kategorijah ter po podkategorijah
proizvodne in druge zivali
Table 23: The number and percentage of isolates in genotypes of the genetic group F regarding cathegories and

subcathegories production and other animals

Kategorije n = 164 Podkategorije Zivalin = 86
Genotipi Clovek Zival Zivilo Drugo Skupaj :Proizvodne Zivali  Druge Zivali
$t. (%) st. (%) st. (%) st. (%) st. (%) st. (%) st. (%)
F1 1(0,6) 4(2,4) 2(1,2) 1(0,6) 8 (4,9) 4(4,7)
F2 1(0,6) 1(0,6)
F4 1(0,6) 1(0,6)
F5 1(0,6) 1(0,6) 1(1,2)
F6 2(1,2) 3(1,8) 5(3,0) 2(2,3) 1(1,2)
F7 3(1,8) 7 (4,3) 4(2,4) 14 (8,5) 6 (7,0) 1(1,2)
F8 1(0,6 1(0,6) 1(1,2)
F9 16(9,8) 38(23,2) 28(17,1) 1(0,6) 83(50,6) 36 (41,9) 2(2,3)
F11 12(73)  5(3,0) 17 (10,4) 12 (14,0)
F12 1(0,6) 1(0,6)
F13 1(0,6) 1(0,6) 1(1,2)
F14 1(0,6) 1(0,6) 1(1,2)
F15 1(0,6) 1(0,6)
F16 3(1,8) 3(1,8)
F17 2(1,2) 2(1,2) 2(2,3)
F18 1(0,6) 1(0,6) 1(1,2)
F19 1(0,6) 1(0,6)
F20 1(0,6) 1(0,6) 1(1,2)
F21 1(0,6) 1(0,6)
F22 1(0,6) 1(0,6) 1(1,2)
F23 1(0,6) 1(0,6) 1(1,2)
F24 4(2,4) 4(2,4) 2(2,3) 2(2,3)
F25 1(0,6) 1(0,6) 1(1,2)
F26 2(1,2) 2(1,2) 2(2,3)
F28 1(0,6) 1(0,6)
F29 1(0,6) 1(0,6) 1(1,2)
F30 2(1,2) 2(1,2)
F31 2(1,2) 2(1,2) 4(2,4) 2(2,3)
F32 1(0,6) 1(0,6)
F33 1(0,6) 1(0,6) 1(1,2)
F34 1(0,6) 1(0,6) 1(1,2)
Skupaj 32 (19,5) 86 (52,4) 42 (25,6) 4(2,4) 164 (100,0) 77 (89,5) 9(10,5)
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Najvec izolatov (tabela 23) je bilo iz zivali (52,4 %; 47 % iz proizvodnih Zzivali in 5,5 % iz
neproizvodnih Zivali).

Ugotovljenih je bilo 31 genotipov. Genotipi nimajo zaporednih Stevilk, ker so nekateri
izklju€eni iz primerjave. Pri teh izolatih namre¢ ni bilo izvedeno testiranje odpornosti, ker
arhivskih izolatov ni bilo mogoce ve¢ oziviti. Najpogostejsi genotipi so bili F9, F11 in F7.

Ostale genotipe skupine F smo ugotovili le pri manjSem Stevilu izolatov.

Genotip F9 (tabela 24) smo ugotovili pri 83 izolatih, kar predstavlja skoraj 30 % vseh izolatov
in polovico izolatov iz genetske skupine F. Ugotovili smo ga pri vseh kategorijah v celotnem
casovnem obdobju, zajetem v raziskavo. Najvec¢ izolatov je bilo iz Zivali (n = 38), ve€ina je
bila iz proizvodnih zivali (n = 36) in samo 2 izolata iz drugih zivali. Najvecji deleZ je bil pri
izolatih iz perutnine in mesa perutnine, polovico manjsi delez pa pri izolatih iz praSicev in iz

mesa prasicev.

Tabela 24: Primerjava (Stevilo in % izolatov) genotipov F7, F9 in F11 in vseh genotipov genetske skupine F po
kategorijah in podkategorijah zivali in Zivil
Table 24: Comparison (number and % of isolates) of genotypes F7, F9 and F11 and of all the genotypes of the

genetic group F regarding cathegories an subcathegories animals and foodsuffs

Genotip F7  Genotip F9  Genotip F11 GSF St. vseh

Genetska skupina F n=14 n=83 n=17 n=164 genotipov

st. (%) st. (%) St. (%) $t. (%) GSF (n=31)
kategorija  Clovek 3(21,4) 16 (19,3) 32(19,5) 10
Zival 7 (50,0) 38 (45,8) 12 (70,6) 86 (52,4) 21
sivilo 4 (28,6) 28 (33,7) 5(29,4) 42 (25,6) 7
drugo 1(1,2) 4(2,4) 4
podkategorija praSici 5(35,7) 10(12,0) 5(29,4) 41 (25,0) 18
Zival perutnina 25(30,1) 7(41,2) 34 (20,7) 4
govedo 1(7,1) 1(1,2) 2(1,2) 2
druge Zivali 1(7,1) 2(2,4) 9 (5,5) 6
podkategorija meso prasi¢ 6(7,2) 1(5,9) 8(4,9) 3
Zivila meso perutnina 2(14,3) 12 (14,5) 3(17,6) 21(12,8) 6
meso govedo 1(1,2) 1(0,6) 1
meso druge Zivali 1(1,2) 1(0,6) 1
mesano meso 2(14,3) 8(9,6) 1(5,9) 11 (6,7) 3

GS - genetska skupina

Genotip F11 je bil drugi najpogostejsi s 17 izolati (6 % vseh izolatov oz. 10,4 % izolatov iz
skupine F). Ugotovili smo ga v letih 2000 do 2005, z izjemo leta 2003, samo pri proizvodnih
zivalih (n = 12) in zivilih (n = 5) v podobnem razmerju v delezih posameznih vrst zivali kot

pri FO.
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Genotip F7 je bil tretji najpogostejsi s 14 izolati (4,9 % vseh izolatov oz. 8,5 % izolatov
skupine F), in sicer s posameznimi izolati (1 do 3) po letih v celotnem preiskovanem obdobju,
z izjemo let 2003, 2004 in 2006. Polovica izolatov je bilo iz zivali, od tega 6 iz proizvodnih in

1 iz drugih zivali.

Rezultati kazejo, da je delez izolatov z genotipoma F9 in F11 bistveno vecji pri perutnini
kakor pri praSi¢ih (tabela 24) in podoben trend se kaze tudi pri izolatih iz Zivil. Pestrost
genotipov v genetski skupini F pa je veliko vecja pri izolatih iz prasicev in zivilih praSicjega
izvora (18 oz. 3 genotipi pri 41 oz. 8 izolatih) kot pri perutnini in Zivilih perutninskega izvora

(4 oz. 6 genotipov pri 34 oz. 21 izolatih).

4.1.2 Genetska skupina E

Druga po Stevilu izolatov je bila skupina E z 11,3 % (32/284) izolatov (priloga U). Pojavljala
se je od leta 2005, z izjemo enega izolata iz leta 2002. V genetski skupini E so prevladovali
izolati iz ljudi z 59,4 %.

Izstopali so trije genotipi: E1 (n = 8), ki smo ga ugotovili samo pri izolatih iz ljudi in Zivil, E8

(n = 10) vec¢inoma pri izolatih iz ljudi in E7 (n = 4) samo pri izolatih iz zivil.

4.1.3 Genetska skupina G

Tretja po Stevilu izolatov je bila skupina G s 7,0 % (20/284) izolatov, ki so bili izolirani v letu
2001 in v obdobju od 2005 do 2012.
Vec kot en izolat smo ugotovili pri genotipih G1 (n = 7) in G5 (n = 5). Genotip G1 smo

ugotovili ve¢inoma pri izolatih iz ljudi in G5 pri izolatih iz ljudi in Zivali.
4.1.4 Genetska skupina I
Cetrta po $tevilu izolatov je bila skupina I s 5,6 % (16/284) izolatov in z dvema genotipoma,

ki so bili izolirani od leta 2003 do 2012. Genotipa I1 in 12 smo ugotovili ve¢inoma pri izolatih

iz ljudi (n = 14).
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4.2 REZULTATI TESTIRANJA NA OBCUTLJIVOST ZA ANTIBIOTIKE

Minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK) antibiotikov smo ugotavljali pri 284 izolatih
Salmonella Typhimurium. Odpornost izolatov S. Typhimurium proti posameznim
antibiotikom je prikazana na slikah 5 in 6. Distribucija vrednosti MIK vseh izolatov je

prikazana v tabeli 25.

Vsi izolati so bili dobro obcutljivi za cefalosporine (cefotaksim, ceftazidim), karbapeneme

(meropenem), lipopeptide (kolistin), makrolide (azitromicin) in glicicikline (tigeciklin).

Zelo visok delez vseh izolatov je bil odporen proti sulfonamidom, tetraciklinu in ampicilinu
(slika 5), visok delez proti kloramfenikolu, nalidiksinski kislini in ciprofloksacinu in nizek

delez proti gentamicinu in trimetoprimu.

Delez odpornih izolatov proti posameznim antibiotikom (v %)

Tetraciklinn = 162
Trimetoprimn =22
Sulfometoksazol n = 188 66.2
Ciprofloksacinn =92
Nalidiksinska kislina n = 92
Gentamicinn = 22

Kloramfenikol n=112

Ampicilinn =161

Slika 5: Delez odpornih izolatov proti posameznim antibiotikom

Figure 5: The percentage of resistant isolates to individual antibiotics
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Tabela 25: Distribucija vrednosti MIK vseh izolatov (n = 284) po posameznih testiranih antibiotikih
Table 25: The distribution of MIC values of all the isolates (n=284) regarding individual antibiotics tested

Antibiotik st.R MIK distribucija (mg/l) - Stevilo vseh izolatov (n=284) in delez v %
ntibioti
% R 0,008 0.015 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 >1024
161 72 48 3 1 160
ampicilin A
56,7 25,4 16,9 il 0,4 56,3
0 275 9
cefotaksim Fot
0,0 96,8 3,2
0 280 4
ceftazidim Taz
0,0 98,6 1,4
0 267 17
meropenem Mero
0,0 94,0 6,0
92 183 8 1 1 18 73
nalid. kislina Na
32,4 64,4 2,8 0,4 0,4 6,3 25,7
92 155 37 40 48 8 1
ciprofloksacin Cip
32,4 54,6 13,0 14,1 16,9 1,1 0,4
162 119 8 2 50 55 55
tetraciklin T
57,0 41,9 17,6 0,7 17,6 19,4 19,4
0 249 35
kolistin Col
0,0 87,7 12,3
22 248 12 2 2 2 2 5 11
gentamicin G
7,7 87,3 4,2 0,7 0,7 0,7 0,7 1,8 39
22 240 18 4 22
trimetoprim Tm
7,7 84,5 6,3 1,4 7,7
188 21 25 36 11 8 188
sulfametoksazol Su
66,2 7,4 8,8 12,7 3,9 1,1 66,2
112 170 2 1 3 41 67
kloramfenikol C
39,4 59,9 0,7 0,4 1,1 14,4 23,6
0,0 120 144 16 4
azitromicin Azi
0,0 42,3 50,7 5,6 1,4
0 176 97 11
tigeciklin Tig
0,0 62,0 34,2 3,9

Legenda: obmocje testiranja je rumeno obarvano polje
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4.2.1 Odpornost po kategorijah in podkategorijah

Distribucija vrednosti MIK po kategorijah ¢lovek, zival, zivilo in drugo je prikazana v tabelah
26 do 29 v prilogi. Primerjava odpornosti proti posameznim antibiotikom med kategorijami in

podkategorijami je prikazana v tabeli 30 v prilogi.

Odporni izolati (deleZ v %) proti posameznim antibiotikom
| | |
| | | | |
Su ' ' ' ' '
I I I I I
Na | |
G |
C : : : :
| | | | |
A i i i i i '
1 1 1 1 I I
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0 90.0
A C G Na Su T Tm
drugon=9 77.8 44.4 11.1 55.6 77.8 77.8 33.3
sivilon=71 69.0 40.8 2.8 29.6 80.3 66.2 9.9
W¥ivaln =111 55.9 52.3 14.4 44.1 69.4 55.9 8.1
i ¢lovek n =91 46.2 22.6 3.2 18.3 50.5 49.5 3.2

Slika 6: Delez v % odpornih izolatov proti posameznim antibiotikom iz kategorij ¢lovek, zival, zivilo in
drugo
Figure 6: Percentage of the isolates resistant to individual antibiotics from the cathegories human, animal,

foodstuffs and other

Najvecjo odpornost smo pri vseh kategorijah ugotovili proti sulfametoksazolu, najmanjSo pa

proti gentamicinu (slika 6).

Statisticno pomembno razliko (p < 0,05) smo ugotovili pri odpornosti proti ampicilinu,

kloramfenikolu, gentamicinu, nalidiksinski kislini, sulfametoksazolu in tetraciklinu pri
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primerjavi izolatov med kategorijami c¢lovek, zival in Zivilo (slika 6) ter pri primerjavi

izolatov iz proizvodnih (n = 89) in drugih zivali (n = 22) (slika 7).

(proizvodne, druge, monitoring, klinika)

Odporni izolati (delez v %) proti posameznim antibiotikom iz Zivali

|
T J J J
I I I I I I
Su J J J J |
I I I I I
Na [ | | I I
I I
G I
I
C J J J
I I I I I
Al | | |
I I I I I I
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0 90.0
A C G Na Su T Tm
Zivali klinika n = 47 53.2 51.1 27.7 53.2 68.1 55.3 10.64
Zivali monitoring n = 64 57.8 53.1 4.7 37.5 70.3 56.3 6.25
& Druge Zivalin =22 18.2 13.6 0.0 4.5 22.7 22.7 0.00
i Proizvodne Zivalin = 89 65.2 61.8 18.0 53.9 80.9 64.0 10.11

Slika 7: Delez v % odpornih izolatov proti posameznim antibiotikom iz kategorije zivali (klinika in

monitoring ter druge in proizvodne Zivali)

Figure 7: Percentage of isolates resistant to individual antibiotics from the cathegory animal (clinic and

monitoring and other and production animals)

Pri primerjavi odpornosti izolatov iz klini¢no bolnih zivali (n = 47) in iz monitoringa (n = 64)

nismo ugotovili statisticno pomembnih razlik (p > 0,05), razen za gentamicin (p < 0,05) (slika

7).

Pri primerjavi izolatov iz prasi¢ev (n = 47) in perutnine (n = 39) smo ugotovili statisticno
pomembne razlike v odpornosti proti gentamicinu, nalidiksinski kislini in trimetoprimu

(p <0,05). Proti vsem trem antibiotikom so bili bolj odporni izolati iz praSicev kot izolati iz

perutnine (slika 8).
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Odporniizolati (deleZ v %) proti posameznim antibiotikom iz prasicev
in perutnine
T
I I I I I I
Su
I I I
" I
N o
I I
C
I I I I I I
A
| | | | | |
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0 90.0
A C G Na Su T Tm
W perutnina n =39 61.5 59.0 2.6 333 84.6 59.0 0.0
 prasicin = 47 68.1 63.8 29.8 70.2 78.7 68.1 17.0

Slika 8: Delez odpornih izolatov proti posameznim antibiotikom iz prasic¢ev in perutnine v %

Figure 8: Percentage of isolates resistant to individual antibiotics from pigs and poultry

4.2.2 Odpornost glede na Stevilo skupin antibiotikov

skupinam antibiotikov (tabela 31), sledili so izolati odporni proti trem skupinam, proti Stirim
skupinam, proti eni, proti dvema in najman;jsi delez odpornih proti Sestim skupinam. Ve¢ kot
polovica izolatov je bilo veckratno odpornih (MDR), z najvi§jim delezem pri drugih vzorcih,

sledila so Zivila ter Zivali, najmanjsi delez MDR pa je bil ugotovljen pri izolatih iz ljudi.

Primerjali smo odpornost po Stevilu antibioti¢nih skupin in ugotovili statisticno pomembne
razlike (p < 0,05). Pri izolatih iz ljudi je bil najvecji delez dobro obcutljivih. Pri izolatih iz
zivali je bil najvecji delez odpornih proti 5 skupinam antibiotikom in enak delez dobro

obcutljivih. Pri izolatih iz Zivil pa je bil najvecji delez odpornih proti trem skupinam

antibiotikov.

ey
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Tabela 31: Prikaz odpornosti po §tevilu testiranih skupin antibiotikov

Table 31: Presentation of the resistance regarding the number of antibiotic groups tested

Odporni na st. Skupaj Clovek Zival Zivilo Drugo

skupin

antibiotikov st. (%) st. (%) St. (%) st. (%) st. (%)
6 10(3,5) 0(0,0) 9(8,1) 1(1,4) 0(0,0)
5 66 (23,2) 17 (18,3) 30 (27,0) 15 (21,1) 4 (44,4)
MDR 25 76 (26,8) 17(18,3) 39(35,1) 16 (22,5) 4(44,4)
4 36 (12,7) 4(4,3) 18 (16,2) 14 (19,7) 1(11,1)
3 46 (16,2) 19 (20,4) 8(7,2) 16 (22,5) 2(22,2)
MDR 158 (55,6) 40 (43,0) 65 (58,6) 46 (64,8) 7(77.8)
2 19 (6,7) 6 (6,5) 8(7,2) 4 (5,6) 1(11,1)
1 28 (9,9) 7(7,5) 8(7,2) 13 (18,3) 0(0,0)

dobro obeutljivi 79 (27,8) 40 (43,0 30 (27,0) 8 (11,3) 1(11,1)

Skupaj 284 93 111 71 71

Ugotovili smo znacilno razliko (p < 0,05) med odpornostjo pri 89 izolatih iz proizvodnih
zivali (prasi¢i, perutnina, govedo) in 22 drugih (neproizvodnih) Zivalih. Pri proizvodnih
zivalih je bilo 84,3 % (75/89) izolatov odpornih proti enemu ali ve¢ antibiotikom (MDR 68,5
% oz. 61/89) in 15,7 % (14/89) dobro obcutljivih. Pri drugih Zivalih je bilo 72,7 % (16/22)
izolatov dobro obcutljivih in 27,27 % (6/22) odpornih (MDR 18,2 % oz. 4/22).

Razdelitev po skupinah glede obcutljivosti za antibiotike

Pri statisticni primerjavi obcutljivih (S), odpornih proti 1-2 antibiotikom (R) in veckratno

odpornih (MDR) smo med kategorijami ¢lovek, zival in zivilo (slika 9) ugotovili statisti¢no

pomembne razlike (p < 0,05).
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Odpornost v % po skupinah S (obcutljivi), R (1-2), MDR (@& 3)

drugo (n=9)

ilVIlO( n= 71) —

Zival (n = 111) _

|

|

|

Clovek(n=93) Lo |
|
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I I
| |
0 300 40.0 500 600 700 80.0 90.0

0.0 10.0 2
¢lovek (n=93) | Zival (n=111) | Zivilo(n=71) drugo(n=9)
S:0(n=79) 43.0 27.0 11.3 111
“R:1-2(n=47) 14.0 14.4 23.9 111
E'MDR (n = 158) 43.0 58.6 64.8 77.8

Slika 9: Delez izolatov iz kategorij ¢lovek, Zival, Zivilo in drugo po skupinah S, R in MDR
Figure 9: Percentage of the isolates from the cathegories human, animal, foodstuff and other regarding the
groups S, R and MDR

Vecjo odpornost smo ugotovili pri izolatih iz klini¢no bolnih prasi¢ev v primerjavi z zdravimi

in pri perutnini pri izolatih iz puranov v primerjavi z izolati iz pi§¢ancev (tabela 32).

Tabela 32: Odpornost po skupinah S, R in MDR pri posameznih vrstah
Table 32: Resistance regarding the gorups S, R and MDR in individual specieses

prasici piscanci purani

Odpornost po skupinah monitoring klinika monitoring monitoring
n=19 n=28 n=10 n=18
S: dobro obcutljivi $t.(%) 6(31,6) 2(7,1) 3(30,0) 1(5,6)
R: odporni proti 1-2 $t.(%) 1(5,3) 2(7,1) 2 (20,0) 4(22,2)

MDR &.(%) 12(63,2) 24(85,7) 5(50,0) 13(72,2)
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4.2.3 Rezistotipi

Izolate smo glede na ugotovljeno kombinacijo odpornosti proti posameznim skupinam
antibiotikov razvrstili v 28 razlicnih fenotipskih rezistotipov (v nadaljevanju rezistotipi). V
tabeli 33 so prikazane vse kombinacije s Stevilom izolatov posameznih rezistotipov. Pri
oznaki rezistotipa smo za kinolone in fluorokinolone uporabili samo nalidiksinsko kislino, ker
je bila odpornost proti ciprofloksacinu enaka. V skupini sulfonamidi in trimetoprim smo

rezultate prikazali loceno, ker se odpornosti proti sulfonamidom in trimetoprimu razlikujejo.

Tabela 33: Odpornost vseh izolatov S. Typhimurium (n = 284) proti posameznim antibiotikom in pripadajoci
rezistotipi

Table 33: Resistance of all the isolates of S. Typhimurium (n = 284) to the individual antibiotics and their

resistotypes
Odporni na st. <
pskupin Rezistotipi .Stevilo Ampicilin Kloramfenikol ~ Gentamicin Nalic?iklsinska Sulfametoksazol  Teraciklin Trimetoprim
antibiotikov izolatov kislina
6 ACGNaSuTTm 4 A C G Na Su T Tm
6 ACGNaSuT 6 A C G Na Su T
5 ACGSuT 2 A C G Su T
5 ACNaSuTTm 9 A C Na Su T m
5 ACNaSuT 55 A C Na Su T
4 ACSUTTm 1 A C Su T Tm
4 CGNaSuTm 1 C G Na Su Tm
4 ANaSuT 1 A Na Su T
4 ACSuT 33 A C Su T
3 ACSu 1 A C Su
3 AGT 1 A G T
3 ANaSuTm 1 A Na Su m
3 ANaSu 1 A Na Su
3 ASuTTm 4 A Su T Tm
3 ASuT 33 A Su T
3 ATTm 1 A T Tm
3 GNaSuTm 1 G Na Su Tm
3 GNaSu 2 G Na Su
3 GSuT 1 G Su T
) Asu T 6 [T A . su T
2 AT 2 A T
2 GSu 1 G Su
2 NaSu 7 Na Su
2 SuT 3 Su T
1 G 3 G
1 Na 4 Na
1 Su 15 Su
1 T 6 T )
o  dobroobtutjvi 79 __~~— /o206

Skupaj 284
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Tabela 34: Stevilo in deleZ posameznega rezistotipa po kategorijah ¢lovek, Zival, Zivilo, drugo in ter njihova
razvrstitev v genetske skupine
Table 34: Number and percentage of individual resistotypes regarding the cathegories human, animal, foodstuffs

and their pertaining to genetic groups

Odporni na o .. <. .
st. skupin Rezistotip Genetska skupina St. (%) Clovek Zival Zivilo Drugo
antibiotikov i, (%) it. (%) &, (%) i, (%)
6 ACGNasSuT F 6(2,1) - 6 (100,0) - R
6 ACGNaSuTTm  F, X 4(1,4) - 3(75,0) 1(25,0) -
5 ACGSuT FE 2(0,7) 1(50,0) - 1 (50,0) -
5 ACNaSuT F 55(19,3) 15(27,3) 25(455) 13 (23,6) 2(3,6)
5 ACNaSuTTm F 9(3,2) 1(11,1) 5 (55,6) 1(11,1) 2(22,2
>5 MDR >5 EF X 76(26,8)  17(22,4)  39(51,3) 16(21,1) 4(5,3)
4 ACSUTTMm F 1(0,4) 1(100,0) - - -
4 ANaSuT F 1(0,4) - - 1(100,0) -
4 CGNaSuTm F 1(0,4) - 1 (100,0) - -
4 ACSuT F,G,X° 33 (11,6) 3(9,1) 17(51,5)  13(39,4) -
3 GNaSuTm F 1(0,4) 1(100,0)
3 ACSu F 1(0,4) - 1(100,0) - -
3 AGT E 1(0,4) - 1 (100,0) - -
3 ANaSu F 1(0,4) - - 1(100,0) -
3 ANaSuTm E 1(0,4) - - 1 (100,0) -
3 ASuT E,C,D,I X 33(11,6)  18(54,5) 3(9,1) 10 (30,3) 2(6,1)
3 ASUTTm A, X 4(1,4) 1(25,0) - 3(75,0) -
3 ATTm B 1(0,4) - - 1(100,0) -
3 GNasSu F 2(0,7) - 2 (100,0) - -
3 GSuT F 1(0,4) - 1(100,0) - -
>3 MDR A B CDEFG |  158(556) 40(253) 65(41,1)  46(29,1) 7(4,4)
2 ASu E F,G,X 6(2,1) 3(50,0) 1(16,7) 2(33,3) -
2 AT X 2(0,7) - - 1(50,0) 1(50,0)
2 GSu F 1(0,4) - 1(100,0) - -
2 NaSu F 7(2,5) 1(14,3) 6 (85,7) -
2 SuT H,G 3(1,1) 2(66,7) - 1(33,3) -
16G G 3(1,1) 2(66,7) 1(33,3) - -
1 Na F, X2 4(1,4) - 1(25,0) 3(75,0) -
1 Su F 15 (5,3) 1(6.7) 5(33,3) 9 (60,0) -
17 C, A G,EH 6(2,1) 4 (66.7) 1(16,7) 1(16,7) -
0 dobro obéutljivi F, G, I, H, E, B, X* 79(27,8)  40(50,6)  30(38,0) 8(10,1) 1(1,3)
Skupaj 284 93(32,7) 111(39,1) 71(25,0) 9(3,2)

®unikatni genotipi

Ugotovili smo statisticno znacilno razliko (p < 0,05), ko smo primerjali tri napogostejse
rezistotipe glede na izvor izolatov (Clovek, zival, zivilo). Izolati z rezistotipom ACNaSuT in
ACSuT so bili statisticno znacilno pogostejsi pri zivalih, izolati z rezistotipom ASuT pa pri

ljudeh (tabela 34).
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4.2.3.1 Zastopanost najpogostejSih rezistotipov izolatov iz ljudi in zivali

Primerjali smo pogostost treh najpogostejSih rezistotipov pri izolatih iz ljudi in posameznih
vrst zivali. Nismo upostevali izolatov iz drugih vzorcev in iz Zivil, kjer bi lahko bila vir

kontaminacije tako zival kakor tudi ¢lovek.

Rezistotip ACNaSuT je imelo 40 izolatov, od tega jih je bilo 37,5 % (15/40) iz ljudi, 35 %
(14/40) iz prasicev, 22,5 % (9/40) iz perutnine, 2,5 % (1/40) iz goveda in 2,5 % (1/40) iz
drugih zivali. Glede na izvor je imelo ta rezistotip 16,1 % (15/93) izolatov iz ljudi, 29,8 %
(14/47) izolatov iz prasicev, 23,1 % (9/39) izolatov iz perutnine, 33,3 % (1/3) izolatov iz
goveda in 4,5 % (1/22) izolatov iz drugih zivali.

Rezistotip ACSuT je imelo 20 izolatov, od tega je bilo 15 % (3/20) izolatov iz ljudi, 5 %
(1/20) izolatov iz prasicev, 70 % (14/20) izolatov iz perutnine in 10 % (2/20) izolatov drugih
zivali. Glede na izvor pa je imelo ta rezistotip 3,2 % (3/93) izolatov iz ljudi, 2,1 % (1/47)
izolatov iz prasicev, 35,9 % (14/39) izolatov iz perutnine in 9,1 % (2/22) izolatov drugih

zivali.

Rezistotip ASuT je imelo 21 izolatov, od tega je bilo 85 % (18/21) izolatov iz ljudi, 9,5 %
(2/21) izolatov iz prasicev in 4,7 % (1/21) izolatov drugih zivali. Glede na izvor pa je imelo ta
rezistotip 19,4 % (18/93) izolatov iz ljudi, 4,3 % (2/47) izolatov iz prasi¢ev in 4,5 % (1/22)

izolatov drugih Zivali.

Pri primerjavi najpogostejSih proizvodnih Zivalskih vrst, to je prasicev in perutnine, so bili
izolati z rezistotipom ACNaSuT statisticno pomembno pogostejsi (p < 0,05) pri prasic¢ih

(85,7 %), izolati ACSuT pa pri perutnini (75,0 %).

4.2.4 Trendi odpornosti

Odpornost izolatov S. Typhimurium proti antibiotikom smo primerjali v treh obdobjih:
I. obdobje: za leta 2000-2004
II. obdobje: za leta 2005-2008
I11. obdobje: za leta 2009-2012
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eve

Upostevali smo 250 izolatov iz kategorij ¢lovek, Zivilo, prasi¢i in perutnina, ker je bilo Stevilo
drugih izolatov premajhno za analizo. Primerjali smo deleze izolatov, odpornih proti
posameznim antibiotikom, treh najpogostejSih rezistotipov, veckratno odpornih MDR in
MDR > 5 ter dobro obcutljivih. Narascanje ali upadanje odpornosti za 10 % pomeni pri
majhnem Stevilu vzorcev (9—11) le en izolat ve¢ ali manj, kar morda le nakazuje tendenco
upadanja oz. naras¢anja. Na splosno lahko ugotovimo, da se nakazuje trend zmanjSevanja
odpornosti pri izolatih iz ljudi in perutnine ter naras¢anje odpornosti pri izolatih iz zivil (slike

10 do 13).

Pri ljudeh (slika 10) se pri primerjavi med tremi obdobji zmanjSuje obseg odpornosti proti
kloramfenikolu, sulfonamidom, tetraciklinu in trimetoprimu ter povecuje obseg rezistotipa

ASuT in ACSuT in obseg dobro obcutljivih.

Trendi odpornosti izolatov iz ljudi: 1 (2000-2004, 11 (2005-008) 111 (2009-2012)

100.0

90.0

80.0

70.0

60.0

50.0 —

delezv %

40.0 [— —

300 — — — —

S i =R i e rEw s EN

A c G Na Su T m °bE‘i‘t”“’ ASUT | ACSuT ACNTaS“ MDR | MDR 25
5 (n=9) | 444 | 333 0.0 222 | 667 | 556 | 111 | 333 | 111 0.0 222 | 444 | 222
Sii(n=26) | 500 | 308 3.8 231 | 538 | 654 3.8 269 | 192 | 115 | 154 | s00 | 192
M(n=58) | 448 | 172 34 155 | 466 | 414 17 517 | 207 | 155 0.0 397 | 17.2

Slika 10: Trendi odpornosti izolatov iz ljudi za obdobja I (2000-2004), IT (2005-2008) in III (2009-2012)
Figure 10: Trends of the resistance of the isolates from humans for periods I (2000-2004), II (2005-2008)
and III (2009-2012)

Pri izolatih iz zivil (slika 11) se poveCuje obseg odpornih izolatov proti ampicilinu,
tetraciklinu, nalidiksinski kislini, sulfonamidom, trimetoprimu, veckratno odpornih izolatov,
MDR > 5 ter rezistotipov ASuT in ACNaSuT. Zaskrbljujoce je tudi, da v zadnjem obdobju

nismo ugotovili dobro obcutljivih izolatov.
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Trendi odpornost izolatov iz Zivil: 1(2000-2004), Il (2005-2008), Ill (2009—2012)
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A c G Na su T Tm °bC‘im"V ASuT | AcsuT ACljlraSu MDR | MDR25
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S(n=42)| 619 | 286 24 214 | 762 | 595 9.5 167 | 167 | 143 | 119 | s95 | 143
M(n=13)| 923 | 538 0.0 462 | 1000 | 846 | 154 0.0 231 77 385 | 846 | 462

Slika 11: Trendi odpornosti izolatov iz zivil za obdobja I (2000-2004), II (2005-2008) in III (2009-2012)
Figure 11: Trends of resistance of the isolates from foodstuffs for periods I (2000-2004), IT (2005-2008)

and 111 (2009-2012)

Pri izolatih iz prasSicev (slika 12) tezko ocenimo trend odpornosti, ker so v prvem obdobju
prevladovali klini¢ni izolati, ki so praviloma bolj odporni proti antibiotikom, v drugem in
tretjem obdobju pa so bili izolati ve¢inoma iz monitoringov. V tretjem obdobju se v

primerjavi z drugim obdobjem povecuje obseg odpornosti proti ampicilinu in obseg

rezistotipa ACNaSuT.

Trendi odpornosti izolatov pri prasic¢ih: 1 (2000--2004), Il (2005--2008), Il (2009--2012)
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Slika 12: Trendi odpornosti izolatov iz prasi¢ev za obdobja I (2000-2004), II (2005-2008) in IIT (2009—

2012)

Figure 12: Trends of resistance of the isolates from pigs for periods I (2000-2004), 1I (2005-2008) and III

(2009-2012)
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Pri izolatih iz perutnine (slika 13) smo ugotovili, da se nakazuje zmanjSan obseg odpornih

izolatov proti posameznim antibiotikom in veckratno odpornih ter povecuje delez dobro

obcutljivih.
Trendi odpornosti izolatov iz perutnine: |1 (2000-2004), 11 (2005-2008), 11l (2009-2012)
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>
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S
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Su T ™ °b°Li’t“"’ ASuT | AcsuT ACNTaS“ MDR | MDR 25
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Slika 13: Trendi odpornosti izolatov iz perutnine za obdobja I (2000-2004), II (2005-2008) in III (2009—
2012)

Figure 13: Trends of resistance of the isolates from poultry for periods I (2000-2004), IT (2005-2008) and
111 (20092012
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4.3 UGOTAVLIANJE POVEZAV MED ODPORNOSTJO PROTI ANTIBIOTIKOM TER
GENETSKIMI SKUPINAMI IN GENOTIPI

4.3.1 Pogostost dobro obcutljivih izolatov po genetskih skupinah

V slikah 14 do 16 je prikazano Stevilo dobro obcutljivih izolatov po kategorijah in
podkategorijah.

Dobro obcutljivost smo ugotovili pri priblizno Cetrtini 27,8 % (79/284) izolatov. Pri ljudeh so
bili dobro obcutljivi izolati v 5 genetskih skupinah, od tega najve¢ v skupinah F, skupini I in
skupini G (tabela 35 v prilogi). Pri zivalih so dobro obcutljivi izolati pripadali 5 genetskim
skupinam, najve¢ skupini F. Pri primerjavi dobro obcutljivih izolatov iz prasSicev in perutnine
so bili izolati iz praSicev vsi v skupini F, medtem ko so bili iz perutnine v 4 skupinah: F, G, H

in I (posamezni izolati).

Ce primerjamo deleZe dobro ob¢utljivih po genetskih skupinah, je bil velik delez dobro
obcutljivih v genetskih skupinah I (81,3 %, 13/16) izolatov, H (75 %, 9/12) izolatov in G
(65 %, 13/20) izolatov. Nasprotno pa je ta delez bil majhen v skupinah F (17,1 %, 28/164) in
E (12,5 %, 4/32) izolatov. V skupinah A, C, in D ni bilo dobro obcutljivih izolatov.

Dobro ob¢utljivi izolati (79/284) po genetskih skupinah
16
14
: 12
ks 10
8
E 8
g 6
>n 4
. - L

B F G H I X

& clovek 40/93 4 13 8 2 11 2

& zival 30/111 1 15 4 3 2 5

zivilo 8/71 2 1 4 1

& drugo 1/9 1

Slika 14: Dobro obcutljivi izolati po genetskih skupinah in kategorijah (§t. dobro obcutljivih/st. vseh)

Figure 14: Sensitve isolates regarding the genetic groups and cathegories (No. of sensitive/No. of all)
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Dobro ob¢utljivi izolati pri Zivalih (30/111) po genetskih skupinah
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= 4 —
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§ : " |
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0 i =l =8 B -_[
B E F G H I X
prasici 8/47 8
& perutnina 6/39 1 1 1 2 1
govedo 0/3
& druge zivali 16/22 1 6 3 2 4

Slika 15: Dobro obcutljivi izolati po genetskih skupinah pri zivalih (§t. dobro obcutljivih/st. vseh)

Figure 15: Sensitive isolates from animals regarding genetic groups (No. of sensitve/No. of all)

Dobro obcutljivi izolati iz Zivil (8/71) po genetskih skupinah
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& meso perut.3/25 2
meso gov. 0/2
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Slika 16: Dobro obcutljivi izolati po genetskih skupinah iz Zivil (§t. dobro ob¢utljivih/st. vseh)

Figure 16: Sensitive isolates form foodstuffs regarding genetic gorups (No. of sensitive/No. of all)
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4.3.2 Veckratna odpornost po genetskih skupinah in kategorijah

V slikah 17 do 19 je prikazano Stevilo MDR izolatov po kategorijah in podkategorijah.

Veckratno odpornost (MDR) smo ugotovili pri 55,6 % (158/284) vseh izolatov. Pri ljudeh so
bili ti izolati uvrSceni v 5 genetskih skupin, najve¢ v skupini F in E (tabela 36 v prilogi). Pri
zivalih so bili ti izolati ve¢inoma v skupini F. Pri zivilih so bili MDR v 6 genetskih skupinah,

od tega najve¢ v skupini F in E.

Ce primerjamo deleze MDR po genetskih skupinah, je bil velik delez MDR v genetskih
skupinah E (78,1 %, 25/32) in F (67,1 %, 110/164). Zelo majhen delez MDR pa je bil v
genetskih skupinah G (5 %, 1/20) in I (12,5 %, 2/16). V genetski skupini H nismo ugotovili
MDR izolatov (0,0 %, 0/12). Rezultati niso zanesljivi za genetske skupine z manj kot 10
izolatov: A (75,0 %, 3/4), B (25,0 %, 1/4), C (66,7 %, 6/9) in D (100 %, 2/2).

Veckratno odporni izolati (158/284) po genetskih skupinah
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Slika 17: Stevilo MDR izolatov po genetskih skupinah in kategorijah (§t. MDR izolatov/t. vseh izolatov)
Figure 17: Number of MDR isolates regarding genetic groups and cathegories (No. of MDR isolates/No. of

all isolates)
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Veckratno odporni izolati pri zivalih (65/111) po genetskih skupinah
35
E 30
= 25
_g 20
2 15
2 10
@ 5
0 — — | -
A B C D E F G H [ X
= prasidi 33/39 3 30
& perutnina 26/39 23 3
govedo 2/3 2
W druge zivali 4/22 1 2 1

Slika 18: Stevilo MDR izolatov po genetskih skupinah pri Zivalih (§t. MDR izolatov/st. vseh izolatov)
Figure 18: Number of MDR isolates from animals regarding genetic groups (No. of MDR isolates/No. of all

isolates)
Veckratno odporni izolati iz Zivil (46/71) po genetskih skupinah
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Slika 19: Stevilo MDR izolatov po genetskih skupinah iz Zivil (§t. MDR izolatov/it. vseh izolatov)
Figure 19: Number of MDR isolates from foodstuffs regarding genetic groups (No. of MDR isolates/No. of

all isolates)
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4.3.3 Stevilo izolatov posameznih rezistotipov po kategorijah in genetskih skupinah.

Po pogostosti so izstopali Stirje rezistotipi (tabela 37). Najpogostejsi je bil rezistotip
ACNaSuT, kjer so bili vsi izolati v genetski skupini F (100 %). Rezistotip ACSuT smo
ugotovili v dveh genetskih skupinah F in G, najve¢ v genetski skupini F (87,9 %). Rezistotip
ASuT smo ugotovili v §tirih genetskih skupinah C, D, E in I z najve¢jim deleZzem v skupini E

(66,7 %). Vecina izolatov z rezistotip Su je bila skupini F (93,3 %).

Tabela 37: Stevilo izolatov posameznih rezistotipov po kategorijah in genetskih skupinah

Table 37: Number of isolates of individual resistotypes regarding cathegories and genetic groups

Odporni na st. Genetska

skupin Rezistotip Clovek Zival Zivilo Drugo SKUPAJ . A B C D E F G H I x°
- skupina
antibiotikov
6 ACGNaSuT 6 6 F 6
6 ACGNaSuTTm 3 1 4 FXx? 2 2
5 ACGSuT 1 1 2 FE 1 1
5 ACNaSuT 15 25 13 2 55 F 55
5 ACNaSuTTm 1 5 1 2 9 FX? 8 1
4 ACSUTTm 1 1 F 1
4 ANaSuT 1 1 F 1
4 CGNaSuTm 1 1 F 1
4 ACSuT 3 17 13 33 FX'G 29 1 3
3 GNaSuTm 1 1 F 1
3 ACSu 1 1 F 1
3 AGT 1 1 E 1
3 ANaSu 1 1 F 1
3 ANaSuTm 1 1 E 1
3 ASuT 18 3 10 2 33 CDEIX® 6 2 22 2 1
3 ASUTTm 1 4 AX? 3 1
3 ATTm 1 1 B 1
3 GNaSu 2 2 F 2
_________ 3 GSuT 1 1 F 1
2 TAsu T 3 T N T I 27
2 AT 1 2 cx? 1 1
2 GSu 1 1 F 1
2 NaSu 1 6 7 F 7
2 SuT 1 3 GH 1 2
1 G 2 1 3 G 3
1 Na 1 3 4 FX? 3 1
1 Su 1 5 9 15 Fl 14 1
S S SO CIE S S 6 ACGEM 1 2 1. 1.1 .
0 dobro obcutljivi 40 30 8 1 79 BEFGHIX? 3 4 28 13 9 13 9
SKUPAJ " 53 "817"63 7 8 284 "4 717972 78M36"7 "3 73 12

X2 unikatni genotipi

79



J. Mic¢unovi¢: Genotipi in rezistotipi bakterije Salmonella Typhimurium v Sloveniji v obdobju 2000 do 2012 80
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2018. Doktorska disertacija

4.3.4 Odpornost izolatov, najpogostejsi rezistotipi in genetske skupine

Za lazjo primerjavo smo oblikovali §tiri vecje skupine, kjer smo zdruzili nekatere genetske

skupine, pri ¢emer smo upostevali statisticno znacilost za kategoriji ¢lovek in Zival:

e skupina I: izolati iz genetskih skupin A, B, C, D in H (skupine z manj$im Stevilom
izolatov);

e skupina II: izolati iz skupine F, ki je bila statisticno znacilna za Zivali;

e skupina III : izolati iz skupin E, G in I, ki so bile statisticno znacilne za ljudi,

e skupina IV: unikatni genotipi (X).

Tabela 38: Stevilo in odstotek izolatov po skupinah I do IV glede na stevilo skupin antibiotikov, proti katerim
so odporni
Table 38: Number and percentage of the isolates in the groups I to IV regarding the number of antibiotic groups

to which they are resistant

Odporni Vsi izolati .Svkuvpln.a | Svlfu;?mavl.l ‘ Slff.lp‘ma I!I ‘ SkuPlna IY
. manjse $t. izolatov  znacilni za Zivali znacilni za ljudi unikatni
proti St. . . . . .
; genetske skupine  genetske skupine  genetska skupina  genetske skupine genotipi
skupin i
antibiotikov Alin X* ABCDH F EGI X
St. (%) St. (%) St. (%) St. (%) St. (%)
6 10 (3,5) 8(4,9) 2(9,5)
5 66 (23,2) 64 (39,0) 1(1,5) 1(4,8)
4 36 (12,7) 32 (19,5) 1(1,5) 3(14,3)
3 46 (16,2) 12 (38,7 6(3,7) 26 (38,2) 2(9,5)
2 19 (6,7) 3(9,7) 9(5,5) 4(5,9) 3(14,3)
1 28 (9,9) 4(12,9) 17 (10,4) 6(8,8) 1(4,8)
0 79 (27,8) 12 (38,7) 28 (17,1) 30 (44,1) 9 (42,9)
SKUPAJ 284 (100,0) 31 (100,0) 164 (100,0) 68 (100,0) 21 (100,0)
" MDR>3 158(556) 12(387) 110(67,0) - 28(a12) 8381

X? unikatni genotipi

V skupini I (tabela 38) so bili izolati, odporni proti najvec trem skupinam antibiotikov. Dobro
obcutljivih izolatov je bilo najve¢ v skupini III, znacilni za ljudi, najmanj pa v skupini II,
znalilni za zivali. Veckratno odpornih izolatov je bilo najve¢ v skupini II, v ostalih treh
skupinah pa je bil delez MDR podoben. V skupini II, znacilni za zivali, je bilo najve¢ izolatov
odpornih proti Stirim in petim skupinam antibiotikov. V skupini III, znacilni za ljudi, pa je

bilo najvec izolatov odpornih proti trem skupinam antibiotikov.
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Izolate z rezistotipom ACNaSuT (tabela 39), ki je bil statisticno znacilno (p < 0,05) najbolj
pogost pri zivalih in med njimi najbolj pogost pri prasicih, smo ugotovili samo v II. skupini,

statistiéno znacilni za zivali.

Tabela 39: Razporeditev izolatov s tremi najpogostejsimi rezistotipi po skupinah I do IV

Table 39: Allocation of isolates with the three most frequent resistotypes into groups I to IV

I. skupina 1. skupina lll. skupina IV. skupina
Rezistotip Genet'ska Skupaj &t. genetske skupine genetska skupina genetske skupine genotipi
skupina ABCDH F EGI X?
$t. (% od rezistotipa) $t. (% od rezistotipa) $t. (% od rezistotipa) $t. (% od rezistotipa)
ASuT CDEIX® 33 8(24,2) 24 (72,7) 1(3,0)
ACSuT FGX* 33 29 (87,9) 1(3,0) 3(9,1)
ACNaSuT F 55 55 (100,0)

X? unikatni genotipi

Izolate z rezistotipom ACSuT, ki je bil statisticno znacilno (p < 0,05) najbolj pogost pri
zivalih in med njimi najbolj pogost pri perutnini, smo ugotovili vec¢inoma v II. skupini,
statisti¢no znacilni za zivali. V III. skupini je bil en izolat pri ¢loveku in v IV. skupini trije

izolati (iz €loveka, iz prasica in iz drugih Zivali — kanarcka).

Izolate z rezistotipom ASuT, ki je statisticno znacilen (p < 0,05) za ljudi, smo ugotovili
vecinoma v III. skupini, statistino znacilni za ljudi (15 izolatov iz ljudi, dva iz proizvodnih
zivali in 7 iz zivil). Iz L. skupine sta bila dva izolata iz ljudi, trije iz zivil, eden iz drugih Zivali

(pes) in dva iz kategorije drugo (mesno-kostna moka).

4.3.5 Odpornost proti posameznim antibiotikom v posameznih genetskih skupinah glede

na izvor izolatov

Pri izolatih iz ljudi (tabela 40) je bila v genetski skupini E ekstremno visoka odpornost proti
ampicilinu, sulfometoksazolu in tetraciklinu. V genetski skupini F je bila zelo velika
odpornost proti ampicilinu, kloramfenikolu, nalidiksinski kislini, sulfometoksazolu in
tetraciklinu. V skupinah G in I je bila odpornost proti posameznim antibiotikom srednja (tudi
proti gentamicinu). V genetski skupini C so bili le 4 izolati, vendar so imeli podobno

odpornost kot v skupini E.
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Tabela 40: Stevilo in odstotek izolatov, odpornih proti posameznim antibiotikom, iz posameznih genetskih
skupin iz ljudi
Table 40: Number and percentage of isolates from humans resistant to individual antibiotics from individual

genetic groups

Antibiotik (3t. in % odpornih iz genetske skupine)
Genetska  St.vseh Clovek Nakidiksinska

) ; Ampicilin Kloramfenikol Gentamicin . Sulfometoksazol Tetraciklin
skupina izolatov kislina
it. Izolatov it (%) it (%) §t. (%) 8t (%) 3t (%) St. (%)

A 4 1 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(100,0)

B 4

C 9 4 2 (50,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 2(50,0) 4(100,0)

D 2

E 32 19 14 (73,7) 1(5,3) 1(5,3) 0(0,0) 14 (73,7) 15(78,9)

F 164 32 18 (56,3) 18 (56,3) 0(0,0) 17 (53,1) 19 (59,4) 18 (56,3)

G 20 12 2(16,7) 1(8,3) 2(16,7) 0(0,0) 2(16,7) 1(8,3)

H 12 4 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 2(50,0) 2(50,0)

| 16 14 2(14,3) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 3(21,4) 2(14,3)

X 21 7 5(71,4) 1(14,3) 0(0,0) 0(0,0) 5(71,4) 3(42,9)
Skupaj 284 7 o3 43 (46,2) 21(22,6) 3(3,2) 17 (18,3) 47 (50,5) 46 (49,5)

X? unikatni genotipi

Pri izolatih iz Zivali (tabela 41) je bila odpornost v genetski skupini F ekstremno visoka proti
sulfometoksazolu ter zelo visoka proti ampicilinu, kloramfenikolu, nalidiksinski kislini in

tetraciklinu. Ugotovljena pa je tudi srednja odpornost proti gentamicinu.

Tabela 41: Stevilo in odstotek izolatov, odpornih proti posameznim antibiotikom, iz posameznih genetskih
skupin iz zivali
Table 41. Number and percentage of isolates from animals resistant to individual antibiotics from individual

genetic groups

Antibiotik (St. in % odpornih iz genetske skupine)
Genetska  St. vseh Zival Nakidiksinska

. . Ampicilin Kloramfenikol Gentamicin . Sulfometoksazol Tetraciklin
skupina izolatov kislina
st. Izolatov st. (%) st. (%) st. (%) st. (%) st. (%) st. (%)
A 4
B 4 1 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
c 9 1 1(100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(100,0) 1(100,0)
D 2
E 32 3 3(100,0) 0(0,0) 1(33,3) 0(0,0) 2(66,7) 3(100,0)
F 164 86 54 (62,8) 54 (62,8) 12 (14,0) 47 (54,7) 70 (81,4) 53 (61,6)
G 20 5 0(0,0) 0(0,0) 1(20,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
H 12 4 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(25,0)
1 16 2 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
X 21 9 4 (44,4) 4 (44,4) 2(22,2) 2(22,2) 4(44,4) 4(44,4)
Skupaj 284 111 62 (55,9) 58 (52,3) 16 (14,4) 49 (44,1) 77 (69,4) 62 (55,9)

X? unikatni genotipi
Pri izolatih iz Zzivil (tabela 42) je bila odpornost v skupini E in F ekstremno visoka proti
ampicilinu, sulfometoksazolu in tetraciklinu. V skupini F je bila odpornost zelo visoka proti

kloramfenikolu in visoka proti nalidiksinski kislini ter nizka proti gentamicinu.
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Tabela 42: Stevilo in odstotek izolatov, odpornih proti posameznim antibiotikom, iz posameznih genetskih
skupin iz zivil
Table 42: Number and percentage of isolates from foodstuffs resistant to individual antibiotics from individual

genetic groups

Antibiotik (St. in % odpornih iz genetske skupine)
Genetska  St. vseh Zivilo Nakidiksinska

) X Ampicilin Kloramfenikol Gentamicin . Sulfometoksazol Tetraciklin
skupina izolatov kislina
$t. Izolatov it. (%) 3t. (%) §t. (%) §t. (%) §t. (%) 3t. (%)

A 4 3 3(100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 3(100,0) 3(100,0)

B 4 3 1(33,3) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(33,3)

c 9 1 1(100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(100,0) 1(100,0)

D 2 2 2 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 2(100,0) 2 (100,0)

E 32 10 10 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(10,0) 10 (100,0) 7 (70,09

F 164 42 31(73,8) 29 (69,0) 2(4,8) 19 (45,2) 40 (95,2) 30(71,4)

G 20 3 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(33,3) 2(66,7)

H 12 4 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)

1 16

X 21 3 1(33,3) 0(0,0) 0(0,0) 1(33,3) 0(0,0) 1(33,3)
Skupaj 284 71 49 (69,0) 29 (40,8) 2(2,8) 21(29,6) 57 (80,3) 47 (66,2)

X? unikatni genotipi

Izolatov iz kategorije drugo (okolje in krmila) (tabela 43) je bilo samo 9. V genetski skupini
C smo ugotovili ekstremno visoko odpornost proti ampicilinu in tetraciklinu ter zelo visoko
odpornost proti sulfometoksazolu. V genetski skupini F je bila odpornost ekstremno visoka
proti ampicilinu, kloramfenikolu, nalidiksinski kislini, sulfometoksazolu in tetraciklinu ter

visoka odpornost proti gentamicinu.

Tabela 43: Stevilo in odstotek izolatov, odpornih proti posameznim antibiotikom, iz posameznih genetskih
skupin iz kategorije drugo
Table 43: Number and percentage of isolates from the cathegory other resistant to individual antibiotics from

individual genetic groups

Antibiotik (St. in % odpornih iz genetske skupine)
Genetska  St. vseh Drugo Nakidiksinska

. ; Ampicilin Kloramfenikol Gentamicin o Sulfometoksazol Tetraciklin
skupina izolatov kislina
it. Izolatov §t. (%) §t. (%) &t (%) &t (%) 8t. (%) 8t. (%)
A 4
B 4
c 9 3 3 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 2 (66,7) 3(100,0)
D 2
E 32
F 164 4 3(75,0) 3(75,0) 1(25,0) 4(100,09 4(100,0) 3(75,0)
H 12
| 16
X 21 2 1(50,0) 1(50,0) 0(0,0) 1(50,0) 1(50,0) 1(50,0)
Skupaj 9 7(77,8) 4 (44,4) 1(11,1) 5 (55,6) 7(77,8) 7(77,8)

X? unikatni genotipi
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4.3.6 Primer prikaza rezultatov za epizootioloSko analizo izolatov s praSicje farme

Ce se ugotovi klini¢na slika na farmi, se odvzamejo vzorci pri bolnih ali poginulih oz.
zrtvovanih zivalih. Iz tkiv teh Zivali se z bakteriolosko preiskavo ugotavljajo bakterijski
povzrocitelji. Imeli smo priloznost spremljati situacijo na farmi A, kjer smo v osmih letih pri
desetih odvzemih vzorcev iz klini¢no bolnih prasicev izolirali S. Typhimurium (tabela 44). V
naso raziskavo smo vkljucili 16 izolatov, ki so imeli v istem odvzemu razli¢en genotip in/ali
rezistotip. Samo en izolat je bil dobro obcutljiv, ostalih petnajst pa je bilo veckratno odpornih
in je imelo 5 razli¢nih rezistotipov. Najpogostejsa sta bila rezistotipa ACNaSuT (4 izolati, 3
odvzemi), znacilen za izolate iz prasicev, in ACGNaSuT (6 izolatov, 4 odvzemi). Ugotovili
smo tudi dva od Stirih najbolj odpornih izolatov v naSi raziskavi z rezistotipom

ACGNaSuTTm.

Tabela 44: Primer epizootioloske analize izolatov s prasicje farme

Table: 44: Example of epizootiologic analysis of isolates from a pig farm

< Leto
Genotipi St. izolatov

farma A (t. rezistotipov) 2000 2001 2002 2007
1. odvzem 2. odvzem 3. odvzem 4. odvzem 5. odvzem 1. odvzem 2. odvzem 1. odvzem 2. odvzem
F5 1(17) obcutljiv
F7 2(2) ACGNaSuT GNaSu
F9 2(2) ACNaSuT GNaSu
F11 3(1) ACNaSuT ACNaSuT ACNaSuT
F13 1(1) ACGNaSuTTm
F14 1(1) ACGNasSuT
F18 1(1) ACGNaSuT
F22 1(1) ACGNaSuT
F23 1(1) CGNaSuTm
F33 1(1) ACGNaSuT
F34 1(1) ACGNasSuT
X14 1(1) ACGNaSuTTm

? dobro obtutljiv

Ugotovili smo 11 genotipov iz genetske skupine F, od katerih so bili trije ugotovljeni ve¢ kot
enkrat (F7, F9 in F11). To so bili v naSi raziskavi najpogostej$i genotipi pri izolatih iz
prasi¢ev. Pri genotipih F7 in F9 smo ugotovili po dva razli¢na rezistotipa, pri ostalih

genotipih pa po en rezistotip.
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S RAZPRAVA

Salmoneloza je zoonoza, ki predstavlja resen zdravstveni problem v svetovnem merilu.
Nadzor nad salmonelozami je obvezen in reguliran na ravni drzav in EU. Usklajujejo se
metode za izolacijo, serotipizacijo, molekularno tipizacijo ter ugotavljanje odpornosti za
ucinkovit nadzor, odkrivanje virov in nacrtovanje ukrepov za zmanj$anje okuzb pri ljudeh.
Salmonella Typhimurium je drugi najpogosteje izoliran serovar pri humanih salmonelozah v
Sloveniji (od leta 2000 do 2016 povprec¢no 46 primerov na leto; NIJZ, 2017) in EU (v letu
2015 10.997 primerov), v nekaterih drzavah EU pa celo najpogostejsi (EFSA, 2015;
Lienemann 2015). Ceprav ve¢ina salmoneloz pri ljudeh izzveni sama po sebi, lahko nastopijo
resni zapleti in tudi smrt, pri ¢emer sodi serovar Typhimurium med najpogosteje izolirane
serovare pri rizi€nih skupinah ljudi (Hugas in sod., 2014; Lienemann in sod., 2015). S.
Typhimurium spada hkrati tudi med najbolj odporne serovare, pri katerih se Stevilo veckratno
odpornih izolatov povecuje (32,5 % v letu 2014 in 44,4 % v letu 2015) (EFSA 2017), k temu
pa prispevajo povecana raba antibiotikov v humani in veterinarski medicini, ve¢ja mobilnost

ljudi in Zivali ter vecja industrializacija (Kuang in sod. 2015).

EFSA in ECDC na ravni EU vsako leto pripravita skupna porocila o trendih in virih zoonoz,
izbruhov, povzrocenih s hrano, ter skupna porocila o odpornosti proti protimikrobnim
zdravilom pri zoonoti¢nih in indikatorskih bakterijah. Zaradi razli¢nega Stevila vkljucenih
drzav, razli¢nih nacionalnih programov nadzora, po katerih se porocajo rezultati, razli¢nih
uporabljenih metod in nacinov interpretacije je primerjava podatkov med leti oteZena.
Odpornost proti antibiotikom in trendi so vezani na drzavo, njeno kulturo, na dovoljene in
uporabljene antibiotike ter serovar, zato so rezultati znotraj EU pri¢akovano razli¢ni.
Medicinski in veterinarski laboratoriji postopoma usklajujejo metode in intrepretacijo
rezultatov. Tudi Stevilo drzav, ki usklajeno porocajo svoje rezultate, se povecuje (EFSA,

2017).

Samo podatki, ki so pridobljeni in interpretirani po enotnem protokolu, so primerljivi in
omogocajo analize trendov ter so lahko podlaga za smernice in ukrepe. Vzpostavitev baze
podatkov na drzavni in mednarodni ravni je osnova za dobro epidemioloSko analizo pri

izbruhu ter posledi¢no boljsi nadzor, hkrati pa omogoc¢a ugotavljanje obsega izbruha v SirSem
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merilu. V Sloveniji zbiramo podatke o odpornosti salmonel lo¢eno v medicinskih in
veterinarskih laboratorijih glede na zahteve ECDC in EFSA, nimamo pa zdruZenih podatkov,

to je nacionalne baze, ki bi bila lahko v veliko pomoc¢ pri epidemioloskih analizah.

Z naSo raziskavo smo med drugim Zeleli oblikovati nacionalno bazo za izolate S.
Typhimurium, zato smo primerjali rezistotipe in genotipe 284 izolatov iz ljudi, zivali, Zivil in

okolja iz obdobja 2000-2012, shranjenih v zbirkah medicinskih in veterinarskih laboratorijev.

5.1 GENOTIPI

Razpravo o genotipih PFGE, ugotovljenih v razli¢nih raziskavah, ovira dejstvo, da zanesljivo
primerjavo lahko dosezemo le z uporabo skupnih podatkovnih baz genotipov PFGE (Long in
sod., 2010). Vzpostavitev skupne zbirke podatkov za patogene bakterije iz Zivil na ravni EU
bo po vzorcu PulseNet nedvomno olajSala medlaboratorijsko primerjavo rezultatov tipizacije

in okrepila nadzor nad patogeni, ki se prenaSajo s hrano

Z analizo PFGE smo dobili vpogled v genetsko raznovrstnost nasSih izolatov (n = 284).
Ugotovljenih je bilo 96 genotipov, ki smo jih razvrstili v devet genetskih skupin (A-I) in 21
unikatnih genotipov s 64,9-% stopnjo podobnosti. V raziskavi izolatov S. Enteritidis iz ljudi,
zivali in Zivil v Sloveniji, kjer je bil uporabljen enak kriterij za razvrstitev v genetske skupine,
je Podpecan (2014) ugotovil pri 368 izolatih 60 genotipov in §tiri genetske skupine. Tako smo
potrdili prvo hipotezo, da imajo v Sloveniji sevi S. Typhimurium vec¢jo genetsko raznolikost
kot sevi S. Enteritidis.

Tudi drugi raziskovalci ugotavljajo, da ima S. Enteritidis visoko genetsko homogenost v
primerjavi s S. Typhimurium, kjer pa so mnenja deljena (Fadlallah in sod., 2017). Almedia in
sod. (2016) porocajo, da so ugotovitve avtorjev zelo razlicne glede na vir izolatov, ki jih
primerjajo, in glede kriterijev za razvrs¢anje v genetske skupine. V Braziliji so pri primerjavi
med rejami prasi¢ev ugotovili veliko genetsko homogenost (ve¢ kot 90-% podobnost), pri
primerjavi izolatov iz ljudi in drugih vrst pa veliko genetsko raznovrstnost (= 40-%
podobnost). Pri primerjavi izolatov iz praSicev in ljudi so ugotovili 55-% podobnost. Pri 70
izolatih so ugotovili 62 razli¢nih genotipov, dve genetski skupini (58,2-% in 60,3-%

podobnost) in v drugi dve podskupini. V Maleziji so pri primerjavi izolatov iz ljudi in Zivali
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ugotovili veliko genetsko raznolikost (45-% podobnost), pri 47 izolatih so ugotovili 39

genotipov (Benacer in sod., 2010).

Potrdili smo tudi drugo hipotezo, da so posamezni genotipi stalno prisotni (v letih 2000 do

2012). Prevladujoci genotip F9 smo ugotovili pri polovici izolatov iz najpogostejSe genetske
skupine F (50,6 %; 83/164) oziroma pri skoraj tretjini vseh izolatov (29,2 %; 83/284).
Prisoten je bil v vseh kategorijah in v vseh letih. Genotip F9 je verjetno razsirjen zaradi
genetske in ¢asovne stabilnosti, kot opisuje Ke s sod. (2014). Podobno kot v nasi raziskavi so
posamezne prevladujoce genotipe ugotavljali tudi drugi avtorji. Na Finskem so v Sestletnem
obdobju pri 375 izolatih iz ljudi ugotovili prevladujoci genotip PFGE v 39,2 % (Lienemann in
sod., 2015). Na Kitajskem so v Sestletnem obdobju pri 702 izolatih iz ljudi ugotovili
prevladujoci genotip PFGE v 21,4 % izolatov (Ke in sod., 2012). V Minnesoti so v
sedemletnem obdobju pri izolatih iz ljudi (n = 1004) ugotovili prevladujoci genotip PFGE v
11 % (Rounds, 2010). Na Japonskem so v 33-letnem obdobju pri izolatih iz goveda (n = 545)
ugotovili prevladujoc¢i genotip PFGE v 37,6 % (Tamamura in sod., 2011). V ZDA so
ugotovili prevladujoci genotip PFGE pri 29,1 % izolatov (n = 128) iz razli¢nih proizvodnih
zivali (prasicev, goveda, piS€ancev in puranov), kar nakazuje, da ta genotip verjetno krozi

med njimi (Foley in sod., 2006).

Epidemioloskih povezav nismo mogli ugotavljati, ker so bili izolati casovno in geografsko
razprSeni. Pet od skupno devetih genetskih skupin je vkljucevalo izolate iz ljudi, Zivali in
zivil. Pri vseh omenjenih kategorijah smo ugotovili genotipe F1, F7 in F9. Izolate s
podobnimi genotipi so ugotovili v klavnici in trgovinah v epidemioloski raziskavi, kjer so

primerjali genotipe izolatov iz prehranske verige (Chai in sod., 2016).

Delno smo potrdili tretjo hipotezo, da se vecina sevov, izoliranih iz razli¢nih vrst zivali,

genetsko razlikuje. Pri izolatih iz praSi¢ev (n = 47) smo tako ugotovili 24 genotipov, pri
izolatih iz perutnine (n = 39) pa 9 genotipov, od katerih so bili samo trije prisotni pri obeh
vrstah. Pri izolatih iz ljudi (n = 93) smo ugotovili 38 genotipov, od katerih je bilo 26
genotipov (n = 32) ugotovljenih le pri ljudeh. Vecja pestrost genotipov pri izolatih iz prasicev
v primerjavi z izolati iz perutnine bi lahko bila povezana z daljSo Zivljensko dobo prvih in

tehnologijo reje pri vzreji brojlerjev in puranov, kjer sta obicajni depopulacija in razkuZevanje
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objektov. Pri ostalih vrstah zivali je bilo za primerjavo premajhno $tevilo izolatov. Pri ljudeh
lahko k vecji pestrosti prispevata globalizacija prehranskega trga in ve¢ja mobilnost.

Da se sevi, izolirani iz razli¢nih Zivalskih vrst, razlikujejo, navaja tudi Foley s sod. (2006). Pri
primerjavi izolatov iz razlicnih proizvodnih zivalih so ugotovili veliko pestrost genotipov
PFGE, med katerimi je bil samo en genotip prisoten pri vseh Stirih zivalskih vrstah in dva pri
dveh.

Stevilo genotipov je verjetno povezano tudi s prevalenco pri posameznih vrstah Zivali. V EU
je bil v letu 2012 ugotovljen delez serovara S. Typhimurium pri vzorcih, pozitivnih na
salmonelo, pri prasi¢ih v 35,4 % (n = 515), pri govedu v 55, 3 % (n = 166), pri puranih v 2,5
% (n=17) in pri kokoSih v 3,7 % (n = 161) (EFSA, 2014).

Potrdili smo Cetrto hipotezo, da imajo sevi izolirani iz Zivil Sirsi spekter genotipov, kot sevi,

izolirani iz posameznih Zivalskih vrst.

Pri izolatih iz zivil (n = 71) smo ugotovili 28 genotipov. Pri izolatih iz mesa prasi¢ev (n = 19)
smo ugotovili 14 genotipov, v primerjavi z izolati iz praSicev (n = 47), kjer smo ugotovili 24
genotipov. Razmerje med Stevilom genotipov in Stevilom izolatov je v Zzivilih 0,74, pri
prasicih pa 0,51. To pomeni, da je pestrost izolatov v Zivilih prasi¢jega izvora vecja.

Pri izolatih iz mesa perutnine (n = 25) smo ugotovili 9 genotipov, v primerjavi z izolati iz
perutnine (n = 39), kjer smo ugotovili 9 genotipov. Razmerje med Stevilom genotipov in
Stevilom izolatov je v zivilih 0,36, pri perutnini pa 0,23. To pomeni, da je pestrost izolatov

vecja tudi v zivilih perutninskega izvora. S tem smo potrdili 4. hipotezo.

Pri izolatih iz zivil (n = 71) smo ugotovili 28 genotipov. Od tega je bilo 20 genotipov (25
izolatov) ugotovljenih samo v zivilih, 2 genotipa (19 izolatov) v zivilih in pri Zivalih, 2
genotipa (13 izolatov) v zivilih in pri ljudeh ter 4 genotipi (195 izolatov) v zivilih, pri ljudeh
in zivalih. Genotipi, ki jih nismo ugotovili pri izolatih iz ljudi in Zivali v Sloveniji, bi lahko
izvirali iz uvozenih zivil ali od kontaminacije klinicno zdravih klicenoscev v Zivilski

industriji, kjer za razliko od proizvodnih Zivali od leta 2003 ni ve¢ monitoringa.
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5.2 ODPORNOST IZOLATOV

V nasi raziskavi smo ugotovili 27,8 % (79/284) izolatov, ki so bili obcutljivi za vse testirane
antibiotike. Najvecji delez (43,0 %, 40/93) smo ugotovili pri izolatih iz ljudi, sledijo izolati iz
zivali (27,0 %, 30/111), najmanj pa pri izolatih iz zivil (11,3 %, 8/71) in izolatih iz drugih
vzorcev (11,1 %, 1/9). Podatki iz literature o delezu obcutljivih izolatov S. Typhimurium iz
ljudi so zelo razli¢ni, od 7,4 % v Belgiji do 50,0 % na Danskem, s povpre¢jem 38,5 % v EU
(Van Boxstael in sod., 2012; Torpdahl in sod., 2013; EFSA, 2017). Tudi pri izolatih iz zivali
se podatki zelo razlikujejo, odvisno od drzave in zivalske vrste. O najmanjSem delezu (7,7 %)
poro&ajo pri puranih v Italiji, o najve¢jem delezu pa pri proizvodnih Zivalih na Svedskem
(74,0 %) (Graziani in sod., 2008; Swedres-Swarm, 2012). Pri zivalih smo ugotovili velike
razlike v delezu obcutljivih izolatov med proizvodnimi (15,7 %, 14/89) in drugimi zivalmi
(72,7 %, 16/22). Da so izolati iz drugih zivali vecinoma dobro obcutljivi na antibiotike, so
ugotovili tudi pri golobih v Italiji (Graziani in sod., 2008) in pri divjih pticah v severni Angliji
(Hughes in sod., 2008). Sklepamo lahko, da prostozivece zivali, podobno kot navaja Hughes s
sod. (2008), in zivali iz zivalskega vrta, ki imajo veCinoma dobro obcutljive seve, ne

predstavljajo velikega tveganja za prenos odpornih izolatov na ljudi.

Izolatov z razSirjenim spektrom beta laktamaz (ESBL), ki jih ugotavljamo z obcutljivostjo na
indikatorska antibiotika cefotaksim in ceftazidim, nismo ugotovili. V EU je delez odpornih
izolatov proti cefotaksimu in ceftazidimu nizek (1,1 % in 0,8 %), na Kitajskem in Tajvanu pa
so delezi pri izolatih iz ljudi Ze ve¢ kot 10 % (EFSA, 2017; Ke in sod., 2014; Torpdahl in
sod., 2013). Glede na majhno $tevilo ugotovljenih odpornih izolatov so podatki skopi. Pri tem
je treba omeniti, da pri rutinski preiskavi na salmonele sevov z razSirjenim spektrom beta
laktamaz ne iS¢emo usmerjeno. Predvidevamo, da bi z uporabo selektivnih gojis¢ s

cefalosporini 3. generacije nasli tudi salmonele z ESBL.

V nasi raziskavi smo ugotovili 43 % veckratno odpornih izolatov pri ljudeh, kar nas uvrsca
med drzave z visoko stopnjo veckratno odpornih izolatov. Delezi vec¢kratno odpornih izolatov
so po podatkih iz literature zelo razli¢ni; od 11 % na Finskem (Lienemann in sod., 2015) do

86,8 % na Kitajskem (Ke in sod., 2014). Slovenija ima s 43 % bistveno vecji delez MDR od
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ZDA (29 %) in je primerljiva z Belgijo (43,9 %) (Wedel in sod., 2005; Torpdahl in sod.,
2013).

Pri zivalih smo ugotovili Se visji delez MDR izolatov kot pri ljudeh, in sicer 58,6 %, pri
c¢emer je bila ugotovljena statisticno pomembna razlika v delezu veckratno odpornih izolatov
med proizvodnimi (68,5 %) in drugimi zivalmi (18,2 %). V tehnologiji proizvodnje bi zato
morali sprejeti ukrepe za preprecevanje izbruhov bolezni in Sirjenja bakterijskih patogenov ter
izvajati redno laboratorijsko diagnostiko, ki bi pripomogla k zmanjSanju rabe antibiotikov in
empiri¢nega zdravljenja. Veckratna odpornost proti petim in ve¢ skupinam antibiotikov je bila
ugotovljena izklju¢no pri proizvodnih Zivalih, z izjemo enega izolata iz miske, ki pa je bila
ulovljena na perutninski farmi in je imela enak rezistotip in enak genotip (F9) kot izolati iz
perutnine v istem ¢asovnem obdobju. To je bilo lahko nakljucje, bolj verjetno pa je, da so
glodalci vir okuzbe in prenosa salmonel na farmah. Enak rezistotip in genotip smo ugotovili

tudi pri izolatih iz Zivil perutninskega izvora in iz ljudi v letu 2011.

Najvecji delez veckratno odpornih izolatov smo ugotovili pri izolatih iz zivil (64,8 %). Nismo
pa ugotovili velike razlike glede na izvor zivila. Pri izolatih iz mesa prasicev je bil delez 57,9
%, iz mesa perutnine pa 68,0 %. Delez veCkratno odpornih pri izolatih iz mesa praSicev je
vedji od deleza v Belgiji (26,7 %) in povpre¢ja EU (54,1 %) (Van Boxstael in sod., 2012;
EFSA, 2017). Po nam znanih podatkih v literaturi ni podatkov o veckratno odpornih izolatih

pri perutnini.

V nasi raziskavi so bili najbolj pogosto ugotovljeni izolati z rezistotipi ACNaSuT (19,4 %),
ACSuT (11,6 %), ASuT (11,6 %) in Su (5,3 %). Izolati z rezistotipoma ACNaSuT in ACSuT
so bili statisti¢no znacilno (p < 0,05) pogostejsi pri zivalih (47,2 % in 51,5 %), izolati z
rezistotipom ASuT pa pri ljudeh (58,1 %).

Najpogostejsi rezistotip pri izolatih iz ljudi je bil ASuT (54,5 %), drugi najpogostejsi pa
ACNaSuT (27,3 %). Rezistotip ACSuT smo ugotovili samo pri 9,1 % izolatov, medtem ko so
v drugih raziskavah porocali, da je bil rezistotip ACSSuT najpogostejsi pri izolatih iz ljudi
(npr. Kitajska 27,0 %) (Lienemann in sod., 2015; Wedel in sod., 2005; Torpdahl in sod.,
2013; Ke in sod., 2014). Dodatno so namrec¢ testirali tudi obcutljivot za streptomicin, ki ga v

nasem naboru antibiotikov na komercialni mikrotitrski plos¢i ni bilo.
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Izolati z rezistotipom ACNaSuT so bili statisticno pomembno pogostejsi pri prasicih (85,7
%), izolati ACSuT pa pri perutnini (75,0 %). Edina razlika je bila pri fluorokinolonih.
Rezistotip odseva obicajno izbiro antibiotikov za dolo¢eno zivalsko vrsto. S tem smo potrdili
peto hipotezo, da je vzorec rezistence vezan na doloceno Zivalsko vrsto zaradi usmerjene

uporabe antibiotikov.

Primerjali smo odpornost pri izolatih iz ljudi, Zivil, prasi¢ev in perutnine v treh obdobjih: od
2000 do 2004, od 2005 do 2008 in od 2009 do 2012. Ugotovili smo, da se je delez odpornih
izolatov povecal samo pri izolatih iz Zivil in s tem delno potrdili Sesto hipotezo, da se obseg
rezistence z leti poveCuje. Pri izolatih iz Zivil se je najbolj pove€ala odpornost proti
ampicilinu, sulfonamidom in tetraciklinu, to je proti najveckrat uporabljenim antibiotikom pri
zdravljenju zivali in ljudi v EU. Povecala se je tudi odpornost proti nalidiksinski kislini in
trimetoprimu. Povecal se je delez rezistotipov ASuT in ACNaSuT, delez MDR izolatov in
tudi delez MDR > 5. Nasprotno pa smo ugotovili, da se je povecal delez dobro obcutljivih
izolatov iz ljudi in perutnine. Pri izolatih iz ljudi se je povecal le delez rezistotipov ASuT in
ACSuT, pri izolatih iz praSi¢ev pa delez rezistotipa ACNaSuT (slike 10 do 13). Razlog za
povecanje odpornosti izolatov iz zivil bi lahko bil v ve¢jem uvozu zivil, predvsem mesa

prasicev, zaradi nezadostne samooskrbe (podatki o izvoru uvozenega mesa niso na voljo). Po

evee

obdobju 2000 do 2004, okoli 70 % v obdobju 2005 do 2008, pod 55 % v letu 2009 in 34,7 %
v letu 2016. Samooskrba s perutninskim mesom po letu 1997 niha med 103 in 117 % — stalni

presezki (MKGP, 2017).

Ugotovili smo, da je odpornost izolatov (pogostnost in rezistotipi) povezana z antibiotiki, ki
se uporabljajo pri zdravljenju ljudi, proizvodnih in drugih zivali oz. pri razlicnih vrstah
proizvodnih Zzivali (praSi¢i in perutnina). Pogostost uporabe in nabor antibiotikov se med
drzavami razlikujeta. Ocena odpornosti je odvisna tudi od uporabljenih mejnih vrednosti
(klini¢ne in epidemioloske mejne vrednosti).

V veterinarski medicini so ze vrsto let pri zdravljenju proizvodnih Zivali med najpogosteje
uporabljenimi antibiotiki ampicilin, tetraciklin in sulfonamidi. Vecina drzav ¢lanic EU poroca
o visokem do zelo visokem delezu odpornosti proti tem antibiotikom pri izolatih iz

proizvodnih Zzivali in zivil Zivalskega izvora, kar smo potrdili tudi v na$i raziskavi. V
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Sloveniji se za zdravljenje pogosto uporabljajo tudi florokinoloni. Po podatkih Evropske
agencija za zdravila EMA (angl. European Medicines Agency) (EMA, 2014) je Slovenija v
evropskem vrhu po porabi fluorokinolonov za zdravljenje pri proizvodnih Zzivalih, kar bi
lahko bil razlog za visoko odpornost proti nalidiksinski kislini in ciprofloksacinu pri izolatih
iz proizvodnih Zivali.

Pri izolatih iz praSi¢ev smo ugotovili 76,6 % veckratno odpornih izolatov, med katerimi je
imelo 29,8 % rezistotip ACNaSuT. Podobno je bilo tudi v EU pri izolatih iz prasicev pitancev
ugotovljena zelo visoka odpornost proti ampicilinu, tetraciklinu in sulfonamidom. V letu 2015
je bilo 52,4 % izolatov iz praSi¢ev pitancev MDR z najpogostejSim rezistotipom ASuT
(EFSA, 2017). V nasi raziskavi (tabela 34) je bil ta rezistotip z 11,6 % izolatov Sele tretji
najpogostejsi. Najvecji delez (54,5 %) izolatov s tem rezistotipom smo ugotovili pri ljudeh,
medtem pri Zivalih pa samo v 9,1 %. Ta rezistotip z dodatno odpornostjo proti kloramfenikolu
in nalidiksinski kislini (ACNaSuT) je bil najpogostejsi (19,4 %) med vsemi rezistotipi.
Najbolj pogost je bil pri izolatih iz zivali (45,5 %). V Belgiji je bilo pri prasicih pitancih 31,2
% veckratno odpornih izolatov s tretjim napogostejSim rezistotipom ACSSuT (Van Boxstael
in sod., 2013). V skandinavskih drzavah je situacija $e boljsa. Na Svedskem je bilo tako samo
11 % veckratno odpornih izolatov iz Zivali z najpogostejSim rezistotipom ACSSuT (Swedres-
Swarm, 2016).

Pri perutnini smo v na$i raziskavi ugotovili v primerjavi s prasi¢i nekoliko manjsi delez

veckratno odpornih izolatov (59 %) z najpogostej$im rezistotipom ACSuT.

Ciprofloksacin je antibiotik izbora pri zdravljenju invazivnih okuzb s salmonelami pri
odraslih. V na$i raziskavi smo ugotovili, da je bilo 18,3 % izolatov iz ljudi odpornih proti
ciprofloksacinu. Podatki v literaturi za odpornost proti ciprofloksacinu pri izolatih iz ljudi
niso primerljivi, ker niso bili uporabljeni enotni kriteriji za interpretacijo rezultatov (EFSA,
2014). Vecina rezultatov je interpretirana skladno s klinicnimi mejnimi vrednostimi (CLSI),
ki se od epidemioloskih mejnih vrednosti (EUCAST ECOFFs), ki smo jih uporabili v nasi
raziskavi, razlikujejo po precej visjih mejnih vrednostih (CLSI 4 mg/L, EUCAST CBP 1
mg/L in EUCAST ECOFFs 0,125mg/L). Ce bi uporabili za interpretacijo rezultatov mejne
vrednosti CLSI, bi bili vsi nasi izolati dobro obcutljivi. Pri vseh izolatih smo ugotovili enak

delez odpornih proti ciprofloksacinu in nalidiksinski kislini.
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Odpornost proti ciprofloksacinu in nalidiksinski kislini (zadnja je pokazatelj odpornosti proti
fluorokinolonom) je bila v nasi raziskavi ugotovljena pri izolatih iz perutnine v 33,3 %, pri
izolatih iz prasicev pa v 70,2 % (tabela 30 v prilogi). V Belgiji so pri prasi¢ih pitancih
ugotovili 3,4 % odpornih izolatov proti nalidiksinski kislini, kar je skladno z rezultati pri
izolatih iz mesa praSicev (Van Boxstael in sod., 2013). Tudi v nasi raziskavi smo pri izolatih
iz mesa prasi¢ev pri¢akovali podobno visok delez odpornih izolatov, ugotovili pa smo jih
samo v 31,6 %. Podobno razmerje med izolati iz prasi¢ev in mesa prasi¢ev smo ugotovili tudi
pri odpornosti proti kloramfenikolu (63,8 % proti 31,6 %). Pri izolatih iz perutnine in govedi
pa so bili rezultati iz zivali in pripadajocih zivil primerljivi. Razlog za druga¢no razmerje pri
prasicih bi bil lahko posledica uporabe antibiotikov za zdravljenje, saj je bilo 59,6 % izolatov
iz klini¢nih primerov v primerjavi z izolati iz perutnine, kjer so skoraj vsi izolati iz klini¢no

zdravih zivali (monitoring).

Pri primerjavi izolatov iz praSiev in perutnine smo ugotovili pri izolatih iz praSi¢ev vecjo
odpornosti proti gentamicinu, nalidiksinski kislini in trimetoprimu (p < 0,05). Pri piS¢ancih in
puranih se za zdravljenje najveckrat uporabljajo amoksicilin, sulfonamidi, florokinoloni in
trimetoprim, manj pogosto pa tetraciklini, florfenikol in kolistin (ve¢inoma peroralno v krmi
ali raztopljeni vodi za pitje). Pri maticnih jatah in nesnicah se uporabljajo antibiotiki
izjemoma (v vzrejnih jatah). Pri piS€ancih je glede na kratko zivljensko dobo in upostevanje
karence v primerjavi s purani manjSa uporaba antibiotikov. Pri praSi¢ih se za zdravljenje
uporabljajo amoksicilin, florokinoloni, sulfonamidi, trimetoprim, tetraciklini, florfenikol, v
manjsi meri pa tudi gentamicin. Izbira zdravil je odvisna tudi razpolozljivosti zdravil na trgu

(registracije).

5.3 GENOTIPI IN REZISTOTIPI

V nasi raziskavi smo zeleli ugotoviti tudi, ali obstajajo povezave med genotipi in rezistotipi.
Dionisi in sod. (2009) so pri izolatih S. Typhimurium iz ljudi ugotovili, da je bilo 90 %
rezistotipov ASSuT in ACSSuT vklju¢enih v dve genetski skupini (s 73-% stopnjo
podobnosti). To bi lahko nakazovalo, da je rezistotip povezan z dolo¢eno klonalno linijo. Do

podobnih ugotovitev smo prisli tudi v nasi raziskavi.
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V genetski skupini F je bilo najve¢ izolatov iz Zivali (p < 0,5). Veckratno odpornih izolatov je
bilo 67,1 % (110/164). Najpogostejsa vzorca odpornosti sta bila s 17,7 % ACSuT (29/164) in
s 33,5 % ACNaSuT (55/164). Prvi je znalilen za izolate iz perutnine in drugi za izolate iz
prasicev (p<0,05). V nasi raziskavi smo v genetski skupini F ugotovili, da so bili v njej vsi
izolati rezistotipa ACNaSuT (100 %) ter vecina izolatov rezistotipov ACSuT (87,9 %) in Su

(93,3 %), kar nakazuje, da verjetno pripadajo trem klonalnim linijam.

Ugotovili smo klonsko razsirjenost najpogostejSega genotipa F9 (n = 83), ki smo ga ugotovili
v vseh letih in vseh kategorijah. Najbolj sta bila razSirjena rezistotipa ACNaSuT (n = 34) in
ACSuT (n = 23). Rezistotipa ASuT nismo ugotovili. Podobno razmerje smo ugotovili tudi pri

genotipu F11 (n=17; ACNaSuT n=9, ACSuT n=3).

Rezistotip ASuT je bil statisticno znacilen za ljudi (p < 0,05). Dve tretjini (66,6 %) izolatov je
bilo v genetski skupini E, tretjina pa v genetskih skupinah C, D in I, nismo pa ga ugotovili v
genetski skupini F statisticno znacilni za zivali (p < 0,05).

Genetske skupine E, G in I smo najpogosteje ugotovili pri izolatih iz ljudi (p < 0,5), od
katerih je bilo skupno 41,2 % veckratno odpornih izolatov z najpogostejSim vzorcem
odpornosti ASuT (35,3 %). V genetskih skupinah z manjs$im Stevilom izolatov (A, B, C, D in
H) je bilo skupno 38,7 % veckratno odpornih izolatov, z najpogostej$im rezistotipom ASuT

(25,8 %).

Pri genetskih skupinah z ve¢ kot 12 izolati smo ugotovili velik delez veckratno odpornih
izolatov v genetskih skupinah E in F (70,1 % in 67,1 %) ter velik delez dobro obcutljivih
izolatov v genetskih skupinah I, H in G (81,3 %, 75 % in 65 %).

Glede na pogostost ugotovljenih genotipov in rezistotipov ter njihove kombinacije kaze, da so
glavni vir veckratno odpornih izolatov proizvodne zivali in ¢lovek. Vir okuzbe z izolati s
kombinacijo genetska skupina F in rezistotip ACNaSuT bi lahko bile zivali, predvsem prasici,
z izolati s kombinacijo genetska skupina F in rezistotip ACSuT pa perutnina. Ljudje bi bili
lahko vir okuZzbe z izolati s kombinacijo genetskih skupin E in I z rezistotipom ASuT ter I in

G z dobro obcutljivimi izolati. Iz prostozivecih in zoo zivali (n = 14) je bil samo en izolat
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odporen proti tetraciklinu, vsi ostali pa dobro obcutljivi. Uvrs€eni so bili v genetske skupine
B, F, G in H. Te Zivali ne predstavljajo tveganja za okuzbo ljudi in Zivali z odpornimi izolati.

V katergoriji drugih vzorcev (n = 9) je bilo 5 vzorcev iz okolja (odpadna voda, kompost in
gnojevka). Vsi izolati so imeli razlicne genotipe (C3, F1, F12, F32, X18). Razen enega so bili
vsi izolati veckratno odporni, od tega dva MDR > 5. V tem okolju so pogosto ekstremne
razmere, pogosto pa si ekoloSko niSo delijo bolj ali manj odporni mikroorganizmi. V takih
razmerah prezivijo le najbolj odporni, kar je lahko razlog za prisotnost MDR. Glede na
genotipe in rezistotipe so izolati iz skupine F verjetno izvirali iz Zivali. Za podrobnejSo

analizo je bilo premalo vzorcev.

V eni epizootioloski enoti so lahko prisotni sevi z razlicnimi genotipi in rezistotipi, od katerih
posamezni lahko perzistirajo vec let, kot je razvidno iz primera prasicje farme A (tabela 44).
V obdobju 8 let v 10 odvzemih vzorcev klini¢no bolnih prasicev smo ugotovili 11 genotipov
iz genetske skupine F in en neopredeljen genotip ter 5 razlicnih rezistotipov z veckratno
odpornostjo. Samo rezistotip ACNaSuT z genotipom F11 smo ugotovili v treh odvzemih v
obdobju treh let. V enem odvzemu smo ugotovili izolate, ki so izkazovali tri rezistotipe in 4
genotipe. Na farmah z intenzivnim antibioti¢nim zdravljenjem je lahko hud selekcijski pritisk,
kar je lahko vzrok za preZivetje sevov MDR. Hoelzer in sod. (2010) so pri preucevanju
izolatov salmonel ugotovili, da tudi na posameznih govejih farmah isto¢asno najdemo
razli¢ne genotipe in rezistotipe, od katerih posamezni perzistirajo dlje ¢asa. Le-ti pa se lahko s

¢asom spreminjajo, kar privede do novih sorodnih genotipov.

Zbrani podatki (baza) o tipiziranih izolatih lahko olaj$ajo in usmerijo epidemioloske raziskave
izbruhov pri ljudeh in zivalih, da lazje odkrijemo vir in preprec¢imo vecje izbruhe. Hkrati
lahko podatki o veckratno odpornih izolatih pripomorejo k ozave§c€anju veterinarjev in rejcev
zivali, da je nujna zmernejSa in bolj racionalna raba antibiotikov. Da sluzi svojemu namenu,
je treba bazo stalno dopolnjevati z novimi izolati, zato bi bilo treba zagotoviti sredstva za
minimalni monitoring pri vseh proizvodnih Zivalih in ugotavljanje lastnosti najpomembnejsih
serovarov. Za pridobitev klini¢nih izolatov bi bilo treba tudi posodobiti pravilnike o ukrepih
pri prasicih in govedu, kadar so zivali iz monitoringa pozitivne, in pri pozitivnih klini¢nih

primerih v ¢redi oz. ¢e pride do izbruha bolezni. Prav tako pa na Zalost ni ve¢ monitoringa pri
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delavcih v zivilski industriji, kar prav tako predstavlja vrzel v poznavanju klicenostva pri

ljudeh.

V raziskavi smo pridobili dragocene podatke o odpornosti in genotipih bakterije
S.Typhimurium na drzavni ravni. Za uspeSen nadzor izbruhov salmoneloze in spremljanja
odpornosti proti protimikrobnim zdravilom je zelo pomembno globalno poznavanje te
tematike, zato so podatki iz te raziskave pomemben prispevek k nacionalnemu in

mednarodnemu preiskovanju izbruhov.
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6 ZAKLJUCKI

6.1 HIPOTEZE

1. hipoteza: sevi S. Typhimurium imajo vecjo genetsko raznolikost kot S. Enteritidis.

Pri 284 izolatih S. Typhimurium iz ljudi, Zivali, zivil in drugih vzorcev smo ugotovili 96
genotipov, ki smo jih razvrstili v 9 genetskih skupin (A—I) in 21 unikatnih genotipov (s 64,9%
stopnjo podobnosti). S tem smo potrdili nasSo prvo hipotezo, da ima S. Typhimurium vecjo
genetsko raznolikost kot S. Enteritidis, za katero je bilo v drugi Studiji v Sloveniji pregledanih

368 izolatov, razvrscenih v 60 genotipov in 4 genetske skupine (Podpecan, 2014).

2. hipoteza: posamezni genotipi so stalno prisotni (v letih 2000-2012).

Ugotovili smo, da je bil najpogostejsi genotip F9 (n = 83) prisoten v vseh trinajstih letih.
Drugi najpogostejsi genotip F7 (n = 14) je bil z izjemo treh let prisoten v celotnem
preiskovanem obdobju. Ostale genotipe smo ugotavljali pri manjSem Stevilu izolatov. S tem

smo potrdili drugo hipotezo, da so posamezni genotipi stalno prisotni.

3. hipoteza: sevi, izolirani iz razli¢nih Zivali, se genetsko razlikujejo.

Pri izolatih iz praSicev (n = 47) smo ugotovili 24 genotipov, od tega 19 samo pri prasi¢ih. Pri
izolatih iz perutnine (n = 39) smo ugotovili 9 genotipov, od tega 6 samo pri perutnini. Pri
izolatih iz ljudi (n = 93) smo ugotovili 38 genotipov, od tega 26 samo pri ljudeh. Pri drugih
(neproizvodnih) zivalih, iz katerih smo imeli samo posamezne izolate, smo ugotovili
vecinoma unikatne genotipe.

S tem smo delno potrdili tretjo hipotezo, da se genotipi izolatov iz razli¢nih Zivalskih vrst

razlikujejo. Vecina genotipov je vezana samo na posamezno vrsto, ugotovili pa smo tudi

genotipe, ki so bili skupni razli¢nim zivalskim vrstam in ljudem

4. hipoteza: sevi, izolirani iz Zivil, imajo Sirsi spekter genotipov kot sevi, izolirani iz
posameznih Zivalskih vrst.

Razmerje med Stevilom genotipov in Stevilom izolatov v zivilih prasi¢jega izvora je bilo vecje
kot pri prasicih (0,74 proti 0,51). Tudi razmerje med Stevilom genotipov in Stevilom izolatov

v zivilih perutninskega izvora je bilo vecje kot pri perutnini (0,36 proti 0,23). To pomeni, da
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je bila pestrost izolatov v zivilih ve¢ja kot pri izolatih posameznih zivalskih vrst. S tem smo

potrdili ¢etro hipotezo.

5. hipoteza: vzorec rezistence je vezan na doloceno Zivalsko vrsto zaradi usmerjene uporabe
antibiotikov.

Izolati z rezistotipoma ACNaSuT (47,2 %) in ACSuT (51,5 %) so bili statisticno znacilno
pogostejsi pri zivalih, izolati z rezistotipom ASuT (58,1 %) pa pri ljudeh. 1zolati z vzorcem
odpornosti ACNaSuT so bili statisticno pomembno pogostejsi pri prasicih (85,7 %), izolati
ACSuT pa pri perutnini (75,0 %). Edina razlika je bila pri fluorokinolonih. Rezistotip odseva
obicajno izbiro antibiotikov za zdravljenje Zivali dolocene vrste.

S tem smo potrdili peto hipotezo, da je vzorec rezistence vezan na doloceno Zivalsko vrsto

zaradi usmerjene uporabe antibiotikov.

6. hipoteza: obseg rezistence se z leti povecuje.

Primerjali smo odpornost pri izolatih iz ljudi, Zivil, prasi¢ev in perutnine v treh obdobjih: od
2000 do 2004, od 2005 do 2008 in od 2009 do 2012. V tretjem obdobju nismo ve¢ ugotovili
dobro obcutljivih izolatov iz zivil, medtem ko se je ta delez pri izolatih iz ljudi in perutnine
povecal. Pri izolatih iz zivil se je najbolj povecal delez izolatov, odpornih proti ampicilinu,
sulfonamidom in tetraciklinu, to je proti najveckrat uporabljenim antibiotikom pri zdravljenju

v EU, ter delez veckratno odpornih izolatov in delez MDR > 5. S tem smo delno potrdili Sesto

hipotezo, da se obseg rezistence z leti povecuje.
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6.2 SKLEPI

Odpornost izolatov (pogostost in rezistotipi) je povezana z antibiotiki, ki se uporabljajo pri
zdravljenju ljudi, proizvodnih in drugih zivalih ter s posebnostimi zdravljenja posameznih vrst

proizvodnih Zivali.

Nasi izolati imajo visoko do zelo visoko odpornost proti ampicilinu, tetraciklinu in

sulfonamidom, podobno kot pri vecini ¢lanic EU.

Nasi izolati so bolj odporni proti fluorokinolonom, kot je povprecje v EU. Najvecji delez le-

teh (70,2 %) je bil pri izolatih iz prasicev.

Najpogostejsi rezistotip pri izolatih iz prasi¢ev je bil ACNaSuT, za razliko od EU, kjer sta
bila najpogostejsa rezistotipa ASuT in ACSuT.

Izolati iz proizvodnih zivalih imajo srednje velik delez dobro obcutljivih izolatov (15,1 %),

izolati iz drugih Zivali pa ekstremno velik delez (72,7 %).

Razlika v $tevilu veckratno odpornih izolatov med proizvodnimi (68,5 %) in drugimi Zivalmi
(18,2 %) je statisti¢no znacilna. Prostozivece in zivali iz zivalskega vrta ne predstavljajo

velikega tveganja za prenos odpornih izolatov.

Pri izolatih iz Zivil smo ugotovili 20 genotipov, ki so bili ugotovljeni samo v zivilih. Osem
genotipov je bilo skupnih zivilom in Zivalim in/ali ljudem. Genotipi, ki jih nismo ugotovili pri
izolatih iz ljudi in zivali v Sloveniji, bi lahko izvirali iz uvozenih Zivil ali od kontaminacije

klini¢no zdravih klicenoscev v zivilski industriji.

V posamezni epidemioloski enoti se lahko hkrati pojavlja ve¢ genotipov in rezistotipov, zato
je v epidemioloskih raziskavah treba odvzeti in analizirati ve¢ vzorcev in preuciti lastnosti vec

1zolatov.
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Vzpostaviti je treba stalne skupne baze podatkov o pomembnejsih serovarih salmonel (npr.
Typhimurium, Enteritidis, Infantis) za potrebe epidemioloskih raziskav v veterinarski in

humani medicini ter za preprecevanje in omejevanje izbruhov salmoneloze.

V prihodnosti je treba vzpostaviti povezavo s skupno bazo podatkov na ravni EU, saj bo le
tako mogoce naSe rezultate primerjati z rezultati v drugih drzavah in slediti mednarodnim

izbruhom salmoneloze, kar bo pripomoglo h globalnemu zagotavljanju javnega zdravja.

Posodobiti je treba pravilnike o ukrepih pri prasi¢ih in govedu pri klini¢nih primerih
salmoneloze v credi. Pri rednem sistematicnem ugotavljanju vzroka pogina je smiselno
izvajati preiskave na salmonele pri reprezentativnem S$tevilu poginulih proizvodnih Zivali,
predvsem pri teletih, saj v Sloveniji pri govedu ni aktivnega monitoringa.

Smiselno bi bilo ponovno redno sistemati¢no ugotavljanje prevalence pri ljudeh, ker so samo

tako podatki lahko primerljivi.
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7 POVZETEK

Salmoneloza je za kampilobakteriozo druga najpogosteje porocana zoonoza v EU. Salmonella
Typhimurium je pomemben povzrocitelj s hrano povezanih okuzb pri ljudeh in ima

zaskrbljujoce visok delez proti protimikrobnim zdravilom (antibiotikom) odpornih sevov.

V raziskavi smo pregledali 284 izolatov S. Typhimurium: 93 iz ljudi, 111 iz zivali, 71 iz Zivil
in 9 iz vzorcev okolja in krmil, ki so bili pridobljeni v medicinskih in veterinarskih

laboratorijih v obdobju od leta 2000 do leta 2012.

V nasi raziskavi smo dolocili genetsko raznolikost in odpornost proti antibiotikom pri izolatih
S. Typhimurium v Sloveniji. V ta namen smo uporabili metodo elektoforeze v pulzirajoCem
elektricnem polju (PFGE) in mikrodilucijsko metodo dolofanja minimalne inhibitorne

koncentracije (MIK).

S tipizacijo izolatov S. Typhimurium z metodo PFGE smo ugotovili 96 razli¢nih genotipov.
Petinsedemdeset genotipov smo uvrstili v 9 genetskih skupin (A do I), 21 pa je bilo unikatnih.
Od najpogostejsih Stirih genetskih skupin je bila skupina F znacilna za izolate iz Zzivali
(p <0,05), medtem ko so bile skupine E, G in I znacilne za izolate iz ljudi (p <0,05).
Genetska skupina F je bila najvecja z 31 genotipi, ki so predstavljali 57,7 % vseh izolatov
(52,4 % iz zivali, 25,6 % iz zivil, 19,5 % iz ljudi in 2,4 % iz drugih vzorcev). Najpogostejsi
genotip F9, ki je zajemal skoraj 30 % vseh izolatov, smo ugotovili pri vseh skupinah (izolati
iz ljudi, zivali, zivil in drugih vzorcev) in v vseh letih. Druga najvecja je bila genetska skupina
E z 11,3 % vseh izolatov (12 genotipov), od tega 59,4 % iz ljudi, 31,3 % iz zivil in 9,4 % iz
zivali. V genetski skupini G (7,0 % izolatov, 6 genotipov) je bilo 60 % izolatov iz ljudi, 25 %
iz zivali in 15 % iz zivil. V genetski skupini I (5,6 % izolatov, 2 genotipa) je bilo 87,5 %

izolatov iz ljudi in 12,5 % izolatov iz Zivali.

Z mikrodilucijsko metodo smo ugotovili visok delez odpornih izolatov (72,2 %). Veckratno
odpornih (MDR) je bilo vec kot polovica izolatov, najvec¢ pri zivilih, pri Zivalih in najmanj pri
ljudeh. Od skupno 28 fenotipskih rezistotipov so bili najpogostejsi ACNaSuT, ACSuT in

ASuT. Prva dva sta bila znacilno najpogostejSa pri zivalih, medtem ko so bili izolati z
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rezistotipom ASuT najpogostejsi pri ljudeh. Ugotovili smo visok delez (32,4 %) odpornih
izolatov proti florokinolonom. Odpornost proti ampicilinu, tetraciklinu in sulfonamidom je

bila najvisja pri izolatih iz Zivil.

V primerjavi rezistotipov in genotipov smo ugotovili, da je bil najpogostejsi rezistotip
ACNaSuT, ki je bil znacilen za zivali, Se posebej za prasice (p < 0,05), ugotovljen le v
genetski skupini F. Drugi najpogostejsi rezistotip ACSuT, ki je bil tudi znacilen za izolate iz
zivali in Se posebej iz perutnine (p < 0,05), je bil prav tako vecinoma v genetski skupini F.
Tretji rezistotip ASuT, ki je bil znacilen za izolate iz ljudi (p < 0,05), smo ugotovili ve¢inoma
v genetskih skupinah znacilnih za ljudi (E, G in I). Izolati, odporni proti kloramfenikolu in

nalidiksinski kislini, so bili ve¢inoma iz skupine F, znacilne za Zivali.

V genetski skupini E je bilo najve¢ veckratno odpornih izolatov (78,1 %) z najpogostejSim
vzorcem odpornosti ASuT. V genetski skupini F je bilo dve tretjini (67,1 %) izolatov
veckratno odpornih z najpogostejSima vzorcema odpornosti ACNaSuT in ACSuT. V genetski
skupini I je bila vecina izolatov (81,3 %) dobro obcutljiva za vse testirane antibiotike, medtem
ko so veckratno odporni izolati (12,5 %) imeli vzorec ASuT. V genetski skupini G je bil

veckratno odporen samo en izolat (0,6 %) z vzorcem ACSuT.

Zbrani podatki (baza) o tipiziranih izolatih lahko olaj$ajo in usmerijo epidemioloSke raziskave
izbruhov pri ljudeh in zivalih, da lazje odkrijemo vir okuzbe in preprecimo vecje izbruhe.
Hkrati lahko podatki o veckratno odpornih izolatih pripomorejo k ozave$€anju veterinarjev in
rejcev zivali, da je nujna zmernejSa in bolj racionalna raba antibiotikov. Zagotoviti bi bilo
treba sredstva za delovanje baze (ugotavljanje lastnosti najpomembnejSih serovarov) in

minimalni monitoring pri vseh proizvodnih Zivalih.

V raziskavi smo pridobili dragocene podatke o odpornosti in genotipih bakterije S.
Typhimurium na drZavni ravni. Za uspeSen nadzor izbruhov salmoneloze in spremljanja
odpornosti proti protimikrobnim zdravilom je zelo pomembno globalno poznavanje te
tematike, zato so podatki iz te raziskave pomemben prispevek k nacionalnemu in

mednarodnemu preiskovanju izbruhov.

102



J. Mic¢unovi¢: Genotipi in rezistotipi bakterije Salmonella Typhimurium v Sloveniji v obdobju 2000 do 2012 103
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2018. Doktorska disertacija

8 SUMMARY

Salmonellosis is, following camyplobacteriosis, the second most commonly reported zoonotic
disease in the EU. Salmonella Typhimurium is one of the important causative agents of food-
borne infections in humans and bears a worryingly high proportion of strains resistant to

antimicrobial drugs (antibiotics).

In the scope of this study, a total of 284 S. Typhimurium isolates from humans (n = 93),
animals (n = 111), food (n = 71) and environment and foodstuff (n = 9) were investigated.

The isolates were collected in human and veterinary laboratories between 2000 and 2012.

Genetic diversity and antimicrobial resistance of S. Typhimurium isolates in Slovenia were
assessed by using pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) and microdilution method to

determine minimal inhibitory concentration (MIC).

PFGE-based typing of S. Typhimurium isolates revealed 96 distinct genotypes. Seventy-five
genotypes were grouped into nine clusters (A to I) while 21 genotypes were unique. Among
four the most common clusters, cluster F was significant (p<0,05) for isolates from animals
and clusters E, G and I for isolates from humans. Cluster F was the largest, comprising 31
genotypes and 57.7% of all isolates (52.4% from animals, 25.6% from food, 19.5% from
humans and 2.4% from other samples). The most common genotype F9 encompassed almost
30% of all isolates and was found in all sample groups (isolates from humans, animals, food
and other samples) during the entire time period studied. The second largest cluster was
cluster E with 11.3% of all isolates (12 genotypes); 59.4% originated from humans, 31.3%
from food and 9.4% from animals. Cluster G (7.0% of isolates, 6 genotypes) contained 60%
of isolates from humans, 25% of isolates from animals and 15% of isolates from food. Cluster
I (5.6% isolates, 2 genotypes) comprised 87.5% of isolates from humans and 12.5% of

isolates from animals.

A high proportion (72.2%) of resistant isolates was determined by the microdilution method.
More than half of the isolates were MDR, mostly isolates from food and animals and less

frequently isolates from humans. Among 28 phenotypic resistotypes, ACNaSuT, ACSuT and



J. Mic¢unovi¢: Genotipi in rezistotipi bakterije Salmonella Typhimurium v Sloveniji v obdobju 2000 do 2012
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2018. Doktorska disertacija

ASuT were the most common. The first two were characteristic for isolates from animals
while isolates with ASuT resistotype were most frequently found in humans. A high
proportion (32.4%) of isolates was resistant against fluoroquinolones. The resistance against

ampicillin, tetracycline and sulfonamides was most prominent in food isolates.

By comparing resistotypes and genotypes we found out that the most common resistotype
ACNaSuT was confined to cluster F. This resistotype was significant (p<0,05) for animals, in
particular pigs. The second most common resistotype ACSuT was also most frequently
related to cluster F and was also significant (p<0,05) for animals, especially poultry. The third
most common resistotype ASuT, significant (p<0,05) for humans, was mostly found in
clusters E, G and I, charcteristic for humans. Isolates resistant against chloramphenicol and

nalidixic acid were gathered mostly in animal-characteristic cluster F.

Cluster E comprised the majority (78.1%) of MDR isolates with the most common resistotype
ASuT. Two thirds (67.1%) of isolates within the cluster F were MDR with the most frequent
resistotypes ACNaSuT and ACSuT. The majority (81.3%) of isolates in cluster I was
susceptible to all antimicrobials tested; MDR isolates (12.5%) exhibited ASuT resistotype.
Cluster G contained only one (0.6%) MDR (ACSuT) isolate.

Database containing data on typed isolates facilitates and directs epidemiological
investigation of outbreaks in humans and animals so that source tracking is more efficient and
larger outbreaks are prevented. Data on MDR isolates contribute to increasing the awareness
of veterinarians and animal breeders that antibiotics should be use in a moderate and cautious
way. Finances should be provided both for the database management (characterization of the

most important serovars) and for the minimal monitoring of all production animals.

The study enabled us to collect valuable data on S. Typhimurium resistance and genotypes at
the national level. Global knowledge on these topics is of utmost importance to successfully
control salmonellosis outbreaks and to monitor the antimicrobial resistance. Therefore, the
data gathered in the scope of the present study add an important piece to outbreak

investigations on the national and international level.
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11 Priloge

Tabela 2: Podatki iz literature o odpornosti izolatov S. Typhimurium proti ampicilinu

Table 2: Data from literature about the resistance of the isolates of S. Typhimurium to ampicillin

porocevalec drZava leto izolirano iz St. testiranih % odpornih
EFSA, 2012 EU 2010 ¢lovek 6466 64,0
EFSA, 2014 EU 2012 ¢lovek 4183 66,6
EFSA, 2017 EU 2015 ¢lovek 2262 56,3
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 ¢lovek 1870 50,3
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2006 Clovek 755 72,6
Torpdahl in sod., 2013 Danska 2009-2010 Clovek 158 39,9
Torpdahl in sod., 2013 Danska 2009-2010 ¢lovek (19 drzav) 36 62,9
Torpdahl in sod., 2013 Tajvan 2009-2010 ¢lovek 185 73,0
Fadlallah in sod., 2017 Libanon 2011-2012 ¢lovek 84 39,2
Ke in sod., 2014 Quandong (Kitajska) 2007-2012 ¢lovek 523 86,6
Wang in sod., 2017 Sanghaj (Kitajska) 2011-2014 ¢lovek 559 80,1
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 Clovek 87 79,3
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 Clovek (asimptomatski) 25 36,0
EFSA, 2017 EU 2015 prasici 63 68,3
EFSA, 2017 EU 2015 trupi pitancev 135 68,1
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 prasici 581 48,5
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 prasic¢i meso 255 35,3
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 prasici 632 70,3
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 prasici 127 61,9
Swedres-Swarm, 2013 Svedska 2012 proiz. Zivali 51 15,7
EFSA, 2017 EU 2015 trupi govedo <1 leto 13 53,8
Tamamura in sod., 2011 Japonska 1977-2009 govedo 545 81,0
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 govedo 122 80,3
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 govedo 53 47,2
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 pis¢anci 94 54,3
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 pisc¢anci 22 100,0
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 purani 117 81,2
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 kunci 83 51,8
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 golobi 105 7,6

? podatki iz 18 drzav; razpon od Malta 40,0% do Litva 85,2%, Slovenija 36,7%
b podatki iz 19 drzav; razpon od Slovenija 28,1% do Madzarska 72,1%
¢ podatki iz 22 drzav; razpon od Estonija 25,0% do Portugalska 87,0%, Slovenija 60,4%

d podatki iz 5 drzav; za Slovenijo ni podatka

€ podatki iz 11 drzav; za Slovenijo ni podatka

fpodatki iz 4 drzav; za Slovenijo ni podatka
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Tabela 3: Podatki iz literature o odpornosti izolatov S. Typhimurium proti kloramfenikolu

Table 3: Data from literature about the resistance of the isolates of S. Typhimurium to chloramphenicol

porocevalec drZava leto izolirano iz st. testiranih % odpornih
EFSA, 2012 EU 2010 ¢lovek 5041 20,2°
EFSA, 2014 EU 2012 ¢lovek 3241 18,3°
EFSA, 2017 EU 2015 Clovek 2088 18,0°
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 Clovek 1870 28,8
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2006 Clovek 755 29,9
Torpdahl in sod., 2013 Danska 2009-2010 ¢lovek 158 10,1
Torpdahl in sod., 2013 Danska 2009-2010 ¢lovek (19 drzav) 36 11,4
Torpdahl in sod., 2013 Tajvan 2009-2010 Clovek 185 48,1
Kein sod., 2014 Quandong (Kitajska) 2007-2012 Clovek 523 72,9
Wang in sod., 2017 Sanghaj (Kitajska) 2011-2014 Clovek 559 54,9
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 Clovek 87 80,5
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005  clovek (asimptomatski) 25 36,0
EFSA, 2017 EU 2015 prasici 63 31,7¢
EFSA, 2017 EU 2015 trupi pitancev 135 27,4¢
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 prasici 581 26,3
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 prasic¢i meso 255 23,5
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 prasici 632 32,9
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 prasici 127 88,9
Swedres-Swarm, 2013 Svedska 2012 proiz. zivali 51 7,9
EFSA, 2017 EU 2015 trupi govedo <1 leto 13 23,1f
Tamamura in sod., 2011 Japonska 1977-2009 govedo 545 55,0
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 govedo 122 58,2
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 govedo 53 71,7
Graziani 2008 Italija 2002-2004 pis¢anci 94 24,5
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 pis¢anci 22 86,4
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 purani 117 41,9
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 kunci 83 39,8
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 golobi 105 5,7

? podatki iz 15 drzav; razpon od Danska 9,4% do Luksemburg 56,1%, Slovenija 22,4%
b podatki iz 16 drzav; razpon od Italija 12,1% do Irska 45,8%, Slovenija 12,5%

¢ podatki iz 18 drzav; razpon od Finska 1,3% do Francija 57,1%, Slovenija 39,6%

d podatki iz 5 drzav; za Slovenijo ni podatka

¢ podatki iz 11 drav; za Slovenijo ni podatka

fpodatki iz 4 drzav; za Slovenijo ni podatka
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Tabela 4: Podatki iz literature o odpornosti izolatov S. Typhimurium proti sulfonamidom

Table 4: Data from literature about the resistance of the isolates of S. Typhimurium to sulphonamides

porocevalec drZava leto izolirano iz st. testiranih % odpornih
EFSA, 2012 EU 2010 ¢lovek 4383 57,1°
EFSA, 2014 EU 2012 ¢lovek 3182 62,4°
EFSA, 2017 EU 2015 ¢lovek 1187 52,4¢
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 Clovek 1870 54,0
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2006 Clovek 755 75,4
Torpdahl in sod., 2013 Danska 2009-2010 ¢lovek 158 43,0
Torpdahl in sod., 2013 Danska 2009-2010 ¢lovek (19 drzav) 36 65,7
Torpdahl in sod., 2013 Tajvan 2009-2010 Clovek 185 89,2
Kein sod., 2014 Quandong (Kitajska) 2007-2012 Clovek 523 87,0
Wang in sod., 2017 Sanghaj (Kitajska) 2011-2014 Clovek 559 77,1
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 Clovek 87 91,9
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005  clovek (asimptomatski) 25 60,0
EFSA, 2017 EU 2015 prasici 63 66,7¢
EFSA, 2017 EU 2015 trupi pitancev 135 58,5¢
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 prasici 581 58,9
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 prasic¢i meso 255 42,3
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 prasici 632 78,3
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 prasici 127 92,9
Swedres-Swarm, 2013 Svedska 2012 proiz. zivali 51 19,6
Tamamura in sod., 2011 Japonska 1977-2009 govedo 545 90,0
EFSA, 2017 EU 2015 trupi govedo <1 leto 13 61,5°
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 govedo 122 82,8
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 govedo 53 90,6
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 pis¢anci 94 71,3
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 pis¢anci 22 90,9
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 purani 117 84,6
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 kunci 83 57,8
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 golobi 105 15,2

? podatki iz 13 drzav; razpon od Avstrija 5,2% do Litva 80,7%, Slovenija 38,8%

e podatki iz 15 drZzav; razpon od Slovenija 28,1% do Romunija 83,3%

© podatki iz 14 drzav; razpon od ltalija 27,3% do Francija 74,5%, Slovenija 63,8%
d podatki iz 5 drzav; za Slovenijo ni podatka

¢ podatki iz 11 drav; za Slovenijo ni podatka

fpodatki iz 4 drzav; za Slovenijo ni podatka
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Tabela 5: Podatki iz literature o odpornosti izolatov S. Typhimurium proti tetraciklinu

Table 5: Data from literature about the resistance of the isolates of S. Typhimurium to tetracycline

porocevalec drZava leto izolirano iz st. testiranih % odpornih
EFSA, 2012 EU 2010 ¢lovek 5180 58,5°
EFSA, 2014 EU 2012 ¢lovek 3272 63,7°
EFSA, 2017 EU 2015 Clovek 1870 51,9¢
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 Clovek 1870 56,5
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2006 Clovek 755 76,4
Torpdahl in sod., 2013 Danska 2009-2010 ¢lovek 158 37,3
Torpdahl in sod., 2013 Danska 2009-2010 ¢lovek (19 drzav) 36 62,9
Torpdahl in sod., 2013 Tajvan 2009-2010 Clovek 185 85,4
Kein sod., 2014 Quandong (Kitajska) 2007-2012 Clovek 523 87,4
Wang in sod., 2017 Sanghaj (Kitajska) 2011-2014 Clovek 559 83,7
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 Clovek 87 88,5
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005  clovek (asimptomatski) 25 44,0
EFSA, 2017 EU 2015 prasici 63 50,8¢
EFSA, 2017 EU 2015 trupi pitancev 135 56,3¢
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 prasici 581 56,5
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 prasic¢i meso 255 45,9
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 prasici 632 80,9
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 prasici 127 94,4
Swedres-Swarm, 2013 Svedska 2012 proiz. zivali 51 13,7
EFSA, 2017 EU 2015 trupi govedo <1 leto 13 46,2°
Tamamura in sod., 2011 Japonska 1977-2009 govedo 545 84,0
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 govedo 122 84,4
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 govedo 53 92,5
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 pis¢anci 94 52,1
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 pis¢anci 22 90,9
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 purani 117 79,5
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 kunci 83 63,9
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 golobi 105 13,3

? podatki iz 15 drzav; razpon od Spanija 13,5% do Italija 78,9%, Slovenija 36,7%
e podatki iz 16 drzav; razpon od Slovenija 31,3% do lItalija 72,7%

¢ podatki iz 20 drzav; razpon od Danska 20,3% do Francija 76,6%, Slovenija 56,3%

d podatki iz 5 drzav; za Slovenijo ni podatka

¢ podatki iz 11 drav; za Slovenijo ni podatka

fpodatki iz 4 drzav; za Slovenijo ni podatka
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Tabela 6: Podatki iz literature o odpornosti izolatov S. Typhimurium proti nalidiksinski kislini

Table 6: Data from literature about the resistance of the isolates of S. Typhimurium to nalidixic acid

porocevalec drZava leto izolirano iz st. testiranih % odpornih
EFSA, 2012 EU 2010 ¢lovek 5374 8,9°
EFSA, 2014 EU 2012 ¢lovek 3956 6,4°
EFSA, 2017 EU 2015 Clovek 1746 7,2¢
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 Clovek 1870 5,8
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2006 Clovek 755 9,8
Torpdahl in sod., 2013 Danska 2009-2010 ¢lovek 158 4,4
Torpdahl in sod., 2013 Danska 2009-2010 ¢lovek (19 drzav) 36 22,9
Torpdahl in sod., 2013 Tajvan 2009-2010 Clovek 185 21,6
Kein sod., 2014 Quandong (Kitajska) 2007-2012 Clovek 523 83,6
Wang in sod., 2017 Sanghaj (Kitajska) 2011-2014 Clovek 559 79,2
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 Clovek 87 55,1
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005  clovek (asimptomatski) 25 12,0
EFSA, 2017 EU 2015 prasici 63 6,3¢
EFSA, 2017 EU 2015 trupi pitancev 135 6,7°¢
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 prasici 581 3,4
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 prasic¢i meso 255 3,9
Graziani 2008 Italija 2002-2004 prasici 632 9,7
Swedres-Swarm, 2013 Svedska 2012 proiz. zivali 51 0,0
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 prasici 127 72,2
EFSA, 2017 EU 2015 trupi govedo <1 leto 13 0,0
Tamamura in sod., 2011 Japonska 1977-2009 govedo 545 3,7
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 govedo 122 17,2
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 govedo 53 79,2
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 pis¢anci 94 19,1
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 pis¢anci 22 27,2
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 purani 117 54,7
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 kunci 83 20,5
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 golobi 105 1,9

? podatki iz 15 drzav; razpon od Romunija 3,7% do Francija 24,0%, Slovenija 10,2%
b podatki iz 17 drzav; razpon od Danska 1,7% do §panija 15,2%, Slovenija 9,4%

¢ podatki iz 15 drzav; razpon od Irska 2,2% do Portugalska 34,8%

d podatki iz 5 drzav; za Slovenijo ni podatka

¢ podatki iz 11 drav; za Slovenijo ni podatka

fpodatki iz 4 drzav; za Slovenijo ni podatka
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Tabela 7: Podatki iz literature o odpornosti izolatov S. Typhimurium proti ciprofloksacinu

Table 7: Data from literature about the resistance of the isolates of S. Typhimurium to ciprofloxacin

porocevalec drZava leto izolirano iz st. testiranih % odpornih
EFSA, 2012 EU 2010 ¢lovek 6412 4,7°
EFSA, 2014 EU 2012 ¢lovek 4114 2,2°
EFSA, 2017 EU 2015 ¢lovek 2178 6,6
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 ¢lovek 1870 0,5
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2006 ¢lovek 755 0,0
Torpdahl in sod., 2013 Danska 2009-2010 Clovek 158 0,0
Torpdahl in sod., 2013 Danska 2009-2010 ¢lovek (19 drzav) 36 0,0
Torpdahl in sod., 2013 Tajvan 2009-2010 ¢lovek 185 1,6
Ke in sod., 2014 Quandong (Kitajska) 2007-2012 ¢lovek 523 11,5
Wang in sod., 2017 Sanghaj (Kitajska) 2011-2014 ¢lovek 559 3,6
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 ¢lovek 87 0,0
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005  clovek (asimptomatski) 25 0,0
EFSA, 2017 EU 2015 prasici 63 9,5¢
EFSA, 2017 EU 2015 trupi pitancev 135 7,4°
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 prasici 581 1,2
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 prasic¢i meso 255 0,4
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 prasici 632 0,2
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 prasici 127 1,7
Swedres-Swarm, 2013 Svedska 2012 proiz. Zivali 51 0,0
EFSA, 2017 EU 2015 trupi govedo <1 leto 13 0,0f
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 govedo 122 0,0
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 govedo 53 0,0
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 pis¢anci 94 0,0
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 pisc¢anci 22 0,0
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 purani 117 0,0
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 kunci 83 0,0
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 golobi 105 0,0

? podatki iz 17 drzav; razpon od 0% do Nizozemska 20,1%, Slovenija 0,0%
b podatki iz 16 drzav; razpon od 0,0% do UK 4,3%

¢ podatki iz 21 drzav; razpon od Nemcija 0,2% do Slovenija 41,4%

d podatki iz 5 drzav; za Slovenijo ni podatka

¢ podatki iz 11 drzav; za Slovenijo ni podatka



J. Mic¢unovi¢: Genotipi in rezistotipi bakterije Salmonella Typhimurium v Sloveniji v obdobju 2000 do 2012
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2018. Doktorska disertacija

Tabela 8: Podatki iz literature o odpornosti izolatov S. Typhimurium proti trimetoprimu

Table 8: Data from literature about the resistance of the isolates of S. Typhimurium to trimethoprim

porocevalec drZava leto izolirano iz st. testiranih % odpornih
EFSA, 2012 EU 2010 ¢lovek 5981 11,8°
EFSA, 2014 EU 2012 Clovek 3834 12°
EFSA, 2015 EU 2015 ¢lovek 1591 10,2°¢
Ke in sod., 2014 Quandong (Kitajska) 2007-2012 ¢lovek 523 64,4
EFSA, 2017 EU 2015 prasici 63 25,4¢
EFSA, 2017 EU 2015 trupi pitancev 135 17¢
EFSA, 2017 EU 2015 trupi govedo <1 leto 13 7,7f
Swedres-Swarm, 2013 Svedska 2012 proiz. Zivali 51 0,0
? podatki iz 15 drzav; razpon od Danska 4,3% do Luksemburg 22,7%, Slovenija 11,8%

b podatki iz 17 drZav; razpon od Luksemburg 0,0% do Romunija 27,8%, Slovenija 6,3%

¢ podatki iz 17 drzav; razpon od Luksemburg 0,0% do Francija 40,4%, Slovenija 6,3%

d podatki iz 5 drzav; za Slovenijo ni podatka

€ podatki iz 11 drzav; za Slovenijo ni podatka
.fpodatki iz 4 drzav; za Slovenijo ni podatka
Tabela 9: Podatki iz literature o odpornosti izolatov S. Typhimurium proti gentamicinu
Table 9: Data from literature about the resistance of the isolates of S. Typhimurium to gentamicin
porocevalec drZava leto izolirano iz st. testiranih % odpornih
EFSA, 2012 EU 2010 ¢lovek 6080 5,8°
EFSA, 2014 EU 2012 ¢lovek 4019 3,0°
EFSA, 2017 EU 2015 ¢lovek 2094 1,6¢
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2006 Clovek 755 3,0
Torpdahl in sod., 2013 Danska 2009-2010 ¢lovek 158 0,6
Torpdahl in sod., 2013 Danska 2009-2010 ¢lovek (19 drzav) 36 2,9
Torpdahl in sod., 2013 Tajvan 2009-2010 ¢lovek 185 24,3
Kein sod., 2014 Quandong (Kitajska) 2007-2012 ¢lovek 523 65,0
Wang in sod., 2017 Sanghaj (Kitajska) 2011-2014 ¢lovek 559 37,0
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 Clovek 87 44,8
Zaidi in SOd., 2008 Mehika 2002-2005 ¢lovek (asimptomatski) 25 4,0
EFSA, 2017 EU 2015 prasici 63 6,3¢
EFSA, 2017 EU 2015 trupi pitancev 135 1,5¢
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 prasici 632 1,4
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 prasici 127 47,6
Swedres-Swarm, 2013 Svedska 2012 proiz. Zivali 51 0,0
EFSA, 2017 EU 2015 trupi govedo <1 leto 13 0,0f
Tamamura in sod., 2011 Japonska 1977-2009 govedo 545 0,2
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 govedo 122 1,6
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 govedo 53 45,3
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 pisc¢anci 94 3,2
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 pisc¢anci 22 18,2
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 purani 117 2,6
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 kunci 83 7,2
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 golobi 105 1,0

? podatki iz 17 drzav; razpon od 0,0% do Slovaska 95,8%, Slovenija 0,6%
b podatki iz 19 drzav; razpon od 0,0% do Slovaska92,9%, Slovenija 0,0%
¢ podatki iz 19 drzav; razpon od 0,0% do Ciper 35,7%, Slovenija 0,0%

d podatki iz 5 drzav; za Slovenijo ni podatka

¢ podatki iz 11 drzav; za Slovenijo ni podatka

fpodatki iz 4 drzav; za Slovenijo ni podatka
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Tabela 10: Podatki iz literature o odpornosti izolatov S. Typhimurium proti cefotaksimu

Table 10: Data from literature about the resistance of the isolates of S. Typhimurium to cephotaxyme

porocevalec drZava leto izolirano iz st. testiranih % odpornih
EFSA, 2012 EU 2010 ¢lovek 6146 1,1°
EFSA, 2014 EU 2012 Clovek 4057 0,9°
EFSA, 2017 EU 2015 ¢lovek 2136 1,1°
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 Clovek 1870%* 0,6
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2006 ¢lovek 755 0,1
Torpdahl in sod., 2013 Danska 2009-2010 ¢lovek 158 0,0
Torpdahl in sod., 2013 Danska 2009-2010 ¢lovek (19 drzav) 36 0,0
Torpdahl in sod., 2013 Tajvan 2009-2010 ¢lovek 185 10,3
Ke in sod., 2014 Quandong (Kitajska) 2007-2012 ¢lovek 523 13,0
Wang in sod., 2017 Sanghaj (Kitajska) 2011-2014 ¢lovek 559* 20,0
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 ¢lovek 87* 66,3
Zaidiin SOd., 2008 Mehika 2002-2005 ¢lovek (asimptomatski) 25% 25,0
EFSA, 2017 EU 2015 prasici 63 3,2¢
EFSA, 2017 EU 2015 trupi pitancev 135 1,5¢
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 prasici 581* 1,2
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 prasic¢i meso 255% 0,4
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 prasici 632 0,3
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 prasici 127* 40,4
Swedres-Swarm, 2013 Svedska 2012 proiz. Zivali 51 0,0
EFSA, 2017 EU 2015 trupi govedo <1 leto 13 0,0
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 govedo 122 0,0
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 govedo 53* 7,5
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 piséanci 94 0,0
Zaidi in sod., 2008 Mehika 2002-2005 pis¢anci 22% 77,3
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 purani 117 0,9
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 kunci 83 0,0
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 golobi 105 0,0

2 podatki iz 16 drzav; razpon od 0,0% do Francija 6,3%, Slovenija 0,0%
b podatki iz 18 drzav; razpon od 0,0% do Francija 3,6%, Slovenija 0,0%

¢ podatki iz 19 drzav; razpon od 0,0% do UK 3,7%, Slovenija 0,0%

d podatki iz 5 drzav; za Slovenijo ni podatka

¢ podatki iz 11 drzav; za Slovenijo ni podatka

fpodatki iz 4 drZav; za Slovenijo ni podatka

*cefalosporini
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Tabela 11: Podatki iz literature o odpornosti izolatov S. Typhimurium proti ceftazidimu

Table 11: Data from literature about the resistance of the isolates of S. Typhimurium to ceftazidime

porocevalec driava leto izolirano iz st. testiranih % odpornih
EFSA, 2017 EU 2015 Clovek 1923 0,8°
Torpdahl in sod., 2013 Danska 2009-2010 ¢lovek 158 0,0
Torpdahl in sod., 2013 Danska 2009-2010 ¢lovek (19 drzav) 36 0,0
Torpdahl in sod., 2013 Tajvan 2009-2010 ¢lovek 185 8,6
Ke in sod., 2014 Quandong (Kitajska) 2007-2012 ¢lovek 523 8,2
EFSA, 2017 EU 2015 prasici 63 1,6°
EFSA, 2017 EU 2015 trupi pitancev 135 0,7¢
EFSA, 2017 EU 2015 trupi govedo <1 leto 13 0,0°

? podatki iz 17 dr#av; razpon od 0,0% do Danska 3,1%, Slovenija 0,0%
b podatki iz 5 drZav; za Slovenijo ni podatka
¢ podatki iz 11 drzav; za Slovenijo ni podatka

d podatki iz 4 drzav; za Slovenijo ni podatka

Tabela 12: Podatki iz literature o odpornosti izolatov S. Typhimurium proti tigeciklinu

Table 12: Data from literature about the resistance of the isolates of S. Typhimurium to tigeciclyne

porocevalec drZava leto izolirano iz st. testiranih % odpornih
EFSA, 2017 EU 2015 ¢lovek 643 1,4°
EFSA, 2017 EU 2015 prasidi 63 7,9
EFSA, 2017 EU 2015 trupi pitancev 135 0,7¢
EFSA, 2017 EU 2015 trupi govedo <1 leto 13 0,0¢

? podatki iz 6 drav; za Slovenijo ni podatka
b podatki iz 5 drzav; za Slovenijo ni podatka
¢ podatki iz 11 drzav; za Slovenijo ni podatka

d podatki iz 4 drzav; za Slovenijo ni podatka

Tabela 13: Podatki iz literature o odpornosti izolatov S. Typhimurium proti kolistinu

Table 13: Data from literature about the resistance of the isolates of S. Typhimurium to colistine

porocevalec drZava leto izolirano iz St. testiranih % odpornih
EFSA, 2017 EU 2015 Clovek 259 1,5°
EFSA, 2017 EU 2015 prasici 63 0,0°
EFSA, 2017 EU 2015 trupi pitancev 135 0,0°
EFSA, 2017 EU 2015 trupi govedo <1 leto 13 0,0°¢

? podatki iz 5 drav; za Slovenijo ni podatka
b podatki iz 11 drZav; za Slovenijo ni podatka

¢ podatki iz 4 drzav; za Slovenijo ni podatka
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Tabela 14: Podatki iz literature o odpornosti izolatov S. Typhimurium proti azitromicinu

Table 14: Data from literature about the resistance of the isolates of S. Typhimurium to azitromycine

porocevalec drZava leto izolirano iz st. testiranih % odpornih
EFSA, 2017 EU 2015 ¢lovek 435 0,2°
Wang in sod., 2017 Sanghaj (Kitajska) 2011-2014 ¢lovek 559 5,5
EFSA, 2017 EU 2015 prasici 63 0,0°
EFSA, 2017 EU 2015 trupi pitancev 135 0,7¢
EFSA, 2017 EU 2015 trupi govedo <1 leto 13 0,0°
? podatki iz 4 drzav; za Slovenijo ni podatka

b podatki iz 5 drzav; za Slovenijo ni podatka

¢ podatki iz 11 drzav; za Slovenijo ni podatka
Tabela 15: Podatki iz literature o MDR izolatih S. Typhimurium
Table 15: Data from literature about the MDR isolates of S. Typhimurium

porocevalec driava leto St. testiranih % MDR |naiPagasteis'i rezistotipi
EFSA, 2017 EU 2015 ¢lovek 1063 44,4°

Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 Clovek 1870 43,9 ACSSUT, ASSUT, ACNaSSuT
Torpdahl in sod., 2013 Danska 2009-2010 ¢lovek 194 32,3

Torpdahl in sod., 2013 Tajvan 2009-2010 ¢lovek 184 56,2

Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2006 Clovek 755 68,0

Lienemann in sod., 2015 Finska 2007-2012 clovek 375 11,0 ACNaSSuT, ACSSuT, ASSuT
Wang in sod., 2017 Sanghaj (Kitajska) 2011-2014 Clovek 559 84,6 ACSSuT

Ke in sod., 2014 Quandong (Kitajska) 2007-2012 ¢lovek 523 86,8 ACSSUT

Wedel in sod., 2005 Minnesota (ZDA) 1997-2003 ¢lovek 1028 29,0 ACSSuT, AKSSUT
Zaidi 2008 Mehika 2002-2005 ¢lovek in zivali 314 86,6

EFSA, 2017 EU 2015 prasici 63 52,4° ASUT

EFSA, 2017 EU 2015 trupi pitancev 135 54,1° AsuT

Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 prasici 581 31,2 ACSSUT , ACSUT, ASuT
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 prasici meso 255 26,7 ACsSuT

Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 prasici 632 67,4

Almedia in sod., 2016 Brazilija 2000-2012 prasici 27 37,0 ACNasuT
Swedres-Swarm, 2013 Svedska 2000-2012 proiz. Zivali 281 10,0 ACSSUT

Wedel in sod., 2005 Minesota (ZDA) 1997-2003 prasici in govedo 716 81,0 ACSSUT, AKSSUT
Tamamura in sod., 2011 Japonska 1977-2009 govedo 545 78,0 ACSSUT, ASSuT
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 govedo 122 81,1

Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 piséanci 94 44,7

Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 purani 117 77,8

Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 kunci 83 50,6

Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 golobi 105 9,5

Huges in sod., 2008 severna Anglija 2005-2006 divje ptice 29 0,0

? podatki iz 12 drzav; ekstremno velik dele? Potrugalska 73,9% in Francija 72,1%, Slovenija 55,3%

b podatki iz 5 drZav; za Slovenijo ni podatka
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Tabela 16: Podatki iz literature o dobri obcutljivosti izolatov S. Typhimurium

Table 16: Data from literature about the sensitivity of the isolates of S. Typhimurium

porocevalec drZava leto st. testiranih % obcutljivih
EFSA, 2017 EU 2015 ¢lovek 1063 38,5
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 ¢lovek 1870 7,4
Torpdahl in sod., 2013 Danska 2009-2010 ¢lovek 194 50,0
Torpdahl in sod., 2013 Tajvan 2009-2010 Clovek 184 8,6

Ke in sod., 2014 Quandong (Kitajska) 2007-2012 ¢lovek 523 12,6
Wedel in sod., 2005 Minnesota (ZDA) 1997-2003 ¢lovek 1028 55,7
EFSA, 2017 EU 2015 pradici 63 0,0-47,0°
EFSA, 2017 EU 2015 trupi pitancev 135 0,0 - 100,0°
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 prasici 581 14,3
Van Boxtael in sod., 2012 Belgija 2001-2006 prasici meso 255 17,6
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 prasici 632 10,9
Almedia in sod., 2016 Brazilija 2000-2012 prasici 27 37,0
Swedres-Swarm, 2013 Svedska 2000-2012 proiz. Zivali 281 74,0
Wedel in sod., 2005 Minesota (ZDA) 1997-2003 prasici in govedo 716 10,6
Tamamura in sod., 2011 Japonska 1977-2009 govedo 545 7,5
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 govedo 122 13,1
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 pis¢anci 94 20,2
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 purani 117 7,7
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 kunci 83 28,9
Graziani in sod., 2008 Italija 2002-2004 golobi 105 74,3
Huges in sod., 2008 severna Anglija 2005-2006 divje ptice 29 100,0

? podatki iz 5 drzav; za Slovenijo ni podatka
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Tabela 22 : Genetske skupine in genotipi v njih ter Stevilo izolatov po kategorijah in letih

Table 22: Genetic groups, genotypes and number of isolates regarding cathegories and year of isolation

Gonesta St Kategorija . Izolatov ‘Skupaj izolatov n = 284 | PodKategorije Zivali . cenotin Stevilo izolatov po letih
skupina e Clovek Zival Zivilo Drugo| 3t % Proiz. Druge 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
A a AL 1 1 0,4 AL 1
A2 1 1 04 A2 1
A3 1 1 04 A3 1
Aa 1 1 04 Aa 1
Skupaj A a 1 3 4 14 ) o A 2 1 1 o o
B a 81 1 1 04 81 1
B2 1 1 04 B2 1
83 1 1 04 83 1
B4 1 1 04 1 B4 1
Skupaj B a 1 3 a 1,4 ) 1 B 1 3
c a c1 1 1 2 a 14 1 c 1 2 1
2 3 3 11 =3 2 1
3 1 1 04 3 1
ca 1 1 04 ca 1
skupaj C a a 1 1 3 B 32 o 1 C 2 1 1 2 3
D) 1 D1 2 2 0,7 D1 2
Skupaj D 1 2 2 0,7 ) o D 2
3 12 E1 3 2 8 28 E1 1 1 a 1 1
=] 1 1 04 £2 1
3 2 2 07 E3 1 1
5 1 1 04 [ 1
6 1 1 04 6 1
7 4 a 14 €7 2 1 1
€8 8 1 1 10 35 1 €8 1 1 2 a 2
9 1 1 04 1 9 1
E10 1 1 04 €10 1
€11 1 1 04 €11 1
€12 1 1 04 1 €12 1
£13 1 1 04 £13 1
skupaj E 12 19 3 10 32 11,3 3 o E 1 2 3 2 3 8] B 3 2
F 31 F1 1 a 2 1 8 2,8 4 F1 1 3 3 1
F2 1 1 04 2 1
Fa 1 1 04 Fa 1
5 1 1 04 1 Fs 1
6 2 3 5 1,8 2 1 (3 3 2
F7 3 7 a 14 a9 6 1 F7 1 1 1 3 2 1 1 2 1 1
8 1 1 04 1 8 1
9 1 38 28 1 83 292 36 2 Fo 3 3 12 3 a 13 10 2 11 B a 12 1
F11 12 B 17 6,0 12 F11 s 2 7 1 2
F12 1 1 04 F12 1
F13 1 1 04 1 F13 1
F1a 1 1 04 1 F1a 1
F15 1 1 04 F15 1
F16 3 3 11 F16 3
F17 2 2 07 2 F17 2
F18 1 1 04 1 F18 1
F19 1 1 04 F19 1
20 1 1 04 1 F20 1
F21 1 1 04 F21 1
F22 1 1 04 1 F22 1
F23 1 1 04 1 F23 1
F2a a a 14 2 2 F24 1 3
F25 1 1 04 1 F25 1
F26 2 2 07 2 F26 1 1
F28 1 1 04 F28 1
F29 1 1 04 1 F29 1
F30 2 2 0,7 F30 2
F31 2 2 a 14 2 F31 2 2
F32 1 1 04 £32 1
F33 1 1 04 1 £33 1
F34 1 1 04 1 F34 1
Skupaj F 31 32 8 a2 a 164 57,7 77 9 F 19 3 24 7 8 18 12 B 16 10 15 18 2
G 10 [ 3 1 7 25 1 G1 2 2 3
G2 1 1 04 G2 1
63 1 1 04 G3 1
Ga 1 1 04 Ga 1
G5 2 3 5 18 3 G5 a 1
66 1 1 04 66 1
67 1 1 04 67 1
G8 1 1 04 G8 1
69 1 1 04 G 1
G13 1 1 04 1 G13 1
Skupaj G 10 12 5 3 20 7,0 2 3 o 1 1 1 1 2 2 7 4 1
H 7 H1 1 a s 18 HL 1 2 1 1
H2 1 1 04 1 H2 1
H3 2 2 07 2 H3 1 1
Ha 1 1 04 1 Ha 1
HS 1 1 04 HS 1
HE 1 1 04 He 1
H7 1 1 04 H7 1
skupaj H 7 a a a 12 a2 1 3 H 1 1 1 1 1 1 2 1 3
| 2 1 12 1 13 46 1 n 1 3 1 2 a 1 1
12 2 1 3 11 1 12 1 1 1
skupaj | 2 14 2 0 16 56 2 o [ 1 1 3 2 2 a 1 1 1
x* 21 X1 1 1 04 X1 1
x2 1 1 04 x2 1
x3 1 1 04 1 x3 1
xa 1 1 04 1 xa 1
Xs 1 1 04 Xs 1
X8 1 1 04 x8 1
X10 1 1 04 x10 1
x12 1 1 04 1 x12 1
x13 1 1 04 1 x13 1
x14 1 1 04 1 x1a 1
x1s 1 1 04 1 x1s 1
X16 1 1 04 1 x16 1
x17 1 1 04 x17 1
x18 1 1 04 x18 1
x19 1 1 04 x19 1
x20 1 1 04 1 x20 1
x21 1 1 04 x21 1
x22 1 1 04 x22 1
x23 1 1 04 x23 1
x24 1 1 04 1 x24 1
x25 1 1 04 x25 1
Skupaj X* 21 7 9 3 2 21 7,4 a 5 X 1 2 3 1 1 3 1 2 2 3 2
Skupaj % 93 11 71 9 284 100 89 22 21 9 27 9 13 33 22 19 25 28 36 29 13
% od 284 327 391 250 32 100,0 313 7,7 74 32 95 32 46 116 77 67 88 99 127 102 46

X® unikatni genotipi, GS - genetska skupina
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Tabela 26: Distribucija MIK pri izolatih iz ljudi (n = 93)
Table 26: Distribution of MIC in isolates from humans (n=93)

Antibiotik st.R MIK distribucija (mg/l) - tevilo izolatov iz ljudi (n=93) in delez v %
ntibioti
% R 0,008 0.015 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 >1024
43 22 27 1 43
ampicilin A
46,2 23,7 29,0 1,1 46,2
0 89 4
cefotaksim Fot
0,0 95,7 4,3
0 90 8
ceftazidim Taz
0,0 96,8 3,2
0 89 4
meropenem Mero
0,0 95,7 4,3
17 71 5] 8 9
nalid. kislina Na
18,3 76,3 54 8,6 9,7
17 50 26 10 7
ciprofloksacin Cip
18,3 53,8 28,0 10,8 17:5]
46 46 1 1 7 13 25
tetraciklin T
49,5 49,5 59 1,1 12,5) 14,0 26,9
0 81 12
kolistin Col
0,0 87,1 12,9
3 88 1 1 1 2
gentamicin G
3,2 94,6 1,1 il 1,1 2,2
3 86 4 B
trimetoprim Tm
3,2 92,5 4,3 3,2
a7 7 10 20 7 2 47
sulfametoksazol Su
50,5 j7,5] 10,8 21,5 j7,5] 2,2 50,5
21 72 1 5 15
kloramfenikol C
22,6 77,4 1,1 5,4 16,1
0,0 36 50 7
azitromicin Azi
0,0 38,7 53,8 7,5
0 55 36 2
tigeciklin Tig
0,0 59,1 38,7 2,2
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Tabela 27: Distribucija MIK pri izolatih iz zivali (n = 111)

Table 27: Distribution of MIC in isolates from animals (n=111)

126

Antibiotik $t.R MIK distribucija (mg/l) - $tevilo izolatov iz Zivali (n=111) in deleZ v %
ntibioti
% R 0,008 0.015 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 >1024
62 36 12 1 62
ampicilin A
55,9 32,4 10,8 0,9 55,9
0 108 3
cefotaksim Fot
0,0 97,3 2,7
] 111
ceftazidim Taz
0,0 100,0
0 101 10
meropenem Mero
0,0 91,0 9,0
49 58 3 1 1 6 42
nalid. kislina Na
44,1 52,3 2,7 0,9 0,9 5,4 37,8
49 55 7 18 27 3 dl
ciprofloksacin Cip
44,1 49,5 6,3 16,2 24,3 2,7 0,9
62 47 2 31 19 12
tetraciklin T
55,9 42,3 1,8 27,9 17,1 10,8
0 97 14
kolistin Col
0,0 87,4 12,6
16 90 4 1 2 2 2 10
gentamicin G
14,4 81,1 3,6 0,9 1,8 1,8 1,8 9,0
9 90 10 2 9
trimetoprim Tm
8,1 81,1 9,0 1,8 8,1
77 14 9 9 2 77
sulfametoksazol Su
69,4 12,6 8,1 8,1 1,8 69,4
58 53 1 1 24 32
kloramfenikol C
52,3 47,7 0,9 0,9 21,6 28,8
0,0 il 51 6 3]
azitromicin Azi
0,0 45,9 45,9 5,4 2,7
[} 70 37 4
tigeciklin Tig
0,0 63,1 33,3 3,6

Legenda: obmogje testiranja je rumeno obarvano polje
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Tabela 28: Distribucija MIK pri izolatih iz Zivil (n = 71)

Table 28: Distribution of MIC in isolates from foodstuffs (n=71)
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Antibiotik St.R MIK distribucija (mg/1) - §tevilo izolatov iz Zivil (n=71) in delez v %
ntibioti
% R 0,008 0.015 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 >1024
49 12 9 1 1 48
ampicilin A
69,0 16,9 12,7 1,4 1,4 67,6
0 69 2
cefotaksim Fot
0,0 97,2 2,8
0 70 1
ceftazidim Taz
0,0 98,6 1,4
0 69 2
meropenem Mero
0,0 97,2 2,8
21 50 4 17
nalid. kislina Na
29,6 70,4 5,6 23,9
21 46 4 11 10
ciprofloksacin Cip
29,6 64,8 5,6 15,5 14,1
47 24 1 10 22 14
tetraciklin T
66,2 33,8 1,4 14,1 31,0 19,7
0 62 9
kolistin Col
0,0 87,3 12,7
2 62 7 1 1
gentamicin G
2,8 87,3 9,9 14 1,4
7 58 4 2 7
trimetoprim Tm
9,9 81,7 5,6 2,8 9,9
57 4 7 2 1 57
sulfametoksazol Su
80,3 5,6 9,9 2,8 14 80,3
29 41 1 1 10 18
kloramfenikol C
40,8 57,7 1,4 14 14,1 25,4
0,0 28 40 2 1
azitromicin Azi
0,0 39,4 56,3 2,8 14
0 43 24 4
tigeciklin Tig
0,0 60,6 33,8 5,6

Legenda: obmodje testiranja je rumeno obarvano polje
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Tabela 29: Distribucija MIK pri izolatih iz drugih vzorcev (n = 9)

Table 29: Distribution of MIC in isolates from other samples (n=9)
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Antibiotik st.R MIK distribucija (mg/l) - $tevilo izolatov iz 'drugo' (n=9) in dele v %
ntibioti
% R 0,008 0.015 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 >1024
7 2 7
ampicilin A
77,8 22,2 77,8
0 9
cefotaksim Fot
0,0 100,0
0 9
ceftazidim Taz
0,0 100,0
0 8 1
meropenem Mero
0,0 88,9 11,1
5 4 5
nalid. kislina Na
55,6 44,4 55,6
5 4 1 4
ciprofloksacin Cip
55,6 44,4 11,1 44,4
7 2 2 1 4
tetraciklin T
77,8 22,2 22,2 11,1 44,4
0 9
kolistin Col
0,0 100,0
1 8 1
gentamicin G
11,1 88,9 11,1
3 6 3
trimetoprim Tm
333 66,7 33’3
7 2 7
sulfametoksazol Su
77,8 22,2 77,8
4 4 1 2 2
kloramfenikol C
44,4 44,4 11,1 22,2 22,2
0,0 5 3 1
azitromicin Azi
0,0 55,6 33,3 11,1
0 8 1
tigeciklin Tig
0,0 88,9 11,1

Legenda: obmodje testiranja je rumeno obarvano polje
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Tabela 30: Primerjava odpornosti (Stevilo in delez) proti posameznim antibiotikom med kategorijami in
podkategorijami
Table 30: Comparison of the resistance (number and percentage) to individual antibiotics regarding cathegories

and subcathegories

Nalidiksinska

" MDR Ampicilin Kloramfenikol ~ Gentamicin o Sulfonamidi Tetraciklin ~ Trimetoprim

Kategorije kislina

3t. (%) 3t. (%) 3t. (%) 3t. (%) 3t. (%) 3t. (%) 3t. (%) 3t. (%)
Vsi n=284 158 (55,6) 161 (56,7) 112 (39,4) 22(7,7) 92 (32,4) 188 (66,2) 161 (56,7) 22(7,7)
Clovek n=93 40 (43,0) 43 (46,2) 21(22,6) 3(3,2) 17 (18,3) 47 (50,5) 46 (49,5) 3(3,2)
Zival n=111 65 (58,6) 62 (55,9) 58(52,3) 16 (14,4) 49 (44,1) 77 (69,4) 62 (55,9) 9(8,1)
Zivila n=71 46 (64,8) 49 (69,0) 29 (40,8) 2(2,8) 21(29,6) 57 (80,3) 46 (64,8) 7(9,9)
Drugo n=9 7(77,8) 7(77,8) 7(77,8) 4(44,4) 1(11,1) 5 (55,6) 7(77,8) 3(33,3)
Prasici n=4a7 36 (76,6) 32 (68,1) 30 (63,8) 14 (29,8) 33(70,2) 37 (78,7) 32 (68,1) 8(20,5)
Perutnina n=39 23(59,0) 24 (61,5) 23 (59,0) 1(2,6) 13 (33,3) 33 (84,6) 23 (59,0) 0(0,0)
Govedo n=3 2 (66,7) 2 (66,7) 2(66,7) 1(33,3) 2(66,7) 2 (66,7) 2(66,7) 1(33,3)
Proizvodne Fivali n=89 61(68,5) 58 (65,2) 55 (61,8) 16 (18,0) 48 (53,9) 72 (80,9) 57 (64,0) 9(11,3)
Druge ivali n=22 4(18,2) 4(18,2) 3(13,6) 0(0,0) 1(4,5) 5(22,7) 5(22,7) 0(0,0)
Zivali monitoring n =64 36 (56,3) 37(57,8) 34 (53,1) 3(4,7) 24 (37,5) 45 (70,3) 36 (56,3) 4(6,3)
Zivali klinika n=47 29 (61,7) 25(53,2) 24 (51,1) 13 (27,7) 25 (53,2) 32(68,1) 26 (55,3) 5(10,6)
Meso pragicev n=19 11 (57,9) 13 (68,4) 6 (31,6) 1(5,3) 6 (31,6) 14 (73,7) 11(57,9) 3(15,8)
Meso perutnine n=25 17 (68,0) 17 (68,0) 16 (64,0) 0(0,0) 8(32,0) 22 (88,0) 16 (64,0) 2(8,0)
Meso goveda n=2 2 (100) 2 (100) 1 (50%) 0(0,0) 1(50,0) 2 (100) 2 (100) 0(0,0)
Mleto meso in pripravki* n = 24 16 (66,7) 17 (70,8) 6 (25,0) 1(4,2) 6 (25,0) 18 (75,0) 17 (70,8) 2(8,3)

Tabela 35: Stevilo in odstotek dobro ob&utljivih izolatov (n = 79) po genetskih skupinah ter kategorijah in
podkategorijah zivali in zivil
Table 35: Number and percentage of sensitive isoaltes (n=79) regarding genetic groups and cathegories and

subcathegories animals and foodstuffs

Genetska skupina

Dobro obéutljivi n=79 SKUPAJ B E F G H | X
3t. (%) 3t. (%) 3t. (%) §t. (%) 3t. (%) 3t. (%) §t. (%) 3t. (%)
VSI Skupaj 79 (100,0) 3(3,8) 4(5,1) 28 (35,4) 13 (16,5) 9(11,4) 13 (16,5) 9(11,4)
kategorija  Covek 40 (50,6) 4(5,1) 13 (16,5)) 8(10,1) 2 (2,5) 11 (13,9) 2(2,5)
sival 30 (38,0) 1(1,3) 15 (19,0) 4(5,1) 3(3,8) 2(2,5) 5(6,3)
sivilo 8(10,1) 2(2,5) 1(1,3) 4(5,1) 1(1,3)
drugo 1(1,3) 1(1,3)
podkategorija prasici 8(10,1) 8(10,1)
Zival perutnina 6(7,6) 1(1,3) 1(1,3) 1(1,3) 2(2,5) 1(1,3)
govedo
druge sivali 16 (20,3) 1(1,3) 6(7,6) 3(3,8) 2(2,5) 4(5,1)
‘podkategorija  meso pras. a(s1) 2(25) T N 1(13)
Zivila meso perut. 3(3,8) 2(2,5)
meso gov. 0(0,0)
mesano 1(1,3) 1(1,3)
meso

X? unikatni genotipi
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Tabela 36: Stevilo in delez ve&kratno odpornih izolatov (n = 158) po genetskih skupinah ter kategorijah in
podkategorijah Zival in zivilo
Table 36: Number and percentage of multiple drug resistant isolates (n=158) regarding genetic groups and

cathegories and subcathegories animal and foodstuffs

Genetska skupina

MDR n=158 Skupaj A B C D E F G H 1 X?
3t. (%) 3t. (%) 3t. (%) 3t. (%) 3t. (%) 3t. (%) 3t. (%) 3t. (%) 3t. (%) 3t. (%) 3t. (%)
VSI Skupaj 158 (100,00 3(1,9) 1(06) 63,8  2(1,3) 25(158) 110(69,6) 1(0,6) 0(0,00 2(1,3) 8(51)
kategorija  Covek 40 (25,3) 2(1,3) 14(8,9) 18(11,4) 1(0,6) 2(1,3) 3(1,9)
sival 65 (41,1) 1(0,6) 3(1,9) 57(361) 4(2,5)
Zivilo 46 (29,1) 3(1,9) 1(0,6) 1(0,6) 2(1,3) 8(5,1) 31(19,6)
drugo 7(4,4) 2(1,3) 4(2,5) 1(0,6)
podkategorija  prasici 33(20,9) 3(1,9) 30(19,0)
Zival perutnina 26 (16,5) 23 (14,6) 3(1,9)
govedo 2(1,3) 2(1,3)
druge Zivali 4(2,5) 1(0,6) 2(1,3) 1(0,6)
‘podkategorija  meso pras. - 17,00 1006 106 T 2(13) TGy
Zivila meso perut. 17 (10,8) 1(0,6) 16(10,1)
meso gov. 2(1,3) 1(0,6) 1(0,6)
mes$ano meso 16 (10,1) 2(1,3) 1(0,6) 2(1,3) 4(2,5) 7 (4,4)

X* unikatni genotipi
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Slika 20: Dendrogram genotipov izolatov S. Typhimurium
Figure 20: Dendrogram of genotypes of S. Typhimurium isolates
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