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Summary

Objective: The goal of this research was to determine frequency of infections caused by Campylobacter bacteria in
outpatients in Split-Dalmatia county in 2021., their distribution according to age, gender, place of residence and months
of the year as well as to determine the antimicrobal susceptibility of Campylobacter spp. isolates.

Materials and methods: The data used in this research were taken from the computer data base of the Department for
gastrointestinal tract infections diagnosing of the TIPH SDC Split, and they included all of the patients who were
diagnosed with Campylobacter spp. bacteria in their stool samples during the period from the 1* of January 2021. to the
31% of December 2021. The data were analyzed using the Microsoft Office 365 software package, and programs Social
Science Statistics and VassarStats for statistical analysis.

Results: The total number of Campylobacter spp. isolates from stool samples in the area of Split-Dalmatia County in
2021. was 395. The most common isolate was Campylobacter jejuni (92,4%). Infections were significantly more frequent
in men than women. The highest number of infections was present in the age groups 0-4 and 20-29 years. Also, the
number of patients in urban areas was significantly higher than in suburban and rural areas. The highest number of
infections was detected during the period from March through October with a peak in May. In comparison with other
previous research that took place in Split-Dalmatia County, there has been detected an increase in the number of resistant
Campylobacter jejuni isolates to ciprofloxacin and tetracycline, while the percentage of TcR/CipR co-resistant isolates
remained stable. 5,3% of Campylobacter jejuni isolates also showed resistance to amoxicilin-clavulanate. All of the
Campylobacter jejuni strains resistant to amoxicilin-clavulanate were also multiple resistant to other two or more
antibiotics. Out of the 5 Campylobacter coli isolates included in the research, all five were resistant to ceftriaxone and
cefazolin, 3 of them were resistant to ciprofloxacin, and 2 strains demonstrated resistance to tetracycline. Campylobacter
coli showed good susceptibility to tested antibiotics. Camyplobacter lari isolate was resistant to ciprofloxacin, ceftriaxone
and cefazolin, and was susceptible to other tested antibiotics. Two of the Campylobacter coli isolates were TcR/CipR co-
resistant, while others did not show double or multiple resistance.

Conclusion: The epidemiological characteristics of campilobacteriosis in outpatients in 2021. were similar to the
characteristics determined in SDC in previous research in this area, in fact this pattern is similar to patterns of
campylobacteriosis in other developed countries. There has been shown an increase in resistance to ciprofloxacin and
tetracycline of Campylobacter jejuni isolates. Also, there has been confirmed the presence of multiple resistant
Campylobacter jejuni isolates, while the resistance of these isolates to amoxicilin-clavulanate and erythromicin was low.
There was also noted the higher resistance of Campylobacter coli isolates to ceftriaxon and ciprofloxacin, as well as
moderate resistance to tetracycline. Considering these in vitro antimicrobial susceptibility results of Campylobacter
isolates, erythromycin still remains the drug of choice, but it is also possible to treat this infection with amoxicilin-
clavulanate because of its low resistance rate.
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1. POPIS OZNAKA I KRATICA
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AIDP — akutna inflamatorna demijelinizacijska polineuropatija,
AUG — amoksicilin-klavulanat,

C. coli — Campylobacter coli,

C. jejuni — Campylobacter jejuni,

CadF — Campylobacter adhesion to fibronectin,
Campylobacter spp. (lat. species) — rod Campylobacter,

CZ — cefazolin,

CFX — cefaleksin,

CIP — ciprofloksacin,

E — eritromicin

EUCAST — The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
GM - gentamicin

IQR — interkvartilni raspon

n - brojnost

NAT — nucleic acid test

NZJZ — Nastavni Zavod za javno zdravstvo

P vrijednost - statisti¢ki znacajna razlika,

PCR — polymerase chain reaction

PEBI - Phosphatidylethanolamine-binding protein 1

SDC — Split-dalmatia County

SDZ — Splitsko-dalmatinska Zupanija

Tcr/Cipr - 1zolati kampilobaktera otporni na tetraciklin i ciprofloksacin, korezistentni izolati,
T — tetraciklin

TIPH — Teaching Institue for Public Health,

%2 - hi kvadrat test.



2.UVOD



2.1. Rod Campylobacter

Infekcije uzrokovane kampilobakterom predstavljaju jednu od vodecih bolesti koje se prenose
kontaminiranom hranom. Najce$¢e se o€ituju kao akutni gastroenteritis. Medutim, razvitak mogucih
kroni¢nih posljedica uzrokovanih akutnom infekcijom jedan je od razloga koji pridonose ozbiljnosti i
vaznosti ovog problema (1).

Kampilobaktere je krajem 19. stolje¢a uocio Escherich u stolicama bolesne djece s proljevom,
a prvi su izolati bili svrstani u rod Vibrio. Zahvaljujuéi razvoju selektivnih podloga, omogucena je

izolacija kampilobaktera, a tek 1963. godine ustanovljen je zaseban rod Campylobacter (2).

U Hrvatskoj je prvi izolat kampilobaktera iz veterinarskih uzoraka opisan ve¢ 1956. godine.
Istrazivanja kampilobaktera izoliranih iz uzoraka zivotinja, hrane i okoliSa provode se posljednjih
dvadesetak godina. Izolati iz uzoraka stolica bolesnika, zajedno s njihovim epidemioloskim i
mikrobioloskim znacajkama, su opisani prvotno na podrucju Zagreba (1982. i 1985.g.), te nesto
kasnije u Primorsko-goranskoj Zupaniji (2002. i 2006.g.) (3). Prva mikrobioloska i epidemioloska
istrazivanja kampilobakterioze u Splitsko — dalmatinskoj Zupaniji provedena su izmedu 2006. 1 2012.

godine (3, 23).

Unutar roda Campylobacter dokazane su dosad sveukupno 32 vrste (4). Vrste unutar roda
Campylobacter koje su najceS¢e odgovorne za razvoj bolesti u ljudi su Campylobacter jejuni i
Campylobacter coli (5). Uzroc¢nici gastroenteritisa su 1 Campylobacter upsaliensis te Campylobacter

lari, a Campylobacter fetus uzrokuje sustavne infekcije u covjeka (6).

2.1.1. Fiziologija i struktura

Bakterije roda Campylobacter pod mikroskopskim povecanjem izgledaju kao sitni,
nesporogeni, zavinuti, Stapicasti, gram-negativni mikroorganizmi (0,2 - 0,9 x 0,5 - 5 um). Pripadaju
skupini termofilnih bakterija (2). Kretanje im omogucuje jedna polarno smjestena flagela te spiralan
stani¢ni oblik. Iz tih razloga jako su pokretljivi u medijima vece viskoznosti (6). Idealni uvjeti za rast
kolonija je temperatura izmedu 37°C 1 42°C te mikroaerofilna atmosfera §to podrazumijeva snizenu
koncentraciju kisika 1 poviSenu koncentraciju duSika i ugljikova dioksida (7). Inkubiraju se na

selektivnim hranjivim podlogama u razdoblju od 48 sati (5).



s

Slika 1. Campylobacter jejuni, mikroskopski prikaz, bojanje po Gramu (preuzeto s

https://phil.cdc.gov/Details.aspx ?pid=6652)

2.1.2. Patogeneza kampilobakterioze
Kampilobakteri se ubrajaju medu veoma otporne mikroorganizme zbog svog fleksibilnog

metabolizma, koji im omogucava preZivljenje u nepovoljnim uvjetima (8).

Infektivna doza koja je dostatna za razvoj infekcije je relativho niska te iznosi oko 800
bakterija. Vrijeme inkubacije iznosi najvise tjedan dana (9). Bolest se obi¢no razvije 2 — 4 dana nakon
prijenosa infektivne doze, a u prosjeku traje izmedu Cetiri i sedam dana.

Interakcija Campylobacter jejuni s eukariotskom stanicom dovodi do otpuStanja brojnih
proupalnih citokina zbog promjena u prijenosu signala napadnute stanice (10). Medu ostale
¢imbenike virulencije spadaju: adhezija, invazija, proizvodnja toksina i1 izbjegavanje obrambenih
mehanizama domacina. Kod razvoja infekcije veliku ulogu igra i pokretljivost kampilobaktera, to
jest, posjedovanje flagele koja mu omogucuje prolazak kroz zeludac do crijeva. Adhezija i invazija
stanica crijeva takoder su ovisni o pokretljivosti, ali 1 o izraZaju specifi¢nih proteina (PEB1, CadF).
Jednom kada se internalizira u stanici domacina, od oksidativnog stresa se brani proizvodnjom
katalaze (2). Prilikom istrazivanja kampilobaktera otkriveno je kako posjeduju enterotoksine te
lipopolisaharide s aktivno$¢u endotoksina, medutim, znacaj tih toksina kod ljudskih infekcija jo$

uvijek nije dobro razjasnjen (11).



Jednom kada dodu u tanko crijevo, zapoCinju proces umnozavanja i invadiranja epitela te
dolazi do upale koja se moze ocitovati pojavom crvenih i bijelih krvnih stanica u stolici. Ponekad

mogu prodrijeti u krv te se razviti slika crijevne vrucice (11).

2.1.3. Klini¢ka slika infekcije

Klinicka slika enterokolitisa uzrokovanog infekcijom Campylobacter jejuni najcesce ukljucuje
abdominalnu bol, proljev, vrucicu te kod nekih pacijenata i krv u stolici (12). Simptomi bolesti
onemogucuju veliki broj svakodnevnih aktivnosti, a ovisno o pojedincu mogu biti blazi ili tezi te
ponekad mogu rezultirati i posljedicama nakon preboljene infekcije (13). Obicno prestaju sponatno
nakon tjedan dana, a kliconoS$tvo u prosjeku zaostaje 14 dana, u dojencadi i dulje. U trudnica
infekcija moze uzrokovati teSke komplikacije poput perinatalne sepse, neonatalnog meningitisa,
preranog porodaja pa ¢ak i pobacaj. Kod imunokomprimitiranih osoba, bolest poprima dulji i tezi
tijek te se moze razviti i bakterijemija. U tih pacijenata znaju se pojaviti i ekstraintestinalne

komplikacije (reumatoloske, neuroloske, plu¢ne, kozne) (2).

Jedna od ozbiljnih ekstraintestinalnih posljedica je Guillain-Barréov sindrom koji se primarno
oCituje kao akutna inflamatorna demijelinizacijska polineuropatija (AIDP) (14). Ostale kasne
komplikacije uzrokovane zarazom ukljucuju sindrom iritabilnog kolona, reaktivni artritis, Reiterov
sindrom te Miller-Fischerov sindrom. Pojava navedenih neuroloskih sindroma moZze se objasniti

antigenskom sli¢no$¢u izmedu Campylobacter jejuni i mijelina (2).

2.1.4. Epidemiologija

Kampilobakterioze spadaju medu najraSirenije infektivne bolesti ovoga stoljeca te su
podjednako cesto prisutne u razvijenim zemljama, kao 1 u zemljama u razvoju (15, 16). One
predstavljaju narocito velik problem djeci 1 nedonoscadi u slabije razvijenim zemljama. Povecana
ucestalost gladi u ovim podruc¢jima uvecava problem infekcije te ovo dvoje u kombinaciji dovodi do
teske malnutricije (17). Za razliku od tog, odrasle osobe u siromasnijim zemljama uglavnom imaju

blazu klinic¢ku sliku od odraslih osoba i djece u razvijenijim zemljama (18).



Klimatske varijacije takoder su bitan ¢imbenik incidencije kampilobakterioza. Vecina zemalja
dozivljava vrhunac broja zaraza u proljece, dok zemlje za koje su karakteristicne blaze zime taj
vrhunac dosegnu i ranije (19). Povecani rizik infekcija je stoga u pozitivnoj korelaciji s pojavom

toplijih godignjih doba (20).

U Europskoj uniji, ove infekcije predstavljaju najces¢u bolest koja potice iz prehrambenih
izvora. Na godiSnjoj razini u EU javi se izmedu 2 1 9,4 milijuna slucajeva Sto predstavlja ogromno
opterecenje za zdravstveni sustav koji potrosi oko 2,4 milijarde eura godiSnje samo na lijeCenje ovih
bolesti (21). Prve sluZzbene prijave ove bolesti u RH nalazimo 2009. godine, te se od tad uz manje
oscilacije biljezi kontinuitet godiSnjih incidencija. U 2021. godini, u RH je zabiljezeno 1159

sluc¢ajeva (22).

U Splitsko-dalmatinskoj zupaniji je, prema SestogodiSnjem istrazivanju Carev i suradnika
(2007. — 2012.), incidencija kampilobakterioza bila veca u urbanim nego u suburbanim i ruralnim
podru¢jima. Takoder, incidencija je bila najveca u djece od 0 do 4 godine. Broj infekcija doseze svoj
vrhunac uglavnom u ranim ljetnim mjesecima te je u korelaciji s pojavom visih temperatura i toplijeg
vremena, kao i1 u ostalim zemljama (23). U Dalmaciji je takoder zabiljezena velika rasprostranjenost

tetraciklin 1 ciprofloksacin korezistentnih kampilobaktera (24).

U ljudski organizam kampilobakter najces¢e dospijeva konzumacijom nedovoljno obradenog
mesa 1 kontaminirane vode (25). Nepravilno rukovanje pile¢im mesom i njegova konzumacija
dokazali su se kao znacajan faktor rizika pri prijenosu kampilobaktera (26). Upravo je meso peradi
najveci izvor zaraze kampilobakterom, a uz meso sve viSe se navode i1 drugi izvori poput okolisa,
kontakta s kuénim ljubimcima i domac¢im Zivotinjama. Za takve se izvore zaraze smatra da su
preteZito lokalizirani, to jest specificni za pojedine regije, za razliku od komercijalnog mesa peradi
koje je jednoliko rasprostranjeno i dostupno unutar iste zemlje (3). Nepasterizirano mlijeko takoder
predstavlja mogucéi izvor zaraze, dok upotreba pasteriziranog mlijeka nema rizika (27). Voda iz
fontana 1 rijeka Cesto moze biti kontaminirana, te zbog toga predstavlja izravan izvor
kampilobakterioza, narocito u djece. Veliki problem fontana i rijeka jest taj §to su ujedno 1 izvor
kampilobaktera rezistentnih na veliki broj antibiotika, Sto lijeCenje kampilobakterioza poteklih iz ovih

izvora dodatno moze otezati (28).



2.1.5. Laboratorijska dijagnostika i lijeCenje

Kako bi se potvrdila dijagnoza kampilobakterioze, potrebno je izolirati Campylobacter spp. iz
uzoraka stolice oboljelih (29). Prilikom kultivacije koriste se selektivne hranjive podloge koje se
tijekom 48 sati inkubiraju na 42°C u mikroaerofilnoj atmosferi. Optimalan sastav atmosfere je 80%
dusik, 10% ugljikov dioksid 1 5% kisik. Nakon inkubacije iz sivkastih nepravilnih kolonija napravi se
mikroskopski preparat te testovi oksidaze i katalaze koji pozitivnim rezultatom potvrduju prisutnost
Campylobacter spp. Testom hidrolize hipurata razlikuje se C. jejuni od ostalih kampilobaktera.
Uzorci koji su primarno sterilni, obi¢no se nasaduju na obogacene hranjive podloge poput krvnog
agara (2, 30). Nakon dokaza uzro€nika, za svaki izolat kampilobaktera se nakon subklutivacije na
Columbia krvnom agaru izraduje antibiogram disk-difuzijskom metodom u skladu s EUCAST

smjernicama (36).

Sve se vise koriste nove dijagnosticke metode za detekciju patogena iz hrane, pa tako i za
Campylobacter spp. Niska razina kontaminacije hrane kampilobakterom zahtijeva novije
dijagnosticke metode koje su visoko osjetljive. Zato se konvencionalne dijagnosticke metode sve vise

zamjenjuju novijim metodama poput biosenzora, NAT testova te razli¢itih PCR tehnika (31).

Slika 2. Campylobacter spp., makroskopski prikaz kolonija na hranjivoj podlozi Karmali agar

(fotografirano u zgradi NZJZ SDZ u Splitu, 24. studenoga 2021.)



Zaraza kampilobakterom se moze prevenirati odrzavanjem osobne higijene, ¢estim pranjem
ruku, dovoljnom termi¢kom obradom mesa te opreznim unosom mlijecnih proizvoda (32). Ukoliko se
razviju simptomi zaraze, ona se prvo lije¢i simptomatski. Simptomatsko lijeenje (rehidracija, unos
elektrolita, dijeta) igra vaznu ulogu u lije¢enju proljeva i sprje¢avanju komplikacija (33).

Ukoliko je rije¢ o tezem slucaju kampilobakterioze, u terapiju je potrebno ukljuciti i
antimikrobne lijekove. Lijek izbora za lijeCenje ove infekcije je eritromicin, antibiotik iz skupine
makrolida. Medutim, otpornost C. jejuni na eritromicin je u porastu zadnjih godina (34). Visoka stopa
otpornosti C. jejuni na ostale antibiotike poput fluorokinolona, beta-laktama 1 tetraciklina ukazuje na

potrebu za racionalnijim koristenjem antibiotika kod enteritisa uzrokovanog kampilobakterima (35).



3. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Procijeniti ucestalost infekcija uzrokovanih vrstama roda Camyplobacter u Splitsko-
dalmatinskoj zupaniji na temelju broja laboratorijski potvrdenih infekcija u ambulantnih

bolesnika u 2021. godini.

2. Procijeniti raspodjelu vrsta roda Campylobacter u ambulantnih bolesnika u 2021. godini.

3. Procijeniti raspodjelu kampilobakterioza u ambulantnih bolesnika u Splitsko- dalmatinskoj

Zupaniji prema spolu, dobi te mjestu stanovanja (urbano/suburbano/ruralno) bolesnika.

4. Odrediti osjetljivost svake pojedine vrste izolata na ispitivane antibiotike, kao i broj dvostruko
1 viSestruko rezistentnih izolata izoliranih iz uzoraka stolice ambulantnih i1 hospitaliziranih

bolesnika u SDZ.

11



4. HIPOTEZE ISTRAZIVANJA
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Hipoteze ovog istrazivanja su:

1.

Ugestalost infekcija uzrokovanih kampilobakterima u SDZ 2021. godine je povezana s

demografskim obiljezjima i mjestom stanovanja bolesnika.

Mjesecni broj izolata Camyplobacter spp. povezan je s klimatskim uvjetima karakteristi¢nim

za odredeno doba godine.

Ucestalost kampilobaktera otpornih na pojedine antibiotike (naroCito tetraciklin 1
ciproflofksacin) je u porastu u usporedbi s rezultatima iz prethodnih istrazivanja na podrucju

SDZ.
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5. MATERIJALI I METODE
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5.1. Ispitanici
Istrazivanjem su bili obuhvaceni svi bolesnici kojima je u razdoblju od 1. sijecnja 2021. do 31.
prosinca 2021. godine, u NZJZ SDZ Split izolirana bakterija Campylobacter iz uzorka stolice.

Kriteriji ukljucenja:
v" bolesnici u ¢ijem je uzorku stolice dokazan Campylobacter tijekom 2021. godine
v" bolesnici koji su upuéeni iz ordinacija primarne zdravstvene za$tite (ambulantni bolesnici),
v' mjesto stanovanja bolesnika u SDZ
v" pripadnici oba spola,
v" pripadnici svih dobnih skupina.
Kriteriji isklju¢enja u ovom istrazivanju:
v/ mjesto stanovanja izvan SDZ,

v ponavljani izolati kampilobaktera (tzv. copy strains) izolirani kod istog bolesnika

5.2.0pis provedenog dijagnostickog postupka

Prije samog dijagnostickog postupka, pacijente je potrebno uputiti na pravilno uzorkovanje
stolice. Defekaciju je potrebno izvrsiti u €istoj 1 suhoj noénoj posudici, a potom dio uzorka prenijeti u
plasticnu posudicu Zzli¢icom koja je spojena na Cep CaSice za uzorkovanje. Uzorak stolice dane na
testiranje treba biti svjez, ne smije biti kontaminiran urinom, vodom, toaletnim papirom ili drugim
sredstvima. Potrebno je uzeti 3 Zliice materijala kako bi posudica bila dopola ispunjena. Prije i

poslije rukovanja savjetuje se oprati ruke.

Od dostavljenog uzorka napravi se Gram preparat, a potom se uzorak stolice nasijava na
Karmali agar metodom iscrpljivanja. Inkubacija traje 48 sati, a provodi se pri 42 °C u
mikroaerofilnim uvjetima koji se postizu stavljanjem vrecice ,,GENboxmicroaer* (Oxoid) u lonac za

inkubaciju.
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Po zavrsetku inkubacije radi se probir suspektnih kolonija te Gram preparat i biokemijski
testovi. Test oksidaze provodi se na nacin da se na filter papir kapne komercijalno pripremljen
oksidaza reagens te se zatim vrhom eze umijeSa suspektna kultura. Brzom pojavom ljubicaste
reakcije dokazuje se prisustvo roda Campylobacter. Ovi mikroorganizmi sadrzavaju enzim citokrom-
oksidazu $to rezultira obojenjem. S druge strane, test hipuri¢ne kiseline radi se tako da se u otopinu
hipuri¢ne kiseline inokulira ¢ista kultura kampilobaktera te se inkubira 2 sata pri 37 °C. Dodaje se
ninhidrin, a pojava intenzivne ljubicaste boje tijekom 5 minuta signalizira pozitivan test. Sposobnost

hidrolize hipurata svojstvena je iskljuc¢ivo za C. jejuni te se time iskljucuje prisutnost svih ostalih

vrsta roda Campylobacter.

Slika 3. Pozitivan test oksidaze (fotografirano Slika 4. Pozitivan test hidrolize hipuri¢ne
u zgradi NZJZ SDZ u Splitu, 22. studenoga kiseline (fotografirano u zgradi NZJZ SDZ u
2021.) Splitu, 24. studenoga 2021.)

16



Za potpuniju identifikaciju ostalih vrsta roda Campylobacter izvode se drugi biokemijski
testovi poput ,,apiCampy* testa (bioMerieux, Francuska). Test se sastoji od plasticnog podloSka na
koji je pri¢vrS¢en niz od 10 mikroepruveta s razli¢itim reagensima unutar svake od njih. Kultura
kampilobaktera suspendira se u destiliranoj vodi te se ukapa u mikroepruvete. Potom se ocitavaju
rezultati koji se interpretiraju slijedeci upute proizvodaca. Konacna identifikacija soja vr$i se pomocu

,»Api Lab* (bioMerieux, Francuska) raCunalnog programa.

Slika 5. Prikaz ,,apiCampy* niza nakon dodatka suspendirane kulture Campylobacter (fotografirano u

zgradi NZJZ SDZ u Splitu, 25. Studenoga 2021.)

5.3. Ispitivanje antibiotske osjetljivosti
Nakon dokaza vrste uzrocnika, za svaki izolat je potrebno napraviti test osjetljivosti na
antibiotike disk difuzijskom metodom po Kirby — Baueru. Ova metoda ujedno je najcesc¢i nacin

odredivanja antibiotske osjetljivosti bakterija.

Ezom se iz ispitivanog soja nasadenog na Karmali agar "pikiraju’ ¢iste kolonije te se potom
subkultiviraju na Columbia krvnom agaru s kojeg se priprema standardizirana suspenzija pomocu
sterilne fizioloSke otopine. Gustoca standardizirane suspenzije treba iznositi 0,5 McFarlanda. Sterilni

bris se potom namoci pripremljenom suspenzijom, ocijedi se visak tekuéine, te se suspenzija prenese
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na povrSinu krvnog Muelller-Hinton agra. Krvni Mueller-Hinton agar je standardizirana podloga za
izradu antibiograma te se na nju poslije dodatka suspenzije stavljaju komercijalni papirnati diskovi
prethodno natopljeni odredenom koli¢inom antibiotika. Oni se na podlogu mogu nanijeti pincetom ili
pomocu dispenzora te razmak medu njima treba biti minimalno 20 milimetara. Podloga skupa s
natopljenim diskovima se potom inkubira u termostatu 18-24 sata, pri 35-37°C.

Tijekom inkubacije, odvija se difuzija antibiotika s diska u podlogu. Ovisno o djelotvornosti
antibiotika dolazi do inhibicije porasta kultura bakterija na podru¢ju oko diska. Bakterije ¢e rasti tek
na onoj udaljenosti od diska gdje je koncentracija antibiotika premala te samim time nedjelotvorna.
Podrucje na povrsini podloge na kojoj ne dolazi do rasta bakterija zbog blizine diska natopljenog
antibiotikom naziva se zonom inhibicije. Zona inhibicije poprima kruzni oblik zbog diska te joj se
moze izmjeriti promjer (u milimetrima). Taj promjer oznacava se kao promjer inihibicije te svjedoci

o uc¢inkovitosti antibiotika na izoliranu bakteriju (37).

28
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Slika 6. i slika 7. Prikaz disk difuzijske metode po Kirby-Baueru; rezultat osjetljivosti na antibiotike

nakon provedene inkubacije (fotografirano u zgradi NZJZ SDZ u Splitu, 25. Studenoga 2021.)
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Prema veli€ini promjera zone inhibicije, testirani se soj svrstava u jednu od tri kategorije prema

europskim standardima:

1. Rezistentan ili otporan (oznaka R) — antibiotik uopée ne djeluje na soj, ¢ak ni kad je

primijenjen u maksimalnim dopustenim koncentracijama.

2. Intermedijarno osjetljiv ili umjereno osjetljiv (oznaka I) — antibiotik ima terapeutski uc¢inak na

s0j, ali to se postize samo maksimalnim dopustenim doziranjem.

3. Osjetljiv (oznaka S) — antibiotik postiZze terapeutski u¢inak na soj u srednjim ili prosjecnim

dozama (37, 38).

Soj se razvrstava u neku od 3 navedene kategorije prema propisanim europskim smjernicama
od strane EUCAST-a. U smjernicama je navedena korelacija izmedu osjetljivosti soja na pojedini
antibiotik (pojedine kategorije) i veli¢ine promjera zone inhibicije izrazene u milimetrima (39).

U ovom istrazivanju radeno je i dodatno testiranje antibiotske osjetljivosti prema americkoj
studiji Schiaffino i suradnika iz 2019. godine (55). Dolje prikazana Tablica 1. predocava uvjete za
svrstavanje ispitivanog soja u neku od 3 kategorije osjetljivosti na antibiotike. Ispitani antibiotici su
augmentin (AUG), eritromicin (E), gentamicin (GM), tetraciklin (T), ciprofloksacin (CIP),
ceftriakson (CRO) i cefazolin (CZ).
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Tablica 1. Interpretacija testa osjetljivosti Campylobacterspp. na antibiotike

Promjer zone (mm)

Komentar
S > I R<
Amoksicilin +
klavulanska 18 14-17 13
kiselina (AUG)
Eritromicin,
20 20
C. jejuni (E)
Eritromicin,
24 24
C. coli (E)
Gentamicin
15 13-14 12
(GM)
Tetraciklin (T) 30 30
Ciprofloksacin
50 26
(CIP)
Ceftriakson
23 20-22 19
(CRO)
Dijagnosticki
Postoji zona Nema zone
disk — ne koristi
Cefazolin (CZ) inhibicije inhibicije
se za klinicku
porasta porasta

interpretaciju




5.4. Geografska podjela

U ovom istrazivanju provedena je podjela Splitsko-dalmatinske zupanije na 3 geografska
podrucja. Koristena metoda je ve¢ opisana u prethodnom istrazivanju doc. dr. sc. Merice Carev, dr.
med. na istom podrucju (3). Na temelju izratuna gustoe stanovni$tva i zracne udaljenosti od

zupanijskog centra, gradovi i op¢ine u Zupaniji su smjesteni u neku od 3 definirane zone:

1. Urbano podrugje (> 500 stanovnika/km?,< 5 km udaljenosti od centra Splita) - grad Split.

2. Suburbano podrugje (150-500 stanovnika/km?, 5-30 km udaljenosti od centra Splita) - Solin,
Dugopolje, Kastela, Trogir, Podstrana, Omis, Makarska.

3. Ruralno podrugje (< 150 stanovnika/km”, > 30 km udaljenosti od centra Splita) - Sinj, Vrlika,

Imotski, Vrgorac, otoci Brac, Hvar, Vis.

5.5 Statisticke metode

U analizi podataka koriStene su metode opisne i inferencijalne analitike. Social Science
Statistics (60) 1 VassarStats (61) su internetske stranice koriStene za statisti¢ku analizu.

Statisticki znacajne razlike u ucestalosti kampilobakterioza prema spolu i1 geografskim
podrucjima, te razlike u stopama otpornosti izolata kampilobaktera na antibiotike uz interval
pouzdanosti od 95% su se raunale koriStenjem Pearsonovog hi-kvadrat testa. Sve statisti¢ki znacajne

razlike su prikazane na razini znacajnosti p<0,05.

5.6.Eticka nacela

Tijekom provedbe istrazivanja pridrZavali smo se nacela koja imaju izvoriSte u Helsinskoj

deklaraciji.
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6. REZULTATI
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6.1. Raspodjela ispitanika s obzirom na vrstu izolata

U Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji je iz dijarealnih uzoraka stolice ambulantnih bolesnika
tijekom 2021. godine izolirano 395 sojeva kampilobaktera. Od ukupnog broja izolata, izolirana su
365 (92,4%) izolata Campylobacter jejuni, 24 (6,1%) izolata Campylobacter spp., 5 (1,3%) izolata
Campylobacter coli, 11 (0,2%) izolat Campylobacter lari. Slika 8. prikazuje raspodjelu i ucestalost

pojedinih vrsta kampilobaktera u ambulantnih bolesnika u SDZ u 2021. godini.

Vrstaizolata
C.coli C. lari
C.spp. | 1.3% '
6.1% 0.2%
‘ u C. jejuni

m C.spp.
C.coli
C. lari

C. jejuni
92.4%

Slika 8. Ucestalost vrsta Campylobacter spp. u ambulantnih bolesnika u Splitsko-dalmatinskoj
zupaniji u 2021. godini

6.2. Socio-demografska obiljeZja bolesnika

Medijan dobi (Md) oboljelih iznosio je 23 uz interkvartilni raspon (IQR) 5-43. Analizom
demografskih obiljezja je utvrdeno kako su bakterije roda Campylobacter izolirane u 179 (45,3%)
7ena i 216 (54,7%) muskaraca (Slika 9.), odnosno kampilobakterioze u SDZ su bile statisticki

znaajno e$ée u muskaraca (y’= 6,89; p < 0,01).
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Na slici 10. je graficki prikazana raspodjela ambulantnih bolesnika s kampilobakteriozom u
SDZ tijekom 2021. godine prema mjestu stanovanja. Najveéi broj oboljelih, 332 (85,1%) je Zivio u
urbanom podrucju (Split), njih 31 (8%) u suburbanom (Solin, Kastela, Makarska, Omis, Trogir, Dugi
Rat), a 27 (6,9%) u ruralnom podrucju (Sinj, Imotski, Vrgorac, otoci). Za petoro bolesnika je

nedostajao podatak o mjestu stanovanja.

Spol

-

EM mZ

Slika 9. Raspodjela ambulantnih bolesnika s kampilobakteriozom u Splitsko-dalmatinskojzupaniji

u 2021. godini prema spolu

Mjesto stanovanja

350
300
250
200
150
100

50

B Urbano ™ Suburbano ™ Ruralno

Slika 10. Raspodjela ambulantnih bolesnika s kampilobakteriozom u Splitsko-dalmatinskoj zupaniji u

2021. godini prema mjestu stanovanja
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Tablica 2. prikazuje usporedbu broja oboljelih prema geografski definiranim podruc¢jima, to
jest mjestu stanovanja. Utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu usporedenih podrucja (urbanog
i suburbanog, urbanog i ruralnog, ali i suburbanog i ruralnog).

Tablica 2. Prikaz usporedbe broja oboljelih prema geografski definiranim podrucjima.

P vrijednost
Urbano Suburbano
332 31 <0,01
Urbano Ruralno
332 27 <0,01
Suburbano Ruralno
31 27 <0,05

*Hi-kvadrat test, P < 0.05 (statisticki znacajno)

*https://www.socscistatistics.com/tests/chisquare2/default2.aspx

Tablica 3. prikazuje broj oboljelih od kampilobakterioze prema spolu i mjestu stanovanja.
Nije utvrdena statisti¢ki znaajna razlika prema mjestu stanovanja izmedu muSkaraca i Zena
(P>0.05).

Tablica 3. Prikaz broja oboljelih prema spolu i mjestu stanovanja

Podrucje Broj izolata P vrijednost
M Z
Urbano 186 146
Suburbano 14 17 0.508*
Ruralno 15 12
| Ukupno SDZ 215 175

*Hi-kvadrat test, P < 0.05 (statisticki znacajno)

Na slici 11. se nalazi graficki prikaz raspodjele ispitanika prema dobnim skupinama. U
raspodjeli prema dobnim skupinama je vidljivo da je ucestalost infekcija bila najve¢a u dobnim
skupinama od 0 do 4 godine (23,5%), 20 do 29 godina (15,9%), 10 do 19 godina (11,9%) i 30 do 39
godina (11,4%). Najmanje oboljelih zabiljezeno je u dobnim skupinama 80 do 89 godina (2%) i 70 do

79 godina (3%) (Slika 11., Tablica 4.).
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Dobne skupine

23.5% m04g
m59¢g
10-19 ¢
15.9% 2029 g
11.9% 11.4% W30-39¢
40-49
9.1% 84% 70 ¢
6.3% 50-59 ¢
m60-69 g
3% 2 m70-79 g
“ -l 80-89 ¢
0-4g 59g 10-19g2029g 30-39 g 40-49¢ 50-59 g 60-69 g 70-79 g 80-89
Slika 11. Raspodjela ispitanika po dobnim skupinama
Tablica 4. Prikaz raspodjele ambulantnih bolesnika prema dobnim
skupinama i mjestu stanovanja.
Mjesto boravka
Dobna skupina Urbano Suburbano Ruralno Ukupno
0-4 godine 73 6 12 91
5-9 godina 31 2 3 36
10-19 godina 41 4 2 47
20-29 godina 52 6 4 62
30-39 godina 42 2 1 45
40-49 godina 28 4 1 33
50-59 godina 30 1 0 31
60-69 godina 19 4 1 24
70-79 godina 9 1 2 12
80-89 godina 7 1 0 8
Ukupno 332 31 26 389
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Slika 12. i tablica 4. prikazuju raspodjelu ambulantnih bolesnika prema dobnim
skupinama i mjestustanovanja. Vidljivo je kako je na svim podrucjima stanovanja zabiljeZzen

priblizno jednak broj oboljelih od kampilobakterioza u odredenoj dobnoj skupini.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Broj ispitanika

04g 59g 10-19g 20-29g 30-39g 40-49g 50-59g 60-69g 70-79g 80-89g

Dobna skupina
Urbano Suburbano Ruralno

Slika 12. Raspodjela kampilobakterioza u ambulantnih bolesnika u Splitsko-dalmatinskoj
zupanijiu 2021. godini prema dobnim skupinama i mjestu stanovanja

Slika 13. prikazuje raspodjelu broja oboljelih prema mjesecima tijekom 2021. godine.
Najveca pojavnost infekcije zabiljeZena je u razdoblju od oZujka do listopada, s vrhuncem u

svibnju, a najmanje infekcija je bilo tijekom sijecnja, rujna i prosinca 2021. godine.
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Kretanje broja oboljelih prema mjesecima u godini
60

50

L NN

20 ",‘;z/

10
0
S < N N \Y -~ \Y (] 2 <
B LR > CRR S R o S S
& &8 o 3 ® o & o £ & F &
S O &S s s &° g €

Broj oboljelih

Slika 13. Raspodjela broja oboljelih od kampilobakterioza u Splitsko — dalmatinskoj
Zupaniji prema mjesecima tijekom 2021. godine

6.3. Osjetljivost izolata Campylobacter spp. na antibiotike

Ukupno 366 (92,7%) izolata kampilobaktera je testirano na antibiotike: amoksicilin—
klavulanat (AUG), cefazolin (CZ), eritromicin (E), azitromicin (AZM), gentamicin (GM),
tetraciklin (T) 1 na dijagnosticki disk cefazolin (CZ). Osjetljivost na antibiotike nije bilo moguce
testirati za 29 (7,3%) izolata jer nije poraslo dovoljno mikrobioloSke kulture ili nije uspjela
subkultivacija tih izolata. U tablici 5. prikazana je otpornost pojedinih vrsta izolata

kampilobaktera na antibiotike.
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Tablica 5. Prikaz rezistencije izolata na antiobiotike

Broj i udio izolata Campylobacter spp.

otpornih prema antibioticima (n=366)

Testirani
izolati | AUG AZM CIP CRO CZ E GM T
C.jejuni 19 4 268 346 329 4 7 76

(358) | (5.3%) | (1,1%) | (74.8%) | (96,6%) | (91,9%) | (1,1%) | %) | (21,2%)

C.spp. 0 0 1 2 2 0 0 0
2) | 0% | ©O%) | (50%) | (100%) | (100%) | (0%) | ©O%) | (0%)

C. coli 0 0 3 5 5 0 0 2
5) (0%) (0%) (60%) | (100%) | (100%) (0%) (0%) (40%)

C.lari 0 0 1 1 0 0 0 0
(1) (0%) 0%) | (100%) | (100%) (0%) (0%) (0%) (0%)

Graficki ¢emo prikazati samo osjetljivost izolata na amoksicilin-klavulanat (AUG),
ceftriakson (CRO), ciprofloksacin (CIP), eritromicin (E), tetraciklin (T) i gentamicin (GM), kako
je 1 preporu¢eno EUCAST smjernicama (39) i radom Schiaffino i suradnika (55).

Testiranje na cefazolin (CZ) je radeno u dijagnosti¢ke svrhe (dokaz intrinzicke
rezistencije izolata), a osjetljivost na azitromicin (AZM) je ocitavana prema rezultatu za

eritromicin (E) (39).

Slika 14. prikazuje osjetljivost izolata Campylobacter jejuni na antibiotike. Dokazana je
visoka otpornost izolata Campylobacter jejuni na ceftriakson (CRO) i ciprofloksacin (CIP), a
umjereno visoka otpornost tih izolata na tetraciklin (T). Osjetljivost izolata Campylobacter jejuni
na eritromicin (E), azitromicin (AZ), gentamicin (GM) i amoksicilin—klavulanat (AUG) je bila

dobra (Tablica 5., Slika 14.).
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Slika 14. Osjetljivost izolata Campylobacter jejuni na antibiotike (n=358)

Slika 15. prikazuje osjetljivost izolata Campylobacter coli na antibiotike. Na grafikonu
se mozZe primjetiti visoka otpornost izolata na ciprofloksacin (CIP) i ceftriakson (CRO) te
umjereno visoka otpornost na tetraciklin (T). Osjetljivost izolata na amoksicilin-klavulanat
(AUQG), eritromicin (E), azitromicin (AZ) i gentamicin (G) je bila visoka (Tablica 5., Slika
15.).
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Slika 15. Osljetljivost izolata Campylobacter coli na antibiotike (n=5)
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Tablica 5 prikazuje osjetljivost izolata Campylobacter lari na antibiotike. Vidljiva je visoka
otpornost izolata na ciprofloksacin (CIP) i ceftriakson (CRO), ali i zadovoljavajuca osjetljivost na

amoksicilin—klavulanat (AUG), eritromicin (E), azitromicin (AZ), gentamicin (GM) i tetraciklin (T).

U tablici 5 je i prikaz osjetljivosti izolata Campylobacter spp. na antibiotike. Zamijecena je
znaajna otpornost izolata na ceftriakson (CRO) te umjereno visoka otpornost na ciprofloksacin
(CIP). Osjetljivost izolata na amoksicilin—klavulanat (AUG), eritromicin (E), azitromicin (AZ),

gentamicin (GM) i tetraciklin (T) bila je dobra.

6.4. Prikaz dvostruko, trostruko i viSestruko rezistentnih izolata

Ukupni broj dvostruko rezistentnih izolata na ciprofloksacin (CIP) i tetraciklin (T) iznosio je
71 (19,4%), a broj trostruko rezistentnih na ciprofloksacin (CIP), tetraciklin (T) i eritromicin (E) 3
(0,8%) od ukupnog broja testiranih izolata (N=366).

Campylobater jejuni bio je dvostruko rezistentan na ciprofloksacin (CIP) i tetraciklin (T) u
69 (19,3%), a trostruko rezistentan na ciprofloksacin (CIP), tetraciklin (T) i eritromicin (E) u 3
(0,8%) ispitanika, dok je za Campylobacter coli broj dvostruko rezistentnih na ciprofloksacin (CIP)
1 tetraciklin (T) bio 2 (40%), a broj trostruko rezistentnih na ciprofloksacin (CIP), tetraciklin (T) 1
eritromicin (E) 0. Kod Campylobacter spp. i Campylobacter lari nisu zabiljezeni dvostruko (na
ciprofloksacin (CIP) i tetraciklin (T)) ili trostruko rezistentni (na ciprofloksacin (CIP), tetraciklin (T)

1 eritromicin (E)) izolati niti u jednog ispitanika.

Takoder je promatran broj visSestruko rezistentnih izolata na amoksicilin—klavulanat (AUG)
te broj viSestruko rezistentnih na gentamicin (GM). Navedeno je podrazumijevalo rezistenciju na
amoksicilin—klavulanat (AUG) ili gentamicin (GM) uz rezistenciju na jo§ dva ili viSe antibiotika.
Broj viSestruko rezistentnih izolata koji ukljuCuju rezistenciju na amoksicilin—klavulanat (AUG)
bio je 19 (5,2%), a broj viSestruko rezistentnih izolata koji ukljucuju rezistenciju na gentamicin
(GM) 7 (1,9%) od ukupnog broja testiranih izolata (N=366). Broj izolata rezistentnih na
amoksicilin—klavulanat (AUG), ciprofloksacin (CIP) i ceftriakson (CRO) iznosio je 15 (7,65%);
broj izolata rezistentnih na amoksicilin—klavulanat (AUG), ciprofloksacin (CIP), ceftriakson (CRO)

i tetraciklin (T) iznosio je 3 (0,81%); broj izolata rezistentnih na amoksicilin—klavulanat (AUG),
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azitromicin (AZM), ciprofloksacin (CIP), ceftriakson (CRO) i eritromicin (E) 1 (0,27%). Broj
izolata rezistentnih na gentamicin (GM), i ciprofloksacin (CIP), ceftriakson (CRO), iznosio je 4
(1,09%); broj izolata rezistentnih na gentamicin (GM), ciprofloksacin (CIP), ceftriakson (CRO) i
tetraciklin (T) 1 (0,27%); broj izolata rezistentnih na gentamicin (GM), azitromicin (AZM),
ciprofloksacin CIP), ceftriakson (CRO), eritromicin (E) i tetraciklin (T) 1 (0,27%); broj izolata

rezistentnih na gentamicin (GM), azitromicin (AZM) i eritromicin (E) iznosio je 1 (0,27%).

Gledaju¢i razdiobu prema vrsti izolata moze se primjetiti da su visestruko rezistentni izolati
zabiljezeni su samo medu izolatima Campylobacter jejuni koji je u 19 (5,3%) ispitanika bio
viSestruko rezistentan s rezistencijom na augmentin (AUG), u 9 (2,5%) ispitanika viSestruko

rezistentan sa rezistencijom na gentamicin (GM).

Prikaz dvostruko, trostruko i viSestruko rezistentnih izolata nalazi se u tablici 6.

Tablica 6. Prikaz dvostruko, trostruko i vi§estruko rezistentnih izolata

Testirani izolati Dvostruko Trostruko ViSestruko ViSestruko
rezistentni rezistentni (CIP, | rezistentni sa rezistentni sa
(CIPiT) TiE) rezistencijom na | rezistencijom

AUG na GM

C. jejuni (358) 69 (19,3%) 3 (0,8%) 19 (5,3%) 7 (2%)

C. spp. (2) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

C. coli (5) 2 (40%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

C. lari (1) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Ukupno (366) 71 (19,4%) 3 (0,8%) 19 (5,2%) 7 (1,9%)
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Ukupan broj izoliranih sojeva roda Campylobacter iz uzoraka stolice ambulantnih bolesnika
na podru¢ju Splitsko-dalmatinske Zupanije u 2021. godini iznosio je 395. U usporedbi s prijasnjim
istrazivanjem na tom podru¢ju (3) nije doSlo do znacajnijih promjena u broju laboratorijski
potvrdenih kampilobakterioza u ambulantnih bolesnika na godisnjoj razini. Najc¢e$¢i uzro¢nik ovih
bolesti je Campylobacter jejuni, uz neznatan broj izolata Campylobacter lari 1 Campylobacter coli te
ostalih izolata roda Campylobacter. Infekcije su bile znacajno ¢es¢e kod muskaraca nego kod Zena.
Najcesce su obolijevale osobe koje zive u urbanim podrucjima te osobe u dobnim skupinama 0-4
godine i 20-29 godina. Najvec¢i mjesecni broj infekcija kampilobakterom zabiljezen je u razdoblju od

ozujka do listopada s vrhuncem u svibnju, to jest u proljetnim mjesecima.

vvvvv

enteritisa u Splitsko-dalmatinskoj zupaniji Campylobacter jejuni, a potom Campylobacter coli §to je
u skladu s podacima o ucestalosti kampilobakterioza ostalih europskih zemalja (41). Nije
neuobicajena i veca pojavnost kampilobakterioza kod pripadnika muskog spola. Sli¢ni rezultati bili

su vidljivi i u prethodnim istrazivanjima na drugim podrucjima (42).

Cinjenica da stanovni$tvo u urbanom podruéju znacajno Gesée obolijeva nego stanovnistvo u
suburbanim 1 ruralnim podru¢jima stanovniStva sugerira mogucénost da je urbano stanovni§tvo puno
izloZenije zarazama bakterijama roda Campylobacter. Sli¢ni rezultati koji pokazuju pretezitu urbanu
raspodjelu ove bolesti uoceni su i na drugim podru¢jima poput Danske (43) ili Njemacke (44), alii u
prethodnim istraZivanjima na podru¢ju Splitsko-dalmatinske Zzupanije (23). Veca izloZenost
kampilobakteriozama stanovniStva urbanih podrucja ¢esto se povezuju s pretjeranom konzumacijom
nezdrave, brze hrane, koja moZe biti nedovoljno termicki obradena (naro€ito meso peradi) te samim
time 1 potencijalni izvor zaraze (45). U posljednje vrijeme sve se viSe odgovornosti za ovakve ishode
pripisuje 1 brojnim dostavljackim uslugama, koje su za vrijeme pandemije postale ceS¢e koriStene
(46). Sam proces dostave nerijetko ukljucuje nehigijenske uvjete prijenosa hrane i1 veliki broj
posrednika Sto dodatno povecava rizik. Jo§ jedan od potencijalnih ¢imbenika koji doprinose takvom
rezultatu jest 1 drZanje ku¢nih ljubimaca. Ljudi u urbanim podru¢jima se sve viSe odlucuju na
kuéanski suzivot s ljubimcima. Zivotinjski kontakt je takoder potencijalni put transmisije

kampilobaktera, a samim time 1 kontakt s ku¢nim ljubimcima (47).
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U usporedbi s prethodnim istrazivanjem Carev i suradnika (23), ponovno je zabiljezena
statistiCki znacajna razlika u broju infekcija izmedu suburbanih i ruralnih podrucja (p<0,05). Ova
pojava moze se pokusati objasniti ¢injenicom kako je za vrijeme istrazivanja pandemija koronavirusa
1 dalje bila aktualna te su ljudi bili primorani boraviti kuci, a samim time i rjede konzumirati hranu
pripremljenu u lancima brze prehrane koji su uglavnom locirani u urbanim podru¢jima. Takoder,
tijekom pandemije su se ljudi striktnije pridrzavali mjera osobne higijene, higijene ruku i povrSina §to
opcenito pridonosi smanjenju broja infekcija koje se prenose hranom (59). Dodatno, ljudi u ruralnim
podrucjima Zive u izoliranim domacdinstvima, na vecoj geografskoj udaljenosti Sto doprinosi
socijalnoj distanci, a time i manjoj izloZenosti prijenosu zaraznih bolesti. Medutim, potrebna su
dodatna epidemioloska istrazivanja za dobivanje relevantnijih objaSnjenja o epidemiologiji

kampilobakterioze.

Infekcije bakterijama roda Campylobacter u ambulantnih bolesnika u SDZ su bile najéesée u
dobnoj skupini 0-4 godine. Udio godisnjih zaraza u ovoj dobnoj skupini u 2021. godini je iznosio
23,5% , a moze se objasniti nerazvijenom imunoScu bolesnika te dobi (48). Tu pretpostavku dodatno
potkrjepljuju gotovo izjednaceni udjeli oboljelih, koji su zabiljeZeni isklju¢ivo u dobnoj skupini 0-4
godine u urbanim, suburbanim i ruralnim podrucjima Splitsko-dalmatinske Zupanije (Tablica 4, Slika
12). Nedovoljno razvijena imunost kod pripadnika ove dobne skupine €ini ih vulnerabilnijima 1
prema ostalim izvorima infekcije kampilobakterom. Ovi rizi¢ni ¢imbenici ukljucuju: igranje u
pjescanicima, kontakt s domacim Zivotinjama i kuénim ljubimcima koji imaju proljev, pijenje vode iz
rijeka, jezera 1 bunara (3). Druga po ucestalosti infekcija je dobna skupina 20-29 godina s udjelom od
15,9%. oboljelih u 2021. godini. Danska studija (43) sugerira da se takva otkri¢a mogu pripisati
nedovoljnom znanju rukovanja hranom §to ukljucuje i nedovoljnu termicku obradu hrane. U ovoj
dobnoj skupini ¢esto zapocinje Zivot izvan obiteljskog doma §to je nerijetko povezano s nesigurnim
rukovanjem hranom, kao i prehranom iz lanaca brze hrane. Takoder, u ovoj dobi nerijetko zapoc€inje 1
roditeljstvo koje je povezano s transmisijom uzro¢nika zaraze s djeteta na roditelje (44). U
istrazivanju je zabiljeZen pad broja zarazenih od mladih prema starijim dobnim skupinama S§to

vjerojatno odrazava stjecanje imunosti nakon preboljene infekcije ranije u Zivotu (48,49).
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Povecan broj izolata roda Campylobacter u razdoblju od ozujka do listopada, s vrhuncima u
ozujku 1 svibnju vjerojatno je povezan s toplijim vremenskim prilikama na podrucju Splitsko-
dalmatinske Zupanije. Ovakvi rezultati podudaraju se s prijasnjim istrazivanjima na ovom podrucju
(3, 40) Sto sugerira sezonsku prirodu bolesti. Ovo se moze objasniti pojavom ljepSeg vremena
karakteristi¢nog za proljetno i predljetno razdoblje koje potice ljudski boravak i socijalne aktivnosti
na otvorenom. Plivanje, obiteljska i prijateljska okupljanja, priprema rostilja i ostale aktivnosti u
prirodi mogu povisiti izlozenost kampilobakterima iz okolisnih izvora i kontaminiranih voda (50). U
ovo doba godine, obi¢no je povecana i ucestalost razliCitih svecanosti i obiteljskih okupljanja tijekom
kojih se konzumira masovno pripremljena hrana, primjerice prvih pricesti, krizmi i vjencanja, §to sve
moze pridonijeti riziku zaraze (51). Postoje i drugi okoli$ni ¢imbenici koji utjecu na ovaj rezultat, a
nevezani su uz ljudsko ponaSanje. Transmisija kampilobaktera u tom razdoblju omogucena je 1 putem
musica (43), no isto tako najveca koli¢ina uzoraka mesa peradi pozitivnih na kampilobakter

zabiljezena je upravo u tom proljetnom razdoblju (52).

Na podrucju Splitsko-dalmatinske Zupanije zabiljeZen je porast izolata Campylobacter jejuni
otpornih na ciprofloksacin. Ovo je vidljivo iz usporedbe s prethodnim istraZivanjima na istom
podrucju iz 2010. godine kada je 26% od ukupno 50 bolesni¢kih izolata pokazalo rezistenciju na
ciproflokascin (40) te iz istrazivanja 2012. — 2013. godine kada je 63% ukupnih izolata pokazalo
otpornost na navedeni antibiotik (3). U ovom istrazivanju udio rezistentnih izolata Campylobacter
jejuni na ciproflokascin iznosio je 76,3%. §to predstavlja satisticki zna¢ajan porast otpornosti (=
21,17; p < 0,01). Prikazano povecanje otpornosti uklapa se u sliku otpornosti kampilobaktera na
europskom nivou, gdje je takoder doSlo do smanjene osjetljivosti na ciprofloksacin u 9 zemalja EU.
Udio rezistentnih izolata Camyplobacter jejuni na ciprofloksacin na podru¢ju EU u razdoblju 2019. —
2020. godine iznosio je 61,2% (53) §to podrudje SDZ svrstava u kategoriju visoke rezistencije.
Zamjetno je i povecanje otpornosti kampilobaktera na tetraciklin (x’= 5,5; p < 0,05). Udio Tcg/Cipr
korezistentnih izolata porastao je s 4% 2010. godine (3) na 21% u 2012./2013. godini, (40) dok je u
ovom istrazivanju zabiljeZzeno 19,3% korezistentnih izolata kampilobaktera te nije bilo statisticki
znacajne razlike tih stopa u odnosu na 2012./2013. godinu (x’= 0,18; p > 0,05). Takoder, 0,8% izolata
Campylobacter jejuni u ovoj studiji bili su trostruko rezistentni na tetraciklin, ciprofloksacin i
eritromicin. Njih 2% pokazalo je 1 viSestruku rezistenciju koja je ukljucivala i rezistenciju na

gentamicin te 5,3% izolata viSestruku otpornost na amoksicilin-klavulanat.
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Uzrok porasta udjela izolata rezistentnh na ciprofloksacin 1 tetraciklin izolata u odnosu na
istrazivanje iz 2012. godine ne moze se pripisati povecanoj potro$nji antibiotika u bolesnika. Naime,
potrosnja antibiotika kod ambulantnih bolesnika u RH u 2020. godini bila je najniza od pocetka
pracenja potrosnje antibiotika 2001. godine (54). Takva spoznaja ne ide u korist pretpostavci da je
povecana konzumacija antibiotika u ljudi povezana s povecanom otpornosc¢u izolata Campylobacter
Jejuni na antibiotike.

Suprotno tome, smatra se kako Zzivotinjsko meso koje se koristi u ljudskoj ishrani ujedno
predstavlja izvor zaraze kampilobakterima, a samim time omogucava transmisiju rezistentnih sojeva
(55). U zivotinjskom uzgoju nerijetko se poseze i za uporabom antibiotika kao promotora rasta te se
povecanje udjela otpornih izolata u ljudi povezuje s kolicinom utroSenih antibiotika pri takvim
postupcima (56). NajniZe stope otpornosti na antibiotike zabiljeZene su u zemljama gdje je uveden
restriktivni pristup njihove potroSnje pri zivotinjskom uzgoju (57). Upravo iz ovih razloga namece se
pitanje o mogucnosti zoonotske transmisije rezistentnih sojeva, no za potvrdu tih pretpostavki su

potrebna daljnja istrazivanja u okviru koncepta ,,Jedno zdravlje (engl. One Health).

Po uzoru na americku studiju Schiaffino i suradnika (58), u ovom istrazivanju je prvi put na
ovom podrucju testirana osjetljivost izolata kampilobaktera na amoksicilin—klavulanat. Svi sojevi su
testirani na navedeni antibiotik, medutim samo je Campylobacter jejuni u udjelu 5,3% od sveukupnih
izolata pokazao otpornost. Ovo predstavlja odredenu, ali ne i veliku razliku u odnosu na studiju
Schiaffino i suradnika prema kojoj amoksicilin—klavulanat predstavlja naju¢inkovitiji antibiotik za
oralnu terapiju zbog niske stope rezistencije od svega 0,7%. U ameri¢koj studiji ucinkovitost
amoksicilin—klavulanata ispitana je samo na sojevima Campylobacter jejuni za razliku od ovog
istrazivanja. U ovoj je studiji zanimljivo primijetiti kako su svi sojevi rezistentni na amoksicilin—
klavulanat ujedno bili 1 viSestruko rezistentni na druga 2 ili viSe antibiotika, ali relativno niske stope
otpornosti kampilobaktera in vitro na ovaj antibiotik ¢ine ga mogucim terapijskim izborom u

lijecenju dijela kampilobakterioza.

U ovoj studiji je po prvi puta na ovom podrucju uradeno i testiranje osjetljivosti na antibiotike
izolata Campylobacter lari i Campylobacter coli. Od 5 izolata Campylobacter coli ukljuCenih u
istrazivanje, njih 5 je pokazalo otpornost na ceftriakson i cefazolin, njih 3 na ciprofloksacin, a 2 soja

su bila rezistentna na tetraciklin. Na sve ostale antibiotike Campylobacter coli je pokazao
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zadovoljavajuéu osjetljivost. Izolat Camyplobacter lari je bio rezistentan na ciprofloksacin,
ceftriakson 1 cefazolin, a na ostale antibiotike je bio osjetljiv. Osim dva izolata Campylobacter coli
koji su bili Tcgr/Cipr korezistentni, ostali izolati nisu pokazivali dvostruku, trostruku niti visestruku
otpornost.

Medutim,testiranje antimikrobne osjetljivosti na malom broju izolata tih non-jejuni vrsta
kampilobaktera predstavlja i ogranicenje ove studije, tj. dobiveni rezultati ne mogu predstavljati
osnovu za zakljucke o njihovoj antimikrobnoj otpornosti, ve¢ zahtijevaju daljnja istrazivanja.

Na temelju in vitro rezultata testiranja otpornosti kampilobaktera na antibiotike u SDZ u 2021.
godini moze se zakljuciti da eritromicin ostaje lijek izbora kod tezih slucajeva kampilobakterioza koji
zahtijevaju antibiotsko lijecenje, a amoksicilin-klavulanat je, zbog niskih stopa otpornosti in vitro,
takoder mogu¢i lijek izbora u bolesnika koji zbog otpornosti na eritromicin ili drugih, klinickih
indikacija ne mogu primati eritromicin.

Ucestalost ove bolesti 1 pracenje otpornosti izolata predstavljaju javnozdravstveni i znanstveni

1zazov koji zahtijeva daljnji kontinuirani nadzor 1 istraZivanja.
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8. ZAKLJUCCI
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Na temelju rezultata ovog istrazivanja mogu se donijeti sljedeci zakljucci:

1. Tijekom 2021. godine nije bilo znacajnijeg porasta broja laboratorijskih potvrdenih
kampilobakterioza u odnosu na broj izolata kampilobaktera u ambulantnih bolesnika u

SDZ tijekom razdoblja 2007. — 2012. godine.

2. NajcCes¢i uzro¢nik enteritisa medu kampilobakterima u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji

2021. godine je bio Camplyobacter jejuni.

3. Infekcije kampilobakterom u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji 2021. godine su bile ¢esce

kod muskaraca te u bolesnika dobnih skupina 0-4 i 20-29 godina.

4. Najveci broj infekcija kampilobakterom na podru¢ju Splitsko-dalmatinske zupanije 2021.
godine bio je evidentiran u razdoblju od ozujka do listopada s vrhuncima u ozujku i

svibnju.

5. Najveci broj kampilobaketrioza u Splitsko-dalmatinskoj zupaniji 2021. godine zabiljezen

je u urbanim podruc¢jima.

6. Primjetno je smanjenje razlike u broju infekcija izmedu suburbanih i ruralnih podrucja u

Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji 2021. godine u usporedbi s 2012./2013. godinom.

7. Utvrden je porast otpornosti Campylobacter jejuni na ciprofloksacin i porast otpornosti na

tetraciklin. Takoder, potvrdeno je 1 postojanje viSestrukootpornih izolata.

8. Zbog niskih stopa otpornosti eritromicin ostaje lijek izbora kod onih slucajeva
kampilobakterioza koji zahtijevaju antibiotsko lijecenje, a amoksicilin-klavulanat je,
takoder, zbog dokanih niskih stopa otpornosti in vitro u ovom istrazivanju moguéi lijek
izbora u bolesnika koji zbog otpornosti na eritromicin ili drugih, klini¢kih, indikacija ne

mogu primati eritromicin.
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Cilj: Cilj ovog istrazivanja je bio odrediti ucestalost infekcija uzrokovanih bakterijama roda
Campylobacter u ambulantnih bolesnika u Splitsko-dalmatinskoj zupaniji u 2021. godini, njihovu
raspodjelu prema dobi, spolu, mjestu stanovanja i kalendarskim mjesecima te odrediti osjetljivost

izolata Campylobacter spp. na antibiotike.

Materijal i metode: U istraZivanju su koriSteni podaci iz raCunalne baze podataka Odjela za
dijagnostiku infekcijaprobavnoga sustava NZJZ SDZ Split, a ukljuéivali su sve bolesnike kojima
je u razdoblju od 1. sije¢nja 2021. do 31. prosinca 2021. godine izolirana bakterija
Campylobacter iz uzorka stolice. Podaci su obradeni koriStenjemprogramskog paketa Microsoft

Office 365, a za statisticku analizu su koriSteni programi Social Science Statistics 1 VassarStats.

Rezultati: Ukupan broj bakterijskih izolata Campylobacter spp. iz uzoraka stolice
ambulantnih bolesnika napodruc¢ju Splitsko-dalmatinske zupanije u 2021. godini je iznosio 395.
Najces¢i izolat je bio Campylobacter jejuni (92,4%). Infekcije su bile znacajno cesce kod
muskaraca nego kod zena. Najveéi broj infekcija je zabiljezen u dobnim skupinama 0-4 godine i
20-29 godina. Takoder, broj oboljelih u urbanim podruc¢jima bio je znaCajno veéi nego u
suburbanim 1 ruralnim podrucjima. Najveéi mjesecni broj infekcija kampilobakterom je
zabiljezen u razdoblju od ozujka do listopada s vrhuncem u svibnju. Na podru¢ju Splitsko-
dalmatinske Zupanije u 2021. godini, u odnosu na prethodna istraZivanja na istom podrucju, je
zabiljeZen porast broja izolata Campylobacter jejuni otpornih na ciprofloksacin i tetraciklin, dok
je udio TcR/CipR korezistentnih izolata ostao stabilan. Campylobacter jejuni je u udjelu od
5,3% pokazao otpornost 1 na amoksicilin-klavulanat. Svi sojevi Campylobacter jejuni otporni
naamoksicilin—klavulanat su ujedno bili i viSestruko rezistentni na druga dva ili viSe antibiotika.
Od 5 izolata Campylobacter coli uklju€enih u istraZivanje, svih 5 je pokazalo otpornost na
ceftriakson i cefazolin, njih 3 na ciprofloksacin, a 2 soja su bila rezistentna na tetraciklin. Na sve
ostale antibiotike Campylobacter coli je pokazao zadovoljavaju¢u osjetljivost. Izolat
Camyplobacter lari je bio rezistentan na ciprofloksacin, ceftriakson i cefazolin, a na ostale

antibiotike je bio osjetljiv. Dva izolata Campylobacter coli su bili TcR/CipR korezistentni dok

ostaliizolati nisu pokazivali dvostruku ili i viSestruku otpornost.

Zakljucak: Epidemioloske znacajke kampilobakterioza u ambulantnih bolesnika u 2021. godini
su sliéne zna¢ajkama utvrdenim u SDZ u prethodnim istraZivanjima na ovom podrudju, tj.

pokazuju obrazac karakteristican za razvijene zemlje. Utvrden je porast otpornosti izolata
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Campylobacter jejuni na ciprofloksacin i na tetraciklin. Takoder, potvrdeno je i postojanje
viSestruko otpornih izolata Campylobacter jejuni, dok je otpornost tih izolata na amoksicilin-
klavulanat i eritromicin bila niska. ZabiljeZena je i povecana otpornost izolata Campylobacter coli
na ceftriakson i ciprofloksacin, te umjerena otpornost na tetraciklin. S obzirom na ove in vitro
rezultate testiranja osjetljivosti kampilobaktera na antibiotike, lijek izbora i dalje ostaje

eritromicin, a zbog niskih stopa otpornosti, moguca je i terapija i amoksicilin-klavulanatom.
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11. SUMMARY
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Objective: The goal of this research was to determine frequency of infections caused by
Campylobacter bacteria in outpatients in Split-Dalmatia county in 2021., their distribution according
to age, gender, place of residence and months of the year as well as to determine the antimicrobal

susceptibility of Campylobacter spp. isolates.

Materials and methods: The data used in this research were taken from the computer data base of
the Department for gastrointestinal tract infections diagnosing of the TIPH SDC Split, and they
included all of the patients who were diagnosed with Campylobacter bacteria in their stool samples
during the period from 1* of January 2021. to 31* of December 2021. The data were processed using
the Microsoft Office 365 software package, and programs Social Science Statistics and VassarStats

for statistical analysis.

Results: The total number of Campylobacter spp. isolates from stool samples in the area of Split-
Dalmatia County in 2021. was 395. The most common isolate was Campylobacter jejuni (92,4%).
Infections were significantly more frequent in men than woman. The highest number of infections
was present in the age groups 0-4 and 20-29 years. Also, the number of patients in urban areas was
significantly higher than in suburban and rural areas. The highest number of infections was detected
during the period from March through October with a peak in May. In comparison with other
previous research that took place in Split-Dalmatia County, there has been detected an increase in the
number of resisent Campylobacter jejuni isolates to ciprofloxacin and tetracycline, while the
percentage of TcR/CipR co-resistant isolates remained stable. 5,3% of Campylobacter jejuni isolates
also showed resistance to amoxicilin-clavulanate. All of the Campylobacter jejuni strains resistant to
amoxicilin-clavulanate were also multiple resistant to other two or more antibiotics. Out of the 5
Campylobacter coli 1solates included in the research, all of them showed resistance to ceftriaxone and
cefazolin, 3 of them were resistant to ciprofloxacin, and 2 strains demonstrated resistance to
tetracycline. Campylobacter coli showed good susceptibility to tested antibiotics. Camyplobacter lari
isolate was resistant to ciprofloxacin, ceftriaxone and cefazolin, and was susceptible to other tested
antibiotics. Two of the Campylobacter coli isolates were TcR/CipR co-resistant, while others did not

show double or multiple resistance.

Conclusion: The epidemiological characteristics of campilobacteriosis in outpatients in 2021. were
similar to the characteristics determined in SDC in previous research in this area, in fact this pattern is

similar to patterns of campylobacteriosis in other developed countries. There has been shown an
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increase in resistance to ciprofloxacin and tetracycline of Campylobacter jejuni isolates. Also, there
has been confirmed the presence of multiple resistant Campylobacter jejuni isolates, while the
resistance of these isolates to amoxicilin-clavulanate and erythromicin was low. There was also noted
the higher resistance of Campylobacter coli isolates to ceftriaxon and ciprofloxacin, as well as
intermediate resistance to tetracycline. Considering these in vitro antimicrobial susceptibility results
of Campylobacter isolates, erythromycin still remains the drug of choice, but it is also possible to

treat this infection with amoxicilin-clavulanate because of its low resistance rate.

53



