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1. POPIS OZNAKA I KRATICA

e ATTC — American Type Culture Collection,

o (. jejuni — Campylobacter jejuni,

e Campylobacter spp. (lat. species) — rod Campylobacter,

e (I - raspon pouzdanosti (engl. Confidence Interval),

e CIP — Ciprofloksacin,

e Cipy - izolati kampilobaktera umjereno osjetljivi na ciprofloksacin,

e Cipr - izolati kampilobaktera otporni na ciprofloksacin,

e CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute,

e DDD/TID, - definirane dnevne doze/1000 stanovnika/dan (engl. Defined Daily
Doses per Thousand Inhabitants per day),

e Df — stupnjevi slobode (engl. Degrees of freedom),

e DHMZ - Drzavni hidrometeoroloski zavod Republike Hrvatske,

e DNK - deoksiribonukleinska kiselina,

e EQAS — vanjski sustav kontrole kvalitete (engl. External Quality Assurance
System),

e ERY — Eritromicin,

e EU - Europska Unija,

e GEN - Gentamicin,

e HACCAP - Sustav analize opasnosti 1 kontrole kriti¢nih tocaka povezanih s hranom
(engl. Hazard Analysis and Critical Control Point),

e | — bakterijski izolat umjereno osjetljiv na antibiotik (engl. Intermediate
Susceptible),

e IBS - sindrom iritabilnog crijeva (engl. Irritable Bowel Syndrome),

e KBC Split - Klinicki bolni¢ki centar Split,

e LOS - lipo — oligosaharidi,

¢ MIK - minimalna inhibitorna koncentracija antibiotika (ug/mL),

e MLST - tipizacija multilokusnim sekvencioniranjem (engl. Multilocus Sequence
Typing)

e NZZJZ SDZ - Nastavni zavod za javno zdravstvo Splitsko-dalmatinske Zupanije,



P vrijednost - statisticki znacajna razlika,

Pang - izolati kampilobaktera osjetljivi na sve testirane antibiotike (engl.
Pansusceptible),

PCR - lancana reakcije polimeraze (engl. Polimerase Chain Reaction),

PFGE - gel elektroforeza u pulsirajuéem polju (engl. Pulsed Field Gel
Electrophoresis),

PGZ - Primorsko-goranska Zupanija,

R - bakterijski izolat otporan na antibiotik (engl. Resistant),

r - Pearsonov koeficijent korelacije,

RH - Republika Hrvatska,

S — bakterijski izolat osjetljiv na antibiotik (engl. Susceptible),

SAD - Sjedinjene Americ¢ke Drzave,

SDZ - Splitsko—dalmatinska Zupanija,

TCk - izolati kampilobaktera otporni na tetraciklin,

Tcgr/Cipr - izolati kampilobaktera otporni na tetraciklin 1 ciprofloksacin,
korezistentni izolati,

TET — Tetraciklin,

UPGMA — metoda za sparivanje klonskih skupina na temelju prosjecnih vrijednosti
njihovih udaljenosti (engl. Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic
Averages),

WGS - cjelogenomsko sekvencioniranje (engl. Whole Genome Sequencing),

x2 - hi kvadrat test.



2.UVOD

2.1. Taksonomija i klini¢ki zna¢aj kampilobaktera

Bakterije roda Campylobacter su sitni, asporogeni, pokretni, gram-negativni,
spiralno svinuti Stapi¢i (0,2 - 0,9 x 0,5 - 5 um). Ubrajaju se u skupinu polako rastucih,
termofilnih 1 mikroaerofilnih bakterija (1). Pripadaju razredu Epsilonproteobacteria,
porodici Campylobacteriaceae (2).

Kampilobaktere je opisao T. Escherich jo§ 1886. godine, no prvi rezultati o
izolaciji iz ljudskih uzoraka su objavljeni tek 1946. godine, a bakterije su bile svrstane u
rod Vibrio (2). Tijekom 1972. Godine kampilobakteri su prepoznati kao uzrocnici bolesti
u ljudi (3), a 1973. su izdvojeni u zaseban rod Campylobacter (4). Unaprjedivanje tehnike
izolacije 1 prilagodba sastava hranjivih bakterioloskih podloga omogucila je izolaciju
ovog patogena u vec¢em broju mikrobioloSkih laboratorija, a time i njegovu klinicku
evaluaciju kao uzro¢nika bolesti u ljudi (2).

U Hrvatskoj su prvi podatci o izolaciji kampilobaktera iz uzoraka bolesnika te
njihovim mikrobioloskim i epidemioloSkim znacajkama zabiljeZeni 1982. i 1985. godine
na zagrebackom podrucju (5-7). Slijedila su dodatna istrazivanja epidemioloSkih znacajki
kampilobakterioze na zagrebaCkom podrucju 1989. godine (8), te u razdoblju 2002. -
2006. godine u Primorsko — goranskoj zupaniji (PGZ) (9). Novo istrazivanje klini¢kih i
epidemioloskih znacajki kampilobakterioze u hospitaliziranih bolesnika na podrucju
grada Zagreba provela je Balen Topi¢ sa suradnicima 2006. godine (10-11).

Iako je prvu izolaciju kampilobaktera iz veterinarskih uzoraka Hrvatskoj opisao
Fras ve¢ 1956. godine (12), istraZivanja izolata kampilobaktera iz uzoraka hrane, Zivotinja
1 okoliSa provode se tek tijekom posljednjih desetak godina (13-18), a sustavna kontrola i

mjere nadzora kampilobaktera u trupovima peradi se jo§ ne provode rutinski (19).

Tijekom godina je ucestalost izolacije kampilobaktera iz brojnih ljudskih i
zivotinjskih uzoraka, hrane i vode porasla je u zemljama u razvoju i razvijenim zemljama
te su oni danas diljem svijeta (globalno) najces¢i bakterijski uzrocnici bolesti koje se

prenose hranom (engl. Foodborne Zoonoses) (3,20).



Procjenjuje se da u Europskoj uniji (EU) Campylobacter spp. godiSnje uzrokuje
oko 230 000 infekcija i 60 smrtnih ishoda (21), a u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama
(SAD) oko 1,3 milijuna infekcija, 13 000 hospitalizacija i 120 smrtnih ishoda (22), §to
iziskuje visoke troskove unutar zdravstvenog sustava (izmedu 1,3 1 6,8 milijuna dolara
godisnje) (23). Takoder, moguce su i dugorocne zdravstvene posljedice infekcija
kampilobakterima kod oboljelih (20). Zbog svega navedenoga kampilobakterioza je

sveprisutan, vazan i nerijeSen javnozdravstveni problem (24).

Unutar roda Campylobacter spp. je utvrdeno 28 vrsta (25). Vrsta C. jejuni smatra
se najces¢im uzro¢nikom bakterijskog gastroenteritisa u nerazvijenim i veéini razvijenih
zemalja (2, 26). Iako se infekcija kampilobakterima Cesto ocCituje samoograni¢avaju¢im
enteritisom, katkad ovi uzro€nici wuzrokuju krvavo-sluzave proljeve pracene
abdominalnim gréevima, dehidracijom, vruéicom, glavoboljom i opom slabos¢u. U
trudnica C. jejuni moze uzrokovati spontani pobacaj ili prijevremeni porodaj, perinatalnu
sepsu 1 neonatalni meningitis. U imunokompromitiranih osoba bolest ima tezi i dulji tijek,
a takoder je CeS¢a i pojava bakteriemije i ekstraintestinalnih reumatoloskih i neuroloskih
komplikacija (1). Dugoro¢ne posljedice infekcija kampilobakterima mogu biti ozbiljne 1
ukljucuju postinfektivni sindrom iritabilnog crijeva (engl. Irritable Bowel Syndrome,
IBS), reaktivni artritis, bakteriemiju i Guillain-Barré sindrom (2, 27-28). Klinicki znacaj
novootkrivenih vrsta jo§ uvijek nije dovoljno poznat, no vrste kao Sto su C. concisus, C.
upsaliensis, C. ureolyticus 1 C. lari se sve vise povezuju s etiologijom dijagnosticki
nerazjaSnjenih gastroenteritisa, bakteriemije, Chronove bolesti, parodontitisa i drugih

komplikacija (20).

U terapiji crijevnog oblika bolesti prvenstveno se provodi nadoknada tekudine 1
elektrolita, dok je specificna antibiotska terapija potrebna samo u bolesnika s tezim
klinickim stanjima, te u trudnica 1 imunokompromitiranih bolesnika. Tada se rabe

azitromicin, eritromicin, ciprofloksacin i tetraciklin (1).
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2.2. Patogeneza infekcija kampilobakterima

Osim covjeka, ¢lanovi ovog roda koloniziraju razli¢ite domace i divlje Zivotinje

Sto potvrduje njihovu sposobnost da se prilagode razli¢itim uvjetima unutar domacina 1

okolisa. Patogenost bakterija roda Campylobacter je razliCita §to je moguca posljedica

razli¢itosti njihova genoma (29). Iako nisu poznati svi detalji patogeneze enteritisa koji

uzrokuje C. jejuni, tri najvaznija patogenetska ¢imbenika za razvoj bolesti su: virulencija

uzroc¢nika, ingestirana doza uzro¢nika te imunokompetencija domacina (30).

Infektivna doza za razvoj infekcije kampilobakterom je niska, svega 800 bakterija.

Vrijeme inkubacije je 1 - 7 dana, a bolest se najcesce razvije 2 - 4 dana nakon ingestije

uzro¢nika. Simptomi prosjecno traju 4 - 7 dana, ovisno o virulenciji soja i imunoloskom

odgovoru domacina (31).

Osnovni ¢imbenici virulencije kampilobaktera su:

pokretljivost,

sposobnost adherencije za stanice domacina,

invazija stanica domacina,

promjena stani¢nih signalnih puteva,

induciranje smrti inficirane stanice,

izbjegavanje imunoloskog odgovora domacina,

iskoriStavanje Zeljeza kao mikronutritijenta i katalizatora za stvaranje
hidroksilnih radikala,

stvaranje toksina te

otpornost na antibiotike (28, 32).

Patogena svojstva sojevima Campylobacter spp. daju razli€iti proteini kodirani

tzv. ,,genima virulencije*:

CadF protein kodiran cadF genom omogucava vezanje kampilobaktera za
ekstracelularni matriks ljudskih intestinalnih stanica,

flaA gen kodira flagelarni protein koji omogucéava pokretljivost,
kolonizaciju i1 invadiranje stanica probavnoga sustava,

ciaB gen kodira invazivni protein,

citoletalni distendirajuci toksin koji uzrokuje oStecenje stanicne DNK i

inducira smrt stanice kodiraju tri povezana gena: cdtA, cdtB i cdtC. (33),
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e periplazmatska gama-glutamil transpeptidaza koja zapocinje intestinalnu
kolonizaciju kodirana je ggt genom, a

e csrA gen kodira regulatorni CsrA protein koji sudjeluje u adherenciji za
epitelne stanice, stvaranju biofilma 1 adaptaciji kampilobaktera na

oksidativni stres (34).

Iako su in vitro studije ukazivale da lipo — oligosaharidi (LOS) nekih sojeva C.
Jjejuni, zbog molekularne mimikrije s gangliozidima neurona, imaju znacajnu ulogu u
razvoju Guillain Barre sindroma (35), klini¢kim studijama nije dokazana povezanost
izolata koji nose gene za LOS sijalilaciju s invazivnosc¢u i ozbiljnijim tijekom bolesti (36).

Virulenciji dijela sojeva C. jejuni pridonose 1 plazmidi, ali njithovu ulogu u
patogenezi kampilobakterioze potrebno je rasvijetliti dodatnim istrazivanjima (37).
Primjerice, ¢e$¢i krvavi proljevi su opisani i u bolesnika inficiranih sojevima s pVir
plazmidom (38), ali pretpostavka da taj ¢imbenik pridonosi invazivnosti sojeva (38) nije
potvrdena dodatnim studijama (39).

Medutim, navedeni geni i njima kodirani ¢imbenici virulencije nisu uniformno
prisutni u svim sojevima kampilobaktera ve¢ njihova raspodjela pokazuje 1 geografske
varijacije, tj. njihova je zastupljenost povezana i sa zemljopisnim porijeklom izolata. (33,
39), te sa zivotinjskim domacinom (34). Stoga definiranje genotipskih i fenotipskih
znacajki kampilobaktera odgovornih za patogenezu zahtijeva daljnja istraZivanja.

Jedan od velikih problema u istraZzivanju kampilobakterioza je i1 iznimna genetska
varijabilnost sojeva te njihovo ucestalo kromosomsko preslagivanje (engl. chromosomal
rearrangements) (40). Genetska heterogenost, uz pretezito pojedinacno pojavljivanje
oboljelih, rijetko povezivanje odredene hrane s epidemijskim slucajevima bolesti i
prisutnost kampilobaktera u brojnim rezervoarima (u vodi, domacim 1 divljim Zivotinjama
te kuénim ljubimcima) oteZavaju otkrivanje izvora infekcije (40-41), pa je razumijevanje
klinickog znacaja pojedinih sojeva i epidemiologije kampilobakterioza znatno otezano na

globalnoj razini (24).

U imunoloskom odgovoru domacina za savladavanje infekcije kampilobakterima
je klju¢no medudjelovanje nespecificne (urodene) i specifi¢ne (stecene) imunosti.
U nespecificnom imunolo$kom odgovoru sudjeluju fagociti i intestinalne epitelne

stanice, koje povrSinske antigene kampilobaktera prepoznaju pomocu ,,toll-like

receptora 2 1 4. Aktivacija tih receptora potice lucenje proupalnih citokina (interleukin-6 i
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TNF-0) i kemokina (interleukin-8) koji privlace stanice domacina, pretezno neutrofile, a
oni uniStavaju bakterije (30, 42).

Vaznost specificne (steCene) imunosti u upalnom odgovoru je vidljiva iz primjera
osoba s hipogamaglobulinemijom ili sindromom ste¢ene imunodeficijencije (SIDA, engl.
Acquired Immune Deficiency Syndrome, AIDS), kod kojih je primjeéena veéa incidencija

infekcija uzrokovanih s C. jejuni, kao i teza klinicka slika bolesti (30).

2.3. Mikrobioloska identifikacija, diferencijacija vrsta i metode tipizacije

kampilobaktera

Izolacija Campylobacter spp. iz uzoraka oboljelih je prvi i standardni dijagnosticki
postupak za potvrdu kampilobakterioze. Medutim, dio laboratorija jo§ uvijek ima
poteskoca u provodenju kultivacije (43). Za kultivaciju uzoraka stolice upotrebljavaju se
selektivne hranjive podloge (po Karmaliju, Skirrowu, Boltonu) koje se inkubiraju u
mikroaerofilnoj atmosferi na 42°C tijekom 48 sati. Nakon inkubacije se iz poraslih
karakteristiénih mlije¢no-sivih, nepravilnih kolonija napravi mikroskopski preparat
obojen po Gramu, test oksidaze i test katalaze. Kampilobakteri se mikroskopski vide kao
sitni, zavinuti Stapi¢i, nalik na slovo S ili galebova krila. Pozitivni su na testu oksidaze i
testu katalaze. Testom hidrolize hipurata razlikuje se C. jejuni (pozitivan) od ostalih vrsta
kampilobaktera (negativni). Za kultivaciju primarno sterilnih uzoraka Kkoriste se
obogacene hranjive podloge (krvni agar) (1).

Iako su sve ceS¢e u dijagnosti¢koj primjeni, metode izravne detekcije antigena
kampilobaktera iz uzoraka stolice i izravnog dokaza uzroc¢nika postupkom lancane
reakcije polimeraze (engl. Polimerase Chain Reaction, PCR) jo§ uvijek ne pokazuju
dovoljno visoku osjetljivost 1 specificnost. Takoder, te metode, za razliku od kultivacije,
ne omogucavaju daljnju molekularnu tipizaciju i ispitivanje osjetljivosti na antibiotike
ovog patogena (43).

Medutim, danas se molekularne metode tipizacije Campylobacter spp. primjenjuju
u istrazivanjima rasirenosti bolesti, pra¢enju ucestalosti odredenih sojeva tijekom sezona
genotipizira C. jejuni kao dominantni uzro¢nik kampilobakterioze covjeka. Osim za
otkrivanje izvora bolesti, koje podrazumijeva istovremenu genotipizaciju C. jejuni iz

razli¢itih izvora (ljudi, Zivotinja, okoliSa), dio istrazivanja u podrucju molekularne
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epidemiologije usmjeren je na identifikaciju virulentnih sojeva C. jejuni, tj. na
povezivanje genotipova s tezom klinickom slikom (44). Rezultati tih istrazivanja jo$
uvijek su kontroverzni budu¢i da brojni potencijalni virulentni ¢imbenici utvrdeni u
jednim, nisu potvrdeni u drugim istrazivanjima (36, 38-39). U svrhu procjene klinickog
znacenja virulentnih ¢imbenika navedena istrazivanja usporeduju znacajke sojeva
ambulantnih 1 hospitaliziranih bolesnika (44). Genotipizacija ljudskih izolata
kampilobaktera u Republici Hrvatskoj (RH) je prvi put napravljena za potrebe ovog
istrazivanja (45).

Iako se trenutno za genotipizaciju kampilobaktera koriste razli¢ite molekularne
metode ukljucujuéi tipizaciju multilokusnim sekvencioniranjem (engl. Multilocus
Sequence Typing, MLST) 1 cjelogenomsko sekvencioniranje (engl. Whole Genome
Sequencing, WGS), kao optimalna metoda genotipizacije se 1 dalje navodi metoda gel
elektroforeze u pulsiraju¢em polju (engl. Pulsed Field Gel Electrophoresis, PEGE) (46),
koja je opisana 1984. godine (Shwartz i Cantor), te je od tada neprestano u uporabi i
usavrSava se (17). PFGE metoda, uz koriStenje dva restrikcijska enzima, ima dokazano
veliku moguénost razlucivanja podtipova 1 ponovljivost, tj. zadovoljava kriterije
pouzdanosti 1 preciznosti, posebice stoga Sto, za razliku od drugih, detektira
kromosomsko preslagivanje. Dostupnost standardiziranih protokola i1 odlican omjer
troSkova 1 korisnosti su bili presudni da upravo ova metoda bude izabrana metoda
genotipizacije MreZze za molekularnu tipizaciju patogena koje se prenose hranom
»PulseNet“ u Sjedinjenim Americkim Drzavama (engl. Pulse Net USA The National
Molecular Subtyping Network for Foodborne Surveillance) (47-48). ,Pulse Net
International je internetska baza koja sadrzi podatke o izolatima kampilobaktera diljem
svijeta, a primjena standardiziranih protokola omogucuje usporedivost rezultata PFGE
genotipizacije izolata kampilobaktera razlicitih laboratorija (17).

PoteSko¢e u primjeni PFGE metode mogu predstavljati njena vremenska
dugotrajnost, visoka razina tehnickog umije¢a koju zahtijeva, povremeno otezana
interpretacija dobivenih obrazaca pulsotipova, neSto niza mo¢ razlikovanja odsjeCaka
DNK priblizno iste veli¢ine te ¢injenica da odredene sojeve kampilobaktera nije moguce
tipizirati ovom metodom (17, 48).

Tijekom posljednjeg desetljeCa ulestala je primjena MLST-a i WGS-a u
istrazivanju kampilobakterioza. Dingle i suradnici su opisali MLST metodu 2001. godine
(49), a tom metodom se, na temelju sekvenciranja, tipizacija provodi odredivanjem

sljedova nukleotida na viSe genskih lokusa. MLST podatci su znacajno pridonijeli
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istrazivanju moguc¢ih izvora 1 rezervoara te poznavanju putova prijenosa
kampilobakterioze (17, 48). lako MLST odli¢no pokazuje srodnost medu genotipovima i
definira klonalne komplekse (engl. Clonal Complex; CC — grupa od dva ili viSe neovisnih
izolata koji dijele jednake alele na pet ili viSe genskih lokusa) (49), ipak ponekad slabije
razlucuje razlike od PFGE-a pa se klonski kompleksi koji su prepoznati MLST-om mogu
dodatno razluciti PFGE-om na subtipove (50).

Sekvencioniranje cijeloga genoma (WGS) u mikrobiologiji se smatra
revolucionarnom metodom koja ¢e postupno zamijeniti ostale metode genotipizacije. S
druge strane, cjelogenomske analize, iako imaju nesto vecu diskriminatornu mo¢, su
vremenski 1 tehnicki prezahtjevne (40). Dodatno ogranicenje tih metoda zasad je i

nedostatak standardnih protokola 1 validacije (48).

2.4. Otpornost kampilobaktera na antibiotike

Ispitivanje otpornosti na antibiotike je takoder sastavni dio pracenja
epidemioloskog 1 klini€¢kog zna€aja kampilobaktera. Provodi se metodom dilucije u agaru
1 dilucije u bujonu (51), a odnedavno 1 disk difuzijskim postupkom (52). Gradijent strip
test (epsilometrijski ili E test), koji je kombinacija dilucijske i1 disk difuzijske metode,
pokazao se osjetljivijim od metode dilucije u agaru (43). Ima dobru podudarnost rezultata
s metodom dilucije u bujonu (53), a za razliku od disk difuzijske metode, rezultati E testa
su izrazeni kvantitativno kao minimalne inhibitorne koncentracije.

Porast otpornosti izolata kampilobaktera na fluorokinolone i tetraciklin je tijekom
posljednjeg desetljec¢a zabiljeZen Sirom svijeta (54-56). Zabiljezene stope otpornosti su
razli¢ite - najniZe su u skandinavskim zemljama (55) i Australiji (57), a najvise u azijskim
zemljama (58-59) i Spanjolskoj (55). RaSirenost i porast otpornosti na antibiotike
pripisuju se pretjeranoj uporabi kinolona 1 tetraciklina u uzgoju Zivotinja na farmama,
produljenoj uporabi antibiotika u humanoj medicini, osobito u imunokompromitiranih
bolesnika (60) te produljenoj kolonizaciji 1 perzistenciji, tj. boljoj vijabilnosti takvih
sojeva unutar zivotinjskog rezervoara (61). Obrasci uporabe antibiotika i njima
uzrokovana selekcija otpornosti u jednom dijelu svijeta Sire se globalno putem
medunarodnog lanca trgovine hranom i medunarodnih putovanja (62). Dokazano je,
primjerice, da su infekcije sojevima otpornim na fluorokinolone povezane s putovanjima i

da je rizik za infekciju rezistentnim sojevima visi u odredenim turistickim podrucjima
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(63). Stoga je vrlo vazno poznavati i pratiti otpornost sojeva kampilobaktera na
antibiotike u lokalnoj sredini. Poznavanje otpornosti na antibiotike preduvjet je ispravnog
odabira terapije u tezim slucajevima bolesti.

Otpornost kampilobaktera na antibiotike je uglavnom posljedica spontane
mutacije odredenog gena te bakterije, a moZze nastati i zbog horizontalnog prijenosa gena
izmedu bakterija tog roda (engl. Horizontal Gene Transfer, HGT).

Primijeceno je da C. jejuni, za razliku od drugih bakterijskih vrsta, nema velik broj
gena koji kodiraju molekule za popravak DNK, a nedostaju mu 1 geni koji Stite DNK od
mutagenog djelovanja ultravioletnog (UV) zraCenja. Nedostatak tih gena ¢ini ovog
uzro¢nika podloznijim nastanku mutacija (64-66).

U istraZzivanju koje su proveli Zhao i1 sur. 2016. godine (67), provedeno je
sekvencioniranje citavog genoma (WGS) 114 izolata kampilobaktera sa ciljem
identificiranja gena koji se povezuju s antimikrobnom otpornosc¢u. Identificirano je 18
gena: tet(O), blaOXA-61, catA, Inu(C), aph(2”)-Ib, aph(2”)-Ic, aph(2")-If, aph(2")-Ig,
aph(2”)-Ih, aac(6’)-Ie-aph(2”)-Ia, aac(6’)-Ie-aph(2”)-If, aac(6')-Im, aadE, sat4, ant(6"),
aad9, aph(3")-Ic, aph(3”)-Illa te mutacije ,,domacinskih* (eng. housekeeping) gyrA i 23S
rRNA gena. UocCena je snazna povezanost izmedu fenotipske otpornosti kampilobaktera
na testirani antibiotik 1 prisutnosti jednog ili viSe navedenih mutiranih gena za otpornost.
Takva povezanost je za tetraciklin, ciprofloksacin i eritromicin u ovom istraZivanju bila
100% (67). Unato¢ ovim spoznajama, mehanizmi kojima spomenuti geni ostvaruju
antimikrobnu otpornost u kampilobaktera za sada nisu u potpunosti razjas$njeni (67).

Bakterije iz roda Campylobacter nisu sklone ugradnji genetskog materija drugih
bakterijskih vrsta. Medutim, izmedu sojeva kampilobaktera se ipak vida horizontalni
prijenos gena za otpornost na antibiotike (42). Horizontalni prijenos gena se ostvaruje
mehanizmima prirodne transformacije, transdukcije ili konjugacije, a prenose se genetski
elementi u obliku kromosoma, transpozona ili plazmida (30). Konjugacija ima temeljnu
ulogu u prijenosu plazmidski posredovane neosjetljivosti (60). Primjer konjugacije je
prijenos tet(O) gena izmedu bakterija C. jejuni zapazen u crijevima kokosi (68).

Velika prevalencija plazmida konjugiranih tet(O) genom se povezuje s rastu¢om
neosjetljivos¢u kampilobaktera na tetracikline, dok je razvoj otpornosti na makrolide i
fluorokinolone kampilobaktera posljedica kromosomalno posredovane prirodne
transformacije njihova genoma. (60). Preciznije, osnovni mehanizmi otpornosti
kampilobaktera na antibiotike su: modifikacija ciljnog mjesta djelovanja antibiotika (npr.

modifikacija DNA-giraze kao uzrok neosjetljivosti na kinolone/fluorokinolone),
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nemogucnost antibiotika da dosegne ciljno mjesto djelovanja (npr. postojanje velikog
vanjskog membranskog proteina (engl. Major Outer Membrane Protein, MOMP), efluks
antibiotika (npr. efluks makrolida, fluorokinolona, beta-laktama i tetraciklina putem
CmeABC efluksne pumpe) te modifikacija ili inaktivacija antibiotika (npr. postojanje
aminoglikozid-modificiraju¢eg enzima). Visoka otpornost na antibiotike je obi¢no
rezultat aktivnosti efluksne pumpe i postojanja jos jednog od navedenih mehanizama

(30), odnosno njihova sinergistickog ucinka.

Povezanost otpornih fenotipova C. jejuni s patogenos¢u i virulencijom sojeva nije
sasvim istrazena. Rezultati nekih studija upucuju da su infekcije sojevima kampilobaktera
otpornim na kinolone povezane s tezom klinickom slikom 1 viS$im mortalitetom (69). S
obzirom na nedavnu pojavu virulentnog SA klona C. jejuni u SAD-u kojem su pripadali
izolati otporni na tetraciklin, pretpostavlja se da i tetraciklinska otpornost pridonosi
virulenciji, odnosno stupnju patogenosti sojeva C. jejuni (61). Budu¢i su ta pitanja jos$

otvorena, a dosadas$nji rezultati kontroverzni (70-71), potrebna su dodatna istrazivanja.

2.5. Epidemioloske znacajke kampilobakterioza

Kampilobakterioza, koja pripada medu antropozoonoze, je u razvijenim zemljama
razmjerno Cesta infekcija probavnoga sustava (72). Medutim, izmedu pojedinih zemalja
postoje velike razlike u incidenciji kampilobakterioze koja se biljezi u rasponu od 1,3 do
197,4/100 000 stanovnika godisnje (73-76). One se tumace razlikama u dostupnosti
zdravstvene zaStite 1 metodama laboratorijske dijagnostike, razlikama u sustavima
prijavljivanja bolesti, ali i stvarnim razlikama u incidenciji uslijed specificne prostorne
raspodjele izvora infekcije (77). Ukupno uzevsi, bakterije roda Campylobacter su
globalno najc¢es¢i uzrocnici bakterijskog gastroenteritisa (2).

Iako vecina dosad provedenih epidemioloskih studija ukazuje na Cinjenicu da je
kampilobakterioza bolest koja se najceSce prenosi hranom te da je upravo meso peradi
najvazniji izvor zaraze za ljude (15-16, 72), uoCeno je takoder da je razvoj
kampilobakterioze posljedica kompleksnih interakcija izmedu uzro€nika bolesti, osobina
domacina, okoliSa i putova prijenosa, te da postoje velike lokalne razlike u incidenciji,
sezonskoj pojavnosti bolesti i otpornosti izolata izmedu pojedinih regija (77-80). Stoga se

danas, uz meso peradi, kao glavni izvor infekcija kampilobakterom, navode sve vise 1

17



drugi izvori poput vode za pice, okolisa te kontakta s kuénim ljubimcima i domac¢im
zivotinjama (41, 76). Za takve se izvore pretpostavlja da imaju specificnu prostornu
raspodjelu tj. da su lokalizirani u pojedinim podrucjima, za razliku od komercijalno
dostupnog mesa peradi, izvora koji je uglavnom jednoliko rasprostranjen unutar iste
zemlje (81).

Izrazena ljetna sezonalnost infekcija kampilobakterom, uz regionalne varijacije
vrthunca broja infekcija od lipnja (u Ujedinjenom Kraljevstvu) do kolovoza (u
skandinavskim zemljama), je uobifajena u umjerenom klimatskom pojasu, $to ¢ini
kompleksne interakcije izmedu okolisa, uzro¢nika i domacina dodatno slozenima (7, 77,
79). Stoga su epidemioloske studije koje ispituju prostornu razdiobu oboljelih od
kampilobakterioze unutar pojedine regije dragocjen alat za identifikaciju specifi¢nih
podrucja s povecanim rizikom za obolijevanje, kao i za proucavanje rizicnih ¢imbenika za
razvoj kampilobakterioze koji nisu povezani s konzumacijom kupljenog mesa peradi. Uz
to, ovakva istrazivanja mogu unaprijediti postojeée sustave prijave 1 nadzora
kampilobakterioza te omogucditi osmisljavanje prikladnih mjera prevencije ove bolesti u
lokalnim 1 medunarodnim okvirima (79). Regionalne i sezonske razlike u incidenciji i
ostalim znaCajkama bolesti mogu se ocekivati 1 unutar RH u odnosu na zemljopisne 1
klimatske razlike te moguce razlike u poljoprivrednoj proizvodnji 1 prehrambenim
navikama stanovnistva.

Iako su poznata ograniCenja, veéina studija procjenu incidencije temelji na broju
laboratorijski potvrdenih izolata, odnosno na mikrobioloskim rezultatima uzoraka stolice
hospitaliziranih i ambulantnih bolesnika s proljevom koji su sustavno prikupljeni u
promatranom podru¢ju tijekom pojedine godine (82). Takva metoda ima visoku
specifi¢nost (pozitivni su uistinu bolesni od kampilobakterioze) i preporucuje se u sluc¢aju
bolesti s niskom godisSnjom incidencijom (83). Ogranicenje metode je njena niza
osjetljivost, jer za potpunu procjenu incidencije nedostaju bolesnici s gastroenteritisom
koji nisu zatrazili lije¢nicku pomo¢ kao 1 oni kojima nisu napravljene laboratorijske
pretrage. To predstavlja ograniCenje naseg, ali i ostalih istrazivanja iz ovog podrucja (82).
No navedena ograni¢enja imaju i najrazvijeniji nacionalni registri (84).

S druge strane, kohortne populacijske studije za procjenu incidencije
kampilobakterioza iznimno su rijetke 1 teSko provedive. Naime, zbog relativno niske
incidencije kampilobakterioza u opcoj populaciji, za valjanu procjenu incidencije

potrebno je pratiti znacajno veliku populaciju u razdoblju od nekoliko godina (83, 85).
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Procjena incidencije kampilobakterioze u nekim se slucajevima nastoji korigirati
»piramidnim rekonstrukcijskim studijama“ u kojima se broj laboratorijski potvrdenih
slucajeva korigira za neprijavljene i nedetektirane slu¢ajeve mnozenjem s ,,koeficijentom
multiplikacije* (22, 85). Medutim, za izracun takvog koeficijenta potrebne su vrlo
detaljne informacije o koriStenju zdravstvenih usluga i laboratorijskom testiranju kojih u
Hrvatskoj nema. Kriti¢ari ove metode takoder isticu i da je njome procijenjena incidencija
znacajno visa 1 od incidencije u kohortnim studijama (86). Stoga se procjena incidencije
kampilobakterioza na temelju broja laboratorijski potvrdenih izolata koristi u vecini
objavljenih istrazivanja.

Podatci i studije o humanoj kampilobakteriozi u RH su nedostatni zbog postojecih
ograni¢enja u provodenju mikrobioloSkih pretraga i sustavu prijave zaraznih bolesti.
Naime, prijavljivanje kampilobakterioza propisano je Zakonom o zastiti pucanstva od
zaraznih bolesti tek 2007. godine (87), a prve sluzbene prijave ove bolesti nalazimo
zabiljezene 2009. godine (88). Medutim, trenutni sustav nadzora kampilobakterioza u RH
procjenjuje incidenciju na temelju registriranja broja lije¢nickih prijava. Takva procjena
nije specificna jer ukljucuje prijavu bolesti na temelju klinicke slike, a bez nuzno
potvrdenog uzrocnika, kako je uobi¢ajeno u sustavima za nadzor 1 pracenje
kampilobakterioza vec¢ine zemalja Europske unije (55) 1 Sjedinjenim Americkim
Drzavama (89).

U RH do sada nije izvrSena procjena incidencije infekcija uzrokovanih
Campylobacter spp. na temelju broja laboratorijski utvrdenih izolata, koja bi ukljucivala
sveobuhvatnu mreZu laboratorija na odredenom podrucju. Naime, rijetke ranije objavljene
studije su procjenjivale incidenciju na temelju podataka prikupljenih u kratkom,
cetveromjesecnom razdoblju (8) i to iskljucivo od hospitaliziranih bolesnika (8) ili
isklju¢ivo od ambulantnih bolesnika (9). Takoder, tehni¢ki zahtjevna kultivacija
kampilobaktera se nije provodila sustavno u svim mikrobioloSkim laboratorijima u RH,
pa stoga opisani postupak procjene incidencije na temelju broja laboratorijski potvrdenih
izolata nije bilo moguce napraviti na nacionalnoj razini.

Posljedica nedostatka takvih podataka na nacionalnoj razini je znacajno
podcjenjivanje ovog javnozdravstvenog problema u RH. Naime, sustavno se provodila
samo pretraga na salmonele i Sigele, koje se stoga neopravdano smatraju najéeSc¢im
bakterijskim uzroCnicima gastroenteritisa. Stoga su potrebna epidemioloska i
molekularno-mikrobioloska istrazivanja ¢imbenika koji pridonose virulenciji 1 iznimnoj

raSirenosti kampilobaktera.
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U ovom istrazivanju provedeno je sustavno pretrazivanje uzoraka stolice na
Campylobacter spp. svih ambulantnih i hospitaliziranih bolesnika s gastroenteritisom u
Splitsko—dalmatinskoj Zupaniji SDZ od 2007. do 2012. godine te sloZeni postupci
ispitivanja antibiotske osjetljivosti i genotipizacije izolata C. jejuni. Takoder su
prikupljeni i analizirani socio - demografski i okoli$ni podatci o oboljelima kako bi se na
temelju cjelovite slike moglo utvrditi koje su znacajke povezane s ve¢om incidencijom,

odnosno s tezom klini¢kom slikom bolesti.
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3. PROBLEMATIKA I CILJ ISTRAZIVANJA

3.1. Problematika istraZivanja

Bakterije roda Campylobacter su naj¢es¢i uzrocnici bakterijskog gastroenteritisa u
nerazvijenim 1 vecini razvijenih zemalja (2, 26). Medutim, genetska heterogenost
uzro¢nika, pretezito pojedinacno pojavljivanje oboljelih, rijetko povezivanje odredene
hrane s epidemijskim slucajevima bolesti te prisutnost kampilobaktera u brojnim
rezervoarima znatno oteZavaju otkrivanje izvora infekcije. Stoga je razumijevanje
klinickog znacaja sojeva i epidemiologije kampilobakterioza znatno oteZzano na globalnoj
razini.

Postoje velike prostorne razlike u incidenciji kampilobakterioze koje se ne mogu
objasniti poznatim rizi€nim ¢imbenicima, ali 1 kontradiktorne informacije u literaturi o
incidenciji na pojedinom podrucju kao 1 o virulenciji sojeva (36, 38-39, 77-80). lako je u
studijama slucajeva i kontrola utvrdeno da se gotovo polovina rizika moZze pripisati
konzumaciji hrane, posljednjih godina se sve viSe istie 1 hipoteza o okoliSnim i drugim
rizicnim ¢imbenicima (41). S obzirom na kompleksne interakcije izmedu uzrocnika
bolesti, osobina domacina, okoliSa i putova prijenosa, regionalne studije su upravo modeli
na kojima se mogu istraziti takve odrednice kampilobakterioze. Rezultati nekoliko
ekoloskih studija u kojima se incidencija kampilobakterioze modelirala na temelju
okolis$nih 1 socio-demografskih znacajki pokazale su da je koriStenje op¢ina ili postoje¢ih
prostornih podjela u popisu stanovnistva optimalna skala za proucavanje determinanata
kampilobakterioze na regionalnoj razini (90).

Cilj ovog istrazivanja bio je sustavno ispitati mikrobioloSko-molekularne, socio-
demografske i prostorne znacajke kampilobakterioze u SDZ te na temelju tako dobivene
cjelovite slike utvrditi koje su znacajke povezane s ve¢om incidencijom, odnosno s tezom
klinickom slikom bolesti. Na taj se nac¢in mogu utvrditi regionalne specifi¢nosti
kampilobakterioze S§to je vazno za ukupno poznavanje epidemiologije ove infektivne
bolesti, ali je vazno i u kontekstu izostanka vjerodostojnih podataka na nacionalnoj razini.

Uz znanstveni, nije zanemariv ni strucni doprinos istraZzivanja - povecanje

kvalitete zdravstvenih podataka i1 mikrobioloSke dijagnostike, budu¢i da trenutno ne
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postoje vjerodostojni podatci o kampilobakteriozi na temelju kojih se mogu donositi

javno-zdravstvene mjere u SDZ niti u RH.

Identifikacijom novih 1/ili potvrdom poznatih znacajki ove bolesti znacajno ¢e se

doprinijeti globalnom znanju o kampilobakteriozi te stvoriti pretpostavke za planiranje

javno-zdravstvenih preventivnih mjera u SDZ i u RH.

3.2. Cilj istrazivanja

Ciljevi ovog istrazivanja su:

1.

Procijeniti incidenciju kampilobakterioze u SDZ u razdoblju od 2007. do
2012. godine na temelju broja laboratorijski potvrdenih infekcija vrstama roda

Campylobacter.

Procijeniti incidenciju kampilobakterioze u SDZ prema dobi, spolu, socio-
demografskim  (urbano/suburbano/ruralno), i prostorno - okoliSnim
znacajkama prebivaliSta bolesnika (koriStenje poljoprivrednog zemljista 1
meteoroloski podatci) te utvrditi koje su znacajke povezane s viSom

incidencijom.

Ispitati obrasce otpornosti na antibiotike i genotipove C. jejuni, izoliranih iz

uzoraka stolice ambulantnih i hospitaliziranih bolesnika u SDZ.

4. Usporediti ucestalost socio-demografskih (dob, spol, urbano/suburbano

/ruralno), prostornih, mikrobioloSkih (otpornost C. jejuni na antibiotike) i
molekularnih (genotipovi C. jejuni) znacajki kampilobakterioze izmedu
ambulantnih i hospitaliziranih bolesnika te odrediti koje su znacajke povezane s

razvojem teze klinicke slike, odnosno s hospitalizacijom bolesnika.
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3.3. Hipoteza istraZivanja

Hipoteze ovog istrazivanja su:

1. Incidencija kampilobakterioze u SDZ u razdoblju od 2007. do 2012. godine je
povezana s demografskim znaCajkama oboljelih (dob, spol, mjesto

prebivalista).

2. Mijeseni broj izolata Campylobacter spp. u SDZ u razdoblju od 2007. do 2012.
godine je povezan s prosjecnim mjeseCnim vrijednostima meteoroloskih
parametara (prosjecna mjesecna temperatura zraka, relativna vlaznost zraka i
mjesecna koli¢ina oborina) i s poljoprivrednim aktivnostima u pojedinim

podru¢jima SDZ.
3. Molekularno - mikrobioloske znaajke sojeva C. jejuni (genotip sojeva i

njihova otpornost na antibiotike) i znacajke bolesnika (dob, spol, prebivaliste)

inficiranih sojevima C. jejuni mogu biti povezane s hospitalizacijom bolesnika.
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4. METODE, ISPITANICI I UZORCI

4.1. Ispitanici

Svi ispitanici obuhvaceni istrazivanjem su bili bolesnici iz Splitsko—dalmatinske
Zupanije koji su zbog sumnje na bakterijski gastroenteritis u razdoblju od 1.1.2007. do
31.12.2012. godine dali uzorke stolice u laboratorije Nastavnog zavoda za javno
zdravstvo Splitsko-dalmatinske Zzupanije (NZZJZ SDZ) i Klini¢kog bolni¢kog centra Split
(KBC Split) 1 kojima su u tim uzorcima dokazane bakterije roda Campylobacter spp..

Novooboljelim se smatrao isklju¢ivo bolesnik kojem je u kalendarskoj godini
uzroénik Campylobacter spp. dokazan prvi put (tj. bolesnik s primoizolatom
Campylobacter spp.), a uzastopni izolati kampilobaktera (engl. copy strains) istog
bolesnika nisu smatrani novom infekcijom (89, 91).

Od ukupno 2812 bolesnika pozitivnih na Campylobacter spp., bilo je 2119
ambulantnih bolesnika i 693 hospitaliziranih. Budu¢i da se mikrobioloski uzorci svih
ambulantnih i hospitaliziranih bolesnika u SDZ upuéuju isklju¢ivo u laboratorij NZZJZ
SDZ ili KBC Split, istrazivanjem su sustavno obuhvaceni svi bolesnici s laboratorijski
potvrdenom dijagnozom kampilobakterioze u SDZ.

Ambulantni bolesnici su oni koji su na podruju SDZ lije¢eni u primarnoj
zdravstvenoj zaStiti s dijagnozom akutnog gastroenteritisa 1 €iji je uzorak upucen na
bakteriolosku pretragu u Sluzbu za mikrobiologiju NZZJZ SDZ. Hospitalizirani bolesnici
su oni koji su s primarnom dijagnozom akutnog gastroenteritisa lijeeni u KBC Split i ¢iji
je uzorak upucen na bakteriolosku pretragu u Klinicki zavod za mikrobiologiju i
parazitologiju KBC Split. Ti bolesnici u istraZivanju su definirani kao oni s teZom
klinickom slikom (70, 92).

Sve bolesnike u istrazivanju su pregledali obiteljski lije¢nici 1 na temelju klinickih
znakova odredili lijeenje kod kuée uz pretragu uzorka stolice u NZZJZ SDZ ili
hospitalizaciju uz pretragu uzorka u KBC Split, Sto je dokumentirano njihovim
uputnicama. Eventualne kasnije hospitalizacije ambulantnih bolesnika s primarnom
dijagnozom gastroenteritisa su evidentirane i takvi su bolesnici svrstani u hospitalizirane

bolesnike.
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Uzorci stolice ambulantnih bolesnika su prikupljani u srediStu Sluzbe za
mikrobiologiju NZZJZ SDZ u Splitu i u svim ispostavama NZZJZ SDZ na podruéju
zupanije: u Omisu, Makarskoj, Vrgorcu, Imotskom, Sinju, Trogiru, Supetru, Jelsi i Visu,
a uzorci stolice hospitaliziranih bolesnika su s odjela, klinika i zavoda KBC Split su
upuceni na Zavod za klinicku mikrobiologiju i parazitologiju KBC Split.

Svi uzorci dijarealne stolice bolesnika s gastroenteritisom s podruc¢ja Splitsko—
dalmatinske Zupanije (SDZ), upuéeni na bakteriolo§ku pretragu u NZZJZ SDZ ili KBC
Split od 2007. do 2012. godine (prosjecno 5 500 godisnje), bili su sustavno obuhvaceni

pretragom na Campylobacter spp.

Kriterij ukljuéenja ispitanika:

v’ izolacija Campylobacter spp. iz uzorka stolice bolesnika s akutnim
gastroenteritisom (mikrobioloski dokaz),

v sve dobne skupine,

<\

oba spola,

v" mjesto prebivalista u Splitsko—dalmatinskoj Zupaniji.

Kriterij iskljuenja uzoraka stolice bolesnika:

v' uzastopni (engl. copy) sojevi kampilobaktera izolirani iz nekoliko
uzoraka stolice istog bolesnika se nisu uzimali u obzir pri izracunu
incidencije kampilobakterioze niti u molekularno — mikrobioloskim

analizama genotipova 1 otpornosti C. jejuni.

Svi podatci o ispitanicima i njihovim izolatima su pohranjeni u racunalnoj bazi
podataka Odjela za dijagnostiku infekcija probavnoga sustava Sluzbe za mikrobiologiju
NZZJZ SDZ.

BiljeZeni su dob, spol, mjesto prebivalista 1 na¢in lijecenja bolesnika (ambulantno

lijecenje ili hospitalizacija), datum izolacije 1 identificirana vrsta Campylobacter spp..
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4.2. Demografski, meteoroloski i poljoprivredni podatci

Podatci o broju, dobnoj i spolnoj strukturi stanovniStva u gradovima i op¢inama
SDZ dobiveni su iz Popisa stanovnistva, ku¢anstava i stanova Republike Hrvatske 2001. i
2011. godine (u daljnjem tekstu: Popis stanovnistva RH 2001. i 2011.) (93-94). Ukupni
broj stanovnika u SDZ i ukupni broj stanovnika prema podrugjima, spolu i dobnim
skupinama odreden je prema Popisu stanovnika 2011. godine (94) (Tablica 1. u Dodatku),
a broj stanovnika u SDZ pojedinoj kalendarskoj godini prema Procjenama broja
stanovnika, koje su objavljene kao dodatci Popisa stanovnika 2001. (2007. — 2010.) (93) i
Popisa stanovnika 2011. (2011. —2012.) (94).

Na temelju izra¢una gustoce stanovnistva (broj stanovnika/kmz) (94-95) 1 zraCne
udaljenosti od Zupanijskog centra — Splita koja je mjerena pomocu racunalne aplikacije
Google karte (96), 55 gradova i op¢ina u zupaniji su svrstani u tri geografska podrucja:
urbano podru&je (> 500 stanovnika/km’, < 5 km udaljenosti od centra Splita);
suburbano podruéje (150 - 500 stanovnika/km?, 5 - 30 km udaljenosti od centra Splita) 1
ruralno podrudje (< 150 stanovnika/km? , > 30 km udaljenosti od centra Splita) (Slika

I).

[ rurzlo potrude
[ suburbano podrutie
I urbano podrude

ZAGVOZD

SUTIVAN r\SUF‘ET&R POSTIRR

Slika 1. Geografska karta SDZ s prikazom urbanog, suburbanog i ruralnog podru¢ja

(prema ,,Split — urbana aglomeracija“) (97).
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Prema gore navedenim kriterijima:

e uurbano podrucje spada grad Split;

e u suburbano podrucje: opéina Podstrana; grad Solin s op¢inama Klis,

Dugopolje i Mu¢; grad Kastela s opéinom Lecevica; grad Trogir s
op¢inama Seget, Prgomet, Primorski Dolac, Marina, Okrug, grad Omis s
op¢inama Sestanovac, Zadvarje, Dugi Rat; grad Makarska s pripadajuéim
op¢inama Baska Voda, Brela, Gradac, Podgora, Tucepi;

.....

e u ruralno podrucje: grad Imotski s opéinama Cista Provo, Lokvi€iéi,

Lovre¢, Podbablje, Prolozac, Runoviéi, Zagvozd, Zmijavci; grad Sinj s
op¢inama Dicmo, Hrvace, Otok; grad Trilj, grad Vrlika; grad Vrgorac,
otok Bra¢ s gradom Supetar 1 opinama Bol, Milna, NereziS¢a, Sutivan,
Selca, Puciica, Postira, otok Solta, otok Hvar s gradom Hvarom i Starim
Gradom i op¢inama Jelsa, i Sucuraj; otok Vis s gradovima Visom i

Komizom i pripadaju¢im naseljima.

Ukupne prosjecne stope incidencije za razdoblje 2007. - 2012. godine (engl.
Mean Overall Incidence Rate) su se racunale na temelju broja laboratorijski potvrdenih
izolata Campylobacter spp. u razdoblju od 2007. do 2012. godine (Tablica 2 u Dodatku) i
podataka o broju stanovnika (Tablica 1 u Dodatku), a izraZene su kao stope na 100 000
stanovnika (98) i to za: cijelo podrudje SDZ, za tri geografska podrugja (urbano,
suburbano i ruralno), za deset dobnih skupina (0 - 4,5 -9, 10 - 19, 20 - 29, 30 - 39, 40 -
49, 50 - 59, 60 - 69, 70 - 79 1> 80 godina) i prema spolu (98).

GodiSnje stope incidencije racunale su se na temelju broja laboratorijski
potvrdenih izolata Campylobacter spp. u pojedinoj godini (Tablica 3 u Dodatku) i
podataka u broju stanovnika u toj godini, odredenim prema godiSnjim Procjenama broja
stanovnika (93, 94), a izrazene su kao stope na 100 000 stanovnika za SDZ i za tri

geografska podrucja.

Sukladno posljednjem Popisu poljoprivrede Republike Hrvatske provedenom
2004. godine (95), podatci o ukupnoj veli¢ini zemljista pojedinog podru¢ja SDZ i veli¢ini
ukupnog koriStenog poljoprivrednog zemljiSta koji uklju¢uju povrSinu obradenog

poljoprivrednog zemljiSta i povrSinu objekata namijenjenih uzgoju peradi i stoke u
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pojedinom podrucju zupanije (urbanom, suburbanom ili ruralnom), koriSteni su kao

indikator poljoprivredne aktivnosti u pojedinom podru¢ju SDZ.

Meteoroloski podatci koje je, za razdoblje od 2007. do 2012. godine, ustupio
Pomorski hidrometeoroloski centar Split Drzavnog hidrometeoroloskog zavoda RH
(DHMZ), su prikupljeni sa svih 14 meteoroloskih mjernih postaja u SDZ: Split-Marjan,
Split-aerodrom, Hvar, Vis-Hum, Makarska, Sutivan, Bol, Sumartin, Jelsa, Sestanovac,
Sinj, Ricice-Brana, Imotski, Vrgorac. Prosje¢ne dnevne vrijednosti temperature zraka
(°C), relativne vlaznosti (%) i koli¢ine oborina (mm) su mjerene na svakoj postaji u SDZ.
Za potrebe proucavanja klime na meteoroloskim postajama temperatura se mjerila tri
puta na danu u 7 sati ujutro, u 14 poslije podne 1 u 21 sat navecer. 1z tih podataka, prema

formuli, izraCunavala se prosjecna dnevna temperatura zraka na svakoj postaji:

(TsredD) = (T7 + T14+ 2 T21) /4 (99) (1.1)

Na temelju dobivenih podataka o prosjecnim dnevnim vrijednostima sa svih 14
postaja su se radunale prosjeéne dnevne vrijednosti temperature u SDZ (TsredD), a potom
i prosje¢ne mjese¢ne vrijednosti temperature u SDZ (TsredM), prema formulama za

izraCun prosje¢nih mjese¢nih vrijednosti:

TsredM = (TsredD1 + TsredD2 + ... + TsredD28 + ... + TsredD31) / Broj dana u
mjesecu (TsredD) (99) (1.2)

Srednja godiSnja temperatura je prosjecna vrijednost svih dvanaest srednjih

mjesecnih temperatura, i raCuna se prema izrazu:
TsredG = (TsredM 1 + TsredM2 + ... + TsredM11 + TsredM12) / 12 (99) (1.3.)
Na meteoroloskim postajama koli¢ina oborina se mjeri jednom dnevno, ujutro u
7 sati. Prosje¢ne mjeseéne koli¢ine oborine u SDZ dobiju se kao aritmeti¢ka sredina

prosjecnih dnevnih vrijednosti koli¢ine oborina izmjerenith na 14 postaja, prema gore

navedenoj formuli (1.2.).
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Srednje mjese¢ne koli¢ine oborina za razdoblje 2007. — 2012. u SDZ dobiju se
takoder izradunom aritmeti¢ke sredine prosjeénih mjeseénih koli¢ina oborina u SDZ. To
zna¢i da primjerice zbrojimo sve prosjecne mjesecne koli¢ine za sijeCanj i taj zbroj
podijelimo s brojem godina za koje imamo podatke. Tako napravimo za svih 12 mjeseci i
dobijemo srednje mjesecne visSegodisnje koli¢ine oborina (99).

Na meteoroloskom postajama se relativna vlaZnost zraka mjerila tri puta
dnevno, a prosje¢ne dnevne, mjesecne, godiSnje i visSegodisnje vrijednosti relativne vlage
u zraku su se dobile izra¢unom aritmeticke sredine, kao Sto je ve¢ opisano na primjeru
izracuna prosjecnih vrijednosti temperature (formule 1.1., 1.2., 1.3.) (99).

U statistickoj analizi su se koristile prosje¢ne mjesecne vrijednosti meteoroloskih
parametara za svaku od Sest godina u razdoblju 2007. do 2012. godine te ukupne
prosjecne vrijednosti meteoroloskih parametara za SestogodiSnje razdoblje 2007. — 2012.

u SDZ.

4.3. 1zolati Campylobacter jejuni KoriSteni u ispitivanju osjetljivosti na antibiotike i

genotipizaciji

Ispitivanje osjetljivosti na antibiotike 1 genotipizacija izolata vrste C. jejuni
provedeno je od 1.5. 2012. do 31.5. 2013. testiranjem 77 uzastopnih izolata C. jejuni
hospitaliziranih bolesnika i 77 izolata ambulantnih bolesnika koji su izolirani istoga
datuma kada 1 izolati hospitaliziranih bolesnika. Uzorak takve veli¢ine obuhvaéa 100%
izolata hospitaliziranih bolesnika te 21% izolata ambulantnih bolesnika, S§to uz
pretpostavku o 95% razini pouzdanosti osigurava toleranciju pogreske do 10% u ciljanoj
populaciji. Do provodenja ispitivanja sojevi su bili pohranjeni u tekucoj podlozi Miiller-

Hinton bujon (Biolife, Italija) s dodatkom 20% glicerola (Merck, Njemacka) pri -80°C.

4.4. Mikrobioloski i molekularni postupci

Dijagnosti¢ki postupci, detaljnije opisani u nastavku teksta, provedeni su u
istrazivanju slijede¢im redoslijedom:
1. Izolacija Campylobacter spp. iz uzorka proljevaste stolice standardnim

mikrobioloSkim postupkom,
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2. Identifikacija vrsta Campylobacter spp. biokemijskim testovima,

3. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije antibiotika i osjetljivosti
izoliranih sojeva C. jejuni metodom gradijent strip testa (E testom),

4. Odredivanje makrorestrikcijskih profila C. jejuni — genotipizacija metodom

gel elektroforeze u pulsiraju¢em polju.

Ad 1) Izolacija Campylobacter spp. standardnim mikrobioloskim postupkom

Izolacija Campylobacter spp. iz uzorka proljevaste stolice provedena je
kultivacijom na selektivnom hranilistu Karmali agar (Biolife, Italija) u mikroaerofilnoj
atmosferi (6% O,, 13% CO,) koja je stvorena uporabom tvornicki pripremljenih vrecica
Genbox microaerof (bioMerieux, Francuska) i uz inkubaciju pri 42°C tijekom 48 sati.

Pozitivnim nalazom Campylobacter spp. je smatran porast sivo—smedih, vlaznih,
okruglih i nepravilnih, konfluiraju¢ih kolonija bakterija koje su bile pozitivne u testu
citokrom oksidaze i testu katalaze, a u mikroskopskom preparatu su bile gram-negativne 1

spiralno zavijene.

Ad 2) Identifikacija vrsta biokemijskim testovima

Za svaki izolat Campylobacter spp. uraden je test hidrolize hipuri¢ne kiseline u
epruveti. Suspenzija ispitivanih izolata kampilobaktera 1 hipuri¢ne kiseline je inkubirana
pri 37°C tijekom 2 sata, a potom su u suspenziju dodane 4 kapi ninhidrina (bioMerieux,
Francuska). Razgradnja hipuri¢ne kiseline ocitovala se promjenom boje suspenzije u
ljubicastu 1 smatrala se pozitivnim nalazom (100). Budu¢i da iskljucivo izolati C. jejuni
imaju sposobnost razgradnje hipuri¢ne kiseline (100), sojevi kampilobaktera koji su bili
pozitivni u tom testu identificirani su kao C. jejuni.

Za daljnju identifikaciju sojeva Campylobacter spp. koji su bili negativni u testu
hidrolize hipurata, koriSten je test hidrolize indoksil acetata 1 komercijalni niz
biokemijskih testova Api Campy (bioMerieux, Francuska) ¢iji su rezultati uneseni u

prateci racunalni program koji je na temelju biokemijskih nalaza odredio vrstu.
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Ad 3) Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije antibiotika i osjetljivosti

izoliranih sojeva C. jejuni metodom E testa

Ispitivanje antibiotske osjetljivosti kampilobaktera provedeno je u SDZ i RH po
prvi put za potrebe ove studije, metodoloski u skladu s preporukama EQAS (engl.
External Quality Assurance System) programa Referentnog laboratorija za ispitivanje
antimikrobne osjetljivost EU za 2011. godinu (101).

Za metodu testiranja osjetljivosti na antibiotike odabran je gradijent — strip test (E-
test®, bioMerieux, Marcy I'Etoile, Francuska), koji je kombinacija difuzijske i dilucijske
metode, a rezultati su izrazeni kvantitativho kao minimalne inhibitorne koncentracije
(MIK; pg/mL). Usporedivan sa standardiziranim metodama dilucije u agaru i bujonu, test
je pokazao dobru podudarnost rezultata, a izvedba je jednostavnija, jeftinija 1 brza od
navedenih dilucijskih metoda (53). Za testiranje su odabrani antibiotici eritromicin,
ciprofloksacin, tetraciklin i gentamicin. Kriterij odabira bili su ucinkovitost u terapiji
kampilobakterioze u ljudi (1, 43) i vaznost u pracenju otpornosti prema medunarodno
propisanim standardima (51-52), koje se provodi zbog epidemioloskih razloga (evaluacije

stopa otpornosti) i/ili otkrivanja novih mehanizama rezistencije.

3a) Izrada E testa

Trakica s antibiotikom adsorbiranim u gradijentu koncentracije je nanesena na
Miiller-Hinton agar s dodatkom 5% ov¢je krvi (Liofilchem, Italija) na koji je potom
nasijana suspenzija ispitivanog soja kampilobaktera. Za izradu suspenzije gustoce 1
McFarland je koristen BBL™ Brain heart infusion bujon (Becton, Dikinson and
Company, SAD). Agar je inkubiran u mikroaerofilnim uvjetima 24 h. Tijekom inkubacije

antibiotik difundira iz trake, pa se stvara gradijent koncentracije lijeka u podlozi.

3b) Ocitavanje E testa

Prema ocitanoj koncentraciji pojedinog testiranog antibiotika na mjestu gdje
nastala elipsoidna zona inhibicije rasta sijeCe testnu trakicu, ocita se minimalna
inhibitorna koncentracija lijeka (MIK), a potom se osjetljivost interpretira kvalitativno (R-
otporno; S-osjetljivo 1 I-umjereno osjetljivo) prema CLSI (Clinical and Laboratory

Standards Institute, SAD) kriterijima navedenim u Tablici 1 (51). Kao kontrolni soj
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tijekom ispitivanja osjetljivosti sojeva C. jejuni na antibiotike koristen je soj American

Type Culture Collection C. jejuni (ATTC) 33560.

Tablica 1. Referentne vrijednosti za interpretaciju antibiotske osjetljivosti C. jejuni prema

CLSI-u (51)

MIK (ng/mL)
Antibiotik, kratica
S I R
Ciprofloksacin, CIP <1 2 >4
Eritromicin, ERY <8 16 >32
Gentamicin, GEN <2 4 >8
Tetraciklin, TET <4 8 >16

Ad 4) Odredivanje makrorestrikcijskih profila C. jejuni — genotipizacija metodom

gel elektroforeze u pulsiraju¢em polju (engl. Pulsed Field Gel Electrophoresis, PEGE)

Izolirani sojevi C. jejuni analizirani su PFGE postupkom u svrhu utvrdivanja
genotipova prema standardiziranom PFGE protokolu za Campylobacter spp. (102). PFGE
je metoda genotipizacije kojom se Citav genom bakterije cijepa djelovanjem restrikcijskih
enzima. Time se dobiju vrlo veliki fragmenti DNK molekule — makrorestrikcijski odsjecci
koji se razdvajaju elektroforezom pri posebnim uvjetima, tj. neprestanim mijenjanjem

elektri¢nog polja.

4a) Izolacija DNK

Sojevi kampilobaktera subkultivirani su na Columbia krvnom agaru (Biolife,
Milano, Italija) tijekom 24 sata na 42°C u mikroaerofilnim uvjetima. Od poraslih kolonija
pripremljena je suspenzija u PBS puferu u koncentraciji 1x10°, mjereno prema standardu
McFarland 5 (bioMerieux, Marcy I'Etoile, France). Po 400 pL pripremljene suspenzije
svakog uzorka pomijesano je s 20 uL proteinaze K (20 mg/mL stock; Roche, Basel,

Switzerland) 1 s 400 pL 1,7% LMP (od engl. Low Melting Point) agaroze (Bio-Rad,
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Hercules, California) pripremljene u TE puferu (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0).

Dobivena suspenzija je razlivena u jednokratne kalupe za oblikovanje agaroznih blokova.
Blokovi su prebaceni u epruvete s 5 mL CL pufera za lizu bakterijskih stanica (50

mM Tris, 50 mM EDTA, pH 8,0, 1% sarcosine, 0,1 mg proteinaze K/mL), ¢ime je DNK

izdvojena od proteina i drugih stani¢nih sastojaka (15).

4b) Restrikcija

Blokovi s DNK su potom izlozeni restrikciji enzimom Smal (New England
Biolabs, Hitchin, Engleska). Za dio sojeva koji su nakon elektroforeze pokazali
genotipsku sli€nost > 90% uradena je dodatna restrikcija s Kpnl enzimom (New England
Biolabs, Hitchin, Engleska). Blokovi kontrolnog soja Salmonella Braenderup ATTC
H9812 pripremljeni su na jednak nacin kao i blokovi sojeva C. jejuni, a za njihovu

restrikciju je koriSten enzim Xbal (New England Biolabs, Hitchin, Engleska).

4c) Elektroforeza

Nakon restrikcije blokovi su uklopljeni u 1,4% agarozni gel za PFGE (Certified
PFGE agarose, Bio-Rad, Njemacka) pripremljen u 0,5 x TBE puferu (Bio-Rad,
Njemacka).

Makrorestrikcijski odsjecci su razdvojeni elektroforezom na gelu u CHEF
DRII/II sustavu (Bio-Rad, Njemacka) pod kutom od 120°, naponom od 5,5 V pri 14°C
kroz 19 sati. Pulsno vrijeme bilo je od 6,75 s do 38,3 s za restrikciju sa Smal 1 od 5,2 s do
42,3 s za restrikciju sa Kpnl.

4d) Analiza makrorestrikcijskih profila (engl. Macrorestriction Profile, MRP)

Agarozni gelovi su obojani u 400 mL otopine etidij-bromida (50 pg/mL), a potom
su, pomocu sustava za dokumentiranje gelova (Gel DOC 1000 system, Bio-Rad,
Hercules, SAD), osvijetljeni UV svjetlom, digitalno fotografirani i pohranjeni u obliku
elektroni¢kog TIFF dokumenta.

U analizi su u obzir uzeti samo fragmenti ¢ija je veli€ina bila u rasponu od 33,3-
1135 kb kod restrikcije sa Smal, odnosno u rasponu od 33,3-668,9 kb kod restrikcije s
Kpnl.
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Dobiveni makrorestrikcijski profili sojeva su analizirani pomocu racunalnog
programa ,,Molecular Analyst Fingerprinting II Software* (Bio-Rad, Hercules, SAD), na
temelju usporedbe sa kontrolnim sojem S. enterica Branderup H9812.

Sojevi su svrstani u skupine prema metodi za sparivanje skupina na temelju
prosjecnih vrijednosti (engl. Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic Averages,
UPGMA), te je izraden dendogram. Preklapanje i UPGMA analiza dendograma su
obavljeni koriStenjem Dice-ovog koeficijenta korelacije (102).

Svi sojevi €iji su makrorestrikcijski profili pokazivali slicnost od > 90% nakon
restrikcije sa Smal enzimom smatrali su se podudarnim te su svrstani u iste S skupine.
Sojevi koji pripadaju istoj S skupini potom su pocijepani restrikcijskim enzimom Kpnl, a
oni izolati koji su pokazali podudarnost > 90% i nakon restrikcije s Kpnl su smatrani
genotipski identicnima i svrstani su u iste klonske grupe oznacene tiskanim slovima
abecede (45).

Za odredivanje genetske raznolikosti populacija bakterije Campylobacter jejuni
koriSten je Simpsonov indeks raznolikosti koji izrazava vjerojatnost da dvije nasumi¢no
odabrane jedinke pripadaju razli¢itim vrstama. Za izraCun Simpsonovog indeksa (D)
primijenjena je modificirana jednadZba po Hunteru koju su u svojim istraZivanjima

koristili Denis 1 suradnici (103-104).

S

Dzl—;an(nj—l)

NN -1)4

Gdje je:
N= ukupan broj testiranih sojeva C. jejuni
S= broj razlicitih genotipova C. jejuni

nj= broj sojeva koji pripadaju tocno odredenom genotipu C. jejuni

4.5. Statisticki postupci

U analizi podataka koriStene su metode opisne i inferencijalne statistike.
U opisnoj statistici kvantitativnih podataka koriStene su: aritmeticka sredina i
standardna devijacija, medijan i interkvartilni raspon, ovisno o razdiobi podataka. Za opis

kvalitativnih podataka koristene su apsolutna i relativna frekvencija.
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Prosjecne mjese¢ne vrijednosti temperature zraka, relativne vlaznosti zraka i
koli¢ine oborina izraunate su za svaki mjesec pojedine kalendarske godine u razdoblju
od 1.1.2007. do 31.12.2012. (N=72), te su prema tim podatcima su radene usporedbe
vrijednosti meteoroloskih parametara izmedu godina.

Kruskal-Wallisov test je koriSten da bi se ispitalo jesu li meteoroloski parametri:
temperatura zraka, vlaznost zraka, koli¢ina oborina znac¢ajno odstupali svojim prosjecnim
mjesecnim vrijednostima izmedu razli¢itih godina, Sto je zapravo ¢inilo 15 razlicitih
usporedaba, budu¢i se radilo o usporedbi 6 kalendarskih godina. Nadalje, budu¢i da je
Kolmogorov-Smirnovim testom dokazano da prosjene mjeseéne vrijednosti
meteoroloskih varijabli (temperatura zraka, relativna vlaznost zraka i koli¢ina oborina), te
mjesecni broj izolata kampilobaktera, ne odstupaju znacajno od normalne distribucije,
moglo se racunati i povezanosti, tj. Pearsonov koeficijent korelacije. Povezanosti izmedu
prosjecnih mjeseCnih vrijednosti meteoroloskih parametara i broja izolata su izrazene
Pearson-ovim korelacijskim koeficijentom (r).

Za testiranje povezanosti incidencija kampilobakterioze 1 indikatora
poljoprivredne aktivnosti je takoder je koriStena Pearsonova korelacijska analiza, a
rezultati su izraZeni korelacijskim koeficijentom (r).

Statisticki znaCajne razlike izmedu ukupnih prosje¢nih stopa incidencije za
razdoblje 2007. - 2012. godine prema dobi, spolu 1 podrucju te razlike izmedu godisnjih
stopa incidencije su testirane hi-kvadrat (}2) testom.

U dijelu istrazivanja u kojem su analizirane molekularno-mikrobioloSke znacajke
izolata C. jejuni, koriSteni su hi-kvadrat test i Fisherov egzaktni test kako bi se procijenile
povezanosti izmedu kvalitativnih varijabli.

Razlike u ucestalosti vrsta izoliranih u ambulantnom i bolni¢kom uzorku izolata
C. jejuni koriStenim za odredivanje molekularno-mikrobioloSkih znacajki testirane su hi-
kvadrat testom uz korekciju za nejednaku veli¢inu uzorka. Mann-Whitney test je koriSten
za procjenu razlika u dobi izmedu tih grupa bolesnika. Uzimajuéi u obzir broj izolata u
odredenim klonskim grupama, vjerojatnost da bi se u istoj klonskoj grupi mogli slu¢ajno
na¢i iskljucivo korezistentni izolati je procijenjena prema postotku rezistencije u
ukupnom uzorku izolata C. jejuni u kojem se ispitivala otpornost na antibiotike (N = 153).

U identifikaciji genotipova koriSten je komercijalni programski paket ,,Molecular
Analyst Fingerprinting II Software* (Bio-Rad, Hercules, USA), a pouzdanost konacnog
dendograma procijenjena je permutacijskim testom u programu R 3.2.2. (R Development

Core Team 2015, http: www.r-project.org) (105). Uz binomni test za pojedinacne
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genotipove, raznolikost genotipova C. jejuni izmedu bolni¢kog i ambulantnog uzorka
procijenjena je i Simpsonovim indeksom raznolikosti uobicajenim kod ovakvih analiza.

Sve procijenjene vrijednosti izrazene su uz 95% - tni raspon pouzdanosti.
Rezultati su interpretirani na razini znacajnosti P < 0,05. Analize su izradene uz pomo¢
statistickih programa Statistica 10.0 (StatSoft, Tulsa, USA), MedCalc Version 17.5.3.
(MedCalc Software, Ostend, Belgija) (106) i VassarStats (Lowry R. The VassarStats
website for statistical computation, Poughkeepsie, New York, SAD) (107).

4.6. Eticka nacela

Tijekom provedbe istrazivanja pridrzavali smo se nacela koja imaju izvoriSte u
Helsinskoj deklaraciji.

IstraZivanje je odobreno odlukama Eti¢kog povjerenstva NZZJZ SDZ (klasa: 500-
01/13-01/10, ur.br.: 2181-103-01-13-3 od 9.9.2013.) 1 Etickog povjerenstva KBC Split
(klasa: 500-03/13-01/02; ur.br.: 2181-147-01/06/1.B.-14-2 od 24.2.2014.).

Istrazivanje je veéim dijelom pladéeno sredstvima NZZJZ SDZ temeljem Ugovora
o upucivanju na doktorski studij (klasa 643-03/05-01/01, ur.br. 2181-103-01-05-4), a dio
laboratorijskih troSkova i troskova za edukaciju je podmiren donacijama te osobnim

sredstvima.
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5. REZULTATI

5.1. Epidemioloske znacajke kampilobakterioze u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji

U razdoblju od 2007. do 2012. godine u SDZ je bilo 2812 bolesnika s
laboratorijski potvrdenom infekcijom kampilobakterom. Sto pedeset Cetiri bolesnika koji
nisu imali mjesto prebivalista u SDZ ili nisu imali potpune demografske podatke su
iskljuceni iz istrazivanja jer nisu zadovoljavali kriterije ukljucenja.

Stoga je konacni broj bolesnika s laboratorijski potvrdenom infekcijom
kampilobakterom u SDZ od 2007. do 2012. godine bio 2658, a ukupna prosjeéna stopa
incidencije kampilobakterioze u SDZ tom razdoblju je bila 96/100 000 stanovnika
(Tablica 2).

Tablica 2. Ukupne prosjecne incidencije kampilobakterioze u Splitsko—dalmatinskoj

Zupaniji u razdoblju od 2007. do 2012. prema podruc¢jima

Ukupna Urbano/Suburbano Suburbano/Ruralno Urbano/Ruralno
. prosjecna
” Broj | . . . | Razlika Razlika Razlika
Podrucje . incidencija P P P
izolata incidencija incidencija incidencija
2007.-2012./ vrijednost vrijednost vrijednost
100 000 (95% CI) 95% CI) 95% CI)
Urbano 1403 131
Suburbano 835 86 45,5 24,7 70,2
< 0,001 < 0,001 < 0,001
Ruralno 420 61 (36,5-54,5) (16,4-32,9) (61,2-79,2)
Ukupno SDZ | 2658 96

*CI = Confidence Interval (raspon pouzdanosti).

Ambulantnih bolesnika je bilo 2108 (79%), a hospitaliziranih 550 (21%). Veéinu
infekcija kampilobakterom uzrokovali su C. jejuni (82,4%) 1 C. coli (1,8%), ostali
dokazani uzrocnici bili su C. upsaliensis, C. lari i C. fetus (< 0,1%), dok je 15.5% izolata

je identificirano kao Campylobacter spp. (15,5%).
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5.1.1. Raspodjela oboljelih prema podrucju

Broj oboljelih od kampilobakterioze statisticki se znacajno razlikovao izmedu
urbanog, suburbanog i ruralnog podrucja zupanije (y2= 234; df = 2; P < 0,001). Razlike
stopa incidencija izmedu svih promatranih podrucja su bile statisti¢ki znacajne (Tablica
2). Ukupna prosjecna incidencija kampilobakterioze u urbanom podrucju (131/100 000
stanovnika) je bila statisticki znacajno ve¢a nego u suburbanom (86/100 000 stanovnika) i
ruralnom podrucju (61/100 000 stanovnika) (P < 0,001) (Tablica 2), a ukupna prosjecna
incidencija kampilobakterioze u suburbanom podrucju bila je statisticki znacajno veca

nego u ruralnom podrucju (P < 0,001) (Tablica 2).

5.1.2. Raspodjela oboljelih prema spolu

Prosjec¢na stopa incidencije kampilobakterioze u razdoblju 2007. — 2012. godine u
muskaraca (111/100 000 stanovnika) u SDZ je bila statisti¢ki znagajno veéa od prosje¢ne
stope incidencija kampilobakterioze u zena (81/100 000 stanovnika) (P < 0,001) (Tablica
3).

Tablica 3. Prosje¢ne incidencije kampilobakterioze u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji u

razdoblju od 2007. do 2012. prema spolu i podrucju

Prosjec¢na incidencija .
Podrucje Broj izolata Usporedba M/Z
2007.-2012. /100 000
. . Razlika incidencija |
M Z M y/
95% CI) vrijednost
Urbano 785 618 155 110 45,0 (31,0 - 58,7) < 0,001
Suburbano 475 360 99 73 26,7 (14,6 - 37,9) < 0,001
Ruralno 240 180 70 52 18,3 (6,4 - 29,8) < 0,001
Ukupno SDZ 1.500 1.158 111 81 30,0 (22,2 - 36,9) < 0,001

*M — muskarci, Z — Zene.

+CI = Confidence Interval (raspon pouzdanosti).
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Takoder, postojala je statisti¢ki znacajna razlika u razdiobi muskaraca oboljelih od
kampilobakterioze izmedu urbanog, suburbanog i ruralnog podrucja Zupanije (y2 = 143,1;
df = 2; P < 0,001). Statisticki se znacajno razlikovao i broj Zena oboljelih od
kampilobakterioze u urbanom, suburbanom i ruralnom podruéju SDZ (32 = 96; df = 2; P
<0,001).

U svim podru¢jima Splitsko-dalmatinske Zzupanije: urbanom, suburbanom i
ruralnom, prosjecne stope incidencije kampilobakterioze u razdoblju 2007. — 2012.
godine u muskaraca su bile statisticki znac¢ajno vece nego u zena (P < 0,001) (Tablica 3).
U oba spola prosjecne stope incidencije kampilobakterioze su u urbanom podrucju bile
statisticki znacajno vece nego u suburbanom i ruralnom podru¢ju (P < 0,001), a u
suburbanom podrucju su bile statisticki znac¢ajno veée nego u ruralnom podrucju (P <

0,001) (Tablica 3).

5.1.3. Raspodjela oboljelih prema dobi

Najveca stopa incidencije kampilobakterioze prema dobi u SDZ u razdoblju 2007.
- 2012. godine zabiljeZzena je u dobnoj skupini od 0 do 4 godine (470/100 000). Stope
incidencije oboljelih od kampilobakterioze u SDZ u dobnim skupinama 40 - 49, 50 - 59,
60 - 69, 70 - 79 1 > 80 godina se medusobno nisu statisticki znacajno razlikovale (P >
0,062), pa smo u daljnjoj analizi sve oboljele starije od 40 godina svrstali u jednu
jedinstvenu dobnu skupinu (> 40 god.) s prosje¢nom incidencijom 46/100 000 stanovnika
(Tablica 4). Stope incidencije kampilobakterioze u dobnim skupinama O - 4, 4 - 9, 10 -
19, i 20 - 29 godina u svim podru¢jima SDZ, u usporedbi sa svim starijim dobnim

skupinama, bile su statisticki znacajno veée (P < 0,001) (Tablica 4, Slika 2).

39



Tablica 4. Prosjec¢ne incidencije kampilobakterioze u Splitsko—dalmatinskoj zupaniji u

razdoblju od 2007. do 2012. prema dobi i podrucju

Dobna Prosje¢na incidencija
Broj izolata Razlika incidencija izmedu podrucja (95% CI); P vrijednost
skupina 2007.-2012./ 100 000
(godine) Sub- Sub-
[Urbano Ruralno |Urbano Ruralno | Urbano/ Suburbano | Suburbano/ Ruralno Urbano/ Ruralno
urbano urbano
81,1 16,6 97,7
0-4 275 245 158 526 445 428 0,060 0,700 0,040
(-1,2-163,3) (-69,2-102,5) (7,8-187,7)
83,5 62,0 145,5
5-9 148 113 55 293 209 147 0,007 0,040 < 0,001
(23,1-144,0) (7,5-116,4) (84,8-206,2)
102,0 45,5 147,5
10-19 244 119 48 202 100 54 < 0,001 < 0,001 < 0,001
(71,1-132,9) (21,9-69,0) (118,0-177,0)
70,6 35,5 106,1
20-29 212 109 43 155 84 49 < 0,001 0,003 < 0,001
(44,5-96,6) (14,1-57,0) (80,8-131,4)
34,2 8,9 43,1
30-39 114 59 29 78 44 35 < 0,001 0,570 < 0,001
(16,1-52,2) (-7,9-25,7) (24,0-62,1)
19,5 133 223
>40 383 178 83 68 37 24 < 0,001 < 0,001 < 0,001
(3,4-35,6) (6,6-21,7) (5,0-39,6)
Ukupno 45,5 24,7 70,2
1,403 | 835 420 131 86 61 < 0,001 < 0,001 <0,001
(sve dobi) (36,5-54,5) (16,4-32,9) (61,2-79,2)

*CI = Confidence Interval (raspon pouzdanosti).
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Slika 2. Prosjecne incidencije laboratorijski potvrdenih kampilobakteriozu Splitsko-
dalmatinskoj zupaniji u razdoblju od 2007. do 2012. prema dobnim skupinama i
podrucjima.

[Incidencije urbano vs. suburbano znacajno vece (P < 0,007) osim u dobnoj skupini 0 — 4. Incidencije u

suburbano vs. ruralno znac¢ajno vece (P < 0,040) osim u dobnim skupinama 0 — 4 i 30 — 39. Incidencije urbano

vs. ruralno znacajno vece (P < 0,040) u svim dobnim skupinama].

U svim dobnim skupinama prosjecne stope incidencije kampilobakterioze u
razdoblju 2007. - 2012. godine u urbanim podrucjima Zupanije su bile statisti¢ki znacajno
vece nego u ruralnim podru¢jima (P < 0,040). Takoder su bile 1 statisticki znac¢ajno vece
nego stope incidencije u suburbanim podruc¢jima (P < 0,007), osim u dobnoj skupini O - 4
godine (Tablica 4, Slika 2). U toj najmladoj dobnoj skupini nije bilo statisticki znacajne
razlike izmedu prosjecnih stopa incidencije kampilobakterioze u razdoblju 2007. - 2012.
godine u urbanim (526/100 000) i suburbanim podruc¢jima (445/100 000) (P = 0,060), niti
izmedu stopa incidencije u suburbanim i ruralnim podrugjima (428/100 000) SDZ (P =
0,700) (Tablica 4). Takoder, u dobnoj skupini 30 - 39 godina nije bilo statisticki znaCajne
razlike izmedu prosjec¢nih stopa incidencije kampilobakterioze u razdoblju 2007. - 2012.
godine u suburbanim i ruralnim podru¢jima SDZ (P = 0,570) (Tablica 4), dok je u svim
ostalim dobnim skupinama incidencija kampilobakterioze u suburbanom podrucju visa

nego u ruralnom (P < 0,040) (Tablica 4).
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5.1.4. Kretanje godisnjih stopa incidencije kampilobakterioze 2007.-2012.

Godisnje stope incidencija kampilobakterioze u SDZ te njenom urbanom,

suburbanom i ruralnom podruc¢ju od 2007. do 2012. godine su prikazane u Tablici 5.

Tablica 5. GodiSnje stope incidencije kampilobakterioze na 100 000 stanovnika prema

podrucjima Splitsko-dalmatinske zupanije

Godisnje stope incidencije kampilobakterioze /

Godina 100 000 stanovnika prema podruéjima SDZ
SDZ ukupno Urbano Suburbano | Ruralno
2007. 108 144 109 49
2008. 112 166 87 63
20009. 102 147 85 56
2010. 95 120 88 65
2011. 76 83 76 66
2012. 92 128 70 68

*Splitsko—dalmatinska Zzupanija.

Statisti¢ki znacajan pad incidencije kampilobakterioze u SDZ je zabiljeZen izmedu
2007. 1 2012. godine. Naime, najveca stopa incidencije kampilobakterioze zabiljezena je
2008. godine (112/100 000 stanovnika), a statisticki znacajno manje stope incidencije
2010. godine (razlika incidencija = 17,4; 95% CI = 8 — 26; P = 0,012), 2011. godine
(razlika incidencija = 35,6; 95% CI = 28 — 44; P < 0,001) i 2012. godine (razlika
incidencija = 19,8; 95% CI = 11 — 29; P = 0,003) (Tablica 5). U 2011. godini je stopa
incidencije kampilobakterioze u SDZ bila najmanja (76/100 000). Iako je stopa
incidencije 2012. godine takoder bila statisticki znac¢ajno manja nego 2008. godine, te se
godine dogodio statisti¢ki zna¢ajan porast incidencije kampilobakterioze u SDZ u odnosu

na prethodnu 2011. godinu (razlika incidencija = 15,8; 95% CI =7 - 25; P =0,011).

U razdoblju izmedu 2007. 1 2012. godine u urbanom (razlika incidencija = 38,2;

95% CI =22 - 55, P =0,003) i suburbanom podrucju (razlika incidencija = 39,5; 95% CI
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=27 - 52, P < 0,001) SDZ takoder je zabiljezen pad godi$njih stopa incidencije, tj. na
pocetku razdoblja, 2007. 1 2008. godine, su godisnje stope incidencije kampilobakterioze
bile statisti¢ki znacajno vece od godisnjih stopa incidencije 2011. i 2012. godine (Tablica
5, Slika 3). U ruralnom podruéju SDZ nije bilo statisticki znacajnih razlika izmedu
godisnjih stopa incidencije kampilobakterioze u razdoblju 2007. — 2012. godine (razlika
incidencija = 19,2; 95% CI = 4 - 34, P = 0,070) (Slika 3).

180

160

140

120

o r\\_\ﬂ\ / —.—ZUDanija
S
"-"—A"_—“‘-.___ Urbano

Stope incidencije na 100000 stanovnika

&0
% —_— e —— =3 = A= Suburbano
60 o — — —
e il X == = Ruralno
40
20
0]
2007, 2008, 2009, 2010. 2011. 2012.
Godina

Slika 3. Godisnje incidencije kampilobakterioze od 2007. do 2012. u Splitsko-
dalmatinskoj Zupaniji prema podrucjima.
[Incidencije urbano vs. suburbano i ruralno znacajno veée u svim godinama razdoblja (P < 0,001) osim u 2011.

Incidencije suburbano vs. ruralno znac¢ajno veée u svim godinama razdoblja (P < 0,040) osim u 2011.12012.]

5.1.5. Povezanost prosjecne mjesecne temperature, relativne viaznosti i

kolicine oborina u SDZ s mjesecnim _brojem izolata kampilobaktera u razdoblju od

2007. do 2012. godine

U Tablici 6 su prikazane prosjecne mjesecne vrijednosti osnovnih meteoroloskih
parametara: temperature zraka, relativne vlaznosti zraka i koli¢ine oborina te ukupan
mjesecni broj izolata kampilobaktera u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji od 2007. do 2012.

godine.
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Tablica 6. ProsjeCne mjeseCne vrijednosti temperature zraka, relativne vlaznosti zraka
koli¢ine oborina i mjese¢ni broj izolata Campylobacter spp. u Splitsko-dalmatinskoj

Zupaniji u razdoblju od 2007. do 2012. godine

Mjeseci
Godina 2007. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Temperatura (°C) | 8,9 99 | 114 | 159 | 19,6 | 24,0 | 26,7 | 253 | 18,6 | 151 | 9,7 6,7
(M, Sd) B0 |22 ]26)| 24 |G |G| B2 @28 |G |@3E8|BIY| GBS
'Vlaznost (%) 75,51 729 | 714 | 63,5 | 650 | 63,1 | 50,9 | 589 | 62,6 | 67,7 | 66,9 | 67,9
(M, Sd) (11,6) | (15,1) | (14,5) | (10,1) | (12,3)| (10,9) | (9,9) [ (11,9) | (12,5)| (14,1) | (14,1)|(15.4)
Oborine (mm) 6,8 | 11,1 | 141 | 39 | 114 | 25 | 11,1 | 83 6,6 89 | 11,5 ] 93
(M, Sd) 29 (163 |&3) |G |63 | A2 |15 (78|20 | G4 | 3B | (B4
Broj izolata (n) 31 29 46 32 54 70 48 52 39 42 47 22
Mjeseci
Godina 2008. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Temperatura (°C) | 8,3 8,2 10,7 | 140 | 194 | 229 | 25,6 | 259 | 19,7 | 16,8 | 12,2 | 9,1
(M, Sd) B2 (B35 | 2823 1GC0|[BY | BO|CH|G2|CH | AED]| B
'Vlaznost (%) 743 |1 67,7 | 723 | 70,9 | 62,3 | 68,8 | 56,5 | 54,1 | 59,3 | 71,6 | 72,5 | 69,4
(M, Sd) (16,2) | (15,7) [ (11,5) | (13,4) | (12,6) | (11,7) | (9,2) | (8,7) |(11,2)| (8,7) | (13,8) | (15.5)
Oborine (mm) 8,9 45 1102 | 103 | 4.1 12,7 | 4,8 1,1 10,5 | 5.8 | 17,9 | 15,2
(M, Sd) 5,81 26)| 44| GH | (1L |G| GH | DG |E&AD]| G| (T8
Broj izolata (n) 20 23 19 49 60 77 53 49 39 46 35 54
Mjeseci
Godina 2009. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Temperatura (°C) | 7,9 6,5 99 | 149 | 204 | 214 | 255 | 263 | 21,9 | 152 | 11,8 | 89
(M, Sd) (B35 |40 | 28|20 ] 3B6)| 2925|2022 | &2 | 27| 498
'Vlaznost (%) 74,1 | 64,8 | 652 | 71,9 | 59,6 | 67,1 | 59,4 | 58,0 | 643 | 650 | 794 | 73,8
(M, Sd) (13,9) | (17,0) | (16,5) | (12,3) | (10,3) | (13,5) | (12,5) | (9,3) |(12,9)| (14,7)| (8,9) |(13,0)
Oborine (mm) 145 | 83 7,9 59 81 | 13,6 | 44 4,2 89 | 17,6 | 12,7 | 11,3
(M, Sd) GGH 27D |G| 1S5S |G| 6D |G| 2466 B9 &3] 65
Broj izolata (n) 28 38 36 30 23 62 67 41 33 62 31 27
Mjeseci
Godina 2010. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Temperatura (°C) 6,2 7,8 9,8 142 | 17,7 | 22,2 | 259 | 25,2 | 20,0 | 15,0 | 13,1 7.4
(M, Sd) B[ GBIH|GD|CY | @26)| B | 28| @D 24| @3B3]|B6)]| 55
'Vlaznost (%) 71,7 | 75,1 | 68,7 | 66,6 | 66,3 | 61,6 | 557 | 56,5 | 64,3 | 69,2 | 80,6 | 70,7
(M, Sd) (15,5) | (13,3) [ (15,0) | (12,8) | (11,00 | (10,1) | (9,2) | (8,8) |(12,1)|(13,3)| (8,1) |(16,9)
Oborine (mm) 149 | 129 | 12,0 | 89 8,5 74 | 12,1 | 6,5 | 14,1 | 85 | 14,6 | 10,5
(M, Sd) 6,5 | 44 | (7,6) | B9 | 5,00 | 37 |(1L5)] 4,6) | (5.9 | 3.4) | (6,0) | (4,1)
Broj izolata (n) 29 31 40 44 48 40 47 41 28 44 38 40
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Mjeseci
Godina 2011. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Temperatura (°C) | 7,3 80 | 10,3 | 155 | 18,8 | 23,7 | 24,6 | 26,1 | 24,1 | 16,1 | 11,9 | 9,5
(M, Sd) GG |GBH |25 |CH|22)]B6)| 24| 206) |38 | GBH| &0
'Vlaznost (%) 72,8 | 66,4 | 656 | 585 | 624 | 58,8 | 60,0 | 58,0 | 61,4 | 653 | 71,9 | 71,1
(M, Sd) (14,0) | (15,7) | (15,0) | (14,0) | (13,0) | (11,8) | (12,4) | (9,8) | (10,3)| (17,2) | (13,0) |(15,65)
Oborine (mm) 4,6 7.9 8,9 32 98 | 11,2 | 109 | 1,4 | 10,6 | 12,1 | 21,0 | 7,2
(M, Sd) 1,8 | @D | 46| 2D | &7 (109 (38 | 2D | &9 | 49 | B4 | (32
Broj izolata (n) 10 11 18 31 44 48 33 33 29 48 31 18

Mjeseci
Godina 2012. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Temperatura (°C) | 6,4 40 | 124 | 133 | 179 | 245 | 279 | 27,0 | 21,8 | 17,0 | 145 | 7.6
(M, Sd) B3| G0|R2D]|GBS|GC0|[GBH| 2| 2H| G0 | GBS 2936
'Vlaznost (%) 62,7 | 64,5 | 573 | 71,2 | 64,0 | 60,4 | 54,1 | 509 | 653 | 753 | 74,5 | 65,5
(M, Sd) (16,2) | (14,6) | (15,0) | (13,8) | (11,7)| (10,9) | (11,8) [ (10,3) | (11,9) | (10,8) | (11,4) | (15,9)
Oborine(mm) 5,7 6,5 2,5 8,8 54 11,0 39 04 | 135 | 130 | 84 |13,8
(M, Sd) 26) | 33) | 22) | 39 | (1,5 (85 | (29 | (0,6) | 3,7 | (5,0) | (56) (3,7
Broj izolata (n) 22 8 23 29 59 57 50 41 40 39 46 26

Koristenjem Kruskall-Wallisovog testa za nezavisne uzorke dokazano je da
izmedu pojedinih godina u razdoblju od 2007. do 2012. godine nisu postojala znacajna
odstupanja u prosjeCnim mjeseCnim vrijednostima temperature zraka (P = 0,998),
relativne vlaznosti zraka (P = 0,793) 1 koli¢ine oborina (P = 0,524), odnosno da se te
godine nisu medusobno statisticki znacajno razlikovale prema tim varijablama.

U Tablici 7. su prikazane vrijednosti Pearsonovog koeficijenta korelacije (r) za
povezanost prosjeénih mjesec¢nih vrijednosti temperature zraka, relativne vlaznosti zraka,
koli¢ine oborina s mjesecnim brojem izolata kampilobaktera u razdoblju od 2007. do

2012. godine, odnosno za 72 mjeseca.
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Tablica 7. Vrijednosti Pearsonovog koeficijenta korelacije (r, 95% CI) za povezanost
prosjeéne mjesecne temperature zraka, relativne vlaznosti zraka, oborina i mjese¢nog
broja izolata kampilobaktera u Splitsko—dalmatinskoj Zupaniji u razdoblju od 2007. do
2012. (N =172).

TEMPERATURA | VLAZNOST OBORINE BROJ IZOLATA

r (95% CI), P vrijednost

_0770 '0,28 0,58
TEMPERATURA
1 (-0,80 do -0,56) | (-0,47 do -0,04) (0,40 do 0,72)
r, (95% CI), P
P < 0,001 P =0,022 P < 0,001
N 0,49 0,27
VLAZNOST
1 (0,29 do 0,64) (-0,48 do -0,05)
r, (95% CI), P
P < 0,001 P=0,017
0,04
OBORINE
1 (-0,19 do 0,27)
r, (95% CI), P
P=0,721
MJESECNI .
BROJ IZOLATA

Prema vrijednostima koeficijenata korelacije (Tablica 7), prosjena mjesecna
temperatura zraka bila je umjereno pozitivho povezana s mjesecnim brojem izolata
kampilobaktera. Relativna vlaZznost zraka je bila slabo negativno povezana s mjesecnim
brojem izolata, dok tre¢a meteoroloska varijabla — prosje¢na mjese¢na koli¢ina oborina,
nije bila statisti¢ki znacajno povezana s brojem izolata kampilobaktera (Tablica 7).

Na takvu povezanost ukazuje 1 prikaz odnosa tih varijabli toCkastim grafikonom

(Slika 4), te Slika 5 a-d.
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Broj izolata u mjesecu

Broj izolata u mjesecu
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Slika 4. Prikaz povezanosti mjesecnog broja izolata Campylobacter spp. i

temperature, vlaznosti 1 oborina tockastim dijagramom (N = 72).

Veéina infekcija kampilobakterima (1915 ili 72%) u SDZ od 2007. do 2012.
godine je zabiljeZena izmedu travnja i listopada, odnosno u toplijem razdoblju godine
(Tablica 6, slika 4 a), §to odgovara ljetnom sezonskom kretanju ove bolesti u SDZ (108).
Najvise infekcija tijekom Sestogodi$njeg razdoblja istraZivanja je bilo u lipnju (354 ili 18,
5%) 1 svibnju (288 ili 15%) (Tablica 6, Slika 4 a).

Porast broja infekcija kampilobakterima u SDZ se dogadao usporedo s porastom
prosjecnih mjesecnih temperatura zraka od veljate do lipnja, kada doseze vrhunac.
Medutim, najvise vrijednosti prosje¢nih mjeseénih temperatura zraka u SDZ od 2007. do
2012. godine su zabiljezene kasnije, u srpnju i kolovozu (Slika 5 a-d). Takvi rezultati, kao
1 prethodno navedene vrijednosti koeficijenata korelacije (Tablica 7), sugeriraju da je
porast broja infekcija kampilobakterima umjereno, ali ne i u potpunosti povezan s
porastom temperature zraka, odnosna je ta korelacija nelinearna.

Uz to, §to je bila manja vlaznost u odredenom mjesecu, to je bio zabiljezen i veci
broja izolata u tom mjesecu, dok koli¢ina oborina nije bila povezana s ostalim

varijablama (Slike 4, 5 a-d).
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Slika 5 a—d. Prosjecni mjesecni broj i rasponi izmedu najnizeg i najviseg broja laboratorijski potvrdenih
infekcija kampilobakterom (a), prosjecne mjesecne vrijednosti i rasponi izmedu najniZe i najvise prosjecne
mjeseéne vrijednosti temperature zraka (b), relativne vlaznosti zraka (c) i koli¢ine oborina (d) u SDZ u
razdoblju 2007. — 2012. godine.
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5.1.6. Povezanost velicine i koristenosti poljoprivrednog zemljista i incidencije

kampilobakterioze

Za potrebe prikaza i statisticke analize ovog dijela podataka, urbano, suburbano i
ruralno podruc¢je podijelili smo na 11 manjih teritorijalnih cjelina koje cine gradovi
Splitsko-dalmatinske Zupanije s gravitiraju¢im op¢inama i naseljima. U Tablici 8 su
prikazane ukupna povrSina poljoprivrednog zemljiSta, povrSina  KkoriStenog
poljoprivrednog zemljiSta 1 stope incidencija u tim teritorijalnim cjelinama unutar

Zupanije.

Tablica 8. Veli¢ina, iskoriStenost poljoprivrednog zemljista 1 godi$nje incidencije

kampilobakterioze u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji u razdoblju od 2007. do 2012. godine

prema podrucjima
Podrucje/ Ukupna |Ukupno koriSteno|
Stope incidencije kampilobakterioze na
Teritorijalna povrsina poljoprivredno
100 000 stanovnika
jedinica zemljista (ha)| zemljiste (ha)

2007. | 2008.|2009.|2010.| 2011.| 2012.

Urbano podrucje

Split 1581,0 601,1 144 | 166 | 147 | 120 | 83 | 128
Suburbano podrucje

Solin 1382,2 981,4 86 118 | 137 | 186 | 108 | 86

Kastela 1030,3 564,3 56 109 | 121 | 83 | 66 | 56

Trogir 24725 1826,8 98 110 | 70 | 88 | 106 | 98

Podstrana 152,6 73,4 121 177 | 164 | 150 | 55 121
Omis 15559 5644 58 93 78 | 62 | 58 | 58

Makarska 13274 571,7 31 0 11 19 42 31

Ruralno podrudje

Imotski 5646,0 25483 50 54 | 54 | 63 | 40 | 50
Sinj 7530,1 5260,6 85 82 | 70 | 72 | 94 | 85
Vrgorac 1266,7 5834 30 27 13 13 61 30
Otoci 14833,6 6479,0 66 33 30 | 50 | 50 | 66
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Pearsonov koeficijent korelacije za povezanost povrSina zemljiSta odredene
teritorijalne jedinice i povrSina iskoriStenog poljoprivrednog zemljiSta te teritorijalne
jedinice je iznosio r = 0,60 (P < 0,001), tj. Sto je ukupna povrSina zemljiSta nekog
podrucja bila veca, bilo je i1 viSe obradenog poljoprivrednog zemljista u tom podrucju.
Najvie obradenog poljoprivrednog zemljista je bilo u ruralnom podruéju SDZ (Tablica
8).

Nije bilo povezanosti stope incidencije kampilobakterioze i ukupne povrSine
zemljista odredene teritorijalne jedinice/podru¢ja SDZ (r = -0,018, P = 0.887), niti
povezanosti incidencije kampilobakterioze 1 povrSine koriStenog poljoprivrednog
zemljiSta odredene teritorijalne jedinice/podrucja (r = -0,126, P = 0,313), odnosno
incidencija kampilobakterioze u SDZ u razdoblju od 2007. do 2012. godine nije bila

povezana s poljoprivrednim aktivnostima.

5.2. Molekularno - mikrobioloSke znacajke izolata Campylobacter jejuni

5.2.1. Otpornost izolata Campylobacter jejuni na antibiotike i znacajke

bolesnika

U razdoblju od 1.5. 2012. do 31.5. 2013. godine izoliran je 441 C. jejuni: 77
izolata (17%) je bilo izolirano u hospitaliziranih bolesnika, a 364 (83%) u ambulantnih
bolesnika. Otpornost prema antibioticima 1 genotipske znacajke su analizirane na uzorku
od 153 izolata C. jejuni: 76 izolata hospitaliziranih bolesnika (subkultivacija jednog soja
hospitaliziranog bolesnika nije uspjela) i 77 izolata ambulantnih bolesnika, koji su
izolirani istoga dana kada i izolati hospitaliziranih bolesnika.

Raspodjela bolesnika inficiranih s C. jejuni prema dobi je bila bimodalna s

maksimumima u dobnim skupinama 0 - 10 godina i 51 - 60 godina (Tablica 9).
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Tablica 9. Raspodjela prema dobi i spolu bolesnika inficiranih sa C. jejuni ¢iji su se

izolati koriSteni za odredivanje molekularno - mikrobioloskih znacajki (n=153).

Dob (godine) N Udio bolesnika (%)
0-10 46 30
11-20 28 18
21-30 22 14
31-40 10 7
41-50 10 7
51-60 15 10
61-70 10 7
71-80 8 5

>80 1 1

Podatci koji nedostaju 3 2
Spol

Muskarci 91 59

Zene 62 41

Muskarci su bili ¢eS¢e inficirani kampilobakterom nego Zene (91 ili 59%; P =
0,024). Vecina infekcija (101 ili 66%) zabiljezena je tijekom sezonskog vrhunca bolesti,
izmedu svibnja i rujna.

Od ukupno 153 testirana izolata C. jejuni, 96 izolata (63%; 95% CI 55-70%) je
bilo otporno na barem jedan testirani antibiotik (Slika 6). Svi testirani izolati C. jejuni
(153 ili 100%) su bili osjetljivi na gentamicin, a samo jedan izolat je bio otporan na
eritromicin (0,7%). Taj soj C. jejuni je ujedno bio 1 jedini soj koji je pokazivao viSestruku
otpornost na eritromicin, ciprofloksacin i tetraciklin. Na ciprofloksacin nije bilo osjetljivo
(Cipr) 92 ili 60% testiranih izolata C. jejuni (95% CI 52—-68%; 83 otporna i 9 umjereno
osjetljivih izolata), a na tetraciklin nije bilo osjetljivo (TCgr) 36 ili 24 % izolata (95% CI

17-31%; 29 otpornih i 7 umjereno osjetljivih izolata).
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Slika 6. Raspodjela minimalnih inhibitornih koncentracija (MIC) izolata C. jejuni
testiranih na gentamicin (GM), eritromicin (EM), tetraciklin (TC), i ciprofloksacin

(CIP).

Od 36 izolata otpornih na tetraciklin, 32 (89%) su bila istodobno otporna
(korezistentna) i na ciprofloksacin (Tcr/Cipr izolati). Statisticki znafajna povezanost
otpornosti na tetraciklin i ciprofloksacin dokazana je u ukupnom uzorku (P = 3,2 x 10™).
Takoder, kada su zasebno testirani uzorci izolata ambulantnih i hospitaliziranih bolesnika,
u svakoj je od navedenih podskupina i dokazana znaajna povezanost otpornosti na
tetraciklin i ciprofloksacin (P < 0,015), tj. Tcg/Cipg korezistencija.

U usporedbi s rezultatima pokusnog dijela testiranja otpornosti izolata C. jejuni iz
2010. godine, kada je nadeno 26% izolata C. jejuni otpornih na ciprofloksacin, 8% izolata
otpornih na tetraciklin 1 4% Tcgr/Cipr izolata od ukupno 50 testiranih izolata (109),
tijekom testiranja 2012/2013. godine je nadena znaCajno veca otpornost izolata C. jejuni
na ciprofloksacin (P = 0,010), tetraciklin (P = 0,016) i znacajno ve¢i udio korezistentnih

izolata (P = 0,005) (45).
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Otpornost izolata nije bila povezana sa spolom niti s hospitalizacijom bolesnika (P
> 0,269). Medutim, bolesnici inficirani s Tcg/Cipr izolatima su imali specificnu
raspodjelu prema dobi. Naime, medijan dobi bolesnika inficiranih s korezistentnim
izolatima (39 godina; 95% CI 13-52) je bio znaajno viSi od medijana dobi bolesnika
inficiranih s monorezistentnim 1 osjetljivim izolatima (19 godina; 95% CI 17-23; P =
0,027; Slika 7) Takoder, vecina infekcija s monorezistentnim i osjetljivim izolatima je
zabiljeZena u djece i adolescenata (60 ili 50%), dok su udjeli bolesnika inficiranih
korezistentnim izolatima bili usporedivi u ve¢ini dobnih skupina (Slika 7). Preciznije,
osim u bolesnika starijih od 80 godina, udjeli bolesnika inficiranih korezistentnim
izolatima u svim dobnim skupinama nisu odstupali znac¢ajno od prosjeka (binomni test, P
> 0,070), Sto sugerira da su se infekcije korezistentnim izolatima dogadale neovisno o

dobi bolesnika.
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Slika 7. Raspodjela prema dobi bolesnika inficiranih korezistentnim izolatima

(sivi stupci, n = 32) i ostalim izolatima (crni stupci, n = 121).
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Sli¢na je bila i raspodjela prema dobi bolesnika inficiranih Tcg izolatima. Medijan
dobi inficiranih Tcg izolatima (30 godina) je bio znacajno visi od medijan dobi bolesnika

inficiranih izolatima osjetljivim na tetraciklin (19 godina) (P = 0,033).

5.2.2. Hospitalizirani i ambulantni bolesnici

U raspodjeli prema dobi i spolu nije bilo statisticki znacajnih razlika izmedu
hospitaliziranih i ambulantnih bolesnika (P < 0,171).

Takoder, nije bilo razlika u otpornosti i korezistenciji C. jejuni izoliranih u
hospitaliziranih i ambulantnih bolesnika. Jedina razlika izmedu izolata hospitaliziranih 1
ambulantnih bolesnika bio je nesto visi udio izolata umjereno osjetljivih na ciprofloksacin

(Cipr) medu hospitaliziranim bolesnicima (8 od 9 ili 89%; P = 0,019).

5.2.3. Klonalnost izolata Campylobacter jejuni

Stotinu Cetrdeset 1 pet izolata C. jejuni je uspjesno genotipizirano, dok za 8 izolata
nije uspjela subkultivacija ili nije uspjelo cijepanje restrikcijskim enzimima. Na temelju
obrasca cijepanja s prvim Smal enzimom, 60 izolata je svrstano u 25 Smal S skupina, a 85

izolata je imalo zaseban, jedinstven Smal genotip (Slika 8).
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Slika 8., 1. dio Smal dendogram C. jejuni izolata (n = 145).
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Slika 8., 2. dio Smal dendogram C. jejuni izolata (n = 145).
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Slika 8., 3. dio Smal dendogram C. jejuni izolata (n = 145).
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Nakon dodatnog cijepanja izolata svrstanih u Smal S skupine s drugim enzimom,

Slika 8., 4. dio Smal dendogram C. jejuni izolata (n = 145).

Kpnl, identificirano je 14 klonskih Smal/Kpnl grupa s 30 izolata (Slika 9) te 30

jedinstvenih genotipova.
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Slika 9. Dendogram Smal/Kpnl klonskih grupa s prikazom PFGE makrorestrikcijskih

profila.

Ukupno je identificirano 115 (79%) jedinstvenih genotipova (Slika 8) i1 14
klonskih grupa, koje su sadrzavale 30 izolata identicnih Smal/Kpnl genotipova (Slika 9).

60



Klonski povezani izolati su bili podjednako zastupljeni medu ambulantnim i
hospitaliziranim bolesnicima (Tablica 10). Jedanaest klonskih grupa (79%) je pokazivalo
epidemioloSku povezanost, tj. unutar klonskih grupa je postojala prostorna i vremenska
podudarnost izolata identi¢nih genotipova (izolirani su unutar 7 - 30 dana i na udaljenosti
do 30 km; Tablica 10). Takoder su identificirane i dvije stabilne klonske grupe (A i I):
izolati unutar tih grupa su imali identi¢ne genotipove iako su izolirani na medusobno
udaljenim podrugjima SDZ i unutar duZeg vremenskog razdoblja (> 60 km, > 170 dana).

Otpornost na antibiotike je bila dokazana u izolatima 10 klonskih grupa i 71
izolatu s jedinstvenim genotipom. Znacajna povezanost rezistentnih fenotipova i PFGE
genotipova zamije¢ena je medu Tcr/Cipg izolatima. Naime, sve klonske grupe u kojima
je zabiljezena Tcr/Cipr korezistencija imale su takav fenotip u svim pridruZzenim
izolatima (Tablica 10). Takva pojava nije bila slucajna (vjerojatnost da bi se u istoj
klonskoj grupi mogli na¢i isklju¢ivo korezistentni izolati slucajno bila je vrlo mala; P <
0,044 za grupe s dva, ili P = 0,001 za grupu s Cetiri izolata). Takoder, takva fenotipsko —
genotipska povezanost nije zabiljezena u klonskim grupama s dva Cipr monorezistentna
izolata (P = 0,360) niti u klonskim grupama s dva potpuno osjetljiva (Pang) izolata (P =

0,0137).
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Tablica 10. Znacajke Smal/Kpnl klonski povezanih C. jejuni izolata (unutar grupe su

svrstani prema najranijem datumu izolacije)

PFGE- | Smal/Kpnl | Broj Udaljenost
— | Smal/Kpn 1o
b ! izmedu Obrazac Status
Smal | klonalna | izolata Izolat Datum izolacije ) | bolesnika
) mjesta otpornosti
skupina grupa
izolacije (km)
b 5 4/3524 | 8. svibnja 2012. 0 Pansusc* A
19/B-5 | 28. svibnja 2012. Pansusc H
14/3758 | 16. svibnja 2012. Pansusc A
S4 C 2 18
34/B-11 8. lipnja 2012. Pansusc H
E 5 113/B-49 |22. studenog 2012. 0 Pansusc H
115/B-51 |27. studenog 2012. Pansusc H
31/4903 | 29. svibnja 2012. Pansusc A
S1 A 2 86
106/B-46 | 19 studenog 2012. CipR H
35/4452 5. lipnja 2012. CipR A
S9 G 2 18
48/4962 | 19. lipnja 2012. Pansusc A
129/B-66 | 20. srpnja 2012. Cip+TcR H
S12 I 2 144
127/B-65 | 16. travnja 2013. Cip+TcR H
70/6275 11. kolovoza CipR A
S5 F 2 25
75/6566 23. kolovoza CipR A
61/6018 | 30. srpnja 2012. Pansusc A
S11 H 2 0
72/B-32 16. kolovoza Pansusc H
68/B-30 10. kolovoza CipR H
S3 B 2 18
154/7313 | 14. rujna 2013. CipR A
123/B-61 | 13. ozujka 2013. Cip+TcR H
S17 J 2 0
126/2009 | 20 ozujka 2013. Cip+TcR A
135/B-69 | 6. svibnja 2013. Cip+TcR H
149/B-77 | 18. svibnja 2013. 5 Cip+TcR H
S24 N 4
150/4130 | 21. svibnja 2013. Cip+TcR A
155/4377 | 24. svibnja 2013. Cip+TcR A
142/3748 | 10. svibnja 2013. 29 CipR A
S23 M 2
144/3994 | 16. svibnja 2013. CipR A
157/B-76 | 17. svibnja 2013. Cip+TcR H
S18 K 2 5
156/B-79 | 28. svibnja 2013. Cip+TcR H
23/4012 | 24. svibnja 2012. 25 CipR A
S19 L 2
28/B-8 1. lipnja 2012. CipR H

*Pansusc — potpuno osjetljivi izolat.

+A - ambulantni, H - hospitalizirani bolesnici.
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Tcr/Cipr fenotip imali su izolati svrstani u Cetiri klonske grupe (I, J, N i K)
(Tablica 10) te 22 izolata jedinstvenih genotipova. Izolirani su tijekom citave godine s
najviSom ucestalo$¢u u svibnju, lipnju, rujnu i ozujku. Prvi korezistentni izolat dokazan je
u svibnju 2012. godine, a nagli porast broja klonski povezanih Tcg/Cipgr korezistentnih
izolata zabiljezen je u ozujku 2013. godine. U kratkom razdoblju izmedu ozujka i svibnja
2013. izolirano je 90% (9/10, P = 0,001) klonski povezanih Tcgr/Cipr korezistentnih
izolata. U istom razdoblju nije zabiljezen znacajan porast broja Tcg/Cipr korezistentnih
izolata jedinstvenih genotipova (P = 0,405) Sto ukazuje na to da je porast Tcr/Cipgr
korezistencije u tom razdoblju bio vezan isklju¢ivo za klonski povezane izolate. Buduci
da se klonski povezani Tcg/Cipr korezistentni izolati pojavljuju gotovo iskljuc¢ivo nakon
ozujka 2013. godine, ispitali smo povezanost izmedu klonskog tipa izolata i otpornosti na
antibiotike u uzorku izolata koji su izolirani izmedu ozujka i svibnja 2013. godine (n=32).
Utvrdena je znacajna povezanost klonski povezanih izolata i korezistencije (P = 0,001) te

klonski povezanih izolata i tetraciklinske otpornosti (P = 0,001).
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6. RASPRAVA

Ukupna prosjeéna incidencija kampilobakterioze u SDZ od 2007. do 2012.
godine, procijenjena na temelju broja laboratorijski potvrdenih infekcija, bila je 96/100
000 stanovnika. Stope incidencije su bile najvise u dobnoj skupini 0 - 4 godine i medu
muskarcima. Takoder, stope incidencije su u urbanim podru¢jima SDZ bile vise nego u
ruralnim podru¢jima u svim dobnim skupinama. Najve¢i mjese¢ni broj infekcija
kampilobakterima je zabiljezen izmedu svibnja i rujna, s vrhuncem u lipnju, a bio je
povezan s viSim prosjecnim mjesecnim temperaturama i nizom relativnom vlaznosti zraka
(Slika 4). Poljoprivredne aktivnosti u SDZ nisu bile povezane sa stopama incidencije
kampilobakterioze. NajcesS¢e izolirana vrsta je bio C. jejuni. Izolati C. jejuni bili su
genetski heterogeni s djelomi¢no organiziranom klonskom strukturom. Utvrdena je
umjereno visoka rezistencija sojeva C. jejuni na ciprofloksacin 1 Tcr/Cipr korezistencija.
Tcr/Cipr korezistentni sojevi su bili klonski povezani, pojavili su se u kratkom
vremenskom razdoblju i bili su ravnomjerno raspodijeljeni medu bolesnicima svih dobnih

skupina, a nisu bili povezani s hospitalizacijom bolesnika.

Ukupna prosjeéna incidencija kampilobakterioze u SDZ od 2007. do 2012.
godine, procijenjena na temelju broja laboratorijski potvrdenih infekcija, se moze smatrati
umjereno visokom. Naime, ukupna prosjeéna incidencija u SDZ (96/100 000 stanovnika)
je bila vec¢a od prosjecnih stopa incidencije u EU u istom razdoblju (65,9/100 000), te
usporediva sa stopama incidencije kampilobakterioze u Svedskoj (87,2/100 000) i
Slovackoj (105,5/100 000), koje su takoder ocijenjene umjereno visokima (110). Nadalje,
sli¢no izvjestajima u Republici Ceskoj i Finskoj, u SDZ je izmedu 2007. i 2012. godine,
zabiljezen statisti¢ki znacajan pad stopa incidencije kampilobakterioze (110).

Medutim, tijekom razdoblja istrazivanja od 2007. do 2012. godine, svega 312
infekcija kampilobakterom je prijavljeno putem lije¢nickih prijava Sluzbi za
epidemiologiju HZJZ (Izvjestaj Sluzbe za epidemiologiju HZZJZ, Tablica 4 u Dodatku),
Sto bi odgovaralo gotovo devet puta manjoj incidenciji (12/100 000). Ovakvo odstupanje
rezultata sugerira da postoje¢i sustav nadzora zaraznih bolesti, utemeljen na broju
lije¢nic¢kih prijava (tzv. “pasivni sustav nadzora”), znaCajno podcjenjuje incidenciju

kampilobakterioze u RH.
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Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je medu kampilobakterima najcescéi
uzroénik infekcija u bolesnika u SDZ vrsta C. jejuni, a potom C. coli, §to je u skladu s
podatcima iz ostalih zemalja EU (111). Nadalje, statisti¢ki znafajno vece stope
incidencije kampilobakterioze u muskaraca nego u Zena, nadene u SDZ, takoder su
uobicajene i drugdje (112-113).

Stope incidencije u dobnoj skupini 0-4 godine zabiljezene u SDZ su bile visoke i
usporedive sa stopama incidencije u Primorsko - goranskoj Zupaniji (PGZ) (484,4/100
000) (9), Izraelu (356,1/100 000) (91) i Novom Zelandu (461/100 000) (114). Medutim,
bile su veé¢e nego u Danskoj (96,8/100 000) (98) i Njemackoj (123/100 000) (113).Tako
visoke stope incidencije u ovoj dobnoj skupini pripisuju se nerazvijenoj imunosti
bolesnika te dobi (115). Tu pretpostavku dodatno potvrduju gotovo ujednaceno visoke
stope incidencije, koje su zabiljeZene isklju¢ivo u dobnoj skupini O - 4 godine u urbanim,
suburbanim i ruralnim podru¢jima SDZ (Slika 2, Tablica 4). Nadalje, postupan pad stopa
incidencije od mladih prema starijim dobnim skupinama, koji je ovim istrazivanjem
takoder utvrden u SDZ, vjerojatno odrazava stjecanje zaStitne imunosti nakon
ponavljanog izlaganja infekciji kampilobakterima u djetinjstvu (115-116).

NajviSe stope incidencije u najmladoj zivotnoj dobi, koje su dugogodiSnjim
pracenjem uniformno zabiljezili sustavi za nadzor kampilobakterioza niza zemalja (91,
98, 113-114), takoder se pripisuju i viSoj ucestalosti zahtjeva za lije¢ni¢kim pregledima i
laboratorijskim pretragama u toj ranjivoj dobnoj skupini (8, 117). Uz to, neovisno o
opisanim razlikama u imunoloSkom odgovoru, u najmladoj dobnoj skupini postoje i
razlike u izloZenosti epidemioloSkim rizi¢nim ¢imbenicima (114). Naime, manje od 40%
infekcija kampilobakterima je medu mladom djecom povezano s hranom (80). Smatra se,
takoder, da, za razliku od odraslih kod kojih se 66% kampilobakterioza prenosi putem
kontaminiranog pile¢eg i drugog mesa (41), razvoju infekcija kampilobakterima u
najmladoj dobnoj skupini znacajno doprinosi izlaganje rizi€nim ¢imbenicima u okoliSu, a
navode se: kontakt s kuénim ljubimcima koji imaju proljev (118), kontakt s domacim
zivotinjama na farmama (119), igranje u pjeS¢anicima (41), pijenje bunarske vode te vode
iz jezera 1 rijeka (120).

Visoke stope incidencije u dobnim skupinama 10 - 19 godina i 20 - 29 u SDZ
(Tablica 4) slicne su stopama incidencije u tim dobnim skupinama u Danskoj (125/100
000) (98) 1 Njemackoj (107/ 100 000) (113). Danska studija (98) sugerira da se takvi
nalazi mogu pripisati ¢eS¢oj konzumaciji hrane izvan kuce i selidbi iz obiteljskog

kuc¢anstva u toj dobi, $to je nerijetko povezano s nesigurnim rukovanjem hranom i loSijom
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kuhinjskom higijenom. Uz to, roditeljstvo, koje ¢esto zapocinje u dobnoj skupini 20 - 29
godina, je povezano s mogucim interhumanim prijenosom kampilobaktera s male djece o
kojoj njihovi roditelji skrbe (113).

Rezultati ovog istrazivanja nedvojbeno su pokazali da postoje razlike u stopama
incidencije prema podrugjima SDZ: ukupne prosjeéne stope incidencije
kampilobakterioze od 2007. do 2012. godine te stope incidencije prema dobi i spolu su
bile najvise u urbanim podruc¢jima, umjereno visoke u suburbanim podruc¢jima, a najnize
u ruralnim podru¢jima (Tablica 2, Slika 2 i 3). Takvi rezultati sugeriraju moguc¢nost da je
urbano stanovnistvo u SDZ bilo izloZenije infekcijama kampilobakterima od suburbanog i
ruralnog stanovniStva. Vece stope incidencije u urbanim nego u ruralnim podrucjima
uocene su 1 u Danskoj (98) te u Njemackoj (113), s izuzetkom stopa incidencije u dobnoj
skupini O - 4 godine, koje su bile vece u ruralnim podrucjima tih zemalja. Vece stope
incidencije kampilobakterioze nadene su i u urbanim i suburbanim podrucjima
Nizozemske, a povezuju se s konzumacijom gotove hrane (engl. "ready to eat” food) (78).
Prevladavanje kampilobakterioze u urbanim podru¢jima takoder se povezuje s prehranom
izvan kuce te s konzumacijom namirnica Siroko rasprostranjenih na trzistu, poput peradi
(121). Molekularno - prostornim epidemioloSkim studijama kampilobakterioze
provedenim na Novom Zelandu (122), Nizozemskoj (41) i u Kanadi (123) je dokazano da
su bolesnici u urbanim podru¢jima tih zemalja c¢eS¢e inficirani genotipovima
kampilobaktera koji su povezani s peradi nego bolesnici u ruralnim podrucjima, Sto
sugerira da je komercijalno dostupna perad glavni rezervoar kampilobakterioze za ljude u
urbanim sredinama (41). Istrazivanjem Kovaci¢ 1 suradnica provedenim u SDZ 2011.
godine (15) dokazani su identi¢éni PFGE makrorestrikcijski profili izolata C. jejuni iz
uzoraka peradi i izolata C. jejuni iz uzoraka stolice dijarealnih bolesnika $to sugerira da je
perad znacajan izvor kampilobakterioze ljudi 1 u naSoj Zupaniji. Medutim, kako bismo
dobili precizniji uvid u rezervoare infekcije kampilobakterima u urbanim sredinama,
potrebno je dodatnim molekularno — epidemioloSkim prostornim studijama ispitati
prostornu raspodjelu tih i drugih izolata iz hrane, zivotinja i okoliSa u naSoj Zupaniji.

Nalaz veéih stopa incidencije kampilobakterioze u urbanim podruéjima SDZ je
posebno zanimljiv u usporedbi s rezultatom istrazivanja provedenog u gradu Zagrebu i
njegovoj okolici 1985. godine, kada su vece incidencije kampilobakterioze bile nadene u
ruralnim podrué¢jima (8). Takav rezultat takoder je naden u Kanadi (124), SAD -u (125) i
Svedskoj (126). Veée stope incidencija u ruralnim podrué¢jima tih zemalja povezivale su

se s velikom poljoprivrednom aktivnosti i1 velikom gusto¢om papkara na tim podrucjima.
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Medutim, ruralna podruc¢ja RH su nakon 1990. godine bila zahvaéena dugotrajnim
razornim ratnim zbivanjima i uruSavanjem lokalnog gospodarstva $to je za posljedicu
imalo depopulaciju 1 deagrarizaciju tih podrucja (127). Naime, udio poljoprivrednog
stanovniStva u ukupnom stanovniStvu RH je u razdoblju od 1991. do 2001. godine
smanjen s 8,56% na 5,54%, a izmedu 1990. 1 2007. godine je znacajno smanjen i broj
sto¢nih grla (128). Prema ukupnoj povrsini iskoriStenog poljoprivrednog zemljista, broju
stocnih grla 1 prihodima, udio hrvatske poljoprivrede u ukupnoj poljoprivrednoj
proizvodnje EU je sada svega 1% (127). Takve specificne okolnosti u RH mogle su u
znacajnoj mjeri umanjiti izlozenost stanovnika ruralnih podrué¢ja RH rizi¢nim
¢imbenicima za infekcije kampilobakterima, koje inac¢e nalazimo u ruralnim podrucjima
drugih zemalja s razvijenijom poljoprivredom. Ta pretpostavka je u skladu s izostankom
povezanosti izmedu incidencije kampilobakterioze u urbanim, suburbanim i ruralnim
podru¢jima SDZ i poljoprivredne aktivnosti u tim podru¢jima, §to je utvrdeno ovim
istrazivanjem.

Iako su prethodna epidemioloSka istrazivanja kampilobakterioze u RH imala
metodoloska ogranicenja, koja su pojaSnjena u Uvodu disertacije, usporedba rezultata
istrazivanja provedenih na zagrebackom podruéju 1985. godine (8), u PGZ od 2003. do
2007. godine (9) i u SDZ od 2007. do 2012. godine (129) omoguéila je uvid u
epidemioloske znacajke ove bolesti u RH tijekom tri desetljeca.

U odnosu na stopu incidencije kampilobakterioze koja je na podrucju grada
Zagreba 80-ih godina proslog stoljeca bila 56/100 000 stanovnika (8), stope incidencije
kampilobakterioze zabiljeZene u RH nakon 2003. godine su bile znacajno vece (81/100
000) (9), te su nakon kontinuiranog porasta vrhunac dosegle 2008. godine (112/100 000
stanovnika) (9, 129). Potom je ovim istraZivanjem zabiljeZen statisti¢ki znacajan pad
stopa incidencije od 2009. do 2011. godine, a zatim ponovni porast 2012. godine (Slika
3). Pad stopa incidencije kampilobakterioze izmedu 2009. i 2011. godine mogao bi
predstavljati pozitivan odraz primjene novih zakonskih normi uvedenih 2009. godine
(130), kojima se unaprijedila kontrola proizvodnje, prometa i prodaje hrane. S druge
strane, ponovni porast incidencije kampilobakterioze 2012. godine se podudara s
porastom incidencije kampilobakterioze zabiljezenim te godine 1 u drugim zemljama EU
(111). U usporedbi s rezultatima istrazivanja provedenog 1985. godine (8), novija
istrazivanja epidemioloskih znacajki kampilobakterioze provedena u PGZ (9) i SDZ
(129), ukazuju na pad stopa incidencije u djece, prevladavanje bolesti u urbanim, a ne

vise u ruralnim podruc¢jima RH te porast udjela vrste C. jejuni u ukupnom broju

67



kampilobaktera izoliranih u bolesnika. Takve znacajke kampilobakterioze u RH se sada
podudaraju sa znacajkama ove bolesti u razvijenim zemljama (77), §to nije bio slucaj 80.-
ih godina proslog stoljeca (8).

Kampilobakterioza je od 2005.-te najceS¢a zoonoza u ljudi u EU 1 globalno (79,
111), Sto je odraz raSirenosti ovog patogena u brojnim zivotinjskim domacinima te u
okolisu, gdje 1 klimatski ¢imbenici mogu imati znacajan utjecaj na dinamiku ove bolesti
(79). Iako je povezanost izmedu temperature okoliSa 1 ucestalosti infekcija
kampilobakterima poznata, utjecaj regionalnih klimatskih varijacija nije dovoljno istrazen
(98). Prema Kopenovoj klimatskoj klasifikaciji za standardno razdoblje 1961. — 1990.
godine, SDZ ima umjereno toplu klimu tipa C, mediteranskog podtipa Csa te najnizu
godisnju koli¢inu oborina u RH (131). Broj infekcija kampilobakterima u SDZ je bio
najveci od svibnja do rujna, s vrhuncem u lipnju (Slika 5 a - d, Tablica 6) i bio je povezan
s viSim prosjecnim mjesecnim temperaturama zraka, $to je u skladu s podatcima iz drugih
zemalja s umjerenom klimom (79, 132-133). Takoder, jednaka sezonska raspodjela
kampilobakterioza je zabiljezena 1 na zagrebackom podruc¢ju medu bolesnicima
hospitaliziranim zbog kampilobakterioze u razdoblju 1994. — 2014. godine (10, 42).
Vecina bolesnika hospitalizirana je od svibnja do rujna, s najve¢im brojem
hospitaliziranih u lipnju (134).

lako se porast broja infekcija kampilobakterima u SDZ dogadao usporedo s
porastom prosje€nih mjeseCnih temperatura zraka od veljace do lipnja, kada doseze
vrhunac, najviSe vrijednosti prosjecnih mjesecnih temperatura zraka su zabiljezene
kasnije, u srpnju i kolovozu (Slika 5 a - d). Takvi rezultati sugeriraju da je porast broja
infekcija kampilobakterima umjereno, ali ne 1 u potpunosti povezan s porastom
temperature zraka. Umjerenu povezanost ovih varijabli sugerira i istraZivanje Yuna i
suradnika (135), te studija kampilobakterioze u Engleskoj (81).

Nadalje, navodi se da i drugi okoli$ni ¢imbenici (132) te ponasanje ljudi (133)
pridonose vrhuncu broja infekcija kampilobakterima u lipnju. Naime, stope infekcija
kampilobakterima u jatima peradi i1 broj uzoraka mesa pozitivnih na Campylobacter spp.
su najvisi tijekom toplih mjeseci (98). Vrhuncu broja infekcija u lipnju pridonosi i
dodatno izlaganje sojevima kampilobaktera koji nisu povezani s peradi (npr. sojevima iz
papkara i divljih ptica) (132) te ceS¢i prijenos kampilobaktera putem muSica u tom
razdoblju (136). Takoder, viSe temperature i lijepo vrijeme pocetkom ljeta poticu ljude na
aktivnosti izvan kuce poput plivanja, igri na tlu, pripreme rostilja, $to moze povisiti

izloZzenost kampilobakterima iz izvora u okoliSu i vodama (133).
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Prosje¢na mjesetna koli¢ina oborina u SDZ nije bila povezana s mjeseénim
brojem infekcija kampilobakterima, $to je podudarno s rezultatima studije provedene u
PGZ (9), koja takoder ima mediteranski tip klime. Prosje¢na mjese¢na relativna vlaznost
u SDZ je bila slabo negativno povezana s mjese¢nim brojem infekcija kampilobakterima
(Tablica 7, Slika 4,1 5 a - d). Nekoliko studija je pokazalo da odnos relativne vlaznosti 1
broja infekcija kampilobakterima varira ovisno o klimatskoj regiji (133, 137-138),
sugeriraju¢i tako moguce razliCite ucinke lokalnih klimatskih varijabli na prijenos
kampilobaktera.

Iako je u ovom istrazivanju utvrdena sezonalnost kampilobakterioze i povezanost
broja izolata kampilobaktera i temperature, odnosno relativne vlaznosti u SDZ, odnos tih
meteoroloskih varijabli 1 zbivanja u okoliSu je daleko sloZeniji, jer vjerojatno ukljucuje i
izlozenost ljudi razli¢itim izvorima infekcija kampilobakterima i razli¢itim dominantnim
sojevima kampilobaktera tijekom godine (112). Stoga su potrebna dodatna istrazivanja
kako bi se pojasnio utjecaj okolisnih ¢imbenika.

Rezultati ovog istrazivanja, prikupljeni sustavnim Sestogodi$njim pra¢enjem broja
laboratorijski potvrdenih infekcija kampilobakterima u SDZ, koji je obuhvatio sve
ambulantne 1 hospitalizirane bolesnike, omogucili su detaljan uvid u epidemioloSke
znaCajke kampilobakterioze u najvecoj Zupaniji u RH. Ujedno je time, po prvi put u RH,
uspostavljen tzv. ,aktivni sustav nadzora® (engl. active surveillance system)
kampilobakterioze. Rezultati su pokazali da se demografske znacajke oboljelih 1 sezonsko
kretanje kampilobakterioze SDZ ne razlikuju od tih znadajki u drugim razvijenim
zemljama. Medutim, osobitost kampilobakterioze u SDZ je naglagena razlika ukupnih
prosjecnih stopa incidencija te stopa incidencije prema dobi i spolu u svim dobnim
skupinama izmedu urbanih i ruralnih podruéja zupanije.

Stope incidencije kampilobakterioze u SDZ utvrdene praéenjem broja
laboratorijski potvrdenih infekcija, koje su slicne stopama incidencije u nekim drugim
zemljama EU, odrazavaju i sveobuhvatnost uspostavljenog sustava nadzora ove bolesti te
Siroku dostupnost 1 kvalitetu mikrobioloSke dijagnostike, odnosno ovog istraZivanja.
Naime, budu¢i da se vecina infekcija kampilobakterima javlja sporadi¢no i da je bolest
samoogranicavajuceg tijeka te da, ovisno o dobi i prebivaliStu bolesnika, mogu postojati
razlike u broju lije¢nickih pregleda i1 zahtjeva za mikrobioloSkim pretragama, broj
laboratorijski potvrdenih infekcija kampilobakterima vjerojatno predstavlja samo dio
stvarnog broja infekcija (117), Sto onemogucava procjenu stvarne incidencije bolesti.

Nadalje, pad ukupnog broja stanovnika i starenje stanovniStva (varijabilnost populacije)
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ruralnih podrucja te smanjenje poljoprivredne proizvodnje u tim podru¢jima tijekom
posljednjih 25 godina donekle moze umanjiti i moguénost poopc¢avanja tog dijela nasSih
rezultata na druga ruralna podruc¢ja. Medutim, iako uzorak dobiven prac¢enjem broja
laboratorijski potvrdenih infekcija ne mora obuhvatiti sve oboljele, omoguc¢ava dosljedno,
sustavno i kvalitetno prikupljanje podataka (139). Takoder, dosljednost rezultata, t;.
statisticki znacCajna razlika izmedu stopa incidencije u urbanim, suburbanim i ruralnim
podrucjima utvrdena u svim dobnim skupinama tijekom SestogodiSnjeg razdoblja
potvrduje urbano — ruralni gradijent incidencije kampilobakterioze u SDZ, odnosno
prevladavanje ove bolesti u njenim urbanim podrucjima. Dodatna istrazivanja znacajki
kampilobakterioze u RH bila bi mogu¢a kada bi se i u drugim Zupanijama ujednacila
dostupnost mikrobioloskih pretraga i uspostavio aktivni sustav nadzora broja oboljelih.

Najéesée izolirana vrsta kampilobaktera u bolesnika s gastroenteritisom u SDZ bio
je C. jejuni. Izolati C. jejuni u bolesnika u SDZ su prema fenotipskim i genotipskim
znacajkama bili usporedivi s izolatima u drugim zemljama EU. Naime, bili su genetski
heterogeni s djelomi¢no organiziranom klonskom strukturom, S$to se navodi 1 u
molekularnim istrazivanjima kampilobaktera izoliranth u bolesnika u Engleskoj 1
Nizozemskoj (24, 41).

Otpornost izolata na ciprofloksacin i tetraciklin u SDZ je bila, u usporedbi sa
stopama 1 otpornosti u EU (55), umjereno visoka, a na gentamicin i eritromicin vrlo niska,
Sto se podudara s rezultatima iz Austrije (63% C. jejuni otpornih na ciprofloksacin i
21,5% otpornih na tetraciklin) i Slovenije (64,1% otpornih na ciprofloksacin i 27,7%
otpornih na tetraciklin) (55) 1 nedavno objavljenim rezultatima sa zagrebackog podrucja
(53,4% otpornih na ciprofloksacin) (134), dok su u Spanjolskoj stope otpornosti C. jejuni
na ciprofloksacin i tetraciklin bile vece (91,5% i 80%) (55).

U SDZ je, u razdoblju 2012. - 2013. godine, udio izolata C. jejuni otpornih na
ciprofloksacin, tetraciklin iTcgr/Cipg korezistentnih izolata bio znacajno veci nego tijekom
2010. godine, kada je proveden pokusni dio istraZzivanja na uzorku od 50 bolesnic¢kih
izolata C. jejuni (109). S obzirom na rezultate tog istraZivanja, otpornost izolata na
ciprofloksacin je porasla s 26% na 60%, otpornost na tetraciklin s 4% na 24%, a udio
Tcr/Cipr korezistentnih izolata s 4% na 21% (45). Porast udjela Tcgr/Cipr korezistentnih
izolata C. jejuni je bio popracen i naglim pojavljivanjem klonski povezanih Tcr/Cipr
korezistentnih izolata koji su uzrokovali infekcije ravnomjerno raspodijeljene medu
bolesnicima svih dobnih skupina, za razliku od uobi¢ajene dobne raspodjele s vrhuncem

ucestalosti infekcija kampilobakterima u najmladim dobnim skupinama (Slika 7).
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Takva osobita dobna raspodjela bolesnika inficiranih korezistentnim izolatima je
posebno zanimljiva jer upucuje na mogucéu pojavu novih sojeva kampilobaktera medu
oboljelima. Naime, ravnomjerna dobna raspodjela oboljelih od kampilobakterioze se
povezuje s nedostatkom imunosti prema dotad nepoznatim sojevima kampilobaktera, tj.
smatra se da nedostatak imunosti na takve sojeve rezultira brzim Sirenjem infekcije unutar
populacije neovisno o dobi (41, 115, 140). Takoder navode da sojevi kampilobaktera ¢iji
se genotipovi rijetko pojavljuju u populaciji izazivaju infekcije neovisno o dobi, dok su
sojevi s najceS¢im, uobiCajenim genotipovima najzastupljeniji u najmladoj dobnoj
skupini, a rijetki u starijoj dobi (115, 140). Pretpostavlja se da ponavljano izlaganje
izolatima C. jejuni uobicajenih genotipova dovodi do razvoja imunosti na takve sojeve, a
time 1 do smanjenja ucestalosti infekcija u starijim dobnim skupinama (140). S druge
strane, izolati koji imaju rijetke ili nove genotipove vjerojatno imaju neuobicajene
antigene koji poticu infekciju u svim dobnim skupinama (140).

PFGE analiza Tcg/Cipg korezistentnih izolata C. jejuni u SDZ je pokazala da su ti
izolati genetski heterogeni s djelomi¢no izrazenom klonskom strukturom (Slika 8 i 9).
Pojava klonski povezanih izolata opéenito se moze pripisati klonskoj ekspanziji izolata
odredenog genotipa, adaptaciji izolata na uvjete u rezervoaru i/ili okoliSu, njegovoj
prisutnosti na odredenom zemljopisnom podru¢ju 1ili nerazvijenom imunoloSkom
odgovoru domacina (141). Nalazu klonske ekspanzije u nasem istraZivanju odgovarala bi
pojava Sest (od ukupno 8) Tcr/Cipr korezistentnih izolata u genetski visoko podudarnim
klonskim grupama (> 90%) N i K unutar svega tri tjedna (Slika 9, Tablica 10), Sto bi
moglo ukazivati na bolju sposobnosti prezivljavanja klonski povezanih korezistentnih
sojeva u okoliSu koji sadrzi antibiotike. Naime, u takvim uvjetima, antimikrobna
rezistencija izolata predstavlja jaku selektivnu prednost, pa udio klonskih povezanih
izolata u ukupnoj populaciji kampilobaktera raste, a njihova perzistencija je posljedica
bolje sposobnosti prezivljavanja u takvom okoliSu (142). Osim u klonskim grupama,
Tcr/Cipr korezistentni sojevi, izolirani u bolesnika u SDZ, su bili i difuzno rasporedeni
medu 1 sojevima s jedinstvenim genotipom, Sto sugerira da Tcr/Cipr korezistencija nije
bila povezana samo sa Sirenjem pojedinih klonskih grupa, ve¢ je moguce nastala i kao
posljedica horizontalnog genskog transfera izmedu razli¢itih sojeva kampilobaktera
unutar rezervoara nakon selektivnog antibiotskog pritiska (143).

Opazeni porast broja Tcg/Cipr korezistentnih izolata u SDZ izmedu 2010. i 2012.
— 2013. godine nije bio popraden vecom potroSnjom antibiotika u bolesnika. Naime,

prema podatcima Odbora za pra¢enje rezistencije na antibiotike Akademije medicinskih
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znanosti Hrvatske, potro$nja fluorokinolona i tetraciklina u RH medu ambulantnim
bolesnicima, koja predstavlja 92% ukupne potrosnje antibiotika u RH, je bila smanjena
(144). Preciznije, izmedu 2002. 1 2012. godine je potrosnja kinolona smanjena s 1,52 na
1,49 definiranih dnevnih doza/1000 stanovnika/dan (engl. Defined Daily Doses per
Thousand Inhabitants per Day, DDD/TID), a tetraciklina s 1,82 na 1,19 DDD/TID (144).
Takvi podatci ne govore u prilog pretpostavci da je potro$nja antibiotika u ljudi presudan
¢imbenik za porast otpornosti na antibiotike izolata C. jejuni u bolesnika (145).

S druge strane, pretpostavlja se da zivotinje kojima se sluzimo u ishrani djeluju
kao globalna mreza za Sirenje infekcija kampilobakterima medu ljudima te da mogu
utjecati i na prijenos sojeva otpornih na antibiotike (146). Naime, usporedno provedena
geneticka istrazivanja kampilobaktera izoliranih iz peradi i drugih vrsta Zivotinja u
razli¢itim zemljama na tri kontinenta (Europa, Sjeverna Amerika i Afrika) su dokazala da
postoje podudarnosti medu izolatima iz istog zivotinjskog domaéina, neovisno o
zemljopisnoj lokaciji na kojoj zivotinje obitavaju, ¢ime je dokazana interkontinentalna
ekspanzija linija kampilobaktera unutar peradi (146). Stoga se namece i1 pitanje o
mogucéem zoonotskom prijenosu rezistencije (147).

Naime, u mnogim se zemljama tijekom posljednjih godina nastavlja neprekidni
porast otpornosti na fluorokinolone bolesnickih izolata kampilobaktera (62, 134, 148).
Usporedo su porast otpornosti i dosezanje stopa otpornosti podjednako visokih kao medu
bolesnickim izolatima zabiljeZeni 1 medu zivotinjskim izolatima kampilobaktera, osobito
iz peradi, koja je glavni izvor bolesti u ljudi (147). Porast otpornosti ljudskih i
zivotinjskih 1zolata kampilobaktera povezuje se s koli¢inom potroSenih antibiotika u
uzgoju zivotinja. Tako su najniZe stope otpornosti na kinolone i makrolide, primjerice,
zabiljezene u skandinavskim zemljama koje su uvele restriktivan pristup u potrosnji
antibiotika u uzgoju Zivotinja (149). Uz to, izolati Campylobacter spp. otporni na
kinolone perzistiraju u Zivotinjskoj populaciji 1 nekoliko godina nakon smanjenja uporabe
antibiotika, tj. tako tretirane zivotinje nisu samo prolazni domacini otpornim izolatima,
ve¢ 1 mjesta cirkulacije 1 diseminacije otpornosti unutar zivotinjske populacije (150).
Stoga sustavi za uzgoj Zivotinja koji koriste ve¢e koli¢ine antibiotika predstavljaju rizik
za Sirenje otpornih izolata u zajednici (147). Medutim, vrlo je tesko kvantificirati u kojem
opsegu uporaba antibiotika u uzgoju Zivotinja doprinosi umanjivanju ucinkovitosti tih
lijekova u terapiji ljudi oboljelih od kampilobakterioze (147). Naime, izravna uzrocna
povezanost izmedu uporabe antibiotika u uzgoju zivotinja i pojave sojeva kampilobaktera

otpornih na antibiotike jo§ nije potvrdena (151). Primjerice, do sada nije potvrdeno
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klonsko grupiranje izolata otpornih na kinolone neposredno nakon uporabe kinolona u
odredenom zivotinjskom rezervoaru (147). Medutim, u Europi je nedavno dokazana
korelacija visoke otpornosti na kinolone bolesnickih izolata kampilobaktera i otpornosti
na kinolone izolata iz Zivotinja koje se koriste u prehrani (engl. food-producing animals),
te istodobno i korelacija kinolonske otpornosti tih Zzivotinjskih izolata s potroSnjom
kinolona u uzgoju istih zivotinja (148).

Iako je u RH uradeno istrazivanje otpornosti izolata kampilobaktera iz peradi (13)
kojim je dokazana visoka otpornost tih izolata na antibiotike, nisu radena ispitivanja na
veéem uzorku niti su dostupni podatci o potrosnji antibiotika u uzgoju i lijecenju Zivotinja
i stoke u RH. Stoga je za pouzdanije zakljucke potreban trajni nadzor potrosnje
antibiotika 1 u veterinarskoj medicini te molekularne analize povezanosti otpornih izolata
s njihovim izvorima u rezervoarima i okolisu.

Takoder, i rezultati istraZivanja otpornosti C. jejuni u SDZ, kao §to su porast stopa
otpornosti bolesnickih izolata kampilobaktera u SDZ nakon 2010. godine (109), njihova
podudarnost sa stopama otpornosti C. jejuni na antibiotike u susjednim zemljama te
izostanak povezanosti s potroSnjom antibiotika u humanoj medicini (129), sugeriraju
potrebu za daljnjim usporednim istraZivanja mehanizama prijenosa otpornosti
kampilobaktera na antibiotike u veterinarskoj i humanoj medicini.

Znacajna povezanost izmedu otpornosti na tetraciklin i ciprofloksacin je nadena u
izolatima C. jejuni iz peradi u Belgiji (152), u izolatima iz pili¢a iz domaceg uzgoja i iz
uvoza u Danskoj i Kanadi (153-154) te u izolatima bolesnika u Svicarskoj (155). U svim
navedenim istraZivanjima je prevalencija korezistentnih izolata bila visoka: 29 — 64% u
peradi i 10 — 25% u bolesnika. Habib i suradnici (152) su opisali povezanost izmedu
Tcr/Cipr korezistencije i MLST klonskih grupa sojeva C. jejuni. U istraZivanju
antibiotske otpornosti i genotipova C. jejuni u SDZ je takoder zapaZeno postojanje
statistiCki znaCajne povezanosti izmedu otpornosti na tetraciklin i ciprofloksacin u
ukupnom uzorku te fenotipsko—genotipska povezanost izmedu Tcr/Cipr izolata i PFGE
klonskih grupa (genotipova) (129). Takve pojave mogu odrazavati mutacije na
plazmidima (tet(O)gen) ili kromosomima (gyrA gen) ili funkcionalne promjene
(smanjena permeabilnost membrane ili smanjena aktivnost CME efluks pumpe) sojeva C.
jejuni (60). lako se Tcr/Cipr korezistentni izolati C. jejuni opisani u navedenim
istrazivanjima (152-155) ne mogu izravno usporediti i povezati sa Tcr/Cipg
korezistentnim izolatima otkrivenim u SDZ jer nisu genotipizirani ili su koristene razligite

metode genotipizacije, njihova pojava u ve¢em broju zemalja zahtijeva daljnji pazljivi
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nadzor i detaljno istrazivanje znacajki, posebice stoga Sto relativno visoka ucestalost ovih
izolata znacajno suzava terapijski izbor antibiotika u ozbiljnijim slucajevima bolesti (54-
55).

Dosljednost nalaza o Tcgr/Cipr korezistentnim izolatima na koju ukazuje nase
istrazivanje: zabiljezeni porast korezistencije izmedu 2010. 1 2012. - 2013. godine, osobita
(ujednacena) dobna raspodjela bolesnika inficiranih Tcg/Cipg korezistentnim izolatima,
pojava tih izolata u kratkom vremenskom razdoblju od ozujka do svibnja 2013. godine te
povezanost korezistentnih izolata s klonskim grupama ukazuje na mogucéu pojavu novih
(emergentnih) sojeva C. jejuni na podru¢ju SDZ, kojima stanovni§tvo ranije nije bilo
izlozeno (129). Njihova pojava zahtijeva daljnje molekularno — epidemiolosko praéenje.

U ovaj dio istrazivanja je bilo uklju¢eno 100% izolata hospitaliziranih bolesnika i
22% 1izolata svih ambulantnih bolesnika u razdoblju od 1.5.2012. do 31.5.2013., Sto uz
procijenjenu razinu pogreske do 10%, ukupnu veli¢inu uzorka ¢ini primjerenom. Opazene
znacajke izolata C. jejuni usporedive su sa znaCajkama izolata u drugim zemljama
Clanicama EU S§to potvrduje reprezentativnost, odnosno vanjsku valjanost uzorka.
Takoder, nalazi o umjereno visokim stopama otpornosti, fenotipsko — genotipskoj i
vremensko — prostornoj podudarnosti Tcg/Cipr korezistentnih izolata, koje smo potvrdili
statistickim, molekularno — mikrobioloskim 1 epidemioloSkim analizama dosljedno
upucuju na pojavu novonastalih sojeva. Potvrdivanje tih nalaza razli¢itim analitickim
pristupima odrazava i dobru unutrasnju valjanost (validnost) istraZivanja.

Medutim, iako smo potvrdili da su Tcgr/Cipgr korezistentni izolati svrstani u
klonske grupe uz genotipsku podudarnost, pokazivali i vremensko - prostornu
podudarnost, za njihovu detaljniju evaluaciju bila bi potrebna 1 genotipizacija
komplementarnim metodama genotipizacije poput MLST —a 1 WGS —a. Naime, 1ako je
PFGE dobro validirana 1 potpuno standardizirana metoda za nadzor kampilobaktera (47-
48), primjena komplementarnih metoda genotipizacije mogla bi omoguciti detaljniji uvid

u genetsku strukturu i molekularnu epidemiologiju ovih sojeva.

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da su stope incidencija kampilobakterioze
najvise u urbanim podrudjima SDZ, odnosno da stanovniitvo u suburbanim i ruralnim
podru¢jima SDZ rjede obolijeva od ove bolesti §to je u skladu s pretpostavkama
iznesenim u studiji Mughini — Grassa i1 suradnika, da su izvori kampilobakterioze
povezani s mjestom prebivaliSta bolesnika (41). Medutim, za otkrivanje rizi¢nih

¢imbenika koji pridonose takvoj raspodjeli bolesti potrebna su dodatna istrazivanja u
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kojima bi se povezivali epidemioloski podatci o oboljelima s molekularnim istrazivanjem

bolesnic¢kih izolata i izolata iz razli¢itih izvora u hrani i okoliSu.

Sustavnim epidemioloSko — mikrobioloskim istrazivanjem kampilobakterioze u
SDZ u $estogodi$njem razdoblju dobili smo uvid u epidemiologke znacajke ove bolesti,
mikrobnu ekologiju, raspodjelu vrsta, obrasce otpornosti i genotipove kampilobaktera.
Uspostavljen je tzv. ,,aktivni sustav nadzora* kampilobakterioze, omogucen detaljan uvid
u znacajke ove bolesti u RH i njihova usporedba s podatcima iz drugih razvijenih zemalja,
Sto nije bilo moguée na temelju dosadasnjeg nacina pracenja. Utvrdena je umjereno
visoka ukupna prosje¢na incidencija kampilobakterioze u SDZ s najvisim stopama u dobi
od 0-4 godine i medu muSkarcima te sa znacajno viSim stopama u urbanim nego u
suburbanim i ruralnim podruc¢jima. Naj€eSc¢e izolirana vrsta je bio C. jejuni kod kojega je
utvrdena umjereno visoka rezistencija na ciprofloksacin i Tcgr/Cipr korezistencija.
Korezistentni sojevi su bili klonski povezani, pojavili su se u kratkom vremenskom
razdoblju 1 bili su ravnomjerno raspodijeljeni medu bolesnicima svih dobnih skupina §to
sugerira da je rije¢ o novonastalim sojevima na ovom podrucju. Rezistentni fenotipovi C.
Jjejuni nisu bili povezani s hospitalizacijom bolesnika, ali njihova visoka ucestalost medu
izolatima moZe znacajno ograniciti terapijski izbor antibiotika.

Ovi rezultati predstavljaju osnovu za planiranje preventivnih mjera 1 kontrolu ove
bolesti te za optimalan izbor empirijske antimikrobne terapije. Takoder sugeriraju i da je
potrebno nastaviti s istraZivanjima mehanizama nastanka 1 prijenosa otpornosti
kampilobaktera, te s molekularno—epidemioloSkim pracenjem ove bolesti. Pritom se
ukazuje potreba i1 za nacionalnim monitoringom otpornosti kampilobaktera na antibiotike
1 epidemiologije kampilobakterioze pri ¢emu je neophodan holisticki pristup, tj. suradnja
humane i veterinarske medicine uz daljnju evaluaciju poljoprivrednih aktivnost i

¢imbenika okoli$a, odnosno pristup ,,Jednog zdravlja za sve* (engl. One Health).
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7. ZAKLJUCCI

1. Ukupna prosjeéna incidencija kampilobakterioze u SDZ od 2007. do 2012.
godine, procijenjena na temelju broja laboratorijski potvrdenih infekcija, bila je 96/100
000 stanovnika.

2. Stope incidencije su bile najvece u dobnoj skupini 0 - 4 godine i medu
muskarcima. U svim dobnim skupinama stope incidencije kampilobakterioze u urbanim
podru¢jima zupanije su bile statistiCki znacajno vece nego u ruralnim podrucjima.
Takoder su bile i statisticki znaCajno vece nego stope incidencije u suburbanim
podrucjima, osim u dobnoj skupini 0 - 4 godine.

3. Najveéi mjeseéni broj infekcija kampilobakterima u SDZ u razdoblju od
2007. do 2012. godine je zabiljezen u lipnju. Bio je umjereno povezan s viSim prosjecnim
mjeseCnim temperaturama i nizom relativnom vlaznosti zraka, dok prosje¢na mjesecna
koli¢ina oborina nije bila povezana s mjesecnim brojem izolata kampilobaktera.
Poljoprivredne aktivnosti u SDZ nisu bile povezane sa stopama incidencije
kampilobakterioze.

4. Demografske znadajke oboljelih i sezonalnost kampilobakterioze u SDZ se ne
razlikuju od znacajki ove bolesti u drugim razvijenim zemljama. Medutim, osobitost
kampilobakterioze u SDZ je naglasena razlika ukupnih prosje¢nih stopa incidencija,
ukljucujuci 1 incidencije prema dobi 1 spolu izmedu urbanih 1 ruralnih podrucja Zupanije.

5. Najéesc¢e izolirana vrsta u SDZ je bio C. jejuni. Izolati C. jejuni bili su
genetski heterogeni s djelomi¢no organiziranom klonskom strukturom. Utvrdena je
umjereno visoka rezistencija izolata C. jejuni na ciprofloksacin i Tcgr/Cipr korezistencija,
te porast rezistencije na ciprofloksacin i Tcg/Cipgr korezistencije izmedu 2010. i 2012/13.
godine. Otpornost C. jejuni na gentamicin i eritromicin je bila vrlo niska.

6. Porast udjela Tcr/Cipr korezistentnih izolata C. jejuni je bio popracen i
naglim pojavljivanjem klonski povezanih Tcg/Cipr korezistentnih izolata. Korezistentni
klonski povezani Tcgr/Cipr i1zolati su se pojavili u kratkom tromjese¢nom razdoblju, na
maloj prostornoj udaljenosti 1 imali su specifi€énu, ravnomjernu dobnu raspodjelu medu
bolesnicima svih dobnih skupina, §to sugerira da je rije¢ o novim (emergentnim) sojevima
na ovom podrucju. Njihova pojava zahtijeva daljnje molekularno — epidemiolosko

pracenje.
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7. Otpornost izolata nije bila povezana sa spolom niti s hospitalizacijom
bolesnika. Medutim, visoka otpornost izolata na ciprofloksacin te pojava umjereno
visokog udjela Tcgr/Cipr korezistentnih izolata moZe znacajno ograniciti empirijski izbor

antibiotika u terapiji kampilobakterioze.
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8. SAZETAK

Porast incidencije kampilobakterioze i porast otpornosti izolata kampilobaktera na
antibiotike tijekom posljednjeg desetljeca smatraju se znacajnim javnozdravstvenim
problemom u razvijenim zemljama. Medutim, u SDZ i u RH su postojeé¢i podatci o
kampilobakteriozi nedostatni zbog poteSko¢a u mikrobioloskoj dijagnostici 1
prijavljivanju ove bolesti. Takoder, istrazivanja otpornosti bolesnickih izolata
kampilobaktera na antibiotike i njihova genotipizacija u RH prethodno nisu radeni.

Cilj ovog istraZivanja je bio sustavnim prac¢enjem podataka o svim laboratorijski
potvrdenim infekcijama kampilobakterima medu ambulantnim 1 hospitaliziranim
bolesnicima u SDZ od 2007. do 2012. godine (tzv. ,aktivnim sustavom nadzora®),
procijeniti incidenciju kampilobakterioze u SDZ i ispitati povezanost incidencije s
demografskim, prostornim, klimatskim, poljoprivrednim i mikrobioloS§kim ¢imbenicima.
Ispitani su i otpornost na antibiotike gradijent strip testom te genetska struktura najcesce
vrste kampilobaktera C. jejuni metodom gel elektroforeze u elektricnom polju (PFGE).

U SDZ je zabiljezeno ukupno 2 658 laboratorijski potvrdenih infekcija
kampilobakterima u SestogodiSnjem razdoblju istrazivanja. Ukupna prosjecna stopa
incidencije tog razdoblja je bila 96/100 000 stanovnika; najniZza je bila u ruralnim
podruc¢jima Zupanije (61/100 000), a najvisa u urbanim podrucjima (131/100 000). Stope
incidencije su bile najviSe u dobnoj skupini 0-4 godine i medu muskarcima. Ukupne
prosjecne stope incidencije te stope incidencije prema dobi i spolu su bile znacajno vece u
urbanim nego u suburbanim (P < 0,001) i ruralnim (P < 0,001) podru¢jima Zupanije.

Najve¢i mjesecni broj infekcija kampilobakterima je zabiljezen u lipnju. Bio je
umjereno povezan s viSim prosjeCnim mjeseCnim temperaturama (r=0,58) 1 niZom
relativnom vlaZznosti zraka (r=-0,27), dok prosjecna mjesecna koli¢ina oborina nije bila
povezana s mjeseénim brojem izolata kampilobaktera. Poljoprivredne aktivnosti u SDZ
nisu bile povezane sa stopama incidencije kampilobakterioze.

Ispitivanje osjetljivosti i genotipizacija C. jejuni provedeni su od 1.5.2012. do
31.5.2013. testiranjem 77 uzastopnih izolata C. jejuni hospitaliziranih bolesnika 1 77
izolata ambulantnih bolesnika, koji su izolirani istoga datuma kada 1 izolati

hospitaliziranih bolesnika.
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Na ciprofloksacin je bilo otporno (Cipr) 60% testiranih izolata C. jejuni. a na
tetraciklin 24%, od kojih je 89% bilo i korezistentno na ciprofloksacin (Tcgr/Cipg).
Otpornost C. jejuni na gentamicin i eritromicin je bila vrlo niska (< 0,7%). 1zolati su bili
genetski heterogeni s djelomi¢no organiziranom klonskom strukturom.

Izmedu 2010. i 2012/13. godine zabiljezen je znacajan porast rezistencije na
ciprofloksacin i Tcg/Cipgr korezistencije. Porast udjela Tcgr/Cipg korezistentnih izolata C.
Jejuni je bio povezan s naglim pojavljivanjem klonskih grupa Tcgr/Cipr korezistentnih
izolata u kratkom tromjeseCnom razdoblju, na maloj prostornoj udaljenosti 1 uz
specifi¢nu, ravnomjernu dobnu raspodjelu medu bolesnicima svih dobnih skupina, $to
sugerira da je rije¢ o novonastalim (emergentnim) sojevima na ovom podrucju.

Otpornost izolata nije bila povezana sa spolom niti s hospitalizacijom bolesnika.
Medutim, visoka otpornost izolata na ciprofloksacin i pojava Tcgr/Cipr korezistentnih
izolata moZe znacajno ograniCiti terapijski izbor antibiotika. Stoga je potrebno daljnje
pradenje 1 istrazivanje mehanizama nastanka i prijenosa otpornosti. Pri tom je neophodna
suradnja humane 1 veterinarske medicine.

lako se incidencija kampilobakterioze u SDZ moZe smatrati umjereno visokom,
demografske znacajke oboljelih i sezonalnost kampilobakterioze u SDZ se ne razlikuju od
znacajki ove bolesti u drugim razvijenim zemljama. Medutim, osobitost
kampilobakterioze u SDZ je naglasena razlika ukupnih prosje¢nih stopa incidencija te
stopa incidencije prema dobi 1 spolu u izmedu urbanih i ruralnih podruc¢ja zupanije

Rezultati istrazivanja ukazuju na nove 1 specificne epidemioloSke znacajke
kampilobakterioze, obrasce otpornosti i genotipove C. jejuni u SDZ i RH, §to je osnova za
planiranje preventivnih mjera, kontrolu ove bolesti 1 optimalan izbor empirijske

antimikrobne terapije.
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9. SUMMARY

The incidence of campylobacteriosis and number of antibiotic-resistant
Campylobacter strains has been increasing worldwide in the last decade, contributing to
the increasing public health burden of Campylobacter infections. Campylobacteriosis
incidence and disease pattern(s) in Split-Dalmatia County (SDC), and throughout Croatia,
are largely unknown due to deficiencies in illness reporting and laboratory diagnosis.
Notification of laboratory-confirmed cases, which is commonly used in surveillance
systems in the EU and the US is absent in Croatia. To date, no surveillance data on
antibiotic resistance or molecular characterization of human C. jejuni isolates have been
reported for Croatia.

Data from population-based laboratory surveillance were used to examine the
epidemiological pattern of campylobacteriosis in a sentinel site, SDC, from 2007 to 2012,
and to evaluate the association between disease incidence and demographic, geographical,
climatic, agricultural, and microbiological factors. Antibiotic susceptibility testing and
pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) genotyping of isolates were performed.

A total of 2 658 laboratory-confirmed Campylobacter infections were recorded.
Overall mean incidence was 96/100 000, ranging from 61/100 000 in rural to 131/100 000
in urban areas; rates were highest in the age group 0-4 years. Overall mean and age- and
sex-specific incidences were significantly higher in urban versus suburban (P < 0.001)
and rural areas (P < 0.001). The number of infections peaked in early summer and was
correlated with higher average monthly temperature (r = 0.58) and lower humidity (r = -
0.27), but not with precipitation. Incidence was not associated with agricultural activities.

From May 2012 to May 2013, 153 consecutive C. jejuni isolates were collected
from stool samples of all patients hospitalized with gastroenteritis (n = 76) and matched
positive outpatients (by the date of laboratory submission) (n = 77). The gradient strip
method (E-test; bioMerieux) was used to determine the minimum inhibitory concentration
(MIC) for antibiotics. All isolates were analyzed according to the standardized
Campylobacter PFGE protocol of the Centers for Disease Control and Prevention.

Approximately 60% of C. jejuni isolates were resistant to ciprofloxacin, whereas
24% of isolates were resistant to tetracycline; of the latter, 89% were also coresistant to

ciprofloxacin. Resistance to erythromycin and gentamicin was infrequent (< 0.7%).
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Antibiotic-resistant strains were generally not associated with the need for hospitalization;
however, effective treatment options for Campylobacter infections may be limited.

C. jejuni isolates were genetically highly diverse and exhibited a weak clonal
structure However, the prevalence of coresistant strains increased sharply after 2010, and
these coresistant strains were more prevalent in infections caused by clonal PFGE types,
with distinct patterns of temporal occurrence and age distribution in infected patients,
suggestive of newly identified strains. Further in-depth studies are essential to evaluate
whether this phenomenon is linked to C. jejuni epidemiology in food animals and
agricultural ecosystems.

Epidemiological features of campylobacteriosis in SDC from 2007 to date parallel
those in developed countries with respect to demography and seasonality. However, a
distinct campylobacteriosis pattern with consistently higher urban versus rural incidence
was observed. An increase and a high prevalence of Cipr and Tcgr/Cipgr coresistant C.
Jjejuni were detected. These data signal recent and new campylobacteriosis patterns, which

may help formulate further preventive measures.
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10. DODATAK

Dodatak, tablica 1. Stanovnistvo Splitsko—dalmatinske zupanije prema dobi, spolu i

podrucjima (94)
Podrucje SDZ ukupno Urbano Suburbano Ruralno
Spol | Ukupno | Musko | Zensko | Ukupno | Musko | Zensko | Ukupno | Musko | Zensko | Ukupno | Musko | Zensko
Ukupno
(sve 454 798 |221295(233503| 178 102 | 84477 | 93625 | 162187 | 79865 | 82322 | 114509 | 56953 | 57 556
dobi)
0-4 24038 | 12282 | 11756 | 8713 4 483 4230 9177 4673 4504 6148 3126 3022
5-9 23661 | 12106 | 11555 | 8428 4287 4141 9 005 4618 4 387 6228 3201 3027
10-19 | 54748 | 27804 | 26944 | 20 151 | 10206 | 9945 19 873 10092 | 9781 14724 7 506 7218
D|20-29| 59180 | 30063 | 29117 | 22841 | 11452 | 11389 | 21592 10947 | 10 645 14 747 7 664 7083
30-39| 60934 | 30871 | 30063 | 24437 | 12039 | 12398 | 22566 11467 | 11 099 13 931 7 365 6 566
40-49 | 62114 | 31034 | 31080 | 24832 | 12048 | 12784 | 22238 11137 | 11101 15 044 7 849 7195
50-59 | 65286 | 32289 | 32997 | 26408 | 12420 | 13988 | 23117 11508 | 11 609 15761 8 361 7 400
60-69 | 47851 | 22074 | 25777 | 19573 | 8555 | 11018 16 311 7787 8 524 11967 5732 6235
70-79 | 39130 | 16844 | 22286 | 15314 | 6438 8 876 12 945 5832 7113 10 871 4574 6297
>80 17 856 5928 | 11928 | 7405 2 549 4 856 5363 1 804 3559 5088 1575 3513

*SDZ =Splitsko-dalmatinska Zupanija.

t1zvor: Popis stanovnika, kucanstava i stanova RH 2011.

iTablica 1 u Dodatku je dodatak Tablicama 2,3,4 1 5 teksta disertacije.
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Dodatak, tablica 2. Broj izolata Campylobacter spp. u Splitsko—dalmatinskoj zupaniji u

razdoblju od 2007. do 2012. godine prema dobi, spolu i podrucjima

Podrucdje SDZ ukupno Urbano Suburbano Ruralno
Spol Ukupno | Musko | Zensko | Ukupno | Musko | Zensko [ Ukupno | Musko | Zensko | Ukupno | Musko | Zensko
(gﬁ“{gﬂg) 2658 1500 | 1158 1 403 785 618 835 475 360 420 240 180
0-4 678 395 283 275 164 111 245 134 111 158 97 61
59 316 194 122 148 88 60 113 67 46 55 39 16
10-19 411 236 175 244 139 105 119 68 51 48 29 19
20-29 364 200 164 212 117 95 109 62 47 43 21 22
D | 30-39 202 119 83 114 72 42 59 32 27 29 15 14
40-49 169 91 78 86 45 41 51 30 21 32 16 16
50-59 179 97 82 111 55 56 49 33 16 19 9 10
60-69 151 78 73 92 49 43 41 20 21 18 9 9
70-79 96 40 56 62 22 40 26 16 10 8 2 6
>80 49 25 24 32 18 14 11 5 6 6 1 5
NP* 43 26 17 27 16 11 12 8 4 4 2 2
*SDZ =Splitsko-dalmatinska Zupanija.
M = muskarci, 7= 7ene.
iNP=nepoznata dob bolesnika.
Dodatak, tablica 3. Broj izolata Campylobacter spp. u Splitsko—dalmatinskoj Zupaniji u
razdoblju od 2007. do 2012. godine prema kalendarskim godinama i podru¢jima
Podrucdje SDZ ukupno Urbano Suburbano Ruralno
Godina | Ukupno | Musko | Zensko | Ukupno | Musko | Zensko | Ukupno | Musko | Zensko | Ukupno | Musko | Zensko
2007. 490 263 227 257 140 117 177 93 84 56 30 26
2008. 509 298 211 296 174 122 141 72 69 72 52 20
2009. 463 257 206 261 151 110 138 73 65 64 33 31
2010. 430 259 171 214 116 98 142 99 43 74 44 30
2011. 347 190 157 147 83 64 124 74 50 76 33 43
2012. 419 233 186 228 121 107 113 64 49 78 48 30
Ukupno | 2.658 | 1.500 | 1.158 | 1.403 785 618 835 475 360 420 240 180

*SDZ =Splitsko-dalmatinska Zupanija.
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Dodatak, tablica 4. Usporedba broja prijavljenih infekcija kampilobakterima Sluzbi za

epidemiologiju HZJZ i broja laboratorijski potvrdenih izolata Campylobacter spp. u

razdoblju od 2007. do 2012. godine

Podrutjc Broj prijavljenih infekcija uzrokovanih s Campylobacter spp.
2007. | 2008. | 2009. | 2010. | 2011. | 2012. Ukupno
SDZ 0 0 97 96 66 53 312
Broj laboratorijski potvrdenih izolata Campylobacter spp.
2007. | 2008. | 2009. | 2010. | 2011. | 2012. Ukupno
SDZ 490 | 509 | 463 | 430 | 347 | 419 2658
RH np np np np np np np

*np = nije poznato (podatci nisu dostupni).

Flzvor: Hrvatski zdravstveno — statisticki ljetopis 2012 (156).
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