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Vloga mikrobiologije v javhem zdravstvu danes
in jutri

Present and Future Role of Microbiology in Slovene Public
Health Care System

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: mreza mikrobiolo$kih laboratorijev, razvoj dejavnosti

Mineva skoraj sto let od ustanovitve prvega slovenskega mikrobioloskega laboratorija,
zato je prav, da razmislimo, kakSne smeri razvoja se stroki ponujajo v prihodnje. Jo je
potrebno ohraniti kot del javne zdravstvene mreze in jo regulirati skladno s to odloci-
tvijo? Je bolj primerno izvajanje te dejavnosti prepustiti prostemu trgu? Ce jo ohranimo
kot del javne zdravstvene mreze, kako velika naj bo? Spada mikrobioloski laboratorij v
vsako od 24 slovenskih bolniSnic in 63 zdravstvenih domov? Kako se nenehno prilagajati
razvoju sodobnih tehnologij? V stroki se zavedamo, da je razli¢nih odgovorov na ta in
druga pomembna vprasanja vec, verjetno pa se vsi strinjamo, da je za sistem najslabse,
Ce nijasne vizije in odloCevalci ne sprejemajo konsistentnih odlocitev. V prispevku zelita
avtorja predstaviti razloge za podporo viziji razvoja medicinske mikrobioloSke dejavno-
sti, kot jo je opredelil RazSirjeni strokovni kolegij za mikrobiologijo in imunologijo v letu
2016.

ABSTRACT

KEY WORDS: network of microbiology laboratories, development of the field

Almost 100 years have passed since the establishment of the first microbiology labo-
ratory in Slovenia. It is therefore appropriate to address the questions related to the
possibilities of further development of our profession. Should it be kept in the domain of
the public health care system and regulated accordingly? Or is it better to put it on the
open market? How many laboratories do we need in the public network? Do we want
to establish an independent microbiology laboratory in each of the 24 hospitals and 63
primary health care centres? How to constantly adapt to technological changes? We
are all aware that there are many different answers to these questions but all of us also
probably agree that the worst situation in any system is lack of a vision and inconsisten-
cies in the decision-making process. The authors would like to present the reasons for
their support of the vision for the development of medical microbiology as defined by
the Expanded Professional Board for Clinical Microbiology and Immunology in 2016.

! Mag. Tjasa Zohar Cretnik, dr. med., spec. med. mikrobiol., Nacionalni laboratorij za zdravje, okolje in hrano,
Prvomajska ulica 1, 2000 Maribor; tjasa.zohar.cretnik@nlzoh.si

2 lzr. prof. dr. Miroslav Petrovec, dr. med., spec. klin. mikrobiol., Intitut za mikrobiologijo in imunologijo,
Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zaloska cesta 4, 1104 Ljubljana; mirc.petrovec@mf.uni-|j.si
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UvoD

Kadar zelimo postaviti vprasanje organi-
ziranosti in pristojnosti neke dejavnosti
v drZavi, je potrebno to dejavnost najprej
pravilno opredeliti. Za vse nas je to storilo
Evropsko zdruZenje za klini¢no mikrobio-
logijo in infekcijske bolezni (European So-
ciety for Clinical Microbiology and Infectious
Diseases — ESCMID) in definicijo zapisalo
v Evropski priro¢nik klini¢ne mikrobiolo-
gije (European Manual of Clinical Microbio-
logy). Po definiciji, kot je podana v priroc-
niku, klini¢na mikrobiologija vkljucuje
izvajanje preiskav za odkrivanje povzro-
Citeljev okuzb in/ali njihovih sestavin v
vzorcih odvzetih pacientu, izvajanje prei-
skav za ugotavljanje imunskega odziva na
povzrocitelje okuzb in/ali njihovih sesta-
vin v vzorcih odvzetih pacientu, in odkri-
vanje povzrociteljev okuzb in/ali njiho-
vih sestavin v vzorcih odvzetih iz nezivega
okoljaza namen preprecevanjain obvlado-
vanja okuzb povezanih z zdravstveno os-
krbo (7). Poleg diagnosti¢ne dejavnosti pa
mikrobioloski laboratoriji v razli¢nih de-
lezih izvajajo Se druge funkcije, ki sodijo
na podrocje medicinske mikrobiologije, in
sicer javnozdravstveno mikrobiolosko de-
javnost in odzivanje na izredne dogodke,
pedagosko in raziskovalno dejavnost, ter
skrb za stalni profesionalni razvoj.

Kot javnozdravstveno mikrobiolosko
dejavnost in odzivanje na izredne dogod-
ke Stejemo izvajanje aktivnosti, katerih na-
men je zaznavanje, spremljanje in obvlado-
vanje nalezljivih bolezni ter hiter odgovor
na epidemije. Med seboj se povezujejo pod-
ro¢ja humane, veterinarske, Zivilske, vodne in
okoljske mikrobiologije ter podrodje javnega
zdravja in klinicne vede. Naloge, ki sodijo na
podrodje javnozdravstvene mikrobiologije in
ki bodo podrobneje predstavljena v drugem
prispevku tega sreCanja so med drugim:

stalno spremljanje in nadzor nad nalez-
ljivimi boleznimi v drZavi v sodelovanju s
specialisti javnega zdravja — epidemiologi;

vzpostavljanje mreZ za spremljanje na-
lezljivih boleznih, v primerih, ko podatki
iz diagnostic¢nih laboratorijev ne zados-
tujejo za oceno epidemioloske situacije;
raziskovanje in sledenje mikroorganiz-
mov in njihovih sprememb, ki bi lahko
vodile k spremenjeni klini¢ni sliki in/ali
spremenjeni epidemiologiji bolezni, ki
jih povzrocajo;

sodelovanje in priprava navodil za celos-
ten nadzor nad nalezljivimi boleznimi;
uvajanje novih znanstveno potrjenih
metod v povezavi z ECDC (Evropskim
centrom za nadzor bolezni) in WHO
(Svetovno zdrastveno organizacijo), ki
so potrebne za doseganje ciljev nadzo-
13, kot jim sledimo na evropskem ali sve-
tovnem nivoju;

nadzor nad povzrocitelji bolezni proti
katerim cepimo;

povezovanje mikrobioloskih, kemijskih,
veterinarskih in Zivilskih ekspertov pri
nadzoru epidemij in raziskavah kroze-
nja in obnasanja mikroorganizmov;
tesno povezovanje z mednarodnimi
mrezami in organizacijami pri hitri iz-
menjavi podatkov, validaciji metod in
pripravi navodil;

stalno spremljanje drzavnih in medna-
rodnih epidemij.

Raziskovalna mikrobioloska dejavnost
je usmerjena v temeljne in aplikativne mi-
krobioloske raziskave. V slovenskih labora-
torijih delujejo ugledne raziskovalne skupi-
ne z mednarodnimi referencami najvisjega
nivoja. Medsebojno povezovanje laboratori-
jev je pogoj za krepitev raziskovalnega dela
skozi povezovanje informacij, ki izhajajo iz
diagnosti¢ne, javnozdravstvene in temelj-
ne raziskovalne dejavnosti. Znanstvene in
strokovne publikacije so eno od pomemb-
nih meril strokovnega ugleda laboratorija.

Kot pedagosko dejavnost Stejemo razlic-
ne oblike sodelovanja v procesih usposab-
ljanja:
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izvajanje obveznih praks za dijake in
Studente razli¢nih profilov;

izvajanje programov pripravnistva za
poklice v zdravstvu;

sodelovanje sodelavcev kot izpraseval-
cev na strokovnih izpitih;

izvajanje programov specializacije za
specializante klini¢ne mikrobiologije;
sodelovanje sodelavcev kot predavate-
ljev in asistentov pri izvajanju progra-
mov na obeh slovenskih medicinskih
fakultetah, na fakultetah za zdravstvo,
fakulteti za farmacijo, biotehniski fa-
kulteti, visokih Solah za zdravstvo in po-
diplomskih programih izobraZevanja.

OPIS STANJA

Da bi medicinski laboratorij lahko izvajal
svojo dejavnost, mora izpolnjevati zahteve
Pravilnika, ki jih morajo izpolnjevatilabo-
ratoriji za izvajanje preiskav na podrocju
laboratorijske medicine (Ur. 1. RS 64/04 in
1/16) in mu je Ministrstvo za zdravje izda-
lo dovoljenje za delo (2). Trenutno v Slove-
niji deluje 10 mikrobiolo$kih laboratorijev
z dovoljenjem za delo, ki delujejo znotraj
Sestih pravnih oseb na skupaj 14 lokacijah.
Seznam posodablja Ministrstvo za zdrav-
jein je objavljen na spletni strani ministr-
stva (3). Kljub temu, da pravilnik velja od
leta2004 in da so se prva dovoljenja za delo
podelila v letu 2009, pa Se vedno ni reSeno
vprasanje pristojnosti posameznih strok.
Posledi¢no laboratoriji delujejo zunaj ob-
segov, kot jih kot svojo, mednarodno pri-
znano pristojnost razumemo posamezne
laboratorijske stroke. Tako nam — mikro-
biologom, nikakor ni doumljivo, da lah-
ko procesiranje najbolj kriticnih vzorcev
v mikrobiologiji - hemokultur podrocje
medicinske biokemije razume kot svo-
jo pristojnost in da tudi za Stevilne druge
mikrobioloske preiskave, kot so na primer
preiskava blata na parazite, preiskave raz-
mazov na krvne parazite in prakti¢no vse
seroloske preiskave menijo, da jih lahko

izvaja katerikoli laboratorij z dovoljenjem
za delo s podrocja medicinske biokemije,
kijih je v Sloveniji ve¢ kot 100 (4).

Po oceni, ki jo je RazSirjeni strokov-
ni kolegij za mikrobiologijo in imunologi-
jo (v nadaljevanju RSK) v letu 2016 pripravil
za namen izdelave predloga izvajalcev mi-
krobioloske dejavnosti in posledi¢no spre-
memb zakonodaje, ki bi tak§no mreZo pod-
prle, so laboratoriji z dovoljenjem za delo s
podrodja medicinske mikrobiologije v letu
2016 opravili 1.577.000 preiskav (5). V letu
2016 je to delo opravljajo 43 specialistov mi-
krobiologov in $e priblizno 350 zaposlenih z
drugimi izobrazbami, ki so potrebne za de-
lovanje sodobnega mikrobioloskega labo-
ratorija (5). Kolik$en del preiskav s podrodja
medicinske mikrobiologije se izvaja v me-
dicinskih biokemijskih in drugih laborato-
rijih, RSK ni mogel oceniti. Glede na prihod-
ke Centra za medicinsko mikrobiologijo
Nacionalnega laboratorija za zdravje, oko-
lje in hrano in Instituta za mikrobiologijo
in imunologijo Medicinske fakultete v Lju-
bljani, ki izvajata vecino preiskav, smo oce-
nili, da stroski za medicinsko mikrobiologi-
jone presegajo 1 % sredstev, ki se v Sloveniji
namenijo za delovanje zdravstvenega siste-
ma in da v stroskih posameznih bolni$nic
stroski za mikrobioloSke preiskave, naro-
Cenih v navedenih institucijah, dosegajo od
0,3do 2 % stroskov dolocene bolnisnice.

V strokovnem smislu smo slovenski
mikrobioloski laboratoriji nasim delezni-
kom sposobni ponuditi preko 600 razlic-
nih preiskay, ki jih izvajamo z najsodobnej-
$imi metodami in tehnikami. Pacientom in
vsem prebivalcem v Sloveniji so dostopne
prakticno vse vrste preiskav, ki jih mikrobi-
oloska stroka ta trenutek premore.

Podatki, ki nastanejo v mikrobioloskem
laboratoriju so pomembni za naro¢nike mi-
krobioloske diagnosti¢ne preiskave, ki so:

lececi zdravniki v katerikoli zdravstve-
ni ustanovi ali domu starejsih oblanov
(DSO), zdravniki, ki delujejo kot konce-

7
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sionarji ali zasebni izvajalci zdravstvene
dejavnosti brez koncesije;

mikrobiologi, kadar gre za preiskave ter-
ciarne ravni;

epidemiologi, ki raziskujejo sporadi¢ne
primere nalezljivih bolezni ali primere
nalezljivih bolezni, ki so del izbruha;
pacienti samoplac¢niki, ki so v taksen
status pogosto prisiljeni zaradi pomanj-
kljivosti v delovanju zdravstvenega sis-
tema.

Vmikrobioloskih laboratorijih priprav-
ljamo tudi zbirne laboratorijske podatke, ki
jih potrebujejo:

razlicne komisije delujoce v zdravstve-
nih ustanovah in DSO (za prepreceva-
nje in obvladovanje okuzb povezanih z
zdravstvom, za racionalno rabo antibio-
tikov itd.);

mednarodne mreZe pod okriljem WHO,
ECDC, EFSA itd.;

Zavod za zdravstveno zavarovanje Slove-
nije;

Nacionalni inStitut za javno zdravje;
Ministrstvo za zdravje Republike Slove-
nije;

ministrstva drugih resorjev v drzavi;
zainteresirane javnosti.

Samo v laboratorijih Nacionalnega la-
boratorija za zdravje, okolje in hrano letno
pripravimo preko 1.000 porocil z zbirnimi
laboratorijskimi podatki za razli¢ne delez-
nike letno. Prav zaradi potrebe, da so razlic-
nim deleznikom dostopni celoviti, pravo-
casno pripravljeni in na zaupanja vrednih
rezultatih temeljeci zbirni laboratorijski
podatki in ob dejstvu, da Sirjenje veckra-
tno odpornih mikroorganizmov pomeni
eno od najvedjih tveganj za varnost paci-
enta, avtorja menita, da bi morali mikro-
biolosko dejavnost opredeliti kot stratesko
za drzavo in sprejeti dopolnitve zakonoda-
je, ki bi celovito regulirala delovanje mre-
Ze izvajalcev.

8

MOZNOSTI RAZVOJA
MIKROBIOLOSKE DEJAVNOSTI
V SLOVENIJI
Da bi lahko nacrtovali mrezo izvajalcev
mikrobioloske dejavnosti, urejali zakon-
ske podlage in nacin financiranja ter izbi-
rali najboljSo organizacijsko obliko delo-
vanja laboratorijev, je potrebno opredeliti
razvojne cilje in doloditi standarde, ki jih
mora dosegati stroka. V dokumentu Pred-
log izvajalcev mikrobioloske dejavnosti v
republiki Sloveniji, smo ¢lani RSK opre-
delili naslednje razvojne cilje za podrocje
medicinske mikrobiologije:
zagotavljanje zaupanja vrednih rezulta-
tov v ¢im krajSem casu;
zagotavljaje enakih odzivnih casov za
vsa podrodja v Sloveniji;
zagotavljanje vseh razpolozljivih metod
in tehnik pomembnih v mikrobioloski
diagnostiki v drzavi;
izvajanje vseh javnozdravstvenih mi-
krobioloskih aktivnosti, ki so potrebne
za prepreevanje in obvladovanje nalez-
ljivih bolezni, okuzb povezanih z zdra-
vstveno oskrbo in obvladovanje Sirjenja
odpornosti mikroorganizmov;
zagotavljanje kapacitet za izvajanje uc-
nih programov in usposabljanj za vse
vse vrste profilov povezanih z medicin-
sko mikrobiologijo;
krepitev raziskovalnega dela za promo-
cijo Slovenije v mednarodnem prostoru
in domacem okolju (5).

Kot standarde, ki jih moramo dosegati
pri strokovnem delu, pa smo opredelili:

obravnavanje vzorcev v casu, ki ne pre-
sega dopustnih transportnih casov;
dnevno izvajanje vseh tistih preiskav, ki
omogocajo pridobitev rezultata isti dan;
zagotavljanje uporabe enakih ali vsaj
enakovrednih tehnologij vsem narocni-
kom preiskav;
ustrezna organiziranost dezZurne sluzbe
in stalne pripravljenosti;
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dosegljivost rezultata isti dan, kot je bil
pridobljen v laboratoriju;

elektronsko narocanje preiskav;
prisotnost specialista mikrobiologa ves
obratovalni cas laboratorija, ki omogoca
konzultacijo z ustreznim specialistom
klini¢ne mikrobiologije pred odvzemom
vzorca in po opravljeni preiskavi za raz-
lago rezultatov preiskave;

uporaba najsodobnejsih metod in tehnik.

Da bi lahko dosegali zastavljene cilje in
delovali v skladu z Zeljenimi standardi so
nam v stroki na razpolago naslednje orga-
nizacijske oblike:

le ena organizacija, ki izvaja mikrobiolo-
ko dejavnost;

obstojeca oblika organiziranosti;
delovanje mikrobioloskih laboratorijev
znotraj bolnisnic;

izvajanje dela ali celotnega obsega mi-
krobioloske dejavnosti v tujini;

model mreZe zdruzenih regionalnih la-
boratorijev z organiziranimi dislocirani-
mi enotami v bolniSnicah (5).

V stroki ne smemo nikoli zanemari-
ti tudi pravnega statusa izvajalcev dejav-
nosti in njihovega financiranja. Trenutno
vsi mikrobioloski laboratoriji z dovolje-
njem za delo delujemo znotraj javnih za-
vodov, katerih lastnica in ustanoviteljica je
drzava. V stroki zagovarjamo stalisce, da se
mora mikrobiolo$ka dejavnost zaradi stra-
teskega pomena, v Sloveniji izvajati kot jav-
na sluzba v okviru mreZe javnih zdravstve-
nih zavodov in da mora drZava preko svojih
inStitucij in mehanizmov prevzeti vlogo re-
gulatorja in nadzornika cen.

V precejSnjem delu nase zakonoda-
je drzava potrjuje Zeljeni koncept. Ze v 51.
clenu Ustave Republike Slovenije je dolo-
Ceno, da ima vsakdo pravico do zdravstve-
nega varstva pod pogoji, ki jih dolo¢a zakon
ter da se z zakonom doloca pravice do zdra-
vstvenega varstva iz javnih sredstev (6). Za-

kon o zdravstveni dejavnosti nato v tretjem
¢lenu doloca, da javna zdravstvena sluzba
obsega zdravstvene storitve, katerih trajno
in nemoteno opravljanje zagotavljajo vjav-
nem interesu drzava in lokalne skupnos-
tiin ki se, temeljece na nacelu solidarnosti,
v skladu s predpisi, ki urejajo zdravstveno
varstvo in zdravstveno zavarovanje, zago-
tavljajo kot pravice obveznega zdravstve-
nega zavarovanja ter se v celoti ali deloma
financirajo iz javnih sredstev, predvsem
iz obveznega zdravstvenega zavarovanja.
Zdravstvene storitve iz prejSnjega stavka
kot negospodarske storitve splosnega po-
mena izvajalci zdravstvene dejavnosti op-
ravljajo na nepridobiten nacin, tako da se
presezek prihodkov nad odhodki pora-
bi za opravljanje in razvoj zdravstvene de-
javnosti (7). Ceprav je s 23.c ¢lenom Zakona
0 Zdravstveni dejavnosti izvajanje mikro-
bioloskih preskusanj za potrebe izvajal-
cev zdravstvene dejavnosti kot javna sluz-
ba opredeljeno le za Nacionalni laboratorij
za zdravje, okolje in hrano, pa z umestitvijo
vseh mikrobioloskih laboratorijev v javne
zavode potrjuje interes, da se ta dejavnost
izvaja kot javna sluzba in kot neprofitna
dejavnost v celotni mreZi, saj Zakon o za-
vodih doloca, da se javni zavodi ustanovijo
za podrodja, kjer cilj opravljanja dejavnosti
ni pridobivanje dobicka (7, 8). V Resoluciji o
nacionalnem planu zdravstvenega varstva
2015-2025 Skupaj za druzbo zdravja, se je
resorno ministrstvo nadalje zavezalo,da bo
na podrodju dejavnosti laboratorijske me-
dicine izvedlo dva ukrepa in sicer dolocilo
strategijo razvoja laboratorijske dejavnosti
inizvedlo projekt vzpostavitve referencnih
centrov in mreze medicinskih laboratori-
jev ter opredelilo mreZo izvajalcev labora-
torijske dejavnosti, ki se financira iz javnih
sredstev (9). Nazadnje je potrebno uposte-
vati Se dolocila drugega odstavka 24. ¢le-
na Splosnega dogovora za leto 2018, ki so v
letni pogodbi med Zavodom za zdravstve-
no zavarovanje republike Slovenije in iz-
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vajalci zdravstvene dejavnosti zapisana zZe
leta, in sicer, da cene storitev javnih zavo-
dov in drugih izvajalcev, ki opravljajo zdra-
vstvene storitve za izvajalce, ki se financi-
rajo iz sredstev zdravstvenega zavarovanja,
niso pa pogodbeni partnerji Zavoda, odob-
rava minister za zdravje (10). Ob vsem tem
je prakticno nemogocle razumeti, zakaj
ista lastnica ob odlo¢itvi, da se mikrobio-
loska dejavnost izvaja v okviru javnih za-
vodov kot javna sluzba, ne razresi situaci-
je, ko smo si laboratoriji primorani v praksi
za pridobivanje »posla« na trgu konkurira-
ti v postopkih javnega narocanja, se podva-
jajo kapacitete, financirane iz istega vira, in
razkraja dobro delujo¢ sistem.

Ko se odlocamo o smeri razvoja in obli-
ki organiziranosti, za katero ocenjujemo, da
nam bo prinesla pricakovane rezultate, je
tako potrebno upostevati najmanj politic-
ne usmeritve, razpolozljive vire, geografske
okolis¢ine in pricakovane cilje. Tudi v tem
prispevku bi avtorja Zelela poudariti, da sta
mnenja, da je model mreze zdruzenih re-
gionalnih laboratorijev z organiziranimi
dislociranimi enotami v bolnisnicah najpri-
mernejsa oblika organiziranosti mreze slo-
venskih mikrobioloskih laboratorijev, kar
nenazadnje potrjuje praksa, ki se v zadnjih
letih razvija najmanj na Svedskem, Finskem
v Franciji in Italiji. V Sloveniji je bila dislo-
cirana enota maticnega laboratorija Bolni-
$nici TopolSica in Bolni$nici BreZice s strani
Oddelka za medicinsko mikrobiologijo Za-
voda za zdravstveno varstvo Celje ponuje-
na 7e v letu 2012. Zal so razli¢ne okolis¢ine
preprecile realizacijo projekta, zal tudi zato,
ker bi bili v primeru postavitve taksne enote
pravzaprav pionirji koncepta, ki se zdaj uve-
ljavlja v tujini.

Odgovor na vprasanje, ali je v Sloveni-
ji potrebno in primerno ustanavljati doda-
tne samostojne mikrobioloske laboratorije,
se ponuja pravzaprav sam, vsakomur, ki je
pripravljen iskreno odgovoriti na naslednja
vprasanja:
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1. Glede na to, da je drzava Nacionalni la-
boratorij za zdravje, okolje in hrano
ustanovila z namenom, da racionalizi-
ra mrezo devet od trenutnih 14 lokacij
delovanja mikrobioloskih laboratorijev,
ali ustanovitev laboratorijev v 24 bolni-
$nicah in 63 zdravstvenih domovih sle-
di namenu drzave, da dejavnosti zago-
tovi kriti¢no maso analiziranih vzorcev,
ustrezno strokovno mo¢ in racionalno
rabo virov?

2. Ce laboratorijev ne bomo ustanovili v
vseh 24 bolni$nicah in 63 zdravstvenih
domovih, po kaksnih kriterijih nekate-
rim bolniSnicam in zdravstvenim do-
movom mikrobioloski laboratorij pripa-
dain katerim ne?

3. Ali nas zgodba otroske sr¢ne kirurgije ni
naucila, da laboratorij z enim specialis-
tom mikrobiologom nima zagotovljene-
ga dolgorocno stabilnega in strokovno
ustreznega delovanja?

4. Kaj storiti z laboratorijem, kjer je edi-
ni specialist na dolgotrajni bolniski od-
sotnosti, je zapustil laboratorij ali celo
umrl?

5. Kdo bo prevzel odgovornost za rezulta-
te preiskav v laboratoriju, ki deluje brez
specialista mikrobiologa?

6. Ce upostevamo zgodovino razvoja me-
dicinskih biokemijskih laboratorijev in
njene posledice (100 delujocih laborato-
rijev z manj kot 50 specialisti, med kate-
rimi ni ve¢ zdravnikov), ali iskreno ver-
jamemo, da mikrobioloski laboratorij
lahko deluje brez zdravnika specialista
mikrobiologa in da ga lahko nadomesca
kdorkoli?

7. Ali ustanavljanje dodatnih mikrobio-

loskih laboratorijev pomeni racional-
no rabo javnih sredstev ob predpostav-
ki, da so razpolozljive kapacitete dovolj
velike in v celoti vzpostavljene iz javnih
sredstev?
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ZAKLJUCEK

Ukrepi za razresitev okolis¢in, ki ogroza-
jo razvoj mikrobioloske dejavnosti v Slo-
veniji, niso preprosti in zahtevajo strokov-
no odgovorne sogovornike, ki imajo hkrati
tudi pristojnosti, da taksne ukrepe izvede-
jo. Ker je slovenska mikrobioloska stroka
majhna in deleznikom ta trenutek zago-
tavlja vse kar potrebujejo, se zdi, da tve-
ganja niso visoka. Zaradi majhnosti trga
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Nedvomno zacetkov mikrobiologije v javnem zdravstvu ni moc¢ jasno opredeliti, saj je
mikrobiologija kot celota vedno z enim delom spremljala tudi nacionalne javnozdrav-
stvene mikrobioloske parametre, tako v povezavi z epidemiologijo kot ostalimi delezniki
na podrocCju veterine, hrane, vode in okolja. Vendar je leta 2004 z ustanovitvijo Evrop-
skega centra za preprecevanje in obvladovanje nalezljivih bolezni (ECDC) dobila jasno
opredeljeno vlogo in mesto, tako v stroki kot v politicni organiziranosti drzav Evropske
Unije. Slovenija je tako v skladu s smernicami ECDC znotraj svojega sistema laborato-
rijev za medicinsko mikrobiologijo organizirala diagnosti¢ne, referencne laboratorije
in javnozdravstveni laboratorij. Za oceno zmogljivosti mikrobioloSke diagnostike je bil
vzpostavljen sistem EULabCap, ki ga Slovenija vsako leto izpolnjuje. Rezultati kazejo viso-
ko zmogljivost oz. sposobnost implementacije in uporabe testov, hitro Sirjenje in upora-
bo molekularnih metod za nadzor ter karakterizacijo Stevilnih bolezni in spremljanje od-
pornosti proti protimikrobnim zdravilom. V letu 2016 je Slovenija dosegla visoko oceno
za laboratorijski prispevek k nacionalnemu nadzoru, pripravljenosti za na novo porajajo-
Ce se bolezni in podporo pri odzivu na izbruhe. I1zboljSana je bila referenc¢na diagnostic-
na potrditev in identifikacija patogenov. Slovenija je tudi pripravljena na implementacijo
metode sekvenciranja celotnega genoma za nadzor nad povzrocitelji nalezljivih bolezni
po smernicah ECDC. Slovenijo in njeno Ministrstvo za zdravje Caka Se veliko dela priime-
novanju in zakonodaji na podrocju referenéne mikrobioloSke laboratorijske dejavnosti
ter pri izdelavi posameznih diagnosticnih smernic na nacionalnem nivoju.

ABSTRACT
KEY WORDS: public health, microbiology, public health laboratory, reference laboratory

Undoubtedly, the beginnings of microbiology in public health cannot be clearly de-
fined, as microbiology as a whole has always involved national public health micro-
biological parameters both in relation to epidemiology and other sectors (veterinary
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medicine, food, water and the environment). However, in 2004, with the establishment
of the European Centre for Disease Prevention and Control — ECDC, its role and place
were clearly defined, both in the professional filed and in the political organization of
EU countries. Slovenia has organized diagnostic reference (de facto) laboratories and
a public health laboratory within its own system of medical microbiology laboratories.
The EULabCap system was established for microbiological diagnostics assessment with
Slovenia meeting its requirements each year. Results show high performance, that is,
the ability to implement and use tests, rapid spread and use of molecular methods to
control and characterize many diseases as well as to monitor resistance to antimicro-
bials. In 2016, Slovenia achieved a high score for laboratory contribution to national
surveillance, preparedness for emerging diseases, and outbreak response support. Re-
ference diagnostic confirmation and identification of pathogens have been improved.
Slovenia is also ready to implement the WGS (whole genome sequencing) method for
controlling infectious disease agents in line with ECDC guidelines. Much work is still
ahead for Slovenia and its Ministry of Health with regard to designation and legislation
in the area of reference microbiological laboratory activities and development of indivi-

dual diagnostic guidelines at the national level.

ZACETKI MIKROBIOLOGIJE

V JAVNEM ZDRAVSTVU

Nedvomno zacetkov mikrobiologije v jav-
nem zdravstvu ni moc¢ jasno opredeli-
ti, saj je mikrobiologija kot celota vedno
z enim delom spremljala tudi nacionalne
javnozdravstvene mikrobioloSke parame-
tre, tako v povezavi z epidemiologijo kot
ostalimi delezniki na podrodju veterine,
hrane, vode, okolja in Zivil. Vendar je leta
2004 z ustanovitvijo Evropskega centra za
preprecevanje in obvladovanje nalezljivih
bolezni (angl. European Centre for Disease
Prevention and Control, ECDC) dobila jasno
opredeljeno vlogo tako v stroki kot v poli-
ticni organiziranosti drzav EU (7).

V strategiji Evropske Unije (EU) je na-
pisano, da imajo vsi drzavljani znotraj EU
pravico do visoko kvalitetne klini¢ne in
javnozdravstvene mikrobiologije ter da je
naloga drzav clanic in ECDC, da poskrbi-
jo za razvoj in krepitev mikrobiologije (2).
Javno zdravstvo mikrobiologijo opredelju-
je kot presecno dejavnost, ki povezuje mi-
krobiologijo s podrocij cloveka, veterine,
vode, hrane in okolja z osredotocenostjo
na zdravje ¢loveka in njegove bolezni. Za to
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potrebuje laboratorijske strokovnjake, ki so
se sposobni strokovno povezovati z ostali-
mi disciplinami, predvsem z epidemiolo-
gi in kliniki. Za te namene je bila nujna po-
stavitev javnozdravstvenih mikrobioloskih
laboratorijev ali laboratorijev s temi funk-
cijami, ki igrajo klju¢no vlogo pri detekci-
ji, spremljanju, odgovorih na epidemije in
lahko nudijo znanstvene kazalce za prepre-
Cevanje in kontrolo nad nalezljivimi bolez-
nimi.

ECDC nima lastnih laboratorijev, zato
znotraj svoje organiziranosti skrbi, da vsa-
ka drzava ¢lanica jasno in doloceno prispe-
va s svojimi podatki o nalezljivih boleznih
k skupnemu nadzoru in preprecevanju bo-
lezni znotraj EU (3). Hkrati se povezuje z
ameri$kim CDC (angl. Centers for Disese Con-
trol and Prevention) in svetovno zdravstveno
organizacijo (angl. World Health Organisati-
on, WHO) za namene svetovnega spremlja-
nja, zlasti na podrocju bioterorizma.

Da bodo javnozdravstveni laboratori-
ji posameznih drzav ¢lanic delovali na sku-
pen jasno koordiniran nacin, se morajo
znotraj drzave in na evropskem nivoju po-
vezovati z nacionalnimi referen¢nimi labo-



Metka Paragi, Katarina Prosenc, Verica Mio¢ | Razvoj mikrobiologije v javnem zdravstvu v Sloveniji 1

ratoriji, v kolikor niso le-ti Ze njihov sestav-
ni del. Tako je naloga vsake drzave clanice
vzpostavitev nacionalne mreZe referenc-
nih laboratorijev (NRL-jev) pod okriljem in
imenovanjem Ministrstva za zdravje (MZ).
Zatanamen smo na ECDC oblikovali doku-
ment s tehni¢nimi zahtevami za opredeli-
tev in imenovanje NRL-jev znotraj drzav
¢lanic (4). Te laboratorije mora vsaka drza-
va ¢lanica uradno imenovati in financirati.
Med osnovne aktivnosti referen¢nih labo-
ratorijev Stejemo:
obvladovanje referencnih metod za de-
tekcijo in tipizacijo povzrociteljev (po-
trjevanje povzrociteljev kot podpora di-
agnosti¢nim laboratorijem),
zagotavljanje in nadzor nad referenc-
nim materialom (vzdrZevanje nacional-
ne banke izolatov),
strokovno svetovanje javnozdravstve-
nim deleznikom in odlocevalcem,
sodelovanje in razvoj na nacionalnem in
mednarodnem nivoju,
spremljanje, pripravljenost in odziv pri
obvladovanju izbruhow.

NRL-ji posameznih drzav ¢lanic pa se
strokovno povezujejo med seboj na evrop-
skem nivoju za namene izmenjave znanj in
spremljanja posameznih patogenov.

ZACETKI MIKROBIOLOGIJE V

JAVNEM ZDRAVSTVU V SLOVENIJI
Organiziranje mikrobiologije v javnem
zdravstvu v Slovenji ni bilo dovolj vode-
noinnacrtovano s strani drzave. Trenutno
stanje je predvsem posledica zavezujocega
upostevanja smernic ECDC posameznih
drzav ¢lanic in dela strokovnjakov, ki so se
borili za neodvisno javnozdravstveno po-
litiko tudi na podroé¢ju mikrobiologije. Or-
ganiziranost mreze ECDC zahteva v vsaki
drzavi ¢lanici v eni od javnozdravstvenih
institucij nacionalno kontaktno tocko, ki
je odgovorna za zbiranje in porocanje po-
datkov ter koordiniranje z drugimi labo-

ratoriji znotraj drzave in povezovanjez MZ
(3). V takratni organiziranostije v Sloveni-
ji ta vloga smiselno pripadla Institutu za
varovanje zdravja (IVZ), ki je skupaj z MZ
imel kompetenco in dolznost imenovati
kontaktne tocke (osebe) za podro¢ji mik-
robiologije (angl. national microbiology fo-
cal point, NMFP) in epidemiologije (angl.
national surveillance focal point, NSFP) in
enako vse kontaktne tocke (angl. operatio-
nal contact points, OCP) za posamezne po-
vzrocitelje na podrodju epidemiologije
in mikrobiologije. Na MZ so imenovali Se
strokovnjake vsvetovalnain strokovna te-
lesana ECDC.

Takratni IVZ je, po dogovoru z MZ, znot-
raj svoje institucije iz obstojecega medicin-
skega mikrobioloskega laboratorija, ki je Ze
vsa leta deloval tesno z epidemiologi, usta-
novil neodvisni javnozdravstveni labora-
torij, tako da je leta 2007 temu laboratoriju
skoraj v celoti odvzel rutinsko klini¢no dia-
gnostiko in mu dodelil poglobljeno delo na
javnozdravstveno pomembnih povzrocite-
ljih nalezljivih bolezni. V javnozdravstve-
nem laboratoriju je bil imenovan NMFP, ki
ima nalogo koordinacije z ostalimi NRL-ji
znotraj drzave in skupnega porocanja epi-
demiologom ter na ECDC. Osnovne naloge
tega javnozdravstvenega laboratorija so oh-
ranjene in poglobljene Se danes:

kontinuirano spremljanje in nadzor nad
nalezljivimi boleznimi v tesnem sodelo-
vanju z epidemiologi;

poseben nadzor nad infekcijskimi bo-
leznimi, kjer podatki iz diagnosti¢nih la-
boratorijev niso zadostni za realno oce-
no situacije;

spremljanje in proucevanje mikroorga-
nizmov in njihovih sprememb, ki bi lah-
ko vodile k spremenjeni klini¢ni sliki in/
ali spremenjeni epidemiologiji bolezni;
sodelovanje pri pripravi smernic za
skupno standardizirano spremljanje na-
lezljivih bolezni;

vpeljevanje novih metod v skladu z
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ECDC, smernicami WHO ter zadnjimi
znanstvenimi dosezki za boljsi in ustre-
zen nadzor nad nalezljivimi boleznimi;
nadzor nad boleznimi, proti katerim ce-
pimo;

sposobnost povezovanja mikrobiolo-
gije, kemije, veterine in strokovnjakov
za predelavo hrane pri nadzoru izbru-
hov, preucevanju kroZenja in obnasanja
povzrociteljev;

tesno sodelovanje z mednarodnimi mre-
zami za nadzor, kot so ECDC, WHO in
Evropska agencija za varnost hrane
(angl. European Food Safety Authority,
EFSA) pri izmenjavi podatkov, pripravi
porocil, validaciji metod in oblikovanju
smernic;

24-urni nadzor nad nacionalmi in med-
narodnimi izbruhi.

V skladu s sklepom 2119/98/ES Evrop-
skega parlamenta 2008 je Slovenija na zah-
tevo ECDC pripravila tudi lasten seznam de
facto NRL-jev za patogene, ki jih zajema ta
uredba. Od 53 zahtevanih patogenov je na-
slednje Stevilo NRL-jev po posameznih in-
Stitucijah:

29 znotraj Instituta za mikrobiologijo in
imunologijo (IMI) Medicinske fakultete
v Ljubljani,

20 znotraj Nacionalnega laboratorija za
zdravje, okolje in hrano (NLZOH),

2 znotraj Nacionalnega veterinarskega
inStituta (NIV),

1znotraj Klinike Golnik,

1 znotraj Medicinske fakultete v Ljub-

ljani.

Vsi NRL-ji svoje naloge opravljajo de fa-
cto, ker MZ $e do danes ni opravilo imeno-
vanja le-teh. Enako vsi NRL-ji znotraj drza-
ve opravljajo vse strokovne funkcije, ki so
zahtevane v ECDC smernicah (4). Z reorga-
nizacijo laboratorijev leta 2014 je nacional-
ni javnozdravstveni laboratorij IVZ prisel
pod okrilje NLZOH skupaj s kontaktno toc-
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ko NMFP. Nacionalna kontaktna tocka za
ECDC paje skupaj z NSFP ostal takratni IVZ
oz.sedanji NIJZ (Nacionalni institut za jav-
no zdravje), ki je ohranil tudi vse najvisje
kompetence glede imenovanj, skupaj z MZ.
Strokovnjaki v svetovalnih in strokovnih
telesih na ECDC pa niso bili odvisni od te
reorganizacije in so ostali ve¢ ali manj isti.

EVROPSKI SISTEM SPREMLJANJA
ZMOGLJIVOSTI IN KAPACITET
LABORATORIJEV S PODROCJA
MIKROBIOLOGIJE V JAVNEM
ZDRAVSTVU (EULABCAP)
Ciljvecletnih strateSkih programovECDC
za razvoj mikrobiologije v javnem zdrav-
stvu je spodbuditi in okrepiti evropsko
mikrobiolosko mreZo javnega zdravja za
zagotovitev pravocasnih in zanesljivih
informacij na podro¢ju odkrivanja na-
lezljivih bolezni in s tem njihovega ucin-
kovitega preprecevanja in nadzora vdrza-
viin Evropi (5, 6). Vtanamensona ECDCv
tesnem sodelovanju z nacionalnimi kon-
taktnimi tockami NMFP iz vseh drzav
¢lanic in pridruZenih ¢lanic ter Svetoval-
nim forumom ECDC (angl. Advisory Fo-
rum) razvili in implementirali t. i. Evrop-
ski sistem za spremljanje laboratorijskih
zmogljivosti (angl. EU Laboratory Capabi-
lity Monitoring System, EULabCap) na pod-
ro¢ju javnozdravstvene mikrobiologije.
Sistem vkljuc¢uje EULabCap vprasalnik
(angl. EULabCap Tool), ki na letni ravni
od leta 2014 ocenjuje klju¢ne zmogljivos-
ti in kapacitete posameznih laboratori-
jev in drzav na podrocju javnozdravstve-
ne mikrobiologije za namen spremljanja
nalezljivih bolezni in pripravljenosti na
epidemije na podrocju EU. Cil]j je oceni-
ti in spremljati laboratorijske kapacitete
mikrobiologije vjavnem zdravstvu, opre-
deliti prednostna podrocja za izboljsa-
ve ter spremljati vpliv dejavnosti na pod-
rocju krepitve zmogljivosti in sistemskih
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reform na nacionalnem, regionalnem in
evropskem nivoju.

Struktura vprasalnika
in ocenjevalni sistem
EULabCap vprasalnik zdruzZuje 60 ka-
zalcev/indikatorjev, s pomocjo katerih se
ocenjuje zmoznost in kapaciteto mikro-
bioloskih javnozdravstvenih laboratorijev
v zagotavljanju bistvenih javnozdravstve-
nih funkcij, kot je to navedeno v zakono-
daji in akcijskih planih EU, v mednarodni
zdravstveni zakonodaji in tehni¢nih stan-
dardih (7). Indikatorji so ve¢plastni in jih
lo¢ujemo glede na element (strukturo ali
proces) mikrobiologije javnega zdravstva,
ki ga merijo, oz. kako ga merijo (funkcio-
nalna zmogljivost/storitvena kapaciteta).
Vprasalnik vkljucuje 24 strukturnih in
36 procesnih indikatorjev, ki se, glede na to,
katero funkcijo laboratorija ocenjujejo, de-
lijona38indikatorjevza oceno zmogljivosti
in 22 za oceno kapacitete (tabela 1). Usmer-
jeni so v 12 ciljnih podrodij oziroma tarc,
razporejenih v treh nivojih (slika 1): pri-
marna diagnostika, nacionalno mikrobio-
losko referencno testiranje, laboratorijsko
spremljanje nalezljivih bolezni in podpora

odzivu na epidemije (7, 8). Vsak indikator je
opredeljen s tremi moznimi ocenami: niz-
ka (ocena 0, zmogljivosti/kapacitete ni ali
je omejena), srednja (ocena 1, zmogljivost/
kapaciteta je prisotna, a ne dosega ali delno
dosega evropska merila) ali visoka (ocena 2,
popolna zmogljivost/kapaciteta v evrop-
skem merilu) funkcionalna zmogljivost/
kapaciteta (8). Indikatorji, za katere v drzavi
ni podatka ali se ne uporabljajo, se ne upo-
Stevajo in se v vprasalniku oznacijo s kra-
tico NA (angl. information not available, not
applicable). Skupni indeksi uspesnosti so iz-
rac¢unani za vsako tarco in dimenzijo pose-
bej kot povpredje vseh ocen indikatorjev, ki
tarco ali dimenzijo sestavljajo, pri cemer so
vrednosti indeksov pretvorjene v merilu od
0 do 10. Tri Cetrtine indikatorjev temelji na
politi¢nih ciljih EU ali mednarodnih teh-
ni¢nih standardih, medtem ko preostali del
ocenjuje prispevek drzave k nadzoru in sis-
temu hitrega obvescanja v EU (8).

Za zbiranje podatkov in tockovanje
ECDC poleg vprasalnika uporablja tudi po-
datkovne baze, kot so TESSy (angl. The Eu-
ropean Surveillance System) in porocila EU
mreZ za razli¢ne povzroditelje.
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5 indikatorjev

3 dimenzije

EULabCap

Primarna diagnostika

Zagotavljanje klinicnih
mikrobioloskih storitev in
vzpostavljena zakonodaja

na tem podrocju

Smernice za
diagnosticno testiranje

Uporaba diagnosticnega
testiranja

Testiranje protimikrobne
odpornosti

Storitve NRL

Zagotavljanje in
zakonodaja na podrocju
NRL storitev za podrocje

mikrobiologije

Potrditev in identifikacija
patogenov v referencnih
laboratorijih

Uporaba molekularnih
metod za tipizacijo z
namenom spremljanja

Karakterizacija in
spremljanje protimikrobne
odpornosti

Spremljanje/odziv in
podpora ob epidemiji

Podpora nacionalnim
mrezam za spremljanje

Aktivho sodelovanje v
(EU/EGP) mrezah za
razlicne povzrocitelje

Podpora na nacionalni
ravni pri obravnavi in
hitrem odgovoru na izbruh

Laboratorijska
pripravljenost in odziv
na ponovno porajajoce
povzrocitelje nalezljivin
bolezni

Slika 1: Strukturni pregled EULabCap indikatorjev po dimenzijah in tar¢ah (9).

Tabela 1: Razdelitev EULabCap indikatorjev po dimenzijah, elementih in funkcijah, ki jih merijo (9).

Stevilo indikatorjev glede Stevilo indikatorjev
Dimenzija na element po funkciji
Struktura Proces Zmoznost Kapaciteta
Primarno diagnosticno testiranje 11 9 11 9
Nacwonaln? m\kroblolpsko 5 15 14 6
referencno testiranje
Laboratorijsko spremljanje
nalezljivin bolezni in podpora 8 12 13 7
odzivu na epidemije
Skupaj 24 36 38 22

Zbiranje, vrednotenje podatkov

in objava rezultatov

Zbiranje in vrednotenje podatkov za pred-
hodno leto poteka od oktobra do decem-
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bra v tekocem letu. Enkrat letno (oktobra)
ECDC poslje vprasalnik predstavnikom
posameznih drzav (Nacionalnim kontakt-
nim tockam za podrocje mikrobiologije
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v javnem zdravstvu) in jih pozove, da po-
datke za svojo drZavo zberejo in posredu-
jejo nazaj na ECDC. Nacionalna kontakt-
na oseba vprasalnik oz. dele vprasalnika
poslje v izpolnitev odgovornim osebam
za razlicna podrodja znotraj drzave (pred-
stavnikom referen¢nih laboratorijev za
razline povzrocitelje oz. operativnim
kontaktnim tockam za posamezno bole-
zen (angl. Operational Contact Points), nato
vse podatke zbere in vprasalnik v celoti
pregleda. Morebitne nejasnosti oz. vpra-
$anja razjasni z odgovornimi osebami za
posamezna podrocja in izpolnjen vprasal-
nik poslje na ECDC. Vprasalnik pregleda-
jo odgovorne osebe na ECDC-ju. V primeru
vprasanj se ponovno obrnejo na nacional-
ne kontaktne tocke, ki jim, Ce je to potreb-
no, s pomocjo odgovornih oseb za posa-
mezna podrocja znotraj svoje drzave, le-te
razjasnijo.

Takoj ko so potrjeni podatki na voljo,
ECDC pripravi in poslje, nacionalnim kon-
taktnim osebam individualna, zaupna po-
rocila za posamezno drzavo (angl. EULab-
Cap Country Profile). Porocilo oz. EULabCap
profil drzave vsebuje prilagojen povzetek,
namenjen oblikovalcem politike v drzavi.
V povzetku so predstavljena merila uspes-
nosti drzave na podrocju mikrobiologije v
javnem zdravstvu. Opisane so dobre in §ib-
ke »tocke« (oz. podrodja, ki potrebujejo do-
datno pozornost), sposobnosti/zmogljivos-
ti nacionalnih sistemov.

Kvalitativno je podana skupna ocena
(angl. Overall EULabCap index) za drzavo, ki
raven sposobnosti/zmogljivosti sistema
za mikrobiologijo v javnem zdravstvu lah-
ko ocenjuje kot nizko (indeksna vrednost:
0-5,9), srednjo (6,0-7,9) ali visoko (8,0-10).
Podan je tudi odstotek indikatorjev, ki jih
je drzava zbrala in posredovala (10). Skupna
ocena vkljucuje grafi¢ni prikaz primerja-
ve rezultatov (indeksov) drzave s kvartil-
nim razponom indeksov drzav EU/EGP za
12 tar¢, razporejenih v treh dimenzijah EU-

LabCap vprasalnika in graficni prikaz ocen,
ki jih je dosegla drZava za posamezne indi-
katorje (0-2), in distribucija ocen indikator-
jevzavse drzave EU/EGP.

ECDC v naslednjem koraku na svoji in-
ternetni strani objavi EULabCap porocilo.
V porodilu so predstavljeni in obravnavani
rezultati vseh drzav EU/EGP z uporabo his-
togramov, radarskih grafov, ¢rtnih grafov in
grafikonov. Podatki so objavljeni tudi v ob-
liki zemljevidov za vizualizacijo porazde-
litve indeksov EULabCap med drzavami po
indikatorjih, tarci in dimenziji.

EULabCap profil Slovenije
Slovenija je aktivno sodelovala Ze v prvi
EULabCap raziskavi leta 2014. V letu 2017
jezaleto 2016 posredovala podatke za 98 %
kazalnikov (17). S splo$nim indeksom EU-
LabCap 7,9/10 (2016) v primerjavi z 6,2, 6,8
in 7,1 v letih 2013, 2014 in 2015 so podat-
ki, ki jih je predlozila Slovenija, pokazali
Se vedno vmesno, a vztrajno povelevanje
ravni Siroko uravnotezenih sposobnosti/
zmogljivosti na podro¢ju mikrobiologije v
javnem zdravju (11, 12).

Slovenija je dosegla visoke ocene za im-
plementacijo zakonodaje na podrocju kli-
ni¢nih diagnosti¢nih storitev, uspesno
vpeljavo EU standardnih metod testiranja
obcutljivosti za antibiotike (implementa-
cija EUCAST standardov) in aktivno sodelo-
vanje v EU laboratorijskih mreZah za posa-
mezne patogene oz. bolezni (17). Rezultati
so pokazali visoko zmogljivost oz. sposob-
nost implementacije in uporabe testov, hit-
ro Sirjenje in uporabo molekularnih metod
za nadzor ter karakterizacijo Stevilnih bo-
lezni in spremljanje odpornosti na proti-
mikrobna zdravila, vklju¢no z odkrivanjem
odpornosti proti kolistinu (17). Vletu 2016 je
Slovenija ravno tako dosegla visoko oceno
za laboratorijski prispevek k nacionalne-
mu nadzoru, pripravljenost za na novo po-
rajajoce se bolezni in podporo pri odzivu na
izbruhe. Izboljsana je bila referencna diag-
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nosti¢na potrditev in identifikacija pato-
genov (11). Slovenija je tudi pripravljena na
implementacijo metode sekvenciranja ce-
lotnega genoma (angl. whole genome sequ-
encing, WGS) za nadzor nad povzroCitel-
ji nalezljivih bolezni po smernicah ECDC
(13-15).

Podrodja, ki so bila izpostavljena kot po-
manjkljiva, so predvsem ureditev in zakono-
daja na podrodju referencne mikrobioloske
laboratorijske dejavnosti ter pomanjkanje
posameznih diagnosti¢nih smernic na na-
cionalnem nivoju (17).

ENLabCap (angl. Enlargement
countries Laboratory Capability
Monitoring System)

V sredi$¢u tehni¢ne pomoci ECDC so zZe
od leta 2006 tudi drzave SirSega podrocja
izven EU. To so drzave kandidatke in po-
tencialne kandidatke za vstop v EU (angl.
EU enlargement countries): Crna gora, Srbi-
ja, Makedonija, Albanija, Turcija, Bosna in
Hercegovina, Kosovo (16). Drzava, ki se zeli
pridruziti EU, Evropskemu svetu predlozi
prosnjo za ¢lanstvo v EU. Evropska komi-
sija oceni sposobnost prosilca za izpolnitev
potrebnih zahtev in pristopnih meril. Za
oceno napredka na podrocju preprecevanja
in nadzora nalezljivih bolezni je Generalni
direktorat Evropske komisije za zdravje in
varnost hrane (angl. European Comission’s
Directorate-General Health and Food Safety,
DG SANTE) zaprosil ECDC, naj razvije me-
todologije in orodja za ocenjevanje razvo-
ja zmogljivosti, nadzora, pripravljenosti,
odziva in zakonodaje na tem podrocju. Na
podlagi te zahteve je ECDC razvil in preiz-
kusil vrsto orodij, ki zdaj predstavljajo po-
poln paket ocenjevanja (16).

Za namen letnega spremljanja sta-
nja in napredka na podrocju mikrobiolo-
gije v javnem zdravstvu je tako nastal in
se razvija tudi ENLabCap vprasalnik, ki
predstavlja prilagojeno inacico EULabCap
vprasalnika za zgoraj omenjene drzave. Z
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vprasalnikom Zeli ECDC okrepiti sposob-
nost in zmogljivost sistemov javnozdra-
vstvene mikrobiologije v drzavah zahod-
nega Balkana in Turdije za zagotovitev
pravocasnih in zanesljivih informacij, ocen
tveganja ter ucinkovitega nadzora, prepre-
Cevanja in obvladovanje nalezljivih bolez-
ni. Cilj letnega ocenjevanja ranljivosti jav-
nozdravstvene mikrobiologije je opredeliti
prednostne naloge ter spremljati vpliv de-
javnosti na podrocju krepitve zmogljivo-
sti, sistemskih reform na nacionalnem, re-
gionalnem in evropskem nivoju. Drzave
Zahodnega Balkana in Turcija med drugim
ocenjujejo, da jim lahko orodje ENLabCap
pomaga pri spodbujanju potrebnih spre-
memb in njihovem izvajanju, kot tudi pri
zagovarjanju trajnostnih mehanizmov fi-
nanciranja mikrobiologije v javnem zdra-
vstvu. Slovenija je tako kot tudi nekate-
re druge drzave clanice EU sodelovala pri
nastajanju vprasalnika, ki sluzi kot primer
dobre prakse drzav ¢lanic EU/EGP pri upo-
rabi EULabCap orodja, in tako imela pri-
loZnost predstaviti svoje izkusnje, vrzeli in
izzive, s katerimi se je soocala pri izpolnje-
vanju in analizi stanja na podrocju mikro-
biologije vjavnem zdravstvu.

ZAKLJUCEK

Povzamemo lahko, da ima Slovenija moc-
no mrezo medicinskih mikrobioloskih
laboratorijev z visokim indeksom us-
pesnostigledena EULabCap sistem, ki slu-
zZijo glede na status kot diagnosticni, jav-
nozdravstveni in referencni laboratoriji
in so zmozni zagotavljati vse diagnosticne
storitve, vklju¢no z nadzorom nad nalez-
ljivimi boleznimi, z zgodnjim odkriva-
njem izbruhov ter odzivi nanje. Referenc-
ni javnozdravstveni laboratoriji de facto
zagotavljajo referencne metode ter se po-
vezujejo tudi z veterinarskimi laboratoriji
in laboratoriji za vodo in hrano. Poro¢anje
na ECDC poteka delno neposredno iz refe-
rencnih laboratorijev in delno preko NIJZ,
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kjer se mikrobioloski in epidemioloski po-
datki zdruZijo. Slovenija prispeva v evrop-
sko bazo vse klju¢ne zahtevane podatke in
si s tem zagotavlja zanesljiv nadzor in ob-
vladovanje nalezljivih bolezni znotraj dr-
Zave, na evropskem in svetovnem nivoju.
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Cepiva v razvoju — priloznosti in izzivi
za javnho zdravje

Vaccines in Development - Opportunity and Challenges
for Public Health

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: zasvojenost, cepiva, nose¢nost, etika

Danes je vec kot 300 novih cepiv v razli¢nih fazah klinicnega preizkusanja (faza 1, 2 in 3).
Med temi je veclina cepiv proti okuzbam (137), rakastim boleznim (101), alergijam (15) in
nevroloskim boleznim (10); med preostalimi cepivi prevladujejo cepiva proti avtoimunskim
obolenjem. Med antiinfektivnimi cepivi je nenehen problem pri pripravi cepiv proti gripi, ker
so antigeni v cepivih visoko variabilni in imunogeni, med antigeni z nizko variabilnostjo pa
gre pretezno za slabo imunogene antigene. Zato iskanje novih antigenov virusa gripe, ki bi
delovali zascitno in ne bi bili variabilni. Velik javhozdravstveni pomen ima tudi razvoj cepiv,
ki so namenjena nosecnicam za zascito njihovih otrok pred nalezljivim boleznimi v prvih
mesecih zivljenja. Med cepivi v razvoju pa veliko javho pozornost vzbujajo cepiva proti dro-
gam (kokain, nikotin, fentanil, heroin, oksikodon), katerih namen je nevtralizacija ucinkovin,
ki jih uzivajo odvisniki. Ob tehnolosih izzivih tovrstnih cepiv so v ospredju tudi eti¢ni.

ABSTRACT

KEY WORDS: flu vaccine, pregnancy, addiction, vaccines, ethics

Today, there are over 300 vaccines in different phases of clinical trials (phase 1, 2 or 3).
The majority of them are against infectious diseases (137), cancers (101), allergies (15),
neurologic disorders (10), while vaccines against autoimmune diseases are prevalent
among other vaccines. With regard to anti-infective vaccines problems persist in the
preparation of vaccines against influenza because the antigens in vaccines are either
highly variable and immunogenic, and the antigens with low variability are mainly poorly
immunogenic antigens. That is why we are still searching for new infulenza virus anti-
gens wich would have protective action and would not be variable. The development of
vaccies for pregnant mothers and protection of their children against infectious diseases
in the first months of their lives is also of great significance for public health. Among the
vaccines in development a lot of media attention is directed at anti-addiction vaccines
(cocaine, nicotine, fentanyl, heroin, oxycodone), as their aim is to neutralise substances
addicts use. In addition to technological challenges with such vaccines, ethical challen-
ges are also in the foreground

L Prof. dr. Alojz Ihan, dr. med., Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani,
Zaloska cesta 4, 1000 Ljubljana
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CEPLJENJE IN RAZVOJ

NOVIH CEPIV

Cepljenje spada med najvecje uspehe v
zgodovini medicine in hkrati tudi med
najvecja upanja za medicino prihodno-
sti. Osnovna ideja cepljenja se je porodi-
la iz opazovanja, da ljudje, ki so prebole-
li (in preziveli) nekatere kuzne bolezni
(npr. ¢rne koze, davico, ospice, norice), po-
zneje niso vec zboleli za enako boleznijo,
Ceprav so bilivstikuz okuZenimi osebami.
S klasi¢no tehniko cepljenja, ko v ¢loveko-
vo telo vbrizgamo nezive mikrobne delce,
na nenevaren nacin posnemamo okuzbo
in izrabimo naravno zmoznost ¢loveske-
ga imunskega sistema, ki ob vdoru tujka v
organizem spodbudi imunske celice, da v
tednu ali dveh izdelajo protitelesa, ki po-
tem unicijo vsiljivce.

Na Zalost je Stevilo infekcijskih bolezni,
pri katerih je bilo mogoce izdelati u¢inkovi-
to cepivo na opisan, klasi¢en nacin,omejeno.
Pri mnogih boleznih poskusi izdelave cepi-
va nimajo dobrih obetov. V tovrstno skupino
spada vrsta izredno obremenjujocih bolez-
ni, na primer malarija, sezonske okuzbe di-
hal in aids. Zato je izdelava cepiv proti tem
boleznim svojevrsten izziv za raziskovalce,
saj bi morala biti cepiva na nek nacin ‘pa-
metnej$a od narave’ Zelje po izdelavi tovr-
stnih ‘inovativnih’ cepiv so sicer Stevilne,
in se ne zamejujejo samo na preprecevanje
okuzb. Zlasti z razvojem bioloskih zdravil, ki
temeljijo na proizvodnji protiteles, s kateri-
mi nato zdravimo Stevilne bolezni, je tudi
proizvodnja cepiv dobila nove, SirSe ambi-
cije preprecevanja in zdravljenja razlicnih,
tudi neinfekcijskih bolezni.

Danes je veC kot 300 novih cepiv v raz-
licnih fazah klinicnega preizkusanja (faza 1,
21n 3). Med temi je vecina cepiv proti okuz-
bam (137), a zelo veliko novih cepiv je name-
njeno preprecevanju ali zdravljenju rakastih
bolezni (101),alergij (15) in nevroloskh bolez-
ni (10), med preostalimi cepivi prevladuje-
jo cepiva proti avtoimunskim obolenjem (7).
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Med antiinfektivnimi cepivi je zaradi
bioloskih lastnosti virusa gripe tradiciona-
len problem priprava bolj ucinkovitih ce-
piv proti gripi z uporabo novih antigenov,
ki ne bi bili variabilni in bi v cepivu povzro-
cili nastanek zascitnih protiteles. Trenu-
tno so namrec antigeni v cepivih proti gri-
pi bodisi visoko variabilni in imunogeni,
med antigeni z nizko variabilnostjo pa gre
pretezno za slabo imunogene antigene. Ve-
lik javnozdravstveni pomen ima tudi razvoj
cepiv, ki so namenjena nosecnicam za zas-
Cito njihovih otrok pred nalezljivim bolez-
nimi v prvih mesecih Zivljenja. Med cepivi v
razvoju pa veliko javno pozornost vzbujajo
cepiva proti drogam (kokain, nikotin, fen-
tanil, heroin, oksikodon), katerih namen je
nevtralizacija u¢inkovin, ki jih uzivajo od-
visniki. Ob tehnolosih izzivih tovrstnih ce-
piv so pomembni tudi eticni (2).

CEPIVA PROTI GRIPI

Antigenske prilagoditve virusa gripe omo-
gocajo pretezno spremembe virusnega he-
maglutinina (HA), kar virusu omogoca iz-
ogibanje pred ustvarjenimi imunskimi
odzivi preteklih sezon. Antigenski epitopi
HAsobodisi mo¢no imunogeniin variabil-
ni (tipi¢no locirani v glavi HA domene) bo-
disi konstantni, a slabo imunogeni (tipi¢no
lociranivrocici HA domene). Z analizo epi-
topov v glavi HA domene, ki so konstantno
vzbujali nastanek protiteles v sezonah gri-
pe preteklih desetletij, so raziskovalci Uni-
verze v Oxfordu nedavno objavili odmev-
no studijo. V njej so s pomocjo podatkov o
genski variabilnosti virusa in seroloskih
odzivih nanj v zadnjih desetletjih oprede-
lili nevariabilne epitope, ki so imunogeni
in povzrocajo nastanek nevtralizacijskih
protiteles. Z matemati¢nim modeliranjem
epitopskih struktur so opredelili pripravo
kljuénih antigenov, ki bi vzbudili nasta-
nek nevtralizacijskih protiteles proti kon-
stantnim konformacijskim epitopom HA,
skupnim kateremukoli virusu gripe (2).
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NAPREDEK V RAZVOJU CEPIV
PROTI HELICOBACTER PYLORI
Leta2011je Mossssodelavcirazvil Sedanes
aktualno inovativno platformo za napove-
dovanje T-celi¢nih epitopov Helicobacter
pylori (HP), ki bi pri doloenem posamezni-
ku najbolj ucinkovito aktivirali specific-
ni odziv limfocitov T (3). Na ta na¢in so za
miS§ji model cepljenja pripravili polipep-
tidno, multiepitopsko cepivo vliposomih z
dodatkom adjuvantnih CpG oligonukleo-
tidov in toplotno labilnega enterotoksina.
Cepivo povzroca sirok imunski odziv, vkl-
jucno s sterilizacijsko imunostjo (4). Podo-
ben ucinek so na misjih modelih dosegla
tudi nekatera druga multiepitopska cepi-
va s himernimi adjuvantnimi antigeni (5).
Song s sodelavci je leta 2015 s tehnologijo
napovedovanja T-celi¢nih epitopov razvil
multiepitopsko cepivo, s katerim je v mis-
jem modelu preprecil nastanek zelod¢ne-
garaka (6).

Pri razvoju klini¢no uporabnih cepiv
je zadnji, zelo odmeven rezultat poroci-
lo o oralnem cepivy, ki vsebuje podenoto
ureaze B v kombinaciji z enterotoksinom B.
§tudija faze III na 4.464 otrocih, predhod-
no neokuzenih s HP, je pokazala nad 70 %
ucinkovitost pri zasciti pred okuzbo s HP v
treh letih po zacetku Studije, cepivo je bilo
brez nezelenih ucinkov in je primerno za
resen epidemioloski razmislek o tem, kje bi
ga bilo smiselno uporabiti (7, §).

RAZVOJ CEPIV ZA NOSECNICE
Z NAMENOM ZASCITE
NOVOROJENCA

Oslovski kaselj

Otroke proti oslovskemu kaslju cepijo s
tremi odmerki cepiva v prvem letu staros-
tiin s Cetrtim odmerkom v drugem letu.
Prvi odmerek cepiva otroci pri nas dobi-
jo pri treh mesecih starosti, a so zascite-
ni Sele po drugem ali tretjem odmerku ce-
piva. Ker lahko v ¢asu, ko cepivo otroka se

ne $¢iti, otrok ohranja zascito proti bolezni
zaradi protiteles, ki jih je med nose¢nostjo
pridobil iz krvi zas¢itene mame, v zadnjih
letih zdravniki mo¢no priporocajo ceplje-
nje nosecnic proti oslovskemu kaslju, da so
otroci za$¢iteni v teh prvih mesecih, dok-
ler ne opravijo cepljenja (9).

Oslovski kaselj je bolezen, ki jo povzroca
bakterija Bordetella pertussis in ogroza zlas-
ti manjSe otroke. Cepljenje ucinkovito zas-
Citi pred zbolevanjem, ne pa pred naselit-
vijo bakterije na dihalni sluzici. Zato lahko
tudi precepljen clovek okuzbo, ki jo je dobil
od bolnega cloveka, nekaj tednov ohrani na
svoji dihalni sluznici in jo razsirja na druge
ljudi, ¢eprav sam ne zboli. Zato oslovski ka-
Selj pri nas kljub visoki precepljenosti niko-
li ni povsem izginil, letno pri nas zboli ne-
kaj sto ljudi, pred uvedbo cepljenja paje bilo
obolelih nekaj tisoc¢. Po letu 2003 ponovno
opazajo vec zbolelih. Pri zelo majhnih otro-
cih je to lahko zelo naporna in ogrozajoca
bolezen, pri kateri lahko otrok zaradi dihal-
ne stiske ob napadu kaslja tudi umre ali pri-
dobi trajne mozganske poskodbe (9).

Ce se nose¢nica cepi, protitelesa, ki se
tvorijo po cepljenju, preko posteljice vsto-
pijo v otrokov krvni obtok in ga v prvih me-
secih po rojstvu varujejo pred okuzbo. Pro-
titelesa zacnejo skozi posteljico prehajati
po 16. tednu nosecnosti, optimalen cas za
cepljenje pa je ¢imprej po 24. tednu nosec-
nosti. Povsod po svetu nosecnice cepijo z
mrtvim kombiniranim cepivom proti da-
vici, tetanusu in oslovskemu kaslju. Cep-
ljenje je prav zaradi zascite novorojenck-
ov proti oslovskemu kaslju priporocljivo v
vsaki nosec¢nosti (10).

Nosec¢nicam se priporoca tudi cepljenje
proti gripi, saj spadajo med skupine, pri ka-
terih gripa teZje poteka. To cepljenje opra-
vijo glede na sezono gripe, najbolj smiselno
je oktobra in novembra, ne glede na obdob-
je nosecnosti. Sicer pa se med nosecnostjo
zaradi slabSega imunskega odziva nosec-
nice in nezrelega imunskega odziva ploda
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odsvetujejo cepljenja z zivimi cepivi; to so
cepiva proti oSpicam, mumpsu in rdeckam,
rumeni mrzlici in noricam (11).

Streptokokna sepsa
nhovorojencev
Smiselnost cepljenja nosecnic proti strep-
tokokom skupine B (SGB) temelji na pred
vec kot 40 leti opisanem pojavu, da je smr-
tno nevarna invazivna okuzba s SGB po-
gostnejsa prinovorojenckih mater, ki ima-
jonizke serumske koncentracije protiteles
proti serotipu SGB, ki je povzrocil invaziv-
no bolezen novorojencka (12). Ker se bole-
zen pojavlja v zgodnjem obdobju novoro-
jenckovega zivljenja, je bolj kot cepljenje
novorojencka smiselno cepljenje nosec-
nice, katere zas¢itna protitelesa IgG pro-
ti SGB nato transplacentarno preidejo v
otrokovo kri. Rezultati imunizacije nosec-
nic z glikokonjugiranimi pripravki cepiv
kaZejo, da materina protitelesa proti SGB v
novorojencku ostajajo 2-3 mesece. Pogla-
viten prehod protiteles v novorojencka se
zgodi po 33. gestacijskem tednu, zato ima-
jo nedonosenci, rojeni pred 34. gestacij-
skim tednom, kljub cepljenju zmanjsan
nivo zas¢itnih protiteles (13).
Polisaharidna cepiva proti kapsularne-
mu polisaharidu (CPS) so prva, ki so jih za-
Celi preizkusati proti SGB Ze od leta 1930. Za
izboljSanje imunogenosti so zaceli kasneje
izdelovati poskusna glikokonjugirana cepi-
va s CPS. V konjugiranih cepivih je polisa-
harid kovalentno vezan na proteinski nosi-
lec. Konjugat protein-polisaharid je veliko
bolj imunogen kot sam polisaharid. Pri po-
skusnih konjugiranih cepivih proti SGB se
je kot proteinski nosilec za CPS najpogoste-
je uporabljal tetanusni toksoid (TT) in ne-
toksi¢na mutirana oblika difterijskega to-
ksina (CRM). Oba nosilca sta tudi splosno
uveljavljena v konjugiranih cepivih in z
obema nosilcema so v fazi 2 preizkusanja
cepiv proti SGB dosegali primerljive imu-
nogene ucinke (14).
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Slabost polisaharidnih cepiv je poleg
njihove slabSe imunogenosti tudi omeje-
na ucinkovitost zgolj na serotipe SGB, pro-
ti katerim je izdelano cepivo. S tem lah-
ko cepivo hitro postane neucinkovito ob
menjanju serotipov SGB, ki prevladujejo v
populaciji. Zato se je z napredkom analiz
genoma SGB zacel razvoj cepiv proti prote-
inom SGB, ki so skupni vsem tipom SGB. S
tehniko sekvencioniranja celotnega bakte-
rijskega genoma (angl. whole genome seqen-
cing, WGS) je v letu 2015 podjetje MinervaX
zaCelo 1. fazo klinicnega preizkusanja pro-
teinskega cepiva proti SGB, ki je zasnovano
na fuziji N-terminalnih delov dveh povr-
Sinskih proteinov SGB, AlphaC and Rib (GB-
S-NN) (NCT02459262). MinervaX pricakuje,
da bo cepivo z antigenom GBS-NN omogo-
Cilo zascito proti 95 % sevom SGB (15).

Respiratorni sincicijski virus
Respiratorni sincicijski virus (RSV) je naj-
pomembnejsi povzrocitelj virusnih okuzb
dihal pri otrocih v prvih dveh letih sta-
rosti. Ceprav je za ogroZene otroke na vo-
ljo pasivna zascita z protitelesi proti RSV,
paje poglavitna strategija za kontrolo RSV
usmerjena v razvoj cepiva, ki bi ga prejele
nosecnice, in bi zaradi prenosa zasc¢itnih
protiteles proti virusu zas¢itilo novoro-
jence pred zbolevanjem z RSV. V zacetku
leta 2018 je ameriski National Institutes of
Health (NIH) objavil zacetek klini¢nega te-
stiranja cepiva proti RSV (SeVRSV), izdela-
no na osnovi misjega virusa Sendai, ki bo
v imuniziranem prejemniku izrazal RSV
fuzijski protein in s tem izzval specifi¢ni
protitelesniin T-celi¢ni odziv (76).

CEPIVA PROTI DROGAM

Osnovna zamisel pri izdelavi cepiv proti
drogam je oblikovanje protitelesnega od-
ziva proti dejavni u¢inkovini v drogi. Pro-
titelesa bi ob jemanju droge nevtralizirala
ucinkovino Ze v krvi, s tem bi bil prepre-
¢en prehod droge v moZgane. Na ta nacin
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zasvojenec kljub uzivanju droge ne bi ob-
¢util njenih uéinkov in bi zato izgubil in-
teres za jemanje droge. Ob tem bi cep-
ljenje, ki bi vzbudilo nastanek protiteles
proti drogi, dolgoro¢no ohranilo nevtra-
lizacijski ucinek za vec let naprej. To bi te-
meljito spremenilo pristop k terapiji za-
svojenosti, saj bi odlocitev za cepljenje
pomenila nepovratno nevtralizacijo ucin-
kov droge, medtem ko so danasnja farma-
koloska sredstva, ki pomagajo pri odvaja-
nju od drog, odvisna od njihovega stalnega
jemanja, ki ga zasvojenec lahko tudi pre-
kine in nato nadaljuje z zasvojenostjo (17).
V klini¢nih ali predklini¢nih Studijah
so testiranja nekaterih cepiv proti zasvoje-
nosti s kokainom, nikotinom, heroinom in
sinteti¢nima opiatoma fentanilom in oksi-
kodonom. Pri izdelavi cepiv proti uc¢inkovi-
nam v drogah Se vedno ostaja vrsta tehno-
loskih problemov, ki so posledica majhnih
molekul udinkovin v drogah. Te moleku-
le naravno ne izzovejo nastanka protiteles
kljub njihovemu pojavljanju v krvi, zato so
v projektih izdelave cepiv raziskovalci mo-
rali obiti nezmoznost spontanega nasta-
janja protiteles proti malim molekulam
ucinkovin v drogah. Izdelovalci cepiv teza-
vorazresijo s tem,da majhne molekule drog
medsebojno povecajo v ve¢je molekularne
strukture (hapteni), ki jih nato naredijo do-
datno imunogene Se z dodajanjem ustrez-
nih adjuvansov. Tako oblikovani cepil-
ni pripravki proti ué¢inkovinam drog nato
vzbudijo uspesne protitelesne odzive (18).
Med cepivi proti drogam, ki so v raz-
licnih fazah preizkusSanja, je cepivo pro-
ti kokainu (za boljso imunogenost je koka-
in vezan z adenovirusom), nikotin (vezan
na nanodelce), fentanil (vezan na tetanus-
ni toksoid) in heroin (vezan na tetanusni
toksoid). Poleg tehni¢no zahtevne indukci-
je protiteles proti drogi je potrebno v neka-
terih primerih za uspeh cepiva zagotoviti Se
zelo veliko koli¢ino nastalih protiteles. To je
zlasti pomembno pri naglo delujocih dro-

gah, kot je kokain, ki po aplikaciji na nosno
sluznico pride vmozgane v petih do desetih
sekundah. Zato je potrebna zelo velika kon-
centracija protiteles v krvi, da lahko ta pre-
precijo nagli prehod kokaina iz nosne slu-
znice po krvi v mozgane (19).

Dodatne, tudi eti¢ne in pravne proble-
me pa bo uporaba cepiv proti zasvojenosti
izzvala zaradi nekaterih dejstev, ki odstopa-
jood obicajnega pojmovanja cepiva in vloge
cepljenja. Pojav protiteles proti drogi v krvi
bo povzrocil trajno inaktivacijo vecjega
dela zauzite droge, a hkrati cepljenje samo
po sebi Se ne ozdravi zasvojenosti. Povsem
mogoce je torej, da zasvojenec po ceplje-
nju Se naprej poskusa z drogo dosegati nje-
ne ucinke, le da po cepljenju zaradi nevtra-
lizacije droge potrebuje deset in veckratne
kolic¢ine. To ne prinasa le velikih finan¢nih
posledic za zasvojenca, ampak je mogoca
tudi zdravstvena Skoda, naprimer pri kadil-
cu tobaka, ki bi po cepljenju Zelel obnoviti
ucinek nikotina. Ker bi za enak ucinek po-
treboval veliko vecjo koli¢ino cigaret, bi to
vodilo v veliko vecjo nevarnost nastanka
rakastih bolezni, kot pred cepljenjem proti
nikotinu. Nekatera cepiva, zlasti proti opi-
atom (heroin), bi povzrocila tudi inaktivaci-
jo opiatnih protiblecinskih zdravil, in bi bil
cepljen clovek tako v primeru zdravljenja
primoran uporabljati druga, neopiatna pro-
tibole¢inska zdravila (20, 21).

Uvedba cepljenja proti odvisnostim bi
morala biti zato zelo natan¢no pravno ute-
meljena: kaksen pritisk, poleg lastne Zelje
odvisnika, bi bil dopusten za uvedbo cep-
ljenja in kdo bi tak pritisk lahko izvajal? Bi
lahko sodnik predpisal cepljenje za zaSci-
to otroka pri noseci odvisnici od heroina ali
kokaina? Bi lahko bil pristanek na cepljenje
razlog za manjSo kazen pri odvisniku, ki je
v stanju zmaj$ane priStevnosti zaradi droge
izvedel kriminalno dejanje (22, 23)?
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Napredek in ovire cepljenja proti ¢loveskim
papilomavirusom

Progress and Barriers in Human Papillomavirus Vaccination

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: HPV, cepljenje, ucinkovitost, varnost, implementacija

Rezultati Stevilnih klini¢nih raziskav in podatki uspesnih nacionalnih programov ceplje-
nja po svetu potrjujejo, da je cepivo proti ¢loveskim papilomavirusom (HPV) ucinkovito
in izjemno varno. V drzavah z visoko precepljenostjo ze belezijo pomembno upadanje
prevalence okuzb s HPV, genitalnih bradavic in predrakavih sprememb na materni¢cnem
vratu. Ob pojavu domnevnih povezav cepiva s tezko opredeljivimi sindromi se ponekod
po svetu borijo z nezaupanjem v varnost cepiva proti HPV, vendar so velike populacijske
raziskave te povezave ovrgle in potrdile odlicen varnostni profil cepiva. Najvedji izziv
predstavlja uvedba cepiva v drzavah v razvoju, kjer je tezko zagotoviti trajnostno financ-
no podporo in primerno zdravstveno infrastrukturo. Univerzalno cepljenje, ki zajema
tudi dec¢ke/moske, je na voljo le v posameznih drzavah, vendar se njihovo $tevilo pocasi
povecuje. V Sloveniji je bilo cepivo proti HPV v letu 2009 uvedeno v nacionalni program
cepljenja za deklice v 6. razredu osnovne $ole, precepljenost je Zal le okoli 50 %.

ABSTRACT

KEY WORDS: HPV, vaccination, effectiveness, safety, implementation

The results of numerous clinical trials and data from successful national vaccination
programs worldwide confirm that the human papillomavirus (HPV) vaccine is effecti-
ve and extremely safe. In countries with high HPV vaccination coverage, a significant
decline in the prevalence of vaccine-related HPV types, genital warts and precance-
rous cervical lesions has already been recorded. With several difficult-to-define and
controversial syndromes allegedly linked to HPV vaccines, some countries have been
struggling with mistrust in the safety of the vaccine, however, large population-based
studies have dismissed any links and confirmed an excellent safety profile of the HPV va-
ccine. The main challenge is still the introduction of the vaccine in developing countries,
where it is difficult to provide sustainable financial support and appropriate healthcare
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infrastructure. Universal, gender-neutral vaccination is available only in some countries,

but their number is slowly increasing. In Slovenia, HPV vaccination was introduced in
2009 as part of a national vaccination program for girls in the 6" grade of elementary
school, but HPV vaccination coverage remains around 50%.

uvoD

Cloveski papilomavirusi (angl. human pa-
pillomaviruses, HPV) so heterogena sku-
pina virusov, ki so etiolosko povezani z
nastankom Stevilnih benignih, predra-
kavih in rakavih sprememb epitelija slu-
znice in koze pri ¢loveku. Klini¢no naj-
pomembnejsi genotipi HPV spadajo v rod
Alfa; med njimi sta nizkorizi¢na genotipa
HPV-6 in HPV-11 glavna povzrocitelja ge-
nitalnih bradavic in papilomov grla, viso-
korizi¢ni genotipi HPV (najpomembnejsa
sta HPV-16 in HPV-18, sledijo pa jim HPV-
31, HPV-33, HPV-35, HPV-39, HPV-45, HPV-
51, HPV-52, HPV-56, HPV-58 in HPV-59) pa
so v svetovnem merilu etiolosko povezani
s prakti¢no 100 % primerov raka maternic-
nega vratu, 88 % raka zadnjika, 78 % raka
noznice, 25 % raka vulve, 50 % raka penisa
ter 31 % raka ustnega dela zZrela (7).

Okuzba s HPV je najpogostejsa spolno
prenosljiva okuzba na svetu; ocenjujejo, da
se vsaj enkrat v Zivljenju s HPV okuZi veci-
na spolno aktivnih oseb (2). Ceprav je vedi-
na okuzb s HPV prehodne narave, se pri 5-10
% okuzenih Zensk razvije trajna okuzba, ki
predstavlja visje tveganje za razvoj malig-
nih novotvorb.

Trenutno imajo dovoljenje za splos-
no uporabo tri cepiva: dvovalentno cepivo
Cervarix (GlaxoSmithKline Biologicals, Bel-
gija), ki §citi pred okuzbo s HPV-16 in HPV-
18, Stirivalentno cepivo Gardasil/Silgard
(Merck & Co., ZDA/Sanofi Pasteur MSD,
Francija), ki ¢iti pred okuzbo s HPV-6/-11/-
16/-18, in devetvalentno cepivo Gardasil 9
(Merck & Co.), ki citi pred okuzbo s HPV-
6/-11/-16/-18/-31/-33/-45/-52/-58.
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UPORABA CEPIV PROTI HPV —
KOPICENJE DOKAZOV IN SIRITEV
INDIKACIJ

Ucinkovitost in varnost dvovalentne-
ga in Stirivalentnega cepiva pri prepre-
Cevanju okuzbe s tarénimi genotipi HPV
in posledi¢no pri preprecevanju nastan-
ka predrakavih sprememb, povezanih s
HPV, sta bili obseZno opredeljeni v Stevil-
nih klini¢nih raziskavah v zadnjih dveh
desetletjih. Velikim dvojno slepim rando-
miziranim nadzorovanim klini¢nim po-
izkusom faze III na Zenskah v starosti 15—
26 let so sledile raziskave u¢inkovitosti in
varnosti na starejsi populaciji Zensk, po-
pulaciji moskih in razli¢nih subpopulaci-
jah, kot so moski, ki imajo spolne odnose z
mosSkimi, bolniki, okuZeni s HIV, in dru-
gi. Na podlagi ugotovitev klini¢nih raz-
iskav sta leta 2006 ameriska Agencija za
zdravila in hrano (angl. Food and Drug Ad-
ministration, FDA) in Evropska agencija za
zdravila (angl. European Medicines Agency,
EMA) odobrili Stirivalentno cepivo pro-
ti HPV za preprecevanje genitalnih bra-
davic in predrakavih sprememb ter raka
materni¢nega vratu, noznice in zuna-
njega spolovila, povzrocenimi z genoti-
pi HPV-6/-11/-16/-18, za Zenske v staros-
ti 9-26 let. Dvovalentno cepivo proti HPV
je EMA odobrila leta 2007, FDA pa leta
2009 za preprecevanje predrakavih spre-
memb in raka materni¢nega vratu, ki jih
povzrocata genotipa HPV-16/-18 pri Zen-
skah v starosti 9-25 let. Indikacije Stiriva-
lentnega cepiva so bile v letu 2009 razsir-
jene na moske v enaki starostni skupini
za preprecevanje genitalnih bradavic, leta
2010 pa Se na predrakave spremembe in
rak zadnjika za oba spola.
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Od oktobra 2014 dalje Svetovna zdra-
vstvena organizacija (SZO) priporoca upo-
rabo dveh odmerkov dvovalentnega ali §ti-
rivalentnega cepiva proti HPV pri osebah, ki
s cepljenjem zacnejo pred dopolnjenim 15.
letom (3). OdloCitev temelji na rezultatih
raziskav, ki so dokazale, da je protitelesni
odgovor po dveh prejetih odmerkih tako po
kvaliteti kot tudi trajanju zascite v tej sta-
rostni skupini enakovreden odgovoru, ki
ga v vi§jih starostnih skupinah sicer zago-
tovijo trije odmerki. Najnovejsa raziska-
va na deklicah v starosti 10-18 let, ki trenu-
tno poteka v Indiji, pa nakazuje, da se sicer
2- do 3-krat nizji, vendar Se vedno ustrezen
nivo protiteles, ki je stabilen vsaj stiri leta,
vzpostavi Ze po enem samem odmerku ce-
piva (4).

Vletu 2014 odobreno devetvalentno ce-
pivo proti HPV, ki vkljucuje sedem visoko-
rizi¢nih genotipov HPV, povecuje potencial
za preprecevanje raka maternicnega vratu z
dosedanjih 70 %, dosezenih z dvovalentnim
in Stirivalentnim cepivom, na vec kot 90 %
(5). Indikacije za preprecevanje s HPV pove-
zanih sprememb pri devetvalentnem ce-
pivu ostajajo enake kot pri Stirivalentnem
cepivu. Klini¢ne $tudije so pokazale, da de-
vetvalentno cepivo spodbudi enakovreden
protitelesni odziv proti genotipom HPV-6/-
11/-16/-18 kot Stirivalentno cepivo, hkra-
ti pa ucinkovito zasciti tudi pred okuzbo s
HPV-31/-33/-45/-52/-58, pri Cemer je pogo-
stnost stranskih u¢inkov primerljiva s tiri-
valentnim cepivom. Tudi za devetvalentno
cepivo na podlagi raziskav imunogenosti
0d 2016 velja, da v starostni skupini do 15 let
priobeh spolih zadostuje cepljenje z dvema
odmerkoma (6).

Ceprav je incidenca okuzb s HPV najvis-
ja pri mladih kmalu po zacetku spolne ak-
tivnosti, v nekaterih drzavah opazajo dru-
gi viSek okuzb s HPV pri odraslih v srednjih
letih, morda zaradi vecjega Stevila locitev
in novih partnerstev v tem obdobju (7). Pri
posameznikih tako ostaja tveganje za sve-

zo okuzbo s HPV tudi v kasnejSem Zivljenj-
skem obdobju, cepivo pa se je tudi pri ko-
hortah starejsih ljudi izkazalo za varno in
je zagotovilo ucinkovito zascito pred svezo
okuzbo s tarénimi genotipi HPV, predvsem
pri Zenskah brez dokazov predhodne okuz-
be z genotipi HPV, vkljucenimi v cepivo (8).
Posledi¢no je FDA 5. oktobra 2018 odobri-
la uporabo devetvalentnega cepiva tudi za
Zenske in moske v starostni skupini 27-45
let(9).

UCINKOVITOST CEPIVA PROTI
HPV V REALNEM ZIVLIENJU

Glede na naravni potek bolezni, ki so
vzroc¢no povezane z okuzbo s HPV, je bilo
pric¢akovati, da se bo uinkovitost cepi-
va proti HPV na populacijski ravni najprej
odrazala v zmanjSanju incidence okuzb
z genotipi HPV, vkljucenimi v cepivo, ter
zmanjs$anju incidence genitalnih brada-
vic (v drzavah, kjer so uporabljali Stiriva-
lentno cepivo). Temu naj bi sledilo zmanj-
Sanje incidence predrakavih sprememb,
medtem ko lahko konkretnejSe znizanje
incidence raka materni¢nega vratu zara-
di dolge karcinogeneze pricakujemo Sele v
daljSem casovnem obdobju.

NajobseZnejsi sistematic¢ni pregled
26 randomiziranih klini¢nih poizkusov
je nedvomno potrdil, da cepivo proti HPV
ucinkovito preprecuje predrakave spre-
membe materni¢nega vratu pri cepljenih
zenskah v kontroliranih pogojih klini¢nih
$tudij (10). Vrealnem Zivljenju pa je bil opa-
zen dramaticen populacijski u¢inek na pre-
valenco okuzb s HPV, trajnih okuzb s HPV,
genitalnih bradavic in cervikalne intra-
epitelijske neoplazije (CIN) celo v drzavah z
zgolj 50 % precepljenostjo (17). Sistematicni
pregled globalnih izkusenj s Stirivalentnim
cepivom v prvem desetletju je pokazal
zmanj$anje Stevila okuzb s HPV-6/-11/-16/-
18 in genitalnih bradavic za 90 %, (CIN) niz-
ke stopnje za 45 % in visoke stopnje za 85 %,
ucinek pa je bil viden Ze po $tirih letih iz-
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vajanja cepljenja proti HPV tudi v drzavah z
nizko precepljenostjo (12).

O pomembnem upadu incidence okuzb s
tarcnimi genotipi HPVv zadnjih letih poroca-
jo iz Stevilnih razvitih drzav: Avstralije, ZDA,
skandinavskih drzav, Anglije, Skotske, Nizo-
zemske, pa tudi iz drzav vrazvoju kot je Gana.
Poleg drasticnega upada okuzb s tarnimi
genotipi HPV, ki so vkljuceni v dvovalentno
oziroma Stirivalentno cepivo, Stevilne raz-
iskave nakazujejo tudi pomembno zmanj-
Sanje okuzb s HPV-31/-33/-45, kar nakazuje
na vzpostavitev navzkrizne zascite pred so-
rodnimi genotipi HPV (17, 13, 14). Dodatno so
v raziskavah ugotavljali pojav ¢redne imu-
nosti, saj je bilo mogoce opaziti zmanjsanje
incidence okuzb s tar¢nimi genotipi HPV in
genitalnih bradavic tudi v kohortah necep-
ljenih Zensk in moskih (12, 15-18).

Vletu 2018 so bili objavljeni prvi dokazi o
zmanjsanju incidence ponavljajoce respira-
torne papilomatoze (redke bolezni, povzro-
Cene z okuzbo s HPV-6/-11, najpogosteje pri-
dobljene ob rojstvu) pri otrocih v obdobju
2012-2016 kot posledice uspesnega nacio-
nalnega programa cepljenja v Avstraliji (19).

V drzavah z vecletnim dobro izvajanim
nacionalnim programom cepljenja je Ze
opazen tudi znaten populacijski upad pre-
valence predrakavih sprememb maternic-
nega vratu.V Avstraliji so prvi upad pri naj-
mlajsi kohorti zensk (<20 let) opazali ze v
prvih letih izvajanja programa, vpliv cep-
ljenja na znizanje prevalence predraka-
vih sprememb materni¢nega vratu za 21
% pa je bil v letu 2014 opazen tudi pri ko-
horti Zensk, ki so bile v ¢asu cepljenja sta-
re 18-26 let in v velikem deleZu spolno ak-
tivne (20). Podobno spodbudni rezultati so
vidni tudi na Svedskem, kjer so na podla-
gi analize 1,4 milijona Zensk dokazali, da
cepivo ucinkovito preprecuje CIN druge
ali viSje stopnje (CIN2+) pri Zenskah, ki so
bile v Casu cepljenja stare 17 (75 %), 17-19
(46 %) oziroma 20-29 let (22 %) (21). V eko-
loski Studiji v ZDA, ki je zajela ve¢ kot
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9 milijonov Zensk, so med 2007 in 2014
ugotavljali 59,2 % in 39,8 % zmanjsanje Ste-
vila primerov CIN2+ pri Zenskah v starosti
15-19 in 20-24 let (22). Da je ucinkovitost
cepiva pri deklicah tudi po vec kot 10 le-
tih nad 90 %, dokazuje Studija, ki sprem-
lja Zenske iz Stirih skandinavskih drzav: po
12 letih spremljanja v celotni kohorti niso
odkrili nobenega primera CIN2+, ki bi bil
posledica okuzbe s HPV-16 ali HPV-18 (23).

Nedavno sta bili objavljeni vmesni ana-
lizi finske raziskave, ki s pomocjo finskega
registra raka spremljata dolgoro¢no ucinko-
vitost dvovalentnega in Stirivalentnega ce-
piva za preprecevanje CIN3 in invazivnega
raka pri Zenskah, ki so bile cepljene med leti
2003 1in2005 v okviru randomiziranih klinic¢-
nih poizkusov. Po 4,5-10 letih spremljanja
so odkrili 75 primerov CIN3 pri necepljenih
zenskah in $tiri primere CIN3 pri cepljenih
zenskah; od tega so bili trije primeri posledi-
ca okuzbe s HPV-16, v vseh treh primerih pa
je bila dokazana predhodna okuzba s HPV-16
Zev Casu cepljenja (24). Vraziskavi, ki je opre-
deljevala u¢inkovitost cepiva za prepreceva-
nje invazivnega raka, so v kohorti neceplje-
nih Zensk odkrili 10 primerov invazivnega
raka (osem primerov raka maternicnega vra-
tu, en primer raka zunanjega spolovila in en
primer raka ustnega dela Zrela) in nobene-
ga primera invazivnega raka v kohorti cep-
ljenih Zensk (25). To je prvi objavljeni dokaz,
da cepivo ucinkovito §¢iti pred invazivnimi
raki, povzrocenimi s HPV (25).

Avstralija bo po vsej verjetnosti posta-
la prva drzava na svetu, ki bo izkoreninila
rak materni¢nega vratu. Nedavno objavlje-
na modelna analiza predvideva, da bo umr-
ljivost zaradi raka materni¢nega vratu v Av-
straliji leta 2034 manj kot 1 na 100.000 Zensk,
kar potrjuje izjemno ucinkovitost njihovega
nacionalnega preventivnega programa (26).

VARNOST CEPIV PROTI HPV
Varnost cepiv proti HPV je bila celovito
preizkusana, od strogih evalvacij v stevil-
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nih raziskavah pred izdajo dovoljenja, do
obseznega spremljanja stranskih uc¢inkov
s pomocjo aktivnega in pasivnega nadzora
v okviru uporabe cepiva v realnem Zivlje-
nju. Sistematicni pregled randomiziranih
klini¢nih raziskav je glede varnosti cepiv
z veliko gotovostjo pokazal, da je bilo tve-
ganje za resne nezelene u¢inke v skupinah
cepljenih proti HPV primerljivo s skupina-
mi, ki so prejele placeboali katero koli dru-
go cepivo (10).

Kljub temu so vzniknile govorice o do-
mnevni povezavi cepiva s tezko oprede-
ljivimi sindromi s heterogeno in pogosto
nejasno etiologijo ter slabo opredeljeno epi-
demiologijo. Ceprav brez jasnih dokazov, so
strahovi pred tovrstnimi »stranskimi ucin-
ki« in nezaupanje v varnost cepiva resno
ogrozili Ze uveljavljene in ponekod tudi zelo
uspesne nacionalne programe cepljenja.

Na Danskem, kjer so v prvih letih naci-
onalnega programa cepljenja dosegali 80—
90 % precepljenost, je leta 2012 domnevna
povezava cepiva proti HPV s sindromom
posturalne ortostatske tahikardije (angl.
postural orthostatic tachycardia syndrome,
POTS), predstavljena v dokumentarnem
filmu in razsirjena preko socialnih medi-
jev, povzrocila dramaticen upad preceplje-
nosti na zgolj 20-30 % (27). Ceprav je bila
povezava jasno ovrzena, se je preceplje-
nost ponovno povzpela nad 70 % Sele leta
2018. Posledicno je tretjina deklet, ki bi
lahko bila cepljena pravocasno, cepivo pre-
jela Sele v Casu, ko so Ze bile spolno aktiv-
ne, dobre zacetne moznosti za vzpostavi-
tev Credne imunosti pa so bile preloZene
za priblizno 4-5let (27).

Na Japonskem je senzacionalisticno po-
rocanje medijev o pojavu kompleksnega re-
gionalnega bolelinskega sindroma (angl.
complex regional pain syndrome, CRPS) pri
redkih cepljenih leta 2013 povzrocilo umik
vladnega priporocila za cepljenje proti HPV,
kljub pomanjkanju znanstvenih dokazov
ali podrobnih medicinskih preiskav prime-

rov. Precepljenost je z ve€ kot 70 % v trenut-
ku strmoglavila na 3,9 % (28).

Globalni svetovalni odbor za varnost
cepiv pri SZO (angl. Global Advisory Commi-
ttee on Vaccine Safety, GACVS) je po pregle-
du podatkov konec leta 2015 zakljudil, da
ni dokazov za povezavo med cepivom proti
HPVin POTS ali CRPS. Poleg tega so Stevilna
znanstvena porocila v zadnjem ¢asu ovrgla
povezavo med cepivom proti HPV in sin-
dromi, kot so POTS, CRPS, sindrom kroni¢ne
utrujenosti, primarna odpoved ovarijev in
drugimi tezko opredeljivimi stanji, pa tudi
med razli¢nimi avtoimunskimi in nevro-
loskimi boleznimi, vensko trombembolijo
in moZgansko kapjo, anafilakso in ostalimi
resnimi neZelenimi ucinki. Tako je poroci-
lo o varnosti cepiva po 80 milijonih apli-
ciranih odmerkov v ZDA pokazalo, da ima
cepivo proti HPV odlien varnostni pro-
fil brez zaznanih varnostnih signalov, z iz-
jemo sinkope, ki pa je znan mozni nezeleni
dogodek po vsakem cepljenju in ga je mo-
goce prepreciti (29). Dve veliki skandinavski
Studiji sta pokazali odsotnost povezav med
Stirivalentnim cepivom in nastankom av-
toimunskih bolezni tako pri deklicah kot
tudi pri deckih (30, 31). V raziskavi, ki je za-
jela skoraj 135.000 cepljenih Zensk na Fin-
skem, niso potrdili nobene povezave med
dvovalentnim cepivom in 38 preiskovanimi
moznimi neZelenimi u¢inki, med katerimi
so pod drobnogled vzeli tudi razvpite POTS,
CRPS in sindrom kroni¢ne utrujenosti (32).

Treba je poudariti, da casovna pove-
zanost med cepljenjem proti HPV in poja-
vom razli¢nih simptomov ne pomeni tudi
vzrocne povezanosti. Vse neZelene dogod-
ke je potrebno natancno prijavljati, poroci-
la podrobno pregledati in oceniti pomen in
povezanost s cepljenjem.

IZZIVI IN OVIRE PRI UVEDBI
CEPLJENJA PROTI HPV

Cepivo proti HPV je bilo v prvih letih obsto-
janavoljolevnacionalnih programih viso-
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korazvitih drzav. V globalni $tudiji precepl-
jenostis cepivom proti HPV so ocenili, da je
bilo do oktobra 2014 v nacionalni program
cepljenja zajetih 118 milijonov Zensk, ven-
dar so od tega predstavljale Zenske iz dr-
Zav v razvoju le 1 % (33). Najmanj en odme-
rek cepiva proti HPV je prejelo 59 milijonov
zZensk, popolno cepljenih pa je bilo 47 mili-
jonov Zensk, kar predstavlja 1,4 % svetovne
populacije Zensk (33). Ceprav je na svetovni
ravni le 14 % vseh primerov raka maternic-
nega vratu diagnosticiranih v razvitih dr-
zavah, kar 70 % precepljenih zensk prihaja
iz teh drZav; nasprotno pa vec kot dve tretji-
ni svetovnega bremena raka materni¢nega
vratu nosijo drzave v razvoju, ki bi najbolj
potrebovale u¢inkovit nacionalni program
cepljenja proti HPV (33).

S pomodjo donatorjev in s podporo glo-
balnih partnerjev, kot so SZO, PAHO (angl.
Pan American Health Organization) in GAVI
(angl. The Global Vaccine Alliance), ki pove-
Cujejo dostopnost cepiv po subvencioni-
ranih cenah, se je v zadnjih letih nekoliko
povecalo tudi Stevilo drzav v razvoju z na-
cionalnim programom cepljenja. Nedav-
ni pregled izkuSenj s cepljenjem proti HPV
znotraj demonstracijskih projektov ali na-
cionalnih programov v 45 drzavah z nizkim
in nizjim srednjim prihodkom je pokazal,
daje v teh drzavah precepljenost ve¢inoma
dosegala 70-90 %, povsod pa presegala 50 %
(34). Kljub neizmerno slabsi zdravstveni in-
frastrukturi je tako precepljenost visja kot
vnekaterih razvitih drzavah, npr. Franciji in
ZDA. Nacionalni program cepljenja je bil do
4. oktobra 2018 na voljo v 91 drzavah sveta,
kar predstavlja manj kot polovico drzav na
svetu (35).

Kljucne izzive za uvedbo cepljenja pro-
ti HPV predstavljajo i) visoke cene cepiv;
ii) nezadostna zdravstvena infrastruktu-
ra v drzavah v razvoju, kjer pogosto sicer
obstaja uteCen sistem cepljenja dojenc-
kov in otrok, ne pa tudi adolescentov; iii)
doseganje ciljne populacije in vzdrzeva-
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nje ustreznega nivoja precepljenosti; in iv)
napacne predstave javnosti o varnosti in
ucinkovitosti cepiva ter prepocasno ali ne-
zadostno ukrepanje zdravstvenih avtori-
tet ob pojavu kontroverznih zgodb o stran-
skih ucinkih.

Dodaten izziv predstavlja uvedba cep-
ljenja proti HPV za decke/mogke. Ceprav ve-
¢ino bremena raka, povezanega s HPV, pred-
stavlja rak materni¢nega vratu, pa je v ZDA
Zeleta2015incidencaraka ustnega dela Zre-
la, ki je pogostejsi pri moskih, presegla in-
cidenco raka materni¢nega vratu (36). Po-
leg tega sta za prenos HPV odgovorna oba
spola, pri Cemer bi imelo univerzalno cep-
ljenje bistveno vecji vpliv na prepreceva-
nje raka maternicnega vratu zaradi vzpo-
stavitve kolektivne zascite. Hkrati bi lahko
s cepljenjem obeh spolov zmanjsali preva-
lenco drugih rakov, povezanih s HPV, hitreje
in ucinkoviteje pa bi se zmanjsala tudi pre-
valenca genitalnih bradavic.

Po tem ko je FDA odobrila cepivo za
moske, je vletu 2011 le ZDA omogocila cep-
ljenje deckov v okviru nacionalnega pro-
grama; do leta 2015 je priporocilo za cep-
ljenje v okviru nacionalnega programa na
decke razsirilo Se pet drzav (Kanada, Avstra-
lija, Izrael, Trinidad in Tobago, MadZarska),
doleta2018 pasejestevilo drzav Ze povzpe-
lo na 27,kar kaZe na spodbuden trend k §irsi
dostopnosti cepiva za oba spola (37).

CEPLJENJE PROTI HPV V
SLOVENIJI

V Sloveniji je bilo Stirivalentno cepivo pro-
ti HPV na voljo samopla¢nisko od decem-
bra 2006, v shemo nacionalnega progra-
ma cepljenja pa je bilo uvedeno leta 2009,
ko smo zaceli cepiti deklice v 6. razredu
osnovne Sole v starosti 11-12 let s tremi
odmerki cepiva, od Solskega leta 2014/2015
pa po priporocilu SZO z dvema odmerko-
ma cepiva. Od druge polovice leta 2016 je
prinas na voljo devetvalentno cepivo proti
HPV, ki je v nacionalnem programu zame-
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njalo Stirivalentno cepivo. Cepijo se lahko
tudi deklice in Zenske, ki so obiskovale 6.
razred v Solskem letu 2009/2010 ali kasne-
je in Se niso bile cepljene (zamudnice), pri
Cemer se cepljenje opravi s Stevilom od-
merkov glede na starost ob prvem ceplje-
nju (dva ali trije odmerki). Za vse ostale je
cepljenje proti HPV samoplacnisko.

Zal precepljenost v Sloveniji vsa leta
obstoja nacionalnega programa niha med
44 % in 553 %, v povprecju pa ostaja pod
50 %. Opazne so precejSnje razlike v pre-
cepljenosti po zdravstvenih regijah, saj je
v Ravnah na KoroSkem cepljenih skoraj
80 % deklic, medtem ko v Ljubljani precep-
ljenost vsa leta komaj presega 30 %. S tako
precepljenostjo ostaja potencial cepiva pro-
ti HPV v veliki meri neizkoriscen, vzroke pa
je iskati v nezaupanju in slabi ali napacni
obvescenosti javnosti in zdravstvenih de-
lavcev, ki naj bi cepljenje promovirali in iz-
vajali, pa tudi v premajhni podpori odgo-
vornih drzavnih ustanov in organov.

Cepljenje deckov je pri nas mozno od 9.
leta starosti dalje, vendar le-ti niso vkljuce-
ni v nacionalni program cepljenja. Posame-
zneregije so se v zadnjih letih odlocile za fi-
nanciranje cepljenja deckov iz obcinskega
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Nadzor prenasalcev porajajocih se mikroorganizmov v Sloveniji
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Nadzor prenasalcev porajajocih se
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Vector Surveillance of Emerging Microorganisms in Slovenia

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: prenasalci, komarji, flebotomske muhe, Slovenija, virus Zahodnega Nila,
virus Usutu, bunjavirusi

Virusne in parazitske bolezni, ki se prenasajo s komarji in pes¢enimi muhami, so v Evro-
pi zagotovo vselej obstajale, vendar je njihova razsSirjenost in pojavnost postala znana
Sele ob vegjih izbruhih, ko so v laboratorijih razvili primerne metode za njihov dokaz in
prepoznavo. Stevilne drzave so za prepoznavanje razsirjenosti patogenov, kot tudi oce-
no razsirjenosti in dolocitev vrst njihovih prenasalcev, pricele razvijati sisteme nadzora
le-teh. Leta 2017 smo v Sloveniji priceli z nadzorom prenasalcev porajajocih se mikroor-
ganizmov. Tako smo leta 2017 in 2018 vzor¢ili komarje in flebotomske muhe na razli¢nih
lokacijah v Sloveniji. V pilotnem letu 2017 smo ulovili 199 komarjev in 10 flebotomskih
muh. Ugodni okolijski pogoji in razsirjeno obmocje vzoréenja so v letu 2018 omogocili
ulov 3.054 komarjev in 506 flebotomskih muh. Vzorc¢ene prenasalce smo razvrstili v
skupine po do 20 osebkov in z molekularnimi metodami in poskusi osamitve virusa
dokazovali mikroorganizme, ki jih prenasajo. V letu 2018 smo prvi¢ dokazali virus Za-
hodnega Nila in virus Usutu v komarjih v Sloveniji. Virus Usutu smo iz skupine komarjev
uspeli tudi osamiti. Dokazali smo tudi vec¢ bunjavirusov v skupinah komarjev, in sicer v
15 skupinah komarjev ortobunjaviruse in v 11 skupinah komarjev fleboviruse. V eni sku-
pini flebotomskih muh smo potrdili flebovirus. Za natanc¢no opredelitev tveganja, ki ga
predstavljajo mikroorganizmi, ki se prenasajo s prenasalci, bomo raziskavo nadaljevali
tudi v prihodnjem letu, s Cimer bomo zagotovili dovolj veliko Stevilo pregledanih vzorcev
in tako povecali zanesljivost tako nadzora nad prenasalci v Sloveniji kot tudi patogeni, ki
jih le-ti prenasajo.
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ABSTRACT

KEY WORDS: vector, mosquitoes, sandflies, Slovenia, West Nile virus, Usutu virus, bunyavirus

Viral and parasitic diseases transmitted by mosquitoes and sand flies have always existed
in Europe, but their spread and incidence became known only with larger outbreaks,
when appropriate laboratory diagnostic and identification methods were developed. In
order to identify the prevalence of pathogens, as well as their vectors, many countries
have begun to develop surveillance systems. In 2017, we began to monitor vectors of
emerging microorganisms in Slovenia. In 2017 and 2018, mosquitoes and phlebotomi-
ne sand flies were sampled at different locations in Slovenia. In 2017, the pilot year, we
sampled 199 mosquitoes and 10 phlebotomine sand flies. Favourable environmental
conditions and an expanded sampling area enabled us to sample 3,054 mosquitoes
and 506 sand flies in 2018. Vectors were grouped into pools of up to 20 animals and
analysed for the presence of pathogens with molecular methods and attempts to iso-
late the virus. In 2018, we demonstrated the presence of the West Nile virus and the
Usutu virus for the first time in mosquitoes in Slovenia. We also managed to isolate the
Usutu virus from a pool of mosquitoes. We confirmed several bunyaviruses in mosquito
groups, namely, 15 pools of mosquitoes carried orthobunyaviruses and 11 groups of
mosquitoes were infected with phleboviruses. In one group of sand flies we confirmed
a phlebovirus. To accurately define the risk posed by microorganisms transmitted by
vectors, we will continue the study next year, thus ensuring a sufficient number of exa-
mined samples and increasing the reliability of both vector and pathogen surveillance

in Slovenia.

uvoD

Porajajo¢i se mikroorganizmi so lahko
novo odkriti povzrocitelji ali pa Ze znani
patogeni, ki se pojavijo na novem podro-
¢ju ali v novih vrstah prenasalcev v obliki
izbruhov ali epidemij. Vzrok za pojav po-
rajajocih se mikroorganizmov je komple-
ksna mreZa dejavnikov, ki so posledica ne-
prestanega spreminjanja okolja, podnebja
in povecane mobilnostiljudiin zivali. Med
porajajo¢imi se groznjami tvorijo arbo-
virusi (virus Denga, virus Zika, virus ru-
mene mrzlice, virus Zahodnega Nila, vi-
rus Chikungunya...) in nekateri paraziti
(liSmanija, malarija...) edinstveno skupi-
no patogenih mikroorganizmov. Ti ima-
jo izjemno velik vpliv na javno zdravje v
endemicnih drzavah ter velik potencial za
kolonizacijo novih ekoloskih nis, kot pos-
ledica Siritve njihovih prenasalcev. Glede
na obolevnost in smrtnost, so komarji in

40

pescene muhe najnevarnejse skupine pre-
nasalcev za ljudi, saj skoraj polovici sve-
tovnega prebivalstva grozi moznost okuz-
be s patogeni, ki jih le-ti prenasajo. Ceprav
najvec vrst komarjev zivi v tropih, v zad-
njem Casu ugotavljamo, da so izredno po-
membni prenasalci porajajocih se patoge-
nov tudi v zmerno toplem pasu.

Eden prvih opomnikov, da predstavlja
Sredozemlje vstopna vrata v Evropo, ne
samo ljudem, ampak tudi prenasalcem in
patogenom, je bil izbruh mrzlice Chikun-
gunya v Italiji avgusta 2007 (1). Temu so sle-
dili avtohtoni primeri mrzlice Denga na
Hrvaskem, v Franciji in na Portugalskem
(na Madeiri) (2-4). Virus Zahodnega Nila se
je v letih od vnosa v Evropo lokalno razsi-
ril na Madzarskem in v Avstriji. Leta 2010
so ga prvi¢ dokazali v Gr¢iji in nato spomla-
di2011 v Italiji, od koder se je razsiril po celi
drZavi ter na Sardinijo. S primerjavo geno-
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ma razli¢nih izolatov virusa so potrdili, da
je bil virus Zahodnega Nila, ki je bil odgovo-
ren za izbruh v Gréiji in Italiji, skoraj iden-
ticen tistemu, ki so ga izolirali dve leti prej
na Madzarskem (5). V zadnjih letih so virus
v prenasalcih, kot tudi primere bolezni do-
kazali v Stevilnih evropskih drzavah (Itali-
ja, Francija, Madzarska, Bolgarija, Srbija, Ro-
munija, Hrvaska ...) (6, 7). V sredozemskih
drzavah so sezonski izbruhi mrzlice Zahod-
nega Nila postali stalnica, v nekaterih drza-
vah paje virus Ze endemicen (8, 9).

Pesc¢ene muhe (Phlebotomus spp.) so, po-
leg komarjev, pomembni prenasalci poraja-
jocih se patogenov v Sredozemlju, Afriki, na
Bliznjem vzhodu in v Aziji. S posameznimi
raziskavami so ugotovili, da je v Evropi vec
vrst pes¢enih muh ter da se njihova razsir-
jenost v zadnjem casu Se povecuje. Ker se z
raziskavami o taksonomski in bioloski ra-
znolikosti pes¢enih muh v Evropi ukvarja
le majhna skupina strokovnjakov, pogosto
manjkajo informacije o raznovrstnosti pre-
nasalcev v najbolj endemicnih drzavah na
jugu Evrope (10). Popolnoma neraziskana
je tudi pogostost okuzbe posameznih vrst
z razlicnimi patogeni (17). PeSCene muhe so
znani prenadalci parazita lifmanija. Ceprav
veliko zdravnikov meni, da je liSmanioza,
ki jo povzrocajo liSmanije, tropska bolezen,
se bolezen redno pojavlja na jugu Evrope in
je Ze endemicna v petih drzavah: Bolgariji,
Gréiji, Franciji, Spaniji in na Hrvaskem (12).
V Sredozemlju lahko pe$cene muhe poleg
liSmanije prenasajo tudi porajajoce se viru-
se, med katerimi so gotovo najpomembnej-
§i prav flebovirusi. Prvi¢ so bili fleboviru-
si opisani Ze leta 1943 v Italiji, vendar so do
nedavnega predstavljali le manjse breme
za javno zdravje, saj je bila pojavnost bolez-
ni nizja od 1 %, zato so bile raziskave na tem
podrodju veCinoma prezrte (13). V zadnjem
desetletju smo zabeleZili porast okuzb s
flebovirusi v razli¢nih drzavah v Sredoze-
mlju (Spanija, Italija, Francija, Hrvaska), po-
leg tega so se novi virusni genotipi pojavi-
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li tudi na novih obmodjih, kar nakazuje na
Sirjenje ali pojavnost novih vrst pescenih
mubh (14-17).

Z raziskavo Zelimo postaviti temelje za
ucinkovito spremljanje avtohtonih in tu-
jerodnih vrst komarjev in pescenih muh v
Sloveniji ter prepoznati porajajoce se pato-
gene, ki jih prenasajo prenasalci in so po-
membni za zdravje ljudi. Vzpostavitev obeh
sistemov nadzora, tako nad prenasalci kot
tudi nad patogeni ter vpeljava sodobnih,
obcutljivih diagnosticnih metod so osno-
va za ugotavljanje pogostosti avtohtonih in
vnesenih nalezljivih bolezni in s tem oce-
ne tveganja za vnos in izbruh porajajocih se
patogenov v Sloveniji.

MATERIALI IN METODE

Vzorcenje prenasalcev in
identifikacija vrst komarjev
in peS¢enih muh
Za namen opredelitve favne komarjev in
flebotomskih muh smo od maja do julija
2017 ter od maja do oktobra 2018 na izbranih
lokacijah v Sloveniji opravili sistematsko
vzorcenje omenjenih prenasalcev povzroci-
teljev bolezni. Vzorcenje je sistematsko po-
tekalo na naslednjih kontrolnih lokacijah:
Medljan, Skocjanski zatok, Velike Zablje na
Krasu in okolica Cerkniskega jezera. Iz re-
zultatov preteklih raziskav smo na kontro-
Inih lokacijah pricakovali veliko gostoto
preucevanih prenasalcev (18, 19). Dodatna
vzorcenja so bila izvedena $e na Ljubljan-
skem barju, v Gornji Radgoni in okolici, v
Bir¢ni vasi, Kobdilju, Izoli in Mostjah.
Komarje smo vzor¢ili s pastmi BG-Sen-
tinel (slika 1), kjer smo kot atraktant upo-
rabili ogljikov dioksid iz jeklenk. Na vsaki
lokaciji smo postavili pet pasti, ki smo jih
nastavili za 24 ur. S tem smo zagotovili, da
se bodo v pasti lovile tako dnevne kot tudi
nocno aktivne vrste. Pasti smo postavlja-
li v naravi v bliZzino vodnih virov ali v mes-
tih v bliZino Zzivali (koz, piSc¢ancev, goveda).
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Slika 1: Levo - past CDCit, desno — past BG-Sentinel.

Flebotomske muhe smo vzor¢ili s pastmi
CDCit (slika 1), ki smo jih nastavili pozno
popoldan in naslednji dan zjutraj pobra-
li. Pasti smo vedno nastavili v bliZino Ziva-
li (zajcev, koz, kokosi). Komarje, ki so se uje-
li v pasti CDCit, smo ravno tako vkljuili v
raziskavo in jih namenili za nadaljnje viro-
loske analize.

V pasti ujete komarje in pes¢ene muhe
smo usmrtili tako, da smo jih za 10 mi-
nut shranili v skrinji na -80 °C. Nato smo
komarje in pescene muhe locili od ostalih
ujetih osebkovinjih dovrstneidentifikacije
hranilina-80 °C.

Zaradi zagotavljanja ¢im boljSe ohra-
njenosti virusne RNA in s tem vecjih moz-
nosti za detekcijo virusov v komarjih smo
le-te skusali minimalno izpostavljati sobni
temperaturi. Komarje smo zato do vrste do-
locali samo na zacetku sezone, da smo dolo-
¢ili vrstno sestavo komarjev na nekem ob-
modju. V nadaljevanju smo komarje samo
locili od ostalih ujetih ZuZelk in jih glede na
lokacijo, datum ulova in spol zdruzili v sku-
pine za nadaljnje analize.

Vse flebotomske muhe, ki smo jih uje-
lileta 2017, smo dolocili do vrste in jih zdru-
zili v skupine glede na vrsto, spol, lokacijo
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in datum za nadaljnje analize. Poleg klasic-
ne morfoloske identifikacije smo vpeljali
tudi dve sodobni, inovativni metodi: mole-
kularno-biolosko metodo analize DNA ter
metode masne spektrofotometrije MALDI
TOF (20). Flebotomskih muh, ki smo jih uje-
li v letu 2018, do vrste nismo dolodili, tem-
vec smo jih le locili po lokaciji, datumu ulo-
vain spolu.

Dokazovanje patogenov
286 skupin komarjev in 52 skupin pesce-
nih mubh, v katere je bilo vkljucenih do 20
osebkov. Vsako skupino smo homogeni-
zirali z aparatom Tissue Lyser (Retsch Qi-
agen) v 600 ul RPMI. 200 ul homogenata
smo porabili za osamitev celokupne DNA
in RNA s testnim kompletom Virus Mini
Kit z aparatom EZ1-XL Advanced (oba od
Qiagen). 200 ul smo nanesli na plosce s ce-
licno kulturo Vero E6 in celi¢no kulturo
C6/36 (le skupine komarjev), ki smo jih in-
kubiralina 37 °Cinatmosferis 5% CO2 oz.
na 37 °C brez dodanega CO2. 200 pl homo-
genata smo shranili na-80 °C.

V osamljeni RNA smo dokazovali spe-
cificno RNA flavivirusov, alfavirusov, fle-
bovirusov in ortobunjavirusov z metodo
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verizne reakcije s polimerazo z reverzno
transkriptazo (RT-PCR) (tabela 1). Dodat-
no smo v letu 2018 RNA osamljene iz sku-
pin komarjev analizirali s specifi¢cnimi PCR
v realnem casu za virus Usutu (USUV), vi-
rus Zahodnega Nila (WNV), virus Chikun-
gunya in virus Sindbis. Dobljene pomnozke
smo nato odistili s komercialnim komple-
tom ABI BigDye Terminator (Applied Bi-
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osystems), sekvencno reakcijo z BigDye
XTerminator Purification Kit (Applied Bio-
systems). Nukleotidna zaporedja smo do-
locili z genetskim analizatorjem ABI3500
(Applied Biosystems). Nukleotidna zapo-
redja smo uredili s programskim orodjem
CLC Main Workbench (Qiagen Bioinforma-
tics).

Tabela 1: Metode za dokazovanje virusov v skupinah komarjev in flebotomskih muh.

Red/rod virusov Taréni organizem Tarcna regija Vir

Flavivirus Komarji/Pescene NS5 (21)
muhe

Alfavirusi Komarji/Pescene NsP4 (22)
muhe

Alfavirusi Komarji/Pescene NsP4 (23)
muhe

Flebovirusi Komarji/Pescene Segment L (24)
muhe

Flebovirusi Komarji Segment S (25)

Flebovirusi Pesc¢ene muhe Segment L (26)

Ortobunjavirusi Komarji N ORF 27)

Virus Zahodnega Nila Komarji 5'UTR (28)

Virus Usutu Komarji NS5 (29)

Del homogenata, pripravljenega iz sku-
pin komarjev in flebotomskih muh, smo
inokulirali na celi¢no kulturo. Za poskus
osamitve virusa iz vzorcev komarjev smo
uporabili celi¢ni liniji Vero E6 in C6/36, za
poskus osamitve virusov iz vzorcev flebo-
tomskih muh pa celi¢no linijo Vero E6. Po
enem tednu inkubacije smo pregledali ce-
li¢ne linije in preverjali citopatoloske ucin-
ke virusa, nato smo pasirali vzorec celicne
suspenzije Se dvakrat, da zagotovimo pom-
nozitev virusa.

REZULTATI

Leta 2017 smo ujeli 199 odraslih komar-
jev, od tega 196 samic in 3 samce. Stevi-
lo ujetih komarjev na kontrolno lokacijo
je bilo priblizno enako, okoli 30 komar-
jev na lokacijo. Najvecjo Stevilo komarjev

je bilo ujetih v Gornji Radgoni in okolici
(118 osebkov), kjer je potekalo intenziv-
no vzorcenje na vec lokacijah v dveh dneh.
Leta2018 smo ujeli3.054 komarjev, od tega
2.184 samic in 870 samcev. Po Stevilu uje-
tih osebkov je med kontrolnimi lokaci-
jami prevladoval Medljan, kjer smo ujeli
49 % vseh komarjev (1.511 osebkov: 947 sa-
mic in 564 samcev). Po Stevilu ujetih ko-
marjev sledijo Skocjanski zatok (466 oseb-
kov: 446 samic in 20 samcev), Velike Zablje
(113 osebkov: 90 samic in 23 samcev) in na-
zadnje Cerknica z najmanjSim Stevilom
ujetih osebkov (97 osebkov: 72 samic in 25
samcev). Ujeti komarji obeh let so pripada-
li rodovom Aedes, Ochlerotatus, Culex, Ano-
pheles, Culiseta in Coquillettidia (tabela 2).
Leta 2017 smo ujeli vsega skupaj 150 fle-
botomskih muh. Ujeli smo flebotomske
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Tabela 2: Pojavnost komarjev na razli¢nih lokacijah v Sloveniji.
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Plitvica X X X
Sp. S¢avnica X X
Trstenik X X X
Benedikt X X X
pri Muri (Lutverci) X
Bircna vas X X X X
Hotinja vas X
Trenta X

muhe dveh vrst, in sicer Phlebotomus perni-
ciousus in P, neglectus. Leta 2018 smo ujeli 506
flebotomskih muh. Najvecjo gostoto popu-
lacije flebotomskih muh smo ugotovili na
Medljanu, ki se je Ze v prejsnjih letih izkaza-
la kot pomembna lokacija za vzorcenje fle-
botomskih muh (Ivovié, osebna opazanja).
Na tej lokaciji smo ujeli 253 osebkov, od tega
157 samic in 96 samcev. V Velikih Zabljah
smo ujeli 128 osebkov, od tega 66 samic in 62
samcev, dodatno smo v Kobdilju ujeli Se 125
osebkov, od tega 40 samic in 85 samcev.

V letu 2017 smo pregledali RNA osam-
ljeno iz 40 skupin komarjev (179 osebkov) in
15 skupin flebotomskih muh (150 osebkov).
V letu 2018 smo pregledali RNA, osamlje-
no iz 246 skupin komarjev (3.054 osebkov)
in 39 skupin flebotomskih muh (506 flebo-
tomskih muh) (slika 2). Vkomarjih in flebo-
tomskih muhah v letu 2017 nismo dokazali
RNA flavivirusov. V letu 2018 smo z meto-
do RT-PCR v realnem casu potrdili flavivi-
ruse v treh skupinah komarjev (tabela 3). S
specificnima metodama RT-PCR v realnem
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Casu za WNV in USUV, smo potrdili WNV v
eni skupini komarjev in USUV v dveh sku-
pinah komarjev (slika 2). Virusno RNA smo
potrdili s pridobitvijo nukleotidnega za-
poredja s sekveniranjem. Nukleotidno za-
poredje dokazanega virus Zahodnega Nila,
dolgo 128 bp, se genetsko uvrsca v linijo 2
in je najbolj podoben virusom dokazanim
v Avstriji in na Slovaskem. Nukleotidni za-
poredji dokazanih virusov Usutu, dolgi 126
bp, sta genetsko najbolj podobni virusom
dokazanim v Italiji. V flebotomskih muhah
flavivirusov nismo dokazali.

Komarje in flebotomske muhe smo ana-
lizirali za dokaz alfavirusov. Tako alfavirus
univerzalni RT-PCR, kot tudi za virus Chi-
kungunya in virus Sindbis specificna RT-
PCR, v realnem ¢asu niso potrdili alfaviru-
sov v pregledanih skupinah komarjev in fle-
botomskih muh v letih 2017 in 2018 (tabela 3).

Fleboviruse smo dokazali v treh skupi-
nah komarjev iz leta 2017 in v 8 skupinah
komarjev iz leta 2018. Pridobljena nukleoti-
dna zaporedja se ne ujemajo z nobenimi za-
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poredji, ki so na voljo na spletnem portalu
GenBank. V eni skupini flebotomskih muh
smo potrdili flebovirus. Nukleotidno zapo-
redje je najbolj podobno italijanskemu izo-
latu flebovirusa Ponticelli iz flebotomskih

Ortobunjaviruse smo dokazali v 2 sku-
pinah komarjev iz leta 2017 in v 13 skupinah
komarjev iz leta 2018 (slika 2). Nukleotidna
zaporedja so dolga okrog 100 bp in kaZejo
najvecje ujemanje z bunjavirusi, najdenimi

mubh (tabela 3). v komarjih vrste Culex (tabela 3).
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Slika 2: Lokacije vzor¢enja komarjev in flebotomskih muh in lokacije, kjer smo dokazali viruse
v prenasalcih.

Tabela 3: Rezultati molekularnega dokazovanja virusov v skupinah komarjev in flebotomskih muh
v letih 2017 in 2018. WNV - virus Zahodnega Nila, USUV — virus Usutu, CHIKV - virus Chikun-
gunya, SINV - virus Sindbis, TOSV - virus Toscana

Vrsta prenasalca Komarji Flebotomske muhe
Leto 2017 2018 2017 2018
Univerzalni flavivirus 0/40 3/246 0/15 0/37
Flavivirusi WNV 0/40 1/246 - -
usuv 0/40 2/246 - -
Univerzalni alfavirus 0/40 0/36 - -
Alfavirusi CHIKV 0/40 0/246 - -
SINV 0/40 0/246 - -
Ortobunjavirus 2/40 13/239 0/15 =
Flebovirusi
o Skupina 1 3/40 8/242 0/15 0/37
Bunjavirusi o
Flebovirusi
Skupina 2 0/40 0/246 0/15 1/37
TOSV 0/40 0/246 0/15 0/37
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Iz vseh 286 skupin komarjev oz. 52 sku-
pin flebotomskih muh smo poskusali osa-
miti viruse na celi¢nih linijah Vero E6 in
C6/36 oz. Vero E6. V celi¢ni kulturi Vero E6
ene skupine komarjev smo opazili citopa-
togeni ucinek. Z molekularnimi metodami
smo potrjevali uspesnost izolacije in v tej
skupini komarjev potrdili uspesno izolaci-
jo virusa Usutu, tako na celicah Vero E6, kot
na celicah C6/36.

RAZPRAVA

Pred tridesetimi leti je prve podatke o raz-
Sirjenosti komarjev v Sloveniji prispevala
Danica Tovornik (30). Dve desetletji se nato
raziskave komarjev v Sloveniji niso izvaja-
le. Okrog leta 2009 so se ponovno pricele
izvajati prveraziskave razsirjenostiin Ste-
vilénosti komarjev pri nas (37). V tem casu
se je izkazalo, da prihaja do velikih spre-
memb v pojavnosti vrst, tako zaradi spre-
memb v okolju kot zaradi povecane mobil-
nosti. Pojavile so se tudi invazivne tropske
vrste in trenutno je v Sloveniji opisanih 28
vrst komarjev (32). Raziskav o razsirjeno-
sti in raznolikosti flebotomskih muh do
prvega desetletja tega tisocletja sploh ni
bilo, zato so prvirezultatiraziskav zelo po-
membni za ugotavljanje tveganja za pojav
in razsirjenost flebovirusov v Sloveniji.

Prisotnost in Stevilcnost prenasalcev —
povzrociteljev bolezni na nekem obmodju
- sta odvisni od $tevilnih dejavnikov. Poleg
ustreznih mikroklimatskih razmer mora-
jo biti zagotovljeni tudi ustrezni habitati za
odlaganje jajcec, nektarske rastline za hra-
njenje odraslih osebkov ter ustrezni gosti-
telji za zauzitje krvnega obroka (33).

Med vsemi lokacijami je po Stevilu uje-
tih komarjev in flebotomskih muh izsto-
pala kmetija na Medljanu. Rezultati so pri-
¢akovani, saj je na tej lokaciji veliko Stevilo
razli¢nih vrst domacih zivali, na katerih sa-
mice komarjev in flebotomskih muh zauzi-
jejo krvni obrok. Kot pricakovano, smo ve-
liko $tevilo komarjev ujeli v Skocjanskem
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zatoku, saj je to mokrisce, ki nudi raznolike
habitate, tako za li¢inke kot tudi za odrasle
komarje. Poleg tega je to obmocje pomem-
ben habitat za razlicne vrste ptic, ki so hkra-
ti tudi gostitelji komarjev. Zaradi nastetih
dejavnikov menimo, da je to obmodje lahko
pomembno pri pojavu in kroZenju virusov,
kot je npr. virus Zahodnega Nila, kjer igra-
jo glavno vlogo v razvojnem krogu komar-
ji in vodne ptice. Zaradi podobnih lastnos-
ti smo veliko Stevilo komarjev pric¢akovali
tudi v okolici CerkniSkega jezera, vendar ta
lokacija ni izstopala po Stevilu ujetih oseb-
kov. Kljub temu menimo, da je v nadaljeva-
nju raziskave pomembna vkljucitev te lo-
kacije, saj je tudi na podrocju Cerkniskega
jezera velika gostota ptic.

Najvecjo gostoto populacije flebotom-
skih muh smo ugotovili na obalnem obmo-
¢ju in na Krasu. Znatno povecanje v Stevilu
ujetih flebotomskih muh leta 2018 v pri-
merjavi z letom 2017 je posledica intenziv-
nejsega vzorcenja. V tem letu smo namrec
pasti postavili veckrat in na vec lokacijah.
Poleg omenjene lokacije na Medljanu smo
flebotomske muhe ujeli Se na dveh lokaci-
jah, v Velikih Zabljah in v Kobdilju, in s tem
potrdili nasSe domneve, da se v notranjo-
sti Slovenije omenjeni prenasalci srecujejo
le sporadi¢no in v manjSem Stevilu. Tekom
raziskave smo vpeljali metodo MALDI-TOF
kot pomozno metodo za identifikacijo vrst
flebotomskih muh. Dosedanji rezultati so
pokazali 100 % ujemanje z molekularno-
-bioloskimi metodami identifikacije. Glav-
no prednost in uporabnost metode vidimo
predvsem pri prepoznavi razlicnih vrst sa-
mic flebotomskih mubh, ki so si morfolosko
izjemno podobne. Pravilna identifikaci-
ja ima namrec izjemen pomen pri doloca-
nju vektorskega potenciala vrste na nekem
obmodju ter ustreznem zatiranju pravilne
vrste prenasalca povzrocitelja ob morebi-
tnih izbruhih bolezni.

Med leti 2014 in 2018 so prisotnost in
kroZenje virusa Zahodnega Nila potrdi-
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li v Avstriji, Bolgariji, na Hrvaskem, Cipru,
Franciji, Gr¢iji, na Madzarskem, v Italiji, na
Kosovem, Portugalskem, v Romuniji, §pa—
niji, Srbiji in Turdiji. Prvi primeri se pojavijo
0d 28.tedna vletu naprej. Vletu2018 so prve
primere bolezni potrdili Ze v 26. tednu, prav
tako je bilo Stevilo potrjenih primerov zna-
Cilno vedje kot v prejsnjih letih (34). VSlove-
niji smo v avgustu potrdili primer okuzbe
z WNV (35). V mesecu septembru so potrdi-
li WNV tudi pri konju in vrani. V letu 2018
smo potrdili WNV tudi v skupini komarjev
vrste Culex pipens, ulovljeni v mesecu avgu-
stu v blizini Gornje Radgone. Komarji vrste
Culex so glavni prenasalci virusa Zahodne-
ga Nila v Evropi (6, 7). Avstrija in MadZarska
sta virus v komarjih Ze potrdili v prejsnjih
letih. Virus, ki smo ga potrdili v skupini ko-
marjev,spada v genetskolinijo2in je genet-
sko soroden virusu, potrjenemu v Avstriji
in na Slovaskem. V letu 2017 virusa Zahod-
nega Nila nismo dokazali v komarjih.

Od leta 1996 dalje se v Evropi redno po-
javljajo izbruhi z virusom Usutu. Izbruhe
so potrdili v Italiji, Avstriji, Nemciji in na-
zadnje na Nizozemskem. Virus krozi v na-
ravi v Stevilnih drzavah, vklju¢no z Avstri-
jo, Mad#arsko, Svico, Spanijo itd. (36, 37). Do
leta 2018 virusa v Sloveniji nismo dokaza-
li. Tudi v letu 2017 virusa v komarjih nis-
mo dokazali. Vletu 2018 smo virus dokazali
v dveh skupinah komarjev, ujetih v avgu-
stuin septembru v obalno-kraski in goriski
regiji. Virus smo uspeli iz ene skupine ko-
marjev tudi osamiti. Virus je genetsko naj-
bolj soroden virusom Usutu, dokazanim v
Italiji, kjer virus v zadnjem desetletju vsa-
ko leto najdejo predvsem v komarjih vrste
Culex, nasli so ga tudi v ostalih vrstah ko-
marjev (6, 38-40). Poskusi osamitve virusa
Usutu so velikokrat neuspesni, zato so vi-
rusni izolati USUV v Evropi malostevilni in
so pridobljeni vecinoma iz vzorcev pticev
(41). Slovenski virus Usutu je tako eden iz-
med prvih virusov, osamljenih iz vzorcev
komarjev v Evropi.

Nadzor prenasalcev porajajocih se mikroorganizmov v Sloveniji

Poleg porajajocih se virusov so iz ko-
marjev v Evropi izolirali Stevilne druge: vi-
rus Sindbis, Tahyna, Inkoo, Batai in Lednice
(42-46).Ti so bili izolirani iz avtohtonih vrst
komarjev, vendar je njihov pomen za okuz-
bo ljudi Se neraziskan. Kljub temu nam ne-
davne izku$nje na primeru virusa Zika, ki je
bil dolga desetletja pozabljen, kazejo, kako
pomemben je razvoj metod za dokazovanje
virusov ali poznavanje razsirjenosti patoge-
na in njegovega prenasalca v okolju. V Evro-
pi so dokazali v komarjih dva alfavirusa, in
sicer virus Sindbis v Nemdiji, na Slovaskem,
Svedskem in Finskem in virus Chikungunya
med izbruhomleta2007.Virus Sindbis so do-
kazali v komarjih vrste Culex in Ochlerotatus,
virus Chikungunya pa v komarjih Aedes al-
bopictus. VSloveniji nismo dokazali nobene-
ga alfavirusa v komarjih. Vrsta A. albopictus
je vSloveniji prisotna in razsirjena po celot-
nem obmodju, zato obstaja tveganje za iz-
bruh virusa Chikungunya (18). Virus Sindbis
povzroca bolezen z vrocino, poliartritisom
in izpuScajem predvsem v skandinavskih
drzavah, za zdaj ga v Sloveniji e nismo do-
kazali. Ortobunjavirusi in flebovirusi, ki se
prenasajo s komarji, so v Evropi slabo razi-
skani. V Evropi so dokazali v preteklosti or-
tobunjaviruse Tahyna, Batai in Inkoo, ki pri
ljudeh ne povzrocajo bolezni ali blago vro-
¢insko bolezen (42-46). Leta 2011 so v Nem-
¢iji dokazali novi virus, ki povzroca bolezen
pri Zivalih, to je virus Schmallenberg (47).
Od takrat so ga nasli po celotni Evropi. Po-
leg novih ortobunjavirusov so v zadnjih le-
tih odkrili tudi Stevilne nove patogene fle-
boviruse (SFTS na Kitajskem in Heartland v
ZDA) (48, 49). Taksonomija bunjavirusov je
bila prenovljena leta 2016, v letu 2018 so ze
uvedli nove spremembe v taksonomiji za-
radi identifikacije novih virusov in doda-
tnih informacij, ki jih nudijo moderne mo-
lekularne metode, kot je sekveniranje nove
generacije (50, 57). Majhno Stevilo komple-
tnih genomov ortobunjavirusov in flebovi-
rusov je glavni omejujoci dejavnik pri prip-
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ravi oligonukleotidnih zaletnikov, tako za
univerzalni kot vrstno specifi¢ni PCR. Mo-
lekularne metode, ki smo jih vpeljali za po-
trditev ortobunjavirusov in flebovirusov,
so univerzalne in so jih razvili na podlagi
majhnega Stevila virusov, katerih genomi
so znani. Z molekularnimi metodami smo
ortobunjaviruse dokazali kar v 15 skupinah
komarjev, ulovljenih po celotni Sloveniji, v
treh rodovih komarjev (Culex sp., Aedes sp.in
Anopheles sp). Nukleotidna zaporedja (~ 120
bp) ne omogocajo natancne opredelitve vi-
rusov, zanjo so potrebne nadaljnje analize.
Prav tako smo potrdili fleboviruse v komar-
jih v Sloveniji v dveh rodovih (Aedes sp. in
Culex sp.). Z nukleotidnimi zaporedji (~ 400
bp) smo potrdili, da sodi virus v red bunja-
virusov. Vendar natancna opredelitev ni bila
mogoca. Tako ortobunjavirusi kot flebovi-
rusi, najdeni v komarjih v Sloveniji, so med
seboj sorodni, vendar ne popolnoma enaki.
Za natancno genetsko opredelitev teh viru-
sov bomo poskusali pridobiti celotna nuk-
leotidna zaporedja virusov.

Nedavne raziskave virusov, povezanih
s peS€enimi muhami, so pokazale, da virusi
Toscana, Sicilian in Naples povzrocajo v po-
letnih mesecih v Sredozemlju vec okuzb pri
ljudeh, kot je bilo pricakovano (52, 53). Prav
zato je terensko delo z laboratorijsko potr-
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ditvijo in virusnimi izolacijami iz pe$¢enih
muh klju¢no za opredelitev potencialnih
gostiteljev in za epidemioloski nadzor bo-
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Clostridioides difficile — porajajo¢a se zoonoza

Clostridioides difficile - an Emerging Zoonosis

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: Clostridium difficile, PCR-ribotip, genom, hrana, zivali

Clostridioides (prej Clostridium) difficile je med najpogostejsimi povzrocitelji crevesnih
okuzb tako v bolnisnicah kot v domacem okolju. Pogosta prisotnost v prebavilih zi-
vali ter v hrani kaze tudi na moznost zoonotskih prenosov. NovejSe Studije na podlagi
sekvenciranja celotnih genomov potrjujejo precejsnjo podobnost sevoy, ki jih najdemo
pri ljudeh in zivalih, in ki je sprva temeljila zgolj na podobnosti ribotipov. Analize ge-
nomov tudi kazejo, da so klonalni sevi lahko prisotni na velikin geografskih razdaljah
ali izolirani v daljSem casovnem intervalu. Hrana je verjetno bolj pomembna kot drugi
indirektni prenosi ali stiki. S C. difficile so lahko kontaminirani tako meso in mesni izdelki
kot zelenjava.

ABSTRACT
KEY WORDS: Clostridium difficile, PCR-ribotype, genome, food, animals

Clostridioides (formerly Clostridium) difficile is among the most frequent causes of in-
testinal infections both in hospitals and in the domestic environment. Because it is also
common in animal intestines and food, zoonotic transfer is possible. Recent studies
based on whole genome sequencing confirm a significant similarity of strains found in
animals and humans, which was first based just on ribotype similarity. Genome analyses
also indicate that clonal strains could be geographically widely dispersed or isolated in
wider time intervals. Food is probably more important than other indirect transmissions
or contacts. Both meat and meat products and vegetables can be contaminated with
C. difficile.

uvoD

Clostridium difficile je bil preimenovan v  predstavlja veliko breme za javno zdrav-
Clostridioides difficile, vendar sta obe ime-  je povsod po svetu (3, 4). Okuzba s C. diffici-
ni pravilni in veljavni in se lahko upora-  lelahko poteka kot driska, kolitis, psevdo-
bljata (1, 2). C. difficile je ena najpomemb-  membranozni kolitis in v¢asih kot ileus in
nejSih crevesnih patogenih bakterij in  toksi¢nimegakolon (3,5). Metodaizboraza
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tipizacijo C. difficile se imenuje ribotipiza-
cija. Nekateri ribotipi so povezani z vecjo
moznostjo prenosa, ve¢jo virulenco in tez-
jim potekom bolezni. Leta 2003 se je poja-
vil in od takrat mocno razsiril tip 027; od
takrat so se stopnjevali tudi incidenca, re-
snost bolezni, smrtnost in verjetnost po-
novitve okuzb (4).

Ceprav je C. difficile pogosto prisoten v
prebavilih Zivali, ga obicajno nismo uvrsca-
li med zoonoze. Primerjave sevov, izoliranih
iz zivali in Cloveka v preteklih desetletjih,
so kazale dve dokaj loceni populaciji z izje-
mno majhnim prekrivanjem genotipov (6).
Razen razli¢nih ribotipov so bili sevi, ki de-
lajo vse tri toksine (A+B+CDT+), zelo pogo-
sti pri zivalih in precej redki pri ljudeh (6).
Kasneje se je prekrivanje enakih tipov se-
vov med obema rezervoarjema, ¢loveskim
in zivalskim, pricelo vecati. Prvi ¢lanek, ki
je opisoval presenetljivo velik delez prekri-
vanja tipov C. difficile, je opisoval seve iz te-
lickov v Kanadi (7). Ista skupina je kmalu za
tem objavila tudi podatek o visokem delezu
mesa in mesnih izdelkov, kontaminiranih
s sporami C. difficile (8). Ti dve publikaciji
sta, skupaj z razli¢nimi podobnimi porocili
na kongresih, nakazovali moZnost zoonot-
skega potenciala, kar je spodbudilo studije
o prevalenci C. difficile pri prasicih in gove-
du ter testiranje hrane tudi v drugih drza-
vah (6, 9-13).

Zoonotski potencial bakterije C. diffici-
le je bil na Banicevih dnevih predstavljen ze
na srecanju leta 2012 (14). Prispevek je pov-
zel Studije pri Zivalih in hrani ter predsta-
vil takratni pogled na moznost zoonotskih
prenosov. V tokratnem prispevku bomo
opisali novosti na tem podro¢ju, ki so pove-
zane predvsem z analizo sekvenc genomov,
in s tem boljSe poznavanje prenosov med
Zivalmi in ljudmi. Sevi doloCenega ribotipa
so namrec raznoliki in jih je mogoce nada-
lje locevati s sekvenciranjem in analizo ce-
lotnega genoma.

52

PODOBNOST SEVOV, IZOLIRANIH
1Z ZIVALI IN 1Z LJUDI

Bakterijo C. difficile so izolirali iz Stevilnih
domacih, rejnih in divjih Zivali. Najvec Stu-
dij je bilo narejenih pri prasicih in pri go-
vedu (12, 13). Prekrivanje ribotipov med hu-
manimi in Zivalskimi sevi je znatno. Sest
izmed desetih najpogostejsih ribotipov, ki
jih najdemo pri obolelih ljudeh v Evropi,
najdemo tudi pri zivalih v evropskem pro-
storu. Prizivalih najdemorazli¢neribotipe,
najbolj znacilen je ribotip 078 (13, 15). Hkrati
postaja to eden najpogostejsih ribotipov pri
okuzbah v domacem okolju (4). Vendar pa v
Sloveniji ribotip 078 najdemo redko (16, 17).
Eden izmed ribotipov, ki je pri Zivalih po-
gost, priljudeh paredek, pajeribotip 033, za
katerega je znacilen tudi poseben vzoreciz-
delovanja toksinov (A-B-CDT+) (15). V nada-
ljevanju bomo opisali tri Studije, ki opisu-
jejo analizo Zivalskih in ¢loveskih izolatov
tudi na nivoju celotnih genomov in ki potr-
jujejo pogosto prisotnost istovetnih sevov
priljudeh in zivalih.

Na Nizozemskem so primerjali seve ri-
botipa 078 iz prasiCev z razli¢nih farm, iz
zdravih oseb na farmabh ter iz bolnikov iz is-
tega omodja in ugotovili, da so bili prasici in
zdravi delavci sorazmerno pogosto koloni-
zirani z istovetnimi sevi (18). Ujemanja med
sevi zivali in bolnikov niso ugotovili. Vobse-
znejsi mednarodni Studiji so isti avtorji pri-
merjali 248 sevov ribotipa 078 iz razli¢nih
virov (ljudje, zivali, okolje) in 22 razli¢nih
drzav. Pokazali so,da ¢loveski in Zivalski sevi
niso loceniv posebne linije, pac pa so preno-
simed zivalskim in ¢loveskim rezervoarjem
stalni in pogosti (19). V Avstraliji so prouce-
vali seve ribotipa 014, izolirane pri ljudeh in
prasicih (20). Pri C. difficile je kriterij za klo-
nalno sorodne seve prisotnost do dveh tock-
ovnih mutacij v celotnem genomu (s2 SNV;
single nucleotide variants). Glede na ta kriterij
je bilo 42 % humanih sevov zelo podobnih
vsaj enemu ali ve¢ prasi¢jim sevom. Zani-
mivo je tudi, da so tovrstne klonalne skupi-



ne sevov razprsene tako po velikih casovnih
intervalih kot po velikih geografskih obmo-
¢jih. Avtorji so zato predpostavili, da gre pri
¢loveskih sevih za skupen tockovni vir, ki bi
lahko bil vezan na uporabo gnojevke s pra-
$i¢jih farm v kmetijstvu.

MOZNI NACINI PRENOSA MED
ZIVALMI IN LJUDMI

Mozninacini prenosa vkljucujejo neposre-
dni stik ter indirektne prenose preko zra-
ka, okolja in hrane. Prenosi lahko potekajo
v obe smeri. Direktniin indirektni prenosi
so bili verjetno vkljuceni v prenose med zi-
valmi in farmskimi delavci, ki so bili opi-
sani v prejSnjem podpoglavju (18). Meso in
mesni izdelki se lahko okuZijo med pre-
delavo. Vir kontaminacije je lahko vsebi-
na crevesa, ki pa je manj pomembna pri za-
kolu starejsih Zivali, saj so te kolonizirane
v manj kot 5 % (13). H kontaminaciji mesa
in mesnih izdelkov zato verjetno prispeva
tudi ¢loveski vir. Vir kontaminacije zele-
njave sta zemlja (gnojenje) in voda (zaliva-
nje); C. difficile je namrec pogost v povrsin-
skih vodah, kamor pride najpogosteje iz
Cistilnih naprav (13). Korenasta zelenjava in
zelenjavaz vidnimi ostanki prsti je bolj po-
gosto kontaminirana s C. difficile (21).

POMEN ZOONOTSKIH PRENOSOV
V EPIDEMIOLOGIJI OKUZB S

C. DIFFICILE

Zoonotski prenosi so pomembni pri okuz-
bahvdomacem okolju. Stevilo teh narasca,
Ceprav je bakterija C. difficile tradicional-
no uvrséena med povzrocitelje bolnisnic-
nih okuzb (22). Vendar je do 20 % bolnikov
koloniziranih Ze ob sprejemu v bolnisnico
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Suspicious Letters with White Powder - Bioterrorism or Hoax?

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: bioterorizem, antraks, pisemske posiljke, intervencija

Bioterorizem je namerna uporaba mikroorganizmov ali toksinov Zivih organizmov za
povzrocitev bolezni ali smrti pri judeh, zivalih ali rastlinah. Cilj bioterorizma je izvajanje
nasilja v druzbi ter s tem ustvarjanje panike in paralize, s Cimer nastajajo pogoji za raz-
cvet doloc&enih politicnih, verskih ali gospodarskih skupin. Ceprav ocene pristojnih sluzb
kazejo, da je ogrozenost Slovenije zaradi bioteroristi¢nih napadov nizka, je ni mogoce
popolnoma izkljuciti. Prav zato je Uprava Republike Slovenije za zascito in reSevanje
pripravila drzavni nacrt za pravocasen, strokoven, nadzorovan ter koordiniran odziv na
pojav bioterorizma v naSem prostoru. Poleg hitre prepoznave nenavadnega dogodka je
v drugem koraku izjemno pomembna zanesljiva laboratorijska analiza in pravilna pre-
poznava potencialnega bioteroristichega agensa. Ker je le-ta zahtevna, kompleksna in
nevarna, je smotrno, da jo opravljajo institucije, ki imajo tudi sicer izkusnje z diagnostiko
nevarnih patogenov ter imajo za to primerno usposobljene kadre, potrebno opremo
in so usposobljene za hitre odzive na nepri¢akovane dogodke. V Sloveniji diagnostiko
potencialnih bioteroristicnih agensov opravljata intervencijski skupini Medicinske in Ve-
terinarske fakultete Univerze v Ljubljani. Od leta 2013, ko se je Stevilo intervencij zacelo
povecevati, smo na terenu ukrepali Zze 93-krat, vendar do sedaj Se v nobeni posiljki nis-
mo odkrili bioteroristi¢nih agensov.
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ABSTRACT

KEY WORDS: bioterrorism, anthrax, white-powder letters, intervention teams

Bioterrorism is the intentional use of microorganisms or toxins of living organisms to
cause disease or death in humans, animals or plants. The aim of bioterrorism is to ter-
rorise the society and by doing so cause panic and paralysis to create conditions for
the establishment of certain political, religious or economic groups. Although the as-
sessments of competent authorities indicate that the threat of bioterrorism attacks in
Slovenia is low, it cannot be completely ruled out. For this reason, the Administration of
the Republic of Slovenia for Civil Protection and Disaster Relief has prepared a national
plan for a timely, professional, controlled and coordinated response to the emergence
of bioterrorism in our area. In addition to the rapid identification of an unusual event,
the second important step in mitigating circumstances is a reliable laboratory analysis
and correct identification of potential bioterrorism agents. Because such diagnostics is
demanding, complex and dangerous, it is of great importance to perform these activi-
ties in institutions that have experience in diagnosing dangerous pathogens, and thus
have the necessary capacity, staff and equipment for a prompt reaction to unexpected
events. In Slovenia, the diagnostics of potential bioterrorism agents is performed by two
intervention groups at the Medical Faculty and the Veterinary Faculty of the University
of Ljubljana. Since 2013, when the number of interventions has started to increase, we
have been involved in 93 interventions, but so far none of the suspicious letters were

found to contain bioterrorism agents.

uvoD

Beseda »bioterorizem« oznacuje zlona-
merno uporabo patogenih mikroorganiz-
mov, virusov, bakterij ali njihovih toksi-
nov, z namenom povzrocitve obolenja ali
smrti pri ljudeh, zivalih ali rastlinah (7).
Cilj bioteroristicnega napada je ustvar-
janje zrtev, terorja, druzbene psihoze ali
ekonomskih izgub. Napadi pa so nava-
dno navdihnjeni z ideoloskimi, verskimi
ali politicnimi prepricanji. V primerjavi s
klasi¢nimi teroristi¢nimi sredstvi biolo-
$ka orozja ubijajo samo ¢lovesko ali dru-
go zivo silo, medtem ko zgradbe in infra-
struktura ostajajo neposkodovane. Prav
tako je cena izdelave bioloskih orozij rela-
tivno nizka, omogoceno je enostavno Sir-
jenje s preprostimi nacini Skropljenja, z
enkratno uporabo lahko skodujejo veliki
populaciji ljudi, prvi klini¢ni znaki bolez-
ni so lahko podobni epidemijam obic¢ajnih
bolezni, zato jih je tezko odkriti ob prvi
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uporabi (7). Uporaba bioloskega orozja pri
osvajanju ozemlja ali vojskovanju sega zZe
v ¢as pred nasim Stetjem, ko naj bi Hanibal
uporabil zaboje s strupenimi kacami, ki
jih je odvrgel na sovraznikove ladje, ali ko
so Grki zastrupljali vodne izvire sovrazni-
kov, tako da so vanje metali trupla ljudi in
zivali. Enako taktiko so kasneje uporabi-
li tudi Rimljani in Perzijci ter celo Ameri-
¢ani med drzavljansko vojno. V ¢asih epi-
demije kuge so vojaski generali spoznali,
da je lahko tudi truplo bolnikov biolosko
oroZje — s katapultacijo trupel preko ob-
zidij naj bi v 14. stoletju premagali Tatare
v mestu Kaffa. Tekma v razvoju bioloske-
ga orozja med razlicnimi drzavami se je
koncala sele leta 1972 s Konvencijo o biolo-
Skem in toksi¢nem orozju (2). Konvencija
prepoveduje razvoj, proizvodnjo in kopice-
nje mikroorganizmov ali toksinov v obli-
kah in koli¢inah, ki niso namenjene miro-
ljubni uporabi. Kljub prepovedi pa vecina
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drzav vseeno ni povsem prekinila raziskav
in kopicenja bioloskega oroZja, zato se je v
tem ¢asu razmahnil nenadziran in skrbno
prikrit razvoj. Mejnik v sodobni mikrobio-
loski dobi je bilo leto 2001, ko so tik po na-
padu na Svetovni trgovinski center sledile
»posiljke z antraksome, ki so bile poslane
ve¢ politikom in novinarjem (2).

Da lahko nek mikroorganizem upora-
bimo kot biolosko oroZje, mora imeti spe-
cificne lastnosti: i) enostavnost proizvo-
dnje v velikih koli¢inah, ii) stabilnost in
obstojnost virulence po izpustu v oko-
lje, iii) primerno velikost delcev za prenos
preko zraka in iv) pomanjkanje imunosti
v tar¢ni populaciji. Glede na lastnosti bio-
loske agense delimo v tri razlicne skupine,
glede na enostavnost Sirjenja, tveganje, ki
ga predstavljajo za posameznika in glede na
resnost bolezni ali smrti, ki jo lahko povzro-
¢ijo (3, 4).Skupna lastnost vseh potencialnih
bioloskih agensov je tudi zahteva po doda-
tni pripravljenosti javnega zdravstvenega
sistema, da pravocasno prepozna odstopa-
nja od obicajnih epidemij, ki jih povzroca-
jorazli¢ni mikroorganizmi. Poleg tega mora
imeti laboratorije ustrezne varnostne stop-
nje, ki imajo pripravljene diagnosti¢ne me-
tode in usposobljen kader za hitro in pravil-
no laboratorijsko analizo (5) .

Kljub temu da je verjetnost bioterori-
stinega napada v Sloveniji relativno nizka,
pa vseeno tudi mi nismo imuni pred poja-
vom terorizma (6). V zadnjem Casu v svetu
naras¢a groZnja uporabe oroZja za mno-
Zi¢no unicevanje v teroristicne namene.
In prav ta nevarnost, da razlicne teroristic-
ne skupine uporabijo oroZje ali sredstva za
mnozi¢no unicevanje za dosego svojih po-
liti¢nih, verskih, gospodarskih, socialnih ali
drugih interesov, je poleg uporabe klasi¢nih
oblik delovanja teroristov (npr. ugrabitev,
nastavljanje eksploziva ali umori), realna
groznja varnosti sodobnega sveta. Prav zato
ukrepi, katerih cilj je izboljsati prepoznava-
nje, analizo in zdravljenje ob rednem uspo-

sabljanju in izobraZevanju osebja, klju¢no
vplivajo na sposobnost druzbe za boj pro-
ti ,rednim“izbruhom nalezljivih bolezni in
na ublazitev posledic morebitnih bioterori-
sti¢cnih napadov.

POSTOPEK UKREPANJA OB
INTERVENCIJI ZARADI SUMA
UPORABE BIOTERORISTICNEGA
AGENSA

Intervencijo na kraju dogodka sprozi ose-
ba, ki prejme sumljiv paketali posiljkoin o
tem obvesti policijo (113) ali regijski center
za obvescanje (112). Center za obvescanje
Republike Slovenije (CORS) najprej aktivi-
ra pristojno policijsko postajo in Gasilske
enote $irsega pomena (GESP). Nato o do-
godku obvesti Enoto za protibombno zas-
cito in intervencijski skupini IMI-MF in
IMP-VF. Intervencijski skupini obeh fa-
kultet se dogovorita o prevzemu inter-
vencije, saj sta v postopku obvescanja ak-
tivirani sofasno. Po prejemu obvestila
deZurnivodja intervencijske skupine IMI-
MF/IMP-VF po svoji strokovni presoji ak-
tivira ostale ¢lane intervencijske skupi-
ne, ki se v roku najvec 30 minut, odzovejo
in odpravijo na mesto intervencije. Posa-
mezno intervencijsko skupino sestavljata
dva delavca, ki skupaj pokrivata klasicno
in molekularno diagnostiko potencialno
bioteroristi¢nih mikroorganizmov.

Ob prihodu na kraj dogodka prva inter-
vencijska enota (policija ali GESP) zavaru-
je prostor oz. obmocje, umakne osebe, ki so
bile v stiku s posiljko ali v kontaminiranem
prostoru, izklopi prezraCevanje in ome-
ji dostop do prostora in lokacije. Vzorcenje
neznane snovi izvedeta skupaj pripadnika
GESPin Enote za protibombno zas¢ito, ki ob
tem izvede tudi test za odkrivanje morebi-
tne eksplozivne snovi na kraju dogodka. In-
tervencijska skupina IMI-MF/IMP-VF na
terenu svetuje pri vzorcenju neznane sno-
vi, zagotovi primerno embalazo za vzorce-
njein varen transport vzorca v laboratorij. vV
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kolikor vzorcevalca ne potrdita eksplozivne
snovi v vzorcu, neznano snov skupaj z em-
balaZo shranita v sterilno posodo ali vrecko
za transport bioloskega materiala. Zunanjo
povrsino embalaze dekontaminirata z 10 %
raztopino neionizirane hipoklorne kisline
(Izosan G ali BX24) in jo prestavita v sekun-
darno embalazo, ki omogoci varen prenos
vzorca iz prostora. Prav tako z dekontami-
nacijskim sredstvom prekrijeta potencial-
no kontaminirano povrsino, kjer se je posi-
ljka z neznano snovjo odpirala in zapustita
prostor. Na zunanjem zavarovanem obmo-
&ju GESP pripravi dekontaminacijski bazen,
kjer dekontaminirajo vzorcevalce in preda-
jo posiljko intervencijski skupini IMI-MF/
IMP-VE. Intervencijska skupina IMI-MF/
IMP-VF posiljko zapakirano v trojno em-
balazo transportira v laboratorij 3. stopnje
bioloske varnosti, kjer izvede mikrobiolo-
$ko analizo prejetega vzorca. Vodja dezurne
intervencijske skupine IMI-MF/IMP-VF
mora o rezultatu preiskav nemudoma po-
rocati vodji intervencije na terenu, CORS-
-u in Operativno-komunikacijskemu cen-
tru Generalne policijske uprave (OKC GPU).
V primeru pozitivnega rezultata mora ob-
vestiti tudi deZurnega epidemiologa. Ga-
silci pustijo kraj dogodka zavarovan, dokler
intervencijska skupina IMI-MF/IMP-VF
iz laboratorija ne sporoci delnih rezultatov
molekularnih preiskav (po priblizno treh
urah), nato v primeru negativnega rezulta-
ta zakljucijo z intervencijo na terenu. Do-
kon¢na mikrobioloska analiza je navadno
koncana v 24-48 urah in v kolikor v vzor-
cu niso odkriti potencialni bioteroristi¢ni
agensi, lahko intervencijska skupina IMI-
MF/IMP-VF posiljko in vsebino preda po-
liciji za nadaljnje forenzi¢ne in kriminali-
stine preiskave.

LABORATORIJSKA ANALIZA POSILIK
V skladu z drzavnim nacrtom zascite in re-
Sevanja ob uporabi orozij ali sredstev za
mnoZicno unicevanje v teroristicne name-
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ne oziroma ob teroristi¢nem napadu s kla-
si¢nimisredstvista obalaboratorijaizdelala
interni algoritem diagnostike potencialnih
bioteroristi¢nih agensov. Vpeljali smo $iro-
ko paleto razlicnih molekularnih tehnik,
s katerimi zagotavljamo hitro preliminar-
no analizo neznanih vzorcev. Poleg tega za-
gotavljamo tudi Sirok nabor klasi¢nih mi-
krobioloskih postopkov, ki nam omogocajo
odkrivanje tudi potencialno gensko izbolj-
Sanih mikroorganizmov. Zaradi zagotavlja-
nja najvisje stopnje varnosti za delavce in
okolje analiza prejete posiljke poteka v la-
boratoriju 3. stopnje bioloske varnosti.
Vsebino pisemske posiljke vedno anali-
ziramo s klasi¢nimi in molekularnimi mi-
krobioloskimi metodami. V prvem koraku
v laboratoriju 3. stopnje bioloske varnos-
ti posiljko previdno odpremo in analizira-
mo vsebino. Iz vsebine pisemske posiljke
osamimo nukleinsko kislino za hitro pre-
liminarno molekularno analizo. V kolikor
smo v pisemski posiljki ugotovili prasnato
snov, ki je skladna s potencialnimi nosilci za
razsirjanje spor bakterije Bacillus anthracis,
osamljeno nukleinsko kislino pomnozuje-
mo z verizno reakcijo s polimerazo (PCR,
angl. polymerase chain reaction) v realnem
Casu za dokazovanje genov rpoB, capC in pag
bakterije B. anthracis (7). Gen rpoB nosi za-
pis za p-podenoto polimeraze RNA in je pri-
soten pri ve¢ bakterijah rodu Bacillus spp.,
gena capC in pag pa se nahajata na plazmi-
du in sta znacilna virulen¢na dejavnika za
B. anthracis. Gen capC se nahaja na plazmidu
pXo1 in kodira tvorbo kapsule, medtem ko
se gen pag nahaja na plazmidu pXo2 in ko-
dira toksin B. anthracis. PomnoZevanje treh
tar¢nih odsekov socasno nam omogoca vec-
jo zanesljivost pri zagotavljanju hitrih pre-
liminarnih rezultatov. Protokoli za osami-
tev nukleinske kisline in PCR v realnem
Casu so prilagojeni in validirani tako, da lah-
ko o rezultatih porocamo Ze v priblizno treh
urah. Poleg specificnih molekularnih me-
tod osamljeno nukleinsko kislino analizira-
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mo tudi z evbakterijskim PCR, ki pomnozu-
je 320 bp dolg odsek gena za 16S rRNK (8). Ta
gen je prisoten pri vseh bakterijah, zato po
dolocanju njegovega nukleotidnega zapo-
redja in njegovi primerjavi z bazo podatkov
lahko prepoznamo pomnozeno bakterijo.
Nabor potencialnih bioteroristi¢nih mi-
kroorganizmov lahko molekularno doka-
zujemo tudi s komercialnim kompletom
FilmArray’ BioThreat Panel (Biofire; Bio-
merieux, Francija), kjer posamezna kartusa
vsebuje vse reagente potrebne za osamitey,
pomnozevanje in dokaz nukleinskih kislin
16 potencialnih bioteroristicnih agensov
(Bacillus anthracis, Brucella melitensis, Burkhol-
deria spp., Clostridium botulinum, Coxiella bur-
netii, Francisella tularensis, Rickettsia prowa-
zekii, Yersina pestis, filovirusi, alfavirusi, virus
ortopox, virus variola in Ricinus communis).
Prednost metode je v tem, da zagotavlja re-
zultate Ze v eni uri in da ne zahteva predho-
dne osamitve nukleinskih kislin, zaradi Ce-
sar se zmanjsa nevarnost za laboratorijske
delavce. Glavna pomanjkljivost metode pa
je relativno visoka cena in manj$a obcutlji-
vost v primerjavi s PCR v realnem ¢asu za do-
kaz nukleinske kisline posameznih agensov.
Poleg tega, da izvedemo osamitev nu-
kleinskih kislin za molekularne metode

4]

vsebino pisemske posiljke vzporedno nasa-
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Stevilo intervencij
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2013 2014 2015

dimo tudi na trdna in tekoca bakterioloska
gojisca (krvni agar, Cokoladni agar, Schaed-
lerjevo gojisce in bujon TSB). Vzorce gojimo
vsaj 24 ur v aerobnih in anaerobnih pogojih
ter nato vse sumljive kolonije pregledamo z
masnim spektrometrom MALDI-TOF (Bru-
ker, Nemcija). V primeru nejasnega spektra
lahko sumljive kolonije analiziramo tudi z
molekularnimi metodami ali podaljSamo
bakteriolosko preiskavo do 48 ur.

INTERVENCIJE V LETIH 2013-2018
V obdobju od leta 2013 do novembra 2018
smo sodelovali pri 93 intervencijah zara-
di suma uporabe bioteroristi¢nih agen-
sov v pisemskih posiljkah z neznano vse-
bino, najveckrat z belim prahom. Stevilo
intervencij se je po letu 2015 moc¢no pove-
¢alo in od takrat je v povprecju priblizno
19 intervencij na leto (slika 1). Vecje Stevi-
lo intervencij v letu 2015 je posledica sed-
mih posiljk narazli¢nih institucijah v Lju-
bljani, ki so bile odkrite isti dan. To je bila
tudi najobsirnejsa intervencija, saj je bila
poleg omenjenih sedmih intervencij isto-
¢asno Se ena intervencija v Kopru. Podob-
ne intervencije z vec posiljkami istocasno
oz.po dve vistem dnevu nave¢ naslovih so
bile Se petkrat, vendar z najvec Stirimi po-
Siljkami istocasno.

\17____________19—19

2016 2017 do novembra 2018

Slika 1: Stevilo IMI-MF/IMP-VF intervencij po letih.

Podobno kot drugod so tudi v Sloveni-
jinajbolj izpostavljena obmocdja, kjer je vec-
ja koncentracija politi¢nih ali gospodarskih
sti¢is¢. Tako je bilo najvec¢ prejemnikov pi-

semskih posiljk z belim prahom v Ljublja-
ni (n=46), sledita §tajerska (n=20), Primor-
ska (n=11) in SirSa Osrednjeslovenska regija
(n=10) (slika 2).
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Prekmurje _ Gorenjska
3% -\ 1%

~ Osrednjeslo
venska

Slika 2: Zemljepisna razporeditev intervencij zaradi pisemskih posiljk z belim prahom.

Prejemniki poSiljk so najveckrat vlada,  ljke naslovljene na zasebne naslove prebi-
drzavni zbor in ministrstva ter druge jav-  valcev (slika 3).
ne institucije, dvanajstkrat pa so bile posi-

sodisca
7,5 %

Slika 3: Prejemniki pisemskih posiljk z belim prahom (*zapori, fakultete, RTV, zdravstveni domovi,
Zavod za zaposlovanje, Zdravniska zbornica, Zveza potro$nikov, InSpektorat za delo...).

60



Miga Korva, Jana Avberéek, Matjaz Ocepek, Miroslav Petrovec, Tatjana Avsi¢ Zupanc, 1
¢lani intervencijske skupine IMI=MF in IMP-VF | Sumljive posiljke z belim prahom - bioterorizem ali potegavicina?

Posebnosti iz intervencij
in laboratorija
Najvedji izziv nam predstavljajo interven-
cije z vec posiljkami v istem dnevu na raz-
licnih koncih Slovenije, ki zahtevajo dobro
komunikacijo med obema intervencijski-
ma skupinama. Do sedaj smo imeli dve in-
tervenciji, ki sta bili logisticno izjemno
zahtevni. Prva je bila med prvomajskimi
praznikileta 2015, ko je bila intervencijska
skupina IMI-MF socasno poklicana na se-
dem razli¢nih naslovov v Ljubljani, inter-
vencijska skupina IMP-VF pa je prevze-
la posiljko v Kopru. Druga pa je bila junija
letos, ko je intervencijska skupina IMP-
VF prevzela dve posiljki na dveh lokacijah
v Ljubljani in nato Se eno v Postojni, rav-
no ko smo zaceli z laboratorijsko preiska-
vo, pa smo bili obvesceni Se o eni posiljki
v Kopru, ki jo je nato prevzela intervencij-
ska skupina IMI-MF. V zadnjih dveh letih
smo imeli kar pet intervencij tudi v noc-
nem Casu (med 1. in 3. uro zjutraj), vedno v
logisti¢nih centrih poste Slovenije.
Zahtevne so tudi intervencije zaradi pi-
semskih posiljk, ki jih posamezniki odkri-
jejo na domacem naslovuy, saj ne vedo kako
ravnati z vsebino, ki se jim strese iz kuver-
te.Venem od primerov je oseba po klicu na
Stevilko 112, kljub druganim navodilom
operaterja, posiljko z belim prahom Zelela
iz kuhinje prenesti v predsobo, da bi gasil-
cem olajSala vzorcenje, vendar je s tem ra-
znesla prah po celem stanovanju, zato so
morali gasilci celotno pot dekontaminira-
ti s penasto dekontaminacijsko raztopino.
Pisemske posiljke ne vsebujejo ved-
no samo belega prahu, ampak smo v njih
odkrili npr. tudi polento, iztrebke, zrezek,
zemljo ali ¢ajne vrecke z belim prahom. Iz
takih vzorcev lahko z bakteriolosko preiska-
vo namnozimo vec razlicnih bakterij, pred-
vsem iz rodu bacilov, ki nam otezijo pre-
poznavo potencialno nevarnih bakterij in
obcutno podaljsajo cas intervencije. Tako
smo na primer v iztrebku dokazali bakterijo

Clostridium perfringens, ki je lahko patogena
za ljudi, vendar je bila nevarnost za okuzbo
ljudi, izpostavljenih pisemski posiljki, zara-
di nacina prenosa bakterije majhna. Kljub
temu smo se pri tem primeru soocili z izzi-
vi pri porocanju rezultatov, saj nismo mogli
trditi, da vsebina posiljke ni nevarna za lju-
di. Poseben je bil tudi vzorec, ki je vseboval
belkasto prasno vsebino, ki je bila z zacetni-
mi molekularnimi metodami negativna. Ze
po desetih urah pa je bilo bakterijsko gojisce
prekrito s Stevilnimi razli¢nimi bakterijami,
kar je nakazovalo na to,daje bilo v vzorcu iz-
redno veliko bakterij. S podrobno bakterio-
losko in molekularno analizo smo ugotovili,
da je posiljka vsebovala vsebino kapsul pro-
biotika Linex" V eni od zadnjih intervencij
smo bili napoteni na posto v manjsem slo-
venskem kraju, kjer so porocali o ve¢jem pa-
ketu, iz katerega se je vsul bel prah. Kerjeslo
za precej velik paket, je bila vecja verjetnost,
da bi poleg nevarne bioloske snovi lahko
bila v njem tudi eksplozivna naprava, zato
so pripadniki Enote za protibombno zasci-
to v skladu s svojimi postopki zavarovali in
razstrelili omenjeni paket, za katerega se je
nato izkazalo, da je vseboval le mleko v pra-
hu. Podobno smo tudi po dveh zakljucenih
intervencijah (v istem dnevu) na posti ugo-
tovili, da se bel prah ni vsul iz sumljive pi-
semske posiljke, ampak se je strgala vrec-
ka, namenjena vezavi vlage, ki je priloZena v
vreco s pisemskimi posiljkami.

ZAKLJUCEK

Hitro posredovanje vseh ekip na terenu in
predvsem hitra laboratorijska diagnostika
sta nujna za ljudi, ki pridejo v stik z vsebi-
no pisemskih posiljk in morajo ostati v ka-
ranteni na mestu dogodka. Do sedaj so bili
vsi primeri lazni, oz. je §lo za potegavscino
in ne za bioterorizem, vendar je predvsem
zaradi nepredvidljive situacije v svetu tez-
ko sprejeti odloCitev, da je preiskovanje
vseh sumljivih pisemskih posiljk nesmi-
selno. Na to nas opozarjata tudi dva nedav-
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nadogodka, povezanas toksinom ricinom.
V prvem primeru so v Nemciji odkrili te-
rorista, ki je doma izdeloval ricin in prip-
ravljal napad, v oktobru pa so v pisemskih
posiljkah v ZDA odkrili sledi tega toksi-
na. Glede na nase izkusnje, ki smo jih pri-
dobili v zadnjih Sestih letih, imamo dob-
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Strategija spremljanja odpornosti bakterij
proti antibiotikom

A Strategy for Surveillance of Antibiotic Resistance of Bacteria

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: spremljanje odpornost proti antibiotikom, strategija za obvladovanje od-
pornosti mikrobov

Odpornost Stevilnih klinicno pomembnih bakterijskih vrst proti antibiotikom naras¢a po
vsem svetu in je eden izmed pomembnih javnozdravstvenih problemov. Globalno in na-
cionalno obstajajo strategije za omejevanje odpornosti in spremljanje odpornosti bak-
terij je sestavni del vseh. V prispevku opisujemo sedanje spremljanje odpornosti bakterij
proti antibiotikom v Sloveniji in nacrte za celovit nacin spremljanja v prihodnosti. Sistem
spremljanja odpornosti bakterij proti antibiotikom bo del celovite nacionalne strategije
za obvladovanje odpornosti mikrobov v okviru koncepta »Eno zdravje«.

ABSTRACT

KEY WORDS: surveillance of antibiotic resistance, microbial resistance control strategy

Antimicrobial resistance among many clinically important bacteria is increasing worl-
dwide and represents one of the most pressing public health problems. Globally and
nationally there are strategies to limit resistance, and bacterial resistance surveillance
is an integral part of them all. This paper describes current surveillance of bacterial
resistance to antibiotics in Slovenia and plans for comprehensive future surveillance.
The antibiotic resistance surveillance system will be part of a comprehensive national
strategy to control the resistance of microbes within the framework of the »One Health«
concept.

uvoD mov (1-16). Potrebno je globalno delovanje.
Odpornost 3tevilnih klini¢no pomemb-  Tudi Slovenija pripravlja nacionalno stra-
nih bakterijskih vrst proti antibiotikom  tegijo za obvladovanje odpornosti mikro-
naraséa po vsem svetu in je eden izmed  bov. Namen strategije je zagotoviti skup-
pomembnih javnozdravstvenih proble- o in celovito delovanje za obvladovanje
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Nacionalni laboratorij za zdravje, okolje in hrano, Arhitekta Novaka 2b, 9000 Murska Sobota;
iztok.strumbelj@nlzoh.si

2 Helena Ribi¢, dr. med., spec. klin. mikrobiol., Oddelek za medicinsko mikrobiologijo Kranj,

Nacionalni laboratorij za zdravje, okolje in hrano, Gosposvetska ulica 12, 4000 Kranj

63



1 Banicevi dnevi 2018

odpornosti na podro¢ju zdravstva, veteri-
ne in okolja. Predvidoma bo javnosti osnu-
tek strategije predstavljen v drugi polovici
novembra 2018.

Cilji globalnega akcijskega nacrta Sve-
tovne zdravstvene organizacije (SZO) so:
izboljsati osveScenost in razumevanje ra-
zlogov za razvoj in Sirjenje odpornosti mi-
krobov proti protimikrobnim zdravilom,
povecati razumevanje z raziskavami in ra-
zvojem, spremljati pogostost okuzb, od-
pornost mikrobov in porabo protimikrob-
nih zdravil, zmanjsati pogostost okuzb in
optimizirati rabo protimikrobnih zdravil
(4). Osnova sta dva principa - potrebno je
mednarodno sodelovanje, ker je problem
globalen, in potrebno je medsektorsko so-
delovanje (humana medicina, veterina,
kmetijstvo, okolje), saj gre za »Eno zdrav-
je« (4, 8). Razlicni ekosistemi so povezani,
odpornost se pojavlja pri ¢loveku, pri Ziva-
lih in v okolju, potrebno je torej sodelova-
nje razli¢nih podrodij (4, 8, 14, 15).

Ilustrirajmo to le z enim primerom,
najbolj pereco nevarnostjo — gre za entero-
bakterije, ki izlo¢ajo karbapenemaze (CRE-
-CPE). V Egiptu so jih osamili pri bolnikih v
bolni$nici, na mesu v prosti prodaji; na eni
od piS¢ancjih farm so jih osamili pri zapo-
slenih, pri piS¢ancih in v pitni vodi - izvor
in poti Sirjenja niso poznane (15). Najvedja
groznja so proti vsem antibiotikom odpor-
ni sevi (»panrezistenca«) Leta 2015 so prvic
opisali proti vsem dostopnim antibiotikom
odporen izolat Klebsiella pneumoniae, kate-
rega odpornost so potrdili z molekularnimi
metodami, z ugotovitvijo genov za odpor-
nost. Veliko teh genov je bilo na mobilnih
genetskih elementih (76). Izolat so testirali
z 31 antibiotiki, ki so potrebni za opredeli-
tev odpornosti proti vsem antibiotikom po
skupni opredelitvi ameriskega in evropske-
ga centra za preprecevanje in obvladovanje
nalezljivih bolezni (CDC in ECDC) (7).

V tem prispevku se bomo omejili na
osnutek strategije in akcijskega nacrta s
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podroc¢ja spremljanja odpornosti bakte-
rij proti antibiotikom (protibakterijskim
zdravilom) v humani medicini. V strategiji
bo opredeljeno tudi spremljanje odpornosti
mikrobov v veterini ter povezava med spre-
mljanjem odpornosti v veterini in humani
medicini. Osnutek strategije temelji na iz-
hodis¢ih, ki so jih pripravili strokovnjaki iz
razli¢nih podrocij iz Komisije za smiselno
rabo protimikrobnih zdravil in Nacionalne
komisije za preprecevanje in obvladovanje
bolnisnicnih okuzb. Avtorja tega prispev-
ka sodelujeta v pripravi strategije in v tem
prispevku predstavljata svoje razumevanje
bodocega spremljanja. Kaksno bo spremlja-
nje odpornosti v prihodnje, je odvisno od
Stevilnih nadaljnjih korakov.

SEDANJE SPREMLJANJE
ODPORNOSTI V SLOVENIJI
Odpornost bakterij proti antibiotikom v
Sloveniji spremljajo klini¢ni mikrobiolo-
skilaboratorijizanalizo kumulativnih po-
datkov za klini¢no pomembne bakterijske
izolate v Sloveniji. Potekata dve spremlja-
nji odpornosti, ki se smiselno dopolnju-
jeta; obe kot osnovno metodo uporablja-
ta spremljanje odpornosti prvih klini¢nih
izolatov v koledarskem letu (9-12). Za pri-
merjavo med evropskimi drzavami so na
voljo podatki o obcutljivosti invazivnih
izolatov izbranih bakterijskih vrst, ki jih
spremljajo v okviru evropske mreze Euro-
pean Antimicrobial Resistance Surveillance
Network (EARS-Net). Slovenski del rezul-
tatov, EARS-Net Slovenija, je prosto do-
segljiv na spletnem naslovu Nacionalne-
ga inStituta za javno zdravje (http://www.
nijz.si/sl/ears-net-slovenija), vsi podatki
EARS-Net pa so prosto dostopni na sple-
tni strani ECDC (9, 17). Obcutljivost vecje-
ga Stevila bakterijskih vrst, in sicer prvih
klini¢nih izolatov iz razli¢nih klini¢nih
vzorcev, spremlja Slovenska komisija za
ugotavljanje obcutljivosti za protimikrob-
na zdravila (SKUOPZ); letna porocila obja-
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vlja na spletni strani http://www.imi.si/
strokovna-zdruzenja/skuopz (12).

TeZava je v tem, da Slovenija nima opre-
deljenih struktur spremljanja odporno-
sti, sedanje spremljanje poteka na osno-
vi razumevanja stroke, da je spremljanje
odpornosti nujno potrebno. Marsicesa ni
bilo mogoce razvijati in izvajati v potreb-
ni meri (npr. molekularnih metod za razu-
mevanje in boljSe obvladovanje odporno-
sti). Viri niso opredeljeni, niso opredeljene
strukture in odgovornosti. Stanje dolgoroc-
no ni vzdrzno. Potreben je torej nov, ¢vrst,
vzdrzZen sistem, ki je del nacionalne strate-
gije za obvladovanje odpornosti. Poudari-
ti velja, da je v akcijskem nacrtu predvide-
no, da do uveljavitve nove organiziranosti
spremljamo odpornost kot do sedaj.

DVA CILJA NASTAJAJOCE

STRATEGIJE S PODROCJA

SPREMLJANJA ODPORNOSTI

MIKROBOV

+ Vzpostaviti stabilen sistem spremljanja
odpornosti, ki bo zagotavljal zanesljive,
pravocasne in primerljive podatke o od-
pornosti mikrobov proti protimikrob-
nim zdravilom.
Vzpostaviti sistem za odziv na izredne
dogodke: pojav izjemno odpornih bak-
terij ali sum na kopicenje veckratno od-
pornih bakterij.

OSNOVNA ORGANIZIRANOST
SPREMLJANJA ODPORNOSTI

V BODOCE

Prvi sklop aktivnosti v strategiji je vzpo-
stavitev celovitega sistema za spremlja-
nje odpornosti z ustreznimi strukturami
in pravnimi podlagami. Osnova stabil-
nega spremljanja odpornosti je dolocitev
mreze medicinskih mikrobioloskih labo-
ratorijev z referen¢nimi laboratoriji. Za
razliko od veterine v humani medicini ni-
mamo imenovanega referencnega mikro-
bioloskega laboratorija, potreben je eden

ali vec referenc¢nih laboratorijev, potreb-
no je opredeliti naloge nacionalnih refe-
rencnih laboratorijev, skladno s priporo-
¢ili ECDC (17). Imenovanje referencnih
laboratorijev znotraj obstojecih laborato-
rijev in ustrezni viri za delovanje so med
drugim pogoj za smiseln razvoj moleku-
larnih metod spremljanja odpornosti. Do-
lo¢itev mreZe je v javnem interesu, kar je
opredeljeno tudi v Resoluciji o nacional-
nem planu zdravstvenega varstva 2016-
2025 (ReNPZV16-25) (18). Na osnovi nave-
denegain z drugimi delezniki bo potrebno
dolociti Laboratorijsko mrezo za spremlja-
nje odpornosti mikrobov v humani medi-
cini in okolju (LMSOM-HO). V njej bo na-
cionalni koordinacijski center (NKC) z
interdisciplinarnim strokovnim timom,
ki bo celovito nacrtoval, koordiniral in
usmerjal spremljanje odpornosti na vseh
nivojih, sodeloval s strokovnjaki drugih
podrodij ter skrbel za medresorsko pove-
zovanje z veterino in sektorjem za okolje.
Odgovoren bo za pripravo poro¢il in nji-
hovo dostopnost strokovnjakom razlic-
nih strok, ki podatke potrebujejo za svoje
delo. Potrebno bo opredeliti vlogo in nalo-
ge SKUOPZ.

PRAVNE IN INFORMACIJSKE
PODLAGE, FINANCNI

IN KADROVSKI VIRI

Potrebna bo preucitev in priprava pravnih
temeljev za zbiranje in obdelavo podat-
kov v povezavi s spremljanjem odporno-
sti v humani medicini (med njimi Zakon
o zdravstveni dejavnosti, Zakon o zbirkah
podatkov v zdravstvu, Zakon o nalezljivih
boleznih in drugi). Potrebna bo ustanovi-
tev NKC in opredelitev strukture, organi-
ziranosti, vodenja, nalog, kompetenc in
odgovornosti NKC. Opredeliti je potrebno
pravila za ravnanje z zbirkami podatkov
in zrezultatianaliz o odpornosti mikroor-
ganizmov. Za zagotovitev ustrezne infor-
macijske podpore za u¢inkovito delovanje
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sistema spremljanja odpornosti (vkljuc-
no za opozorilno spremljanje) bo potrebno
preuditi in izboljsati laboratorijske infor-
macijske sisteme za beleZenje in anali-
zo podatkov, da bodo omogo¢ili u¢inkovi-
to delovanje sistema znotraj LMSOM-HO,
ter za sodelovanje z drugimi delezniki,
predvsem na podrocju opozorilnega spre-
mljanja odpornosti. Razsiriti bo potreb-
no uporabo brezpla¢nega racunalniskega
programa WHONET, ki nudi Stevilne moz-
nosti za analizo odpornosti. Opredeliti in
zagotoviti bo potrebno ustrezne financ-
ne in ¢loveske vire za delovanje sistema in
spodaj navedene naloge.

VSEBINA SPREMLJANJA -
KAJ BO SISTEM SPREMLJANJA
ODPORNOSTI MIKROBOV
VKLIUCEVAL
Vsebina spremljanja bo razsirjena v pri-
merjavi s trenutnim spremljanjem. Sis-
tem spremljanja odpornosti mikrobov bo
vkljuceval tri dele: i) redno (stalno) spre-
mljanje; ii) obdobno (obcasno) spremljanje;
iii) opozorilno spremljanje. Predvsem je
nov koncept »opozorilnega spremljanja« -
tu ne gre za kumulativni antibiogram, pac
pa za spremljanje odpornih izolatov (eno-
taspremljanjaje odporniizolat, nerezultat
antibiograma za dolocen antibiotik).

Redno spremljanje se bo izvajalo kon-
tinuirano (kot npr. sedaj poteka spremlja-
nje invazivnih bakterij v okviru EARS-Net
in spremljanje invazivnih in neinvazivnih
izolatov v porocilih SKUOPZ), podrobneje
bo opredeljeno v letnem nacrtu in v nacr-
tih za vec let. Seveda se bo tudi kontinuira-
no spremljanje dopolnjevalo, ogrodje pa bo
ostalo nespremenjeno, da bo mogoce ugo-
tavljati trende. Del spremljanj bo vkljucen
v mednarodno spremljanje in bo usklajen z
mednarodnimi pravili.

Obdobno (obcasno) spremljanje bo na-
rtovano, opredeljeno bo v letnem nacrtu
ali nacrtu za vec let, lotevalo se bo proble-
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mov, pri katerih iz rednih klini¢nih izolatov
ne dobimo potrebnih podatkov. Primer: pri
nezapletenih okuzbah secil Zensk se mikro-
bioloska preiskava praviloma ne uporablja
- da dobimo vzorce za kumulativni antibio-
gram je potrebna posebna raziskava, v kateri
namensko zberemo vzorce seca iz nezaple-
tenih okuzb secil pri Zenskah in iz njih ugo-
tovimo podatke o pojavljanju in odpornosti
povzrociteljev. Obcasno se bo izvajalo tudi
ugotavljanje odpornosti v okolju, obsegalo
bo nadrtovanje, vzorcenje in izvedbo analize
populacij mikrobov iz okolja - okoljska epi-
demiologija odpornosti (npr. odplake).

Opozorilno spremljanje zaznava »opo-
zorilne dogodke« (pojav posameznih izo-
latov, ki bodo opredeljeni kot »izjemno od-
porni« ali kopicenje veckratno odpornih
izolatov) in ga koli¢insko ni mogoce na-
povedati vnaprej. Opredeljene bodo tarce
spremljanja in pristop. Podrobnosti so na-
vedene spodaj.

Sstrategijo bo poleg spremljanja odpor-
nosti bakterij proti antibiotikom v humani
medicini uvedeno tudi spremljanje odpor-
nosti gliv in virusov proti ustreznim proti-
mikrobnim zdravilom.

Molekularne analize bodo smiselno
vgrajene v spremljanje odpornosti tako pri
stalnem in obdobnem kot tudi pri opozoril-
nem spremljanju. Pri stalnem in obdobnem
spremljanju bodo molekularne analize naj-
veckrat dolocene vnaprej, zato govorimo
0 »programiranem« molekularnem spre-
mljanju. V opozorilnem sistemu spremlja-
nja izjemno odpornih izolatov ali kopice-
nja odpornih mikrobov pa se molekularne
analize uporabijo ob pojavu opredeljenih
izjemno odpornih izolatov ali ob kopicenju
opredeljenih veckratno odpornih izolatov.

OPOZORILNO SPREMLJANJE
ODPORNOSTI — PODROBNEJSI
OPIS

Cilj opozorilnega spremljanja je, da labo-
ratorij zazna nevarnost za pomembno po-
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vecanje odpornosti v populaciji in obvesti
ustrezne deleZznike, da lahko udinkovi-
to ukrepajo. Pri obvladovanju nevarnos-
ti bodo uporabne tudi molekularne me-
tode. Delezniki opozorilnega spremljanja
so s podrocja obvladovanja okuzb, javnega
zdravja ter drugi strokovnjaki. Nevarnost
za pomembno povecanje odpornosti v po-
pulaciji je dveh vrst:
vsak izolat z »izjemno« odpornostjo,
sum na kopicenje izolatov veckratno od-
pornih bakterij (z izjemno odpornostjo
ali brez nje).

Izjemno odporen je izolat, ki je odporen
proti veliki vecini u¢inkovitih netoksi¢nih
antibiotikov. Pomembno je, da je mogoce
uvesti ucinkovite ukrepe za preprecevanje
Sirjenja. Praviloma bo te izolate potrebno
molekularno potrditi. Kaj je »izjemna od-
pornost«, bodo opredelili s strokovnjaki
razli¢nih strok, pojem nima ¢vrste opredeli-
tve v mednarodnem merilu ali nacionalno.
Nedvomno je zaradi izjemnega epidemi-
oloskega pomena kot »izjemno odporen«
potrebno obravnavati vsak izolat CRE-CPE,
zato je nujna cimprej$nja priprava pravnih
temeljev za prijavo izolatov CRE-CPE, ki so
epidemiolosko najvecje tveganje.

Ali so proti vankomicinu odporni Ente-
rococcus feecium, proti karbapenemom od-
porne bakterije Pseudomonas aeruginosa in
Acinetobacter baumannii »izjemno odpor-
ne« bakterije, je stvar bodocih razprav stro-
kovnjakov — morda bo za vsako od njih do-
locen poseben algoritem ukrepanja.

Bakterije z ESBL danes ne sodijo med
»izjemno odpornex, ker so praviloma ob-
Cutljive za udinkovite in netoksicne kar-
bapeneme, vendar lahko njihovo kopicenje
povzroci povecano uporabo karbapenemov,
kar vodi v vecjo verjetnost pojava izjemno
odpornih izolatov. Opozorilni sistem mora
torej zaznati kopicenje veckratno odpornih
bakterij (VOB) za ukrepanje proti njihove-
mu Sirjenju.

Potrebne aktivnosti za uvedbo sistema
opozorilnega spremljanja VOB so:

opredelitev »izjemno odpornih« izola-
tov in njihovega sprotnega molekular-
nega potrjevanja;

opredelitev kopicenje izolatov VOB;
opredelitev pravnih temeljev za prijavo,
porocanje in druge ukrepe ob »izjemno
odpornih izolatih« in ob kopicenju VOB;
opredelitev sestave in imenovanje inter-
disciplinarnih regionalnih in nacional-
nih ekip ter njihovo delovanje: vsebina
dela, odgovornosti, pravni temelji, kad-
rovski in finan¢ni viri;

priprava algoritma medsebojnega ob-
veScanja, sodelovanja in ukrepanja ob
pojavu »izjemno odpornih« izolatov in
izbruhih VOB;

opredelitev obdobnega porocanja (npr.
letno porocanje);

priprava algoritmov za shranjevanje in
posiljanje »izjemno odpornih izolatov«
na molekularno testiranje;

molekularno potrjevanje vsakega po-
tencialno »izjemno odpornega izolata«
vreferen¢nih laboratorijih LMSOM-HO;
priprava algoritmov za shranjevanje/
zbiranje/posiljanje izolatov in moleku-
larno tipizacijo izolatov ob kopicenju
VOB ter za sporocanje kdo, komu, kdaj
sporoca katere podatke;

molekularna tipizacija izolatov v refe-
ren¢nih laboratorijih LMSOM-HO ob iz-
polnjenih kriterijih po algoritmih za ko-
picenje/izbruh;

priprava finan¢nih nacrtov za opozoril-
no spremljanje.

ZAKLJUCEK

Spremljanje odpornosti samo po sebi od-
pornosti ne zmanjsuje. Le ogledalo je, v ka-
terem se odslikava stanje. Slovenija je gle-
de odpornosti v evropskem povpredju,
vendar se odpornost nekaterih po Gramu
negativnih bakterij pri nas povecuje, izje-
mno odporni izolati se lahko k nam razsi-

67



1 Banicevi dnevi 2018

rijo tudi iz nekaterih sosednjih in bliznjih
drzav, kjer so pogostejsi kot pri nas (10).
Tudi v Sloveniji smo imeli en izbruh bakte-
rij CRE-CPE, ki je bil uspesno obvladan (13).
Nevarnost je torej prisotna Ze zdaj, ne le v
prihodnosti. Nujno je torej obstojece ukre-
pe za spremljanje in obvladovanje odpor-
nosti okrepiti. Z ukrepi ne smemo odlasati,
saj veine zamujenega ni mogoce popravi-
ti. Strokovnjaki SZO ugotavljajo: »Posebej
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Eliminacija javhozdravstvenega problema
virusnih hepatitisov — mit ali resni¢nost?

Elimination of Viral Hepatitis as a Public Health Threat - Myth or Reality?

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: virusni hepatitis, eliminacija, strategija, Slovenija

Kljub dobrim preventivnim, diagnosticnim in terapevtskim moznostim virusni hepati-
tis Se vedno predstavlja pomemben globalen javnozdravstveni problem z narascajoco
smrtnostjo, ki je ze presegla smrtnost zaradi aidsa. Prispevek predstavlja aktualne zna-
¢ilnosti posameznih vrst virusnih hepatitisov in globalno strategijo Svetovne zdravstvene
organizacije za eliminacijo virusnih hepatitisov kot javnozdravstvenega problema do leta
2030. V to strategijo umesca tudi Slovenijo, ki predstavlja primer dobre prakse pri obvla-
dovanju virusnih hepatitisov. Z okrepitvijo ustreznih aktivnosti, predvsem izboljSanjem
deleza cepljenih in odkrivanja kroni¢no okuzenih, bi Slovenija lahko dosegla odpravo
virusnega hepatitisa kot javnozdravstvenega problema Se pred zacrtanim obdobjem.

ABSTRACT
KEY WORDS: viral hepatitis, elimination, strategy, Slovenia

Despite good preventive, diagnostic and treatment options, viral hepatitis remains an
important global public health problem with increasing mortality which has already sur-
passed mortality due to AIDS. The paper presents the updated characteristics of viral
hepatitis and the World Health Organisation’'s Global Health Sector Strategy for elimina-
ting viral hepatitis as a public health threat by the year 2030. Slovenia is also included in
the strategy as an example of a good practice in managing viral hepatitis. By promoting
appropriate activities, especially by increasing the share of vaccinated people and the
diagnosing rate in those with a chronic infection Slovenia could achieve the goal of
eliminating viral hepatitis ahead of the set timeline.

UuvoD zdravstvene organizacije je v svetu 325 mi-
V svetu virusni hepatitis danes predstavlja  lijonov kroni¢no okuzenih z virusoma he-
pomemben in narasc¢ajoc javnozdravstveni  patitisa B in C, kar 290 milijonov pa jih ne
problem. Po najnovejsih ocenah Svetovne  vezasvojo okuzbo in zato ne iSce zdravnis-
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ke pomocdi. Devet od desetih okuzenih z vi-
rusoma, od katerih je eden ozdravljiv (he-
patitis C), drugi pa dobro obvladljiv in celo
preprecljiv (hepatitis B), je prepuscenih na-
ravni poti okuzbe, ki lahko pripelje do raka
na jetrih ali dokon¢ne odpovedi delovanja
jeter in smrti (7). Samo leta 2015 je za posle-
dicami hepatitisov B in C v svetu umrlo kar
1,34 milijona ljudi, pri ¢emer bi lahko 95 %
okuzb z virusom hepatitisa B (HBV) prepre-
¢ili z u¢inkovitim cepljenjem, vec kot 95 %
okuzenih z virusom hepatitisa C (HCV) pa
uspesno pozdravili z uinkovitimi zdra-
vili, ki so na voljo (2, 3). Rak na jetrih zara-
di hepatitisa B je prva rakava bolezen v zgo-
dovini medicine, ki jo lahko preprecimo s
cepljenjem. Hepatitis C pa je prva kroni¢na
virusna bolezen v zgodovini medicine, ki
je ozdravljiva. K smrtnim primerom zaradi
hepatitisa prispevata tudi okuzbi z viruso-
ma hepatitisa A in E, katerih znacilnosti so
sevzadnjih letih precej spremenile (4).

AKTUALNE ZNACILNOSTI
POSAMEZNIH VIRUSNIH
HEPATITISOV

Virus hepatitis A

Za virus hepatitisa A (HAV), ki se prenasa
po t. i. fekalno-oralni poti, je bilo vrsto let
znano, da ga knam vec¢inoma prinasajo po-
tniki z endemicnih podrocij JV Azije, Indi-
je, Afrike in Srednje Amerike (5, 6). V zad-
njih letih pa v razvitih evropskih drzavah
ugotavljamo izbruhe hepatitisa A, poveza-
ne z dolo¢enimi prehranskimiizdelki, zato
evropski Center za nadzor nad boleznimi
(angl. European Centre for Disease Prevention
and Control, ECDC) izvaja poseben projekt
sledenja tej okuzbi. V evropskih velemes-
tih pa je zaznati tudi epidemicne izbruhe
hepatitisa A med moskimi, ki imajo spolne
odnosez moskimi (MSM), npr. na Portugal-
skem, v Nem¢iji, Spaniji in v Italiji. Ustre-
zni higieni in sanitaciji, ki smo ju vrsto let
izpostavljali kot kljucni pri prepreceva-
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nju okuzbe s HAV, je nujno potrebno doda-
ti Se preventivno cepljenje proti hepatitisu
A, ne le za potnike v endemic¢na podrodja,
ampak tudi za osebe, ki potujejo v doloce-
ne evropske drzave, in za dolocene skupine
s tveganim vedenjem (MSM). Izpostaviti
je potrebno tudi poekspozicijsko cepljenje
vseh kontaktov okuzenih oseb.

Virus hepatitisa E

Celo hepatitis E se je »prebudil« in ni ve¢le
»trivialna« okuzba endemicnih podrocij
JV Azije, Indije, Afrike in Srednje Amerike,
ki se prenasa fekalno-oralno in jo povzro-
Cata genotipa virusa hepatitisa E (HEV) 1in
2(4-6). Taokuzba je pogosta pri mlajsih, ne
povzroca kroni¢ne okuzbe in je lahko Ziv-
ljenje ogrozajoca pri nosecnicah (v 25 %) in
bolnikih s kroni¢nim obolenjem jeter (v
70 %).V zadnjih letih so odkrili, da genoti-
paHEV3in 4 povzrocata primere avtohto-
nega hepatitisa E v razvitem svetu Evrope
in Amerike, naravni rezervoar okuzbe pa
sodomaceindivjesvinjeterdivjainain Se
nekatere druge Zivali - torej gre za zoono-
zo. Clovek se okuZi z uzivanjem termi¢no
slabo obdelanega tovrstnega mesa, pred-
vsem raznih suhomesnih izdelkov. Zna-
ni so izbruhi hepatitisa E v Franciji, na Ni-
zozemskem in Se ponekod (7). »Evropski«
hepatitis E pa se kaze tudi z zunajjetrni-
mi bolezenskimi znaki, saj lahko privede
do bolezni ledvic (npr. glomerulonefritis)
in nevroloskih zapletov (npr. ohromelosti
okoné¢in, sindrom Guillain-Barre). Zelo
nevaren pa je lahko za osebe z motenim
imunskim odzivom, pri katerih se v 70
% razvije kronicni hepatitis E. Letos je
Evropsko zdruZenje za bolezni jeter (angl.
European Association for the Study of the Li-
ver, EASL) objavilo prva priporocila za ob-
vladovanje hepatitisa E genotipov3in 4 (4).

Virus hepatitisa B
S HBV je po ocenah okuZenih 257 milijo-
nov ljudi, vsako leto pa mu podleZe zara-
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di kon¢ne ciroze ali raka na jetrih 890.000
bolnikov (1). Zaradi dolgotrajno prikrite-
ga poteka bolezni le 9 % okuZenih (22 mi-
lijonov) ve za svojo diagnozo, le 8 % teh pa
je zdravljenih (1,7 milijona). Kljub temu da
je ze od leta 1982 na voljo ucinkovito ce-
pivo proti hepatitisu B in je le-to vkljuce-
no v nacionalne programe cepljenja otrok
184 drzav, je v svetu popolno cepljenje leta
2015 prejelo le 84 % otrok. Necepljeni se v
razvitem svetu okuzijo predvsem s tvega-
nimi spolnimi odnosi ali menjavo pribora
priinjiciranju ali njuhanju drog (8). Najno-
vejsa priporocila EASL prinasajo novo de-
finicijo naravnega poteka okuzbe s HBV,
nanjo pa se navezujejo tudi nove smerni-
ce zdravljenja kroni¢nega hepatitisa B (2).
Poleg pegiliranega interferonaalfaimamo
na voljo predvsem nukleoz(t)idne analo-
ge, ki omogocajo dober nadzor nad bolez-
nijo, zal pa le-ta Se ni ozdravljiva. Problem
zdravljenja je dolgotrajno, najverjetneje
dozivljenjsko jemanje zdravil in razvoj od-
pornih sevov virusa. Zato raziskovalci po-
speseno iSCejo nove moznosti zdravljenja
hepatitisa B (9).

Virus hepatitisa C

Po najnovejSih ocenah Svetovne zdra-
vstvene organizacije je na svetu 71 milijo-
nov ljudi okuzenih HCV, vsako leto pa mu
zaradi odpovedi delovanja jeter in raka na
jetrih podleze skoraj 400.000 bolnikov (7).
Le 20 % okuZenih (14 milijonov) se namre¢
zaveda svoje okuzbe, le 7,6 % zdravljenih
v letu 2015 (550.000 bolnikov) pa je preje-
lo najnovejsa zdravila. V zadnjih letih so
pegiliran interferon alfa in ribavirin na-
mre¢ nadomestile izredno ucinkovite in
bolniku prijazne, na virus neposredno de-
lujoce u¢inkovine, ki so kombinirane ze v
obliki ene tablete, zdravljenje traja v pov-
pre¢ju 8-12 tednov, trajen viroloski od-
ziv pa dosezemo pri skoraj vseh bolnikih
(3). Se vedno pa se vsako leto v Evropi na
novo okuzi ve¢ kot 30.000 ljudi, ve¢inoma

mladih. Velika vecina se okuzbe vrsto let
sploh ne zaveda, ker poteka brez bolezen-
skih znakov. Pri veliki ve¢ini okuZzenih se
razvije kroni¢no vnetje jeter (hepatitis), ki
lahko privede do raka na jetrih in odpove-
di delovanja jeter. Skoraj tretjina vseh ci-
roz je posledica okuzbe s HCV (6). Z okuz-
bo pa je dokazano povezan tudi primarni
rak na jetrih, ki danes v svetu predstavlja
Sesto najpogostejSo rakavo bolezen in tre-
tjo s smrtnim izhodom. Hepatitis C je sis-
temska bolezen, ki lahko prizadene sko-
raj vsak organski sistem in povzroca tudi
Zivljenje ogrozajoca stanja (krioglobuli-
nemicni glomerulonefritis, vaskulitis,
B-celi¢ni limfom, in drugo) (10). Zal cepi-
va ni na voljo. Neokuzeni pa okuzbo lah-
ko preprecijo z izogibanjem tveganemu
vedenju.

GLOBALNA STRATEGIJA
ELIMINACIJE VIRUSNIH
HEPATITISOV
Ker je Stevilo smrti zaradi virusnih he-
patitisov ze preseglo Stevilo smrti zara-
di HIV/aidsa, je na redni 69. skupscini leta
2016 Svetovna zdravstvena organizacija
sprejela prvo globalno strategijo o obvla-
dovanju virusnih hepatitisov s ciljem, da
do leta 2030 izkoreninimo virusni hepa-
titis kot javnozdravstveno groznjo v sve-
tu (11). Cilj strategije je, da do tega leta za
90 % zmanjSamo Stevilo na novo okuZze-
nihinza 65 % zmanjsamo Stevilo smrti za-
radi virusnih hepatitisov. Ob tem so bile
sprejete tudi globalne smernice celostne
obravnave okuzbe z virusom hepatitisa C.
Bistvo smernic je, da danes okuzbo z vi-
rusi hepatitisa lahko ucinkovito prepreci-
mo, bodisi s cepljenjem bodisi s tem, da se
ne izpostavljamo tveganjem. Ce pa je za to
Ze prepozno, je danes hepatitis C z najno-
vej$imi zdravili ozdravljiva bolezen, hepa-
titis B pa obvladljiva bolezen, ce le vemo,
da smo okuZeni in pravocasno poisemo
ustrezno zdravnisko pomoc (12-14).
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Za uresniCitev smernic pa je potreb-
no vpeljati kaskado ukrepov, ki vkljucuje-
jo masovno testiranje in odkrivanje oku-
zenih, njihovo vkljucitev v zdravstveni
sistem, zdravljenje, ozdravitev, dolgotrajen
zdravni$ki nadzor in preprecevanje novih
okuzb. Resolucijo o taki globalni strategi-
ji je podpisalo in se s tem zanjo tudi zave-
zalo 194 drzav ¢lanic, med njimi tudi Slove-
nija, ki pa je taksno strategijo z ukrepi vred
kot ena prvih drzav v svetu sprejela Ze pred
vel kot 20 leti (15).

STRATEGIJA OBVLADOVANJA
VIRUSNIH HEPATITISOV
V SLOVENIJI
V Sloveniji je obvladovanje virusnih hepa-
titisov Ze nad 20 let na dokaj visoki ravni,
saj nas je evropska analiti¢na hiSa Health
Consumer Power House uvrstila na drugo
mesto med drzavami Evropske unije (14,
15). Predvsem t. i. slovenski model zdravlje-
nja hepatitisa C v Evropi sluzi kot primer
dobre klini¢ne prakse (8). Statisti¢na pro-
jekcija je pokazala, da bi s stopnjevanjem
Stevila novoodkritih okuZenih in njiho-
vega zdravljenja lahko do leta 2030 za 90 %
zmanjsali prevalenco okuzenih in praktic-
no skoraj iznicili stevilo bolnikov z ogro-
Zajo€imi zapleti bolezni. Na voljo imamo
odli¢ne diagnosti¢ne moznosti, predvsem
v Laboratoriju za diagnostiko aidsa in vi-
rusnih hepatitisov Instituta za mikrobi-
ologijo in imunologijo Medicinske fakul-
tete v Ljubljani, kjer izvajajo rutinske in
najzahtevnejse preiskave (16-18). Gledano
zgodovinsko imamo na voljo tudi vsa pri-
porocena zdravila za zdravljenje virusnih
hepatitisov, ki ga ve¢inoma vodijo infekto-
logi. Prvi korak pa je odkriti vse okuzene,
saj okuzba traja tudi tri desetletja ali vec,
lahko povsem brez bolezenskih znakov.
Glede hepatitisa B je nacionalna raz-
iskava prvi¢ v Sloveniji pokazala izrazi-
to uspesnost nacionalnega programa cep-
ljenja otrok proti hepatitisu B, ki se izvaja
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pri rojenih po letu 1992 pred vstopom v de-
vetletko (18). Poleg tega po letu 1994 vse no-
seCnice redno pregledujemo na okuzbo z
virusom hepatitisa B in v primeru pozitiv-
nega izvida novorojenca takoj cepimo. Zad-
nji s HBV okuZen slovenski otrok se je rodil
leta 1996, po letu 2016 pa nismo imeli nobe-
nega kroni¢no okuZenega otroka, rojene-
ga v Sloveniji, slovenskim star$em. Zal pa
obstaja utemeljena bojazen, da se bo tako
izjemno odli¢no stanje kmalu porusilo, saj
se delez cepljenih otrok iz leta v leto zni-
Zuje - leta 2014/15 je bila precepljenost ot-
rok 88,8 %, leto kasneje pa 87,8 % (19). Sve-
tovna zdravstvena organizacija sporoca, da
je cepivo ucinkovito pri vec kot 95 % ceplje-
nih, ob tem pa je tudi zelo varno, saj je bilo
do sedaj danih Ze vec kot milijarda odmer-
kov po vsem svetu. Eliminacija hepatiti-
sa B s pomodjo cepljenja je realno dosegljiv
cilj. Za kroni¢no okuZene imamo na vo-
ljo ustrezen zdravniski nadzor in priporo-
eno zdravljenje, vklju¢no z organiziranim
nadzorom nad kemoprofilakso hepatitisa B
pri osebah, ki prejemajo imunosupresivno
zdravljenje (20).

Glede hepatitisa C pa moramo elimi-
nacijo doseci s pomodjo zdravil, saj cepiva
ni. Izsledki najnovejse raziskave kazejo, da
v Sloveniji dve tretjini okuZenih predsta-
vljajo intravenski uporabniki drog (17). Za
razliko od mnogih, tudi nam bliZnjih drzav,
imamo v Sloveniji na sreco vse moznosti, da
bolnikom nudimo kar najbolj$o zdravstve-
no oskrbo z vsemi najnovejSimi zdravi-
li in ustreznim sistemom obravnave bolni-
kov. Zal pa ne moremo pomagati tistim, ki
so okuzeni, a za okuzbo Se ne vedo, in zato
ne poiscejo pravofasno pomodi pri ustre-
znem specialistu. Ker je hepatitis C vrsto let
prikrita bolezen, v Sloveniji ocenjujemo, da
zaenkrat poznamo malo ve¢ kot polovico
okuZenih, za katere pa je dobro poskrbljeno,
saj imamo na voljo vsa nova zdravila in je
uspeh zdravljenja pri nas skoraj 99 % (Mati-
¢i¢ M s sod., Se neobjavljeni podatki).
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Sistematicno smo se lotili tako imeno-
vane mikro-eliminacije hepatitisa C. Gre
za povsem novo medicinsko terminologijo,
prvic¢ predstavljeno strokovni javnosti leta
2017, ki opredeljuje aktivno iskanje okuz-
be v skupinah, kjer jo najpogosteje prica-
kujemo, in takojsnje zdravljenje okuzenih
v tej skupini (21). Pravzaprav smo v Sloveni-
ji to strategijo zaceli izvajati ze veliko pred
njenim uradnim poimenovanjem in tako
odkrite in zdravljene bolnike Ze tudi uspes-
no pozdravili. Tako smo v zacetku letosnje-
ga leta prvi v svetu uspeli izkoreniniti he-
patitis C v skupini hemofilikov in naredili
t. i. mikro-eliminacijo (22). Po poti mikro-
eliminacije smo nato nadaljevali tudiz dru-
gimi skupinami okuzbi bolj izpostavljenih
bolnikov in s tem tako reko¢ izkorenini-
li okuzbo v enotah za hemodializo po Slo-
veniji, kar tudi predstavlja nekoc¢ dokaj ne-
predstavljiv dosezek. Enako postopamo
tudi z drugimi kroni¢nimi ledvi¢nimi bol-
niki ter bolniki po transplantaciji organov.
Sproti gasimo pozar in izvajamo mikro-eli-
minacijo pri sookuZenih s HIV.

Najtrsi oreh pa so intravenski uporab-
niki drog, kjer smo Ze pred vec kot desetimi
leti na nacionalni ravni ustanovili posebno
interdisciplinarno mreZo za zdravljenje he-
patitisa C, ki je dokazano ucinkovit in slu-
zi kot model dobre prakse drugim drzavam
(23, 24). Vendar pa v ludi novih dognanj ta
model $e izboljSujemo, lotevamo pa se nele
uporabnikov drog v programu zdravljenja
odvisnosti, temvec tudi preostalih, vkljuc-
no s tistimi »na cesti«. Vta namen je s sode-
lovanjem Ministrstva za zdravje RS in mre-
Ze Centrov za prepreCevanje in zdravljenje
odvisnosti od drog, odkrivanje in zdravlje-
nje hepatitisa C v pripravi projekt mobilne
enote za delovanje Sirom po Sloveniji.

K odkrivanju okuZenih smo letos zelo
aktivno pritegnili tudi druzinske zdravni-

ke, ki naj testirajo vsakogar s kakrsnimko-
li dejavnikom tveganja za okuzbo ali z do-
lo¢enimi neznacilnimi bolezenskimi znaki
(10). V ta namen smo izdelali algoritem za
testiranje na okuzbo z virusom hepatitisa
Cin posebne vprasalnike z dejavniki tvega-
nja, ki bodo na voljo v ¢akalnicah in ambu-
lantah osebnih druzinskih zdravnikov.

Aktivno pa poskuSamo ozaveScati ne
le strokovno, temvec tudi splosno javnost,
zato smo poleg najrazlicnej$ih nadinov in-
formiranja in ozave$canja sploS$ne javno-
sti izdelali tudi interaktivno spletno apli-
kacijo o virusnih hepatitisih (http://hepy.
mf.uni-lj.si), ki poleg informacij o znacil-
nostih virusnih hepatitisov, tveganju za
okuzbo in nasvetnika o varnem vedenju in
preprecevanju okuzbe vkljucuje tudi pose-
ben vprasalnik, ki uporabnika popelje sko-
zi dejavnike tveganja za okuzbo in mozne
zdravstvene teZave ter ga sproti izobrazuje
in ozavesca, na koncu pa mu glede na zate-
Ceno stanje poda konkretne napotke: kam
na testiranje in po pomoc, oziroma kako
preprecevati okuzbo.

ZAKLJUCEK

Strategija Svetovne zdravstvene organi-
zacije nam predstavlja moznost zajezitve
virusnega hepatitisa kot javnozdravstve-
nega problema do leta 2030. Z raznoliki-
mi aktivnostmi v smeri mikro-elimi-
nacije virusnih hepatitisov v dolo¢enih
skupinah bolnikov in ¢imprej$njega od-
krivanja in zdravljenja okuZenih v preos-
tali populaciji Slovenija predstavlja primer
dobre prakse obvladovanja virusnih hepa-
titisov. Z okrepitvijo navedenih aktivno-
sti bi selahko pribliZali njegovi eliminaci-
ji, vendar le ob pogoju, da biizboljsali delez
cepljenih in postopno odkrili in zdravili
vse kroni¢no okuZene ter s preventivnimi
ukrepi preprecili nove okuzbe.
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Odpornost bakterij proti kolistinu

Resistance to Colistin

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: kolistin, polimiksini, odpornost proti antibiotikom, mcr geni, mikrodilucija,
Eno zdravje, presejalno testiranje.

Pojav odpornosti bakterij proti kolistinu je postala porajajoC javhozdravstveni problem.
Kolistin se v humani medicini uporablja predvsem za zdravljenje bolnikov, ki so okuzeni
z vec¢kratno odpornimi po Gramu negativnimi bacili (VOB GNB), in pri bolnikih s cisti¢no
fibrozo, zato so podatki o odpornosti veCinoma omejeni na podatke o odpornosti pri
VOB GNB. Odpornost proti kolistinu je ve¢inoma posledica kromosomsko kodiranih
mutacij, ki vodijo v spremembo strukture lipopolisaharida, konec leta 2015 pa je bila
odkrita plazmidno posredovana odpornost proti kolistinu (geni mcr) pri izolatih Escheri-
chia coli iz rejnih zivali, kasneje pa tudi med humanimi GNB. Groznjo predstavlja pred-
vsem socCasna odpornost proti kolistinu in karbapenemom in drugim betalaktamskih
antibiotikom, saj bi se lahko zgodilo, da ostanemo brez ucinkovite antibioticne terapije
za zdravljenje okuzb z VOB GNB. Posebej je zaskrbljujo¢a moznost vnosa plazmidno
posredovane odpornosti proti kolistinu na VOB GNB izolate. Do selekcijskega pritiska
zaradi uporabe kolistina prihaja tako v humani kot tudi v veterinarski medicini ter pri
pridelavi hrani, zato je pristop t. i. »Eno zdravje« tako pomemben. Potrebno je zmanjse-
vanje antibioticnega bremena in sistematicno spremljanje pojavljanja odpornosti, zlasti
njene plazmidno kodirane oblike, da bi lahko ustrezno ukrepali in upocasnili Sirjenje
odpornosti ter preprecevali izbruhe.

ABSTRACT

KEY WORDS: colistin, polymyxin, resistance to antibiotics, mcr genes, microdillution, One He-
alth, surveillance

The emergence of bacterial resistance to colistin has become an emerging public he-
alth problem. As colistin is most frequently used to treat patients infected with extensi-
vely drug resistant Gram-negative bacilli (XDR GNB) and patients with cystic fibrosis, the
data on resistance is mainly limited to data on resistance in XDR GNB. Colistin resistance
is most frequently the result of chromosomal mutations that lead to structural changes
of the lipopolysaccharide, however, at the end of 2015 a novel plasmid mediated colistin
resistance (mcr genes) was identified for the first time in a livestock associated Escherichia
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coli isolates, and later such isolates were also found among human GNB. Combined
resistance to colistin, carbapenem and other betalactam antibiotics presents a threat
as it could lead to a lack of an effective treatment for infections with XDR GNB. Espe-
cially worrying is the possibility of transfer of plasmid mediated resistance to colistin to
XDR GNB isolates. GNB are subjected to selective pressure in human and veterinarian
medicine as well as in food processing, underscoring the need for the »One Health«
approach. The reduction of the antibiotic burden and systematic resistance surveillan-
ce, in particularly its plasmid mediated form, are necessary for the appropriate action to
reduce the spread of colistin resistance and to prevent outbreaks.

uvoD
Antibiotik kolistin (imenovan je tudi poli-
miksin E) uvr§¢amo v skupino polimiksin-
skih antibiotikov, v humani medicini upo-
rabljamo tudi polimiksin B. Kolistin je po
zgradbi kationski cikli¢ni polipeptid, ki je
ulinkovit proti Stevilnim po Gramu ne-
gativnim bacilom (GNB). V medicini so ga
priceli uporabljati v 50-ih letih prej$njega
stoletja, vendar so zaradi nezelenih ucin-
kov (predvsem nefro- in nevrotoksic¢nos-
ti) ob zdravljenju z visokimi odmerki bol-
nike priceli zdraviti z novej$imi in tudi bolj
ucinkovitimi antibiotiki. Kolistin se dol-
galeta v humani medicini skorajda ni upo-
rabljal (razen izjem, npr. bolniki s cisti¢no
fibrozo), ostal pa je v uporabi predvsem v
veterinarski medicini (7). V humano medi-
cino seje zacel vracati predvsem zaradi Sir-
jenja veckratno odpornih GNB (VOB-GNB).
Kolistin je v Evropski uniji za klini¢no
uporabo na voljo v dveh oblikah, in sicer kot
kolistinijev sulfat in kot neaktivno predzdra-
vilo natrijev kolistimetat (NKM) (1, 2). Name-
njena sta zdravljenju resnih, zivljenjsko ne-
varnih okuzb z VOB-GNB, predvsem proti
karbapenemom odpornimi enterobakterija-
mi (angl. carbapenem-resistant Enterobacteri-
aceae, CRE), proti karbapenemom odpornim
Acinetobacter baumannii, (angl. carbapenem-
-resistant A. baumannii, CRAD) in proti beta-
laktamskim antibiotikom odpornemu Pse-
udomonas aeruginosa (CRPs) (3). Uporablja se
brez starostnih omejitev, vendar so podat-
ki za nekatere skupine bolnikov pomanjklji-
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vi (bolniki z ledvi¢no ali jetrno okvaro, otroci)
(2). Kolistinijev sulfat se lahko uporablja pe-
roralno za dekontaminacijo Crevesja (iz pre-
bavil se skoraj ne resorbira) in topikalno pri
nekaterih bakterijskih okuzbah koze (oku-
Zene rane, opekline idr.), vnetju ocesne ve-
znice in sluhovoda (2). Za zdravljenje sis-
temskih okuzb se uporablja NKM, ki je manj
toksi¢no predzdravilo kolistina in z manj ne-
Zelenimi ucinki. Namenjen je zdravljenju v
intravenski in intramuskularni obliki, v obli-
ki inhalacij pa ga uporabljamo za zdravljenje
kroni¢nih plju¢nih okuzb, ki jih povzroca P
aeruginosa, pri bolnikih s cisti¢no fibrozo (2).

MEHANIZEM DELOVANJA
KOLISTINA

Polimiksinski antibiotiki delujejo na zu-
nanjo membrano po Gramu negativnih
bakterij. Znano je, da je glavna tarca li-
popolisaharid, vendar natancen meha-
nizem delovanja Se ni razjasnjen. Zaradi
elektrostati¢ne interakcije pozitivno na-
bitega kolistina s fosfatnimi skupinami
negativno nabitega lipida A, ki je del lipo-
polisaharida, se divalentni kationi (Ca*,
Mg?*) umaknejo. To vodi v destabilizaci-
jo lipopolisaharida s posledi¢no povecano
permeabilnostjo celicne membrane, kar
vodi do celi¢ne smrti. Polimiksini se lah-
ko veZejo tudi na lipid A in nevtralizirajo
njegov endotoksi¢ni ucinek. Prav tako so
sposobni inhibirati nekatere Zzivljenjsko
pomembne respiratorne encime v notranji
bakterijski membrani (7).



SPEKTER DELOVANJA KOLISTINA

Polimiksini imajo od koncentracije odvi-
sen baktericidni u¢inek (2). Spekter delo-
vanja je ozek; ucinkoviti so proti Stevil-
nim po Gramu negativnim bakterijam,
predvsem proti vecini bakterij iz druzi-
ne enterobakterij (Escherichia coli, Entero-
bacter spp., Klebsiella spp, Citrobacter spp.,
Salmonella spp. in Shigella spp.). Proti rodu
Proteae (Proteus spp., Morganella morganii,
Providencia spp.) ne ucinkujejo, saj so le-
-ti proti polimiksinom naravno odporni.
Aktivni so tudi proti nefermentativnim
po Gramu negativnim bakterijam, kot so
A. baumannii, Pseudomonas aeruginosa in
Stenotrophomonas maltophilia. Ne deluje-
jo proti po Gramu negativnim kokom (npr.
Neisseria spp.), po Gramu pozitivnim bak-
terijam, anaerobnim bakterijam, parazi-
tom in glivam. Naravna oziroma intrin-
zi¢na odpornost proti polimiksinom je
opisana tudi pri Burkholderia mallei in B.
cepacia, Chromobacterium spp., Edwardsiella
spp., Brucella spp., Legionella spp., Campylo-
bacter spp., Vibrio cholerae in Hafnia alvei (1).

MEHANIZMI ODPORNOSTI
PROTI KOLISTINU

Naravna odpornost proti
kolistinu

Mehanizmi odpornosti proti kolistinu
niso docela pojasnjeni. Bakterijske vrste,
ki so proti kolistinu naravno odporne (npr.
Proteus mirabilis, Serratia marcescens), ima-
jo zaradi dodanih kationskih skupin (npr.
fosfoetanolamin) tak$no konformacijo li-
popolisaharida, da ima ta zmanjsSano afi-
niteto do kolistina (7).

Pridobljena odpornost

proti kolistinu

Pridobljena odpornosti proti kolistinu je
bila opisana pristevilnih enterobakterijah
(Klebsiella spp., E. coli, Enterobacter spp., Sal-
monella spp.), pa tudi pri nefermentativnih
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po Gramu negativnih bakterijah, kot sta A.
baumannii in P. aeruginosa. Najpogostejsi
vzrok za odpornost proti kolistinu je spre-
memba v sestavi lipopolisaharida zaradi
substitucije ali dodajanja kationskih sku-
pin. Gre za podoben mehanizem kot v pri-
merih naravne odpornosti proti kolistinu,
v samo dodajanje kationske skupine pa so
vpleteni Stevilni geni in operoni, med ka-
terimi nekateri neposredno vplivajo na li-
popolisaharid, nekateri pa posredno, pre-
ko regulatornih sistemov (npr. geni iz
sistema PmrAB ali PhoPQ ali njihovi re-
gultaroni geni npr. mgrB, crrAB). Za zdaj se
vecji del odpornosti proti kolistinu razvije
kot posledica prilagoditvenih mutacij kro-
mosomskih genov. Tovrstna odpornost je
pogosto povezana s predhodno izpostavi-
tvijo kolistinu, saj med uporabo kolistina
lahko pride do selekcije odpornih sevov (7).

Leta 2015 je bila prvi¢ odkrita plazmi-
dno kodirana odpornost preko gena mcr-1
z zapisom za protein MCR-1 (fosfoetanola-
min transferaza), ki doda fosfoetanolamin
na lipid A (podobno kot nekatere kromo-
somsko kodirane oblike odpornosti). Dose-
daj je bilo odkritih Se ve¢ mcr genov. Zaradi
dodatka fosfoetanolamina postane lipopo-
lisaharid bolj kationski (1, 4). Tovrstna ob-
lika odpornosti predstavlja zelo zaskrblju-
joc pojav, saj lahko pride do horizontalnega
Sirjenja plazmida in prenosa na ekstremno
odporne GNB (7). Izsledki genomske analize
nakazujejo, da gena mcr-7 in mcr-2 najver-
jetneje izvirata iz bakterij rodu Moraxella
(5). Primarno najdemo plazmidno zapisane
gene mcr pri enterobakterijah, prisotnost
gena mcr-5 je bil do sedaj najden na zgolj
enem izolatu Pseudomonas aeruginosa, od
genov mcr pri enterobakterijah pa se je raz-
likoval v tem, da je bil vgrajen v bakterijski
kromosom (1, 6).
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PORABA KOLISTINA

Poraba v humani medicini
Kolistin je prisel v klini¢no uporabo v hu-
mani medicini po 2. svetovni vojni, upora-
bljal se je predvsem za zdravljenje okuzb
prebavnega trakta, secil, pa tudi za dekon-
taminacijo Crevesja. Kot topikalni anti-
biotik se je uporabljal tudi za zdravljenje
okuzb oci in uSes. Zaradi njegove toksic-
nosti so ga od 70. let dalje postopoma na-
domestili novejsi, bolj uc¢inkoviti in manj
toksi¢ni antibiotiki, kot so betalaktami,
aminoglikozidi in fluorokinoloni. Zara-
di Cedalje pogostejSega pojavljanja eks-
tremno odpornih GNB od konca 90. let da-
lje (predvsem CRE, CRAb in CRPs), postaja
kolistin ponovno zanimiv za zdravljenje
bolnikov, in sicer najpogosteje kot zad-
nja terapevtska moznost, saj imamo za
zdravljenje resnih okuzb, ki jih povzroca-
jo VOB-GNB, na voljo vedno manjse Stevi-
lo antibiotikov (7).

Poraba kolistina po podatkih Evrop-
skega centra za preprecevanje in obvlado-
vanje bolezni (angl. European Centre for Di-
sease Prevention and Control, ECDC) v Evropi
narasca, Se posebej v drzavah z visoko pre-
valenco ekstremno odpornih GNB (7). Po
podatkih ESAC-Net je trend porabe polimi-
ksinov (ATC skupina Jo1XB) v bolniSni¢nem
sektorju v Sloveniji od leta 1997 do 2017 na-
rasel iz 0,0000 na 0,0062 DDD (dnevno defi-
niran odmerek, angl. daily defined dose/100
prebivalcev/na dan) (8).

Poraba v veterinarski medicini
in pridelavi hrane

V veterinarski medicini se je poraba koli-
stina v desetletjih ohranila, v Evropi je na
petem mestu (7,0 %) najbolj prodajanih an-
timikrobnih sredstev za rejne Zivali, takoj
za tetraciklini, penicilini, sulfonamidi in
makrolidi. Kolistin se Zivalim najveckrat
aplicira v obliki praskov in oralnih razto-
pin skupaj s hrano ali vodo. Obicajno se ga
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uporablja za zdravljenje okuzb gastrointe-
stinalnega traktaz E. coliin Salmonella spp.
pri prasicih in perutnini. Razlike v pora-
bi med drzavami znotraj Evropske unije
so precejsnje, najvecji celokupni porabni-
ci kolistina v Evropi sta Spanija in Italija.
V Sloveniji je delez porabe kolistina v pri-
merjavi z vecino EU drZav nizek in znasa
samo 0,2 % antimikrobnih sredstev, ki se
jih porabi za rejne Zivali (9).

Polimiksine se lahko uporablja tudi kot
rastne promotorje oz. spodbujevalce ras-
ti. VEU je uporaba antibiotikov kot rastnih
promotorjev prepovedana Ze od leta 2006 (v
Sloveniji so bili prepovedani Se pred vsto-
pom v EU), v Stevilnih predelih sveta pa se
v ta namen Se vedno uporabljajo, predvsem
pri mladih prasicih, katerih bolezni bi pri-
vedle do velikih ekonomskih izgub (9, 10).

TESTIRANJE OBCUTLJIVOSTI
BAKTERIJ ZA KOLISTIN

Testiranje protimikrobne obcutljivo-
sti za kolistin je zahtevno. Kolistin zara-
di svoje velikosti in kationskih znacilnos-
ti slabo difundira v agar, zato so zaviralne
cone pri difuzijskih metodah lahko navi-
dezno manjse, kar lahko vodi v podcenje-
vanje odpornosti oz. je rezultat lazno ob-
cutljiv. Dodatno tezavo lahko predstavlja
pojav heterorezistence pri doloc¢enih bak-
terijskih vrstah (npr. Enterobacter cloacae
complex) (1, 17). EUCAST (angl. The Europe-
an Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) je sicer Ze od prve objave tabel z in-
terpretacijskimi kriteriji leta 2010 pripo-
rocal testiranje obcutljivosti za kolistin z
opredelitvijo minimalne inhibitorne kon-
centracije (MIK), vendar se je v rutinski di-
agnostiki za opredelitev MIK zaradi svoje
enostavnosti pogosto uporabljala komer-
cialna gradient difuzijska metoda. Ob ved-
no pogostejsi uporabi kolistina v huma-
ni medicini so ugotovili, da so vse metode,
ki vkljucujejo difuzijo v agarju, neprimer-
ne (problemati¢ne so tudi avtomatizirane



metode za dolo¢anje obcutljivosti za an-
tibiotike npr. Vitek2 in Phoenix), zato sta
CLSI (angl. The Clinical & Laboratory Stan-
dards Institute) in EUCAST sredi leta 2016
izdala skupno priporocilo, da je edini pri-
meren nacin dolocanja MIK z metodo mi-
krodilucije. Za dolocevanje MIK kolistina z
mikrodilucijo se uporablja kationsko pri-
lagojen Mueller-Hinton bujon (angl. cation
adjusted Mueller-Hinton broth, CAMHB) in
kolistinijev sulfat (ne predzdravilo NKM).
Uporaba dodatkov, kot je polisorbat-80 ali
druge povrsinsko aktivne snovi, so odsve-
tovane, mikrotitrske plos¢ice morajo biti
izdelane iz neobdelanega polistirena (12).

ODPORNOST PROTI KOLISTINU
IN TRENUTNA EPIDEMIOLOSKA
SITUACIJA

Odpornost med humanimi izolati
Zaradi omejene uporabe v humani medi-
cini imamo omejene podatke o pojavnosti
proti kolistinu odpornih izolatov, saj ob-
Cutljivosti bakterij za kolistin ve¢inoma
sistemati¢no ne opredeljujemo, razen v
primeru osamitve pri subpopulacijah, kot
so VOB-GNB (CRE, CRAD, CRPs), in pri bol-
nikih s cisti¢no fibrozo.

Vecino sistemati¢no zbranih podatkov
o0 obcutljivosti za kolistin prihaja iz velikih
Studij, kot je npr. program SENTRY, v sklopu
katerega se zbirajo bakterijski izolati iz raz-
li¢nih klini¢nih kuZnin z vecine svetovnih
obmodij. Stevilo vkljulenih izolatov je si-
cer relativno majhno, vendar je metodolo-
$ki pristop usklajen, saj so vsi izolati testi-
rani centralno, z metodo mikrodilucije, in
nam zato vseeno omogoca boljsi vpogled v
trenutno situacijo (13). Obcutljivost za koli-
stin v splosni populaciji bakterij - ne glede
na splo$ni rezistencni profil - se zelo razli-
kuje med posameznimi vrstami. Po podat-
kih SENTRY iz leta 2017 je bila odpornost pri
E. coliv svetovnem merilu 0,3 %, v Evropi 0,2
%, med E. coli - CRE pa 1,9 % (zajetih je bilo
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le 52 izolatov). Pri K. pneumoniae je bila od-
pornost v svetovnem merilu 3,4 %, v Evropi
5,6 %, med K. pneumoniae - CRE pa 20,7 %. Pri
P. aeruginosa je bila odpornost v svetovnem
merilu 0,2 %, v Evropi pa 0,4 %. Pri A. bau-
mannii kompleks je bila odpornost v sve-
tovnem merilu 5,5 %, v Evropi pa 7,5 % (13).

V EU lahko delne podatke o obcutljivo-
sti za kolistin najdemo tudi med podatki
EARS-Net, v sklopu katerega se zbirajo po-
datki o rutinsko opredeljeni obcutljivosti
invazivnih izolatov najpomembnejsih bak-
terijskih vrst, vendar je tu stopnja odporno-
sti verjetno precenjena, saj veino podatkov
izvira iz drzav, v katerih so CRE endem-
ske (Grd¢ija, Italija). Tam se kolistin pogosto
uporablja, vendar pa podatki o obcutljivo-
sti metodolosko niso usklajeni (7). Podatki
o obcutljivosti za kolistin v EU v letu 2016
pri invazivnih izolatih E. coli so le sporadic-
no porocani in jih zato niso vkljucili v poro-
cilo. Priinvazivnih izolatih K. pneumoniae so
na voljo podatki o obcutljivosti za kolistin
za 27,6 % vseh izolatov, med njimi jih je bilo
8,5 % odpornih, vendar ti podatki niso re-
prezentativni za celotno EU, stopnja odpor-
nosti je verjetno precenjena. Pri invazivnih
izolatih P. aeruginosa so na voljo podatki za
51,3 % vseh izolatov, odpornost proti koli-
stinu je bila redka, manj kot 1 %. Podobno
so bili pri invazivnih izolatih Acinetobacter
spp. na voljo podatki o obcutljivosti za koli-
stin za 51,3 % vseh izolatov, med njimi jih je
bilo 4,0 % odpornih (7).

Podatki o obcutljivosti za kolistin so bolj
sistematicno oz. rutinsko zbrani predvsem
za VOB subpopulacije. V sklopu evropske
Studije EUSCAPE so ugotovili, da je odpor-
nost proti kolistinu med izolati K. pneumo-
niae, ki izloca karbapenemaze, precejsnja
- evropsko povpredje je znasalo 28,3 %, v so-
sednji Italiji je znasala kar 40,1 %, najvisja pa
je bila v Romuniji s 70,5 %. Izolatov E. coli, ki
izloca karbapenemaze, je bilo malo, zato je
delez odpornosti proti kolistinu manj po-
veden, znasal pa je 5,3 % (14). Med humani-
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mi VOB GNB je odpornost proti kolistinu
vecinoma posledica kromosomskih muta-
cij. Prevalenca tovrstnih izolatov je v evrop-
skih drzavah razlicna, vendar v sploSnem
opazajo porascanje (1). V nekaterih drzavah
porocajo o Sirjenju in bolnisni¢nih izbruhih
proti kolistinu odpornih VOB GNB. Tako o
bolni$ni¢nih izbruhih, povzrocenih s K. pne-
umoniae - CRE (vecinoma tudi s karbape-
nemazo) s kromosomsko kodirano odpor-
nostjo proti kolistinu, porocajo iz sosednje
Italije (15). V Gr¢iji so leta 2004 opazali 3,5 %
odpornost proti kolistinu med K. pneumoni-
ae, ki so izlocale karbapenemaze, leta 2010
pa kar 20,8 % (16). S premestitvami bolnikov
iz tujine lahko pride do vnosa uspesnih bol-
nisni¢nih VOB GNB tudi druge bolnisnice.

Odpornost proti kolistinu predstavlja
pomemben porajajoc javnozdravstveni pro-
blem, zato je v ECDC letu 2017 zacel s pripra-
vo na Studijo, v sklopu katere se bo struktu-
rirano spremljalo odpornost proti kolistinu
pri CRE v Evropski uniji (17).

Odpornost med zivalskimi izolati
Kolistin se v veterinarski medicini Siro-
ko uporablja, vendar za zdaj ostaja stopnja
odpornosti pri E.coli in Salmonella spp.,
osamljeni pri zdravih Zivalih v sklopu sis-
tematicnega monitoringa, pod 1,0 %. Mo-
nitoring obsega fenotipsko testiranje in
sistemati¢nih podatkov o prevalenci mcr
genov v EU Se ni na voljo (10, 18, 19).

Dejavniki tveganja za razvoj
odpornosti proti kolistinu
Uporaba kolistina je znan neodvisni de-
javnik tveganja za pojav odpornosti pro-
ti kolistinu (1, 20). V preteklosti so Studije
pokazale, da se je povecal delez proti ko-
listinu odpornih K. pneumoniae - ESBL pri
bolnikih, ki so dobivali kolistin zaradi se-
lektivne dekontaminacije Crevesa (27). Iz-
kazalo se je, da je neprimerno zdravljenje
s kolistinom - uporaba prenizkih odmer-
kov ali v dolgotrajni monoterapiji - pri-
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speva k selekciji proti kolistinu odpornih
izolatov (22).

Socasno moramo upostevati tudi se-
lekcijski pritisk zaradi uporabe kolistina v
veterinarski medicini in predvsem pri pri-
delavi hrane ter moznost prenosa proti ko-
listinu odpornih sevov iz zivinoreje in pri-
delovalne industrije (10, 23).

Plazmidno kodirana

odpornost proti kolistinu

Leta 2015 so iz Kitajske prvic porocali o se-
vih s plazmidno posredovano odpornostjo
proti kolistinu (gen mcr-1), do danes pa so
o mcr pozitivnih humanih in zivalskih se-
vih porocali Ze z vseh kontinentov, v nasi
okolici pa iz Italije, Avstrije in MadzZarske
(1-8,24).

Kljub temu, daje bil gen mcr prvi¢ odkrit
leta 2015, se je izkazalo, da ne gre za nov po-
jav. Z retrogradnim pregledom arhivskih
zbirk na Kitajskem so ugotovili prisotnost
gena mcr-1 pri izolatih E. coli rejnih zivali Ze
iz 80-ih let prejSnjega stoletja med zivalski-
mi izolati (25). Stevilne $tudije so prav tako
pokazale prisotnost plazmidno kodirane
odpornosti proti kolistinu, tako med trenu-
tnimi in arhivskimi izolati rejnih zivali kot
tudi med humanimi izolati v Stevilnih dru-
gih drzavah po vsem svetu. Dokazan je bil v
vrstah E. coli, K. pneumoniae, Shigella, Salmo-
nella in Enterobacter spp. (1). Zaradi mnozic-
ne rabe kolistina v veterini ter posledicno
selekcijskega pritiska se je pojavila hipote-
za, da predstavljajo izvor sevov z geni mcr-1
zivali predvsem prasici in govedo. Na to na-
kazujejo Stevilne mcr-1 pozitivne entero-
bakterije zivalskega izvora (23).

Glede na trenutno dostopne podatke v
prevalenci enterobakterij s plazmidno za-
pisano odpornostjo proti kolistinu obstaja-
jo precejsnje razlike, vendar porocilo ECDC
kaze celokupno nizko prevalenco odpor-
nosti (pod 1,5 %) med izolati E. coli in Sal-
monella sp. (veCinoma pri S. enteritidis) (19).
Ceprav je gen mcr-1 prisoten v okolju Ze ne-



kaj desetletij, se odpornosti proti kolistinu
intezivneje posveCamo zadnja leta, saj ko-
listin ponovno postaja zanimiv antibiotik
za zdravljenje okuzb, ki jih povzrocajo VOB
GNB. Zaskrbljujoca je zlasti mozZnost pre-
nosa plazmida z zapisom za MCR-1 na VOB
GNB. Socasna prisotnost gena mcr-7 v sevu
VOB zaenkrat predstavlja sporadicen pojav,
o katerem so Ze porocali predvsem iz ZDA,
vendar obstaja kot realna moznost pred-
vsem v drzavah z visoko prevalenco VOB
GNB, kjer je potreba po zdravljenju s koli-
stinom velika (1, 15, 26, 26-28).

Odpornost proti kolistinu

v Sloveniji

Zaradi omejene uporabe v humani medi-
cini imamo omejene podatke o pojavno-
sti proti kolistinu odpornih izolatov v Slo-
veniji, saj oblutljivosti bakterij za kolistin
rutinsko ne opredeljujemo, razen v pri-
meru osamitve doloCenih veckratno od-
pornih bakterij (CRE, CRADb, CRPs) in pri
bolnikih s cisti¢no fibrozo, oziroma se te-
stirajo tekom $tudjij. Preliminarni podatki
nase raziskovalne skupine kazejo, da od-
pornost proti kolistinu med izolati E. coli
leta 2017 znasa 1,4 %, visja pa je med izo-
lati K. pneumoniae, kjer znasa 6,8 % (29). Pri
VOB GNB je znasala v letu 2015 skupna od-
pornost proti kolistinu 4,7 %, pri E. coli CRE
nismo nasli proti kolistinu odpornih izo-
latov, vi$ja pa je bila pri K. pneumoniae CRE
8,8 %; pri P. aeruginosa CRPs je znasala 6,1
%, pri A. baumannii CRAb pa je 2,4 %. Ste-
vilo izolatov VOB GNB je bilo relativno
majhno, prevalenca odpornosti proti koli-
stinu med VOB GNB pa je odvisna od tre-
nutno krozecih klonov in morebitnih bol-
nisni¢nih izbruhov (30).

Kako upocasnimo Sirjenje
odpornosti proti kolistinu?
Za preprecevanje Sirjenja je klju¢nega po-
mena spremljanje dinamike prevalence
odpornosti proti kolistinu, tako pri GNB
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nasploh kot tudi pri VOB GNB, ter nadzo-
rovana in premisljena uporaba v humani
in veterinarski mediciniin pri proizvodnji
hrane, torej pristop t. i. »Eno zdravje«.

Med kljuénimi ukrepi za upocasnitev
Sirjenja odpornosti proti kolistinu navajajo
njegovo nadzorovano uporabo v bolnisni-
cah,vendar se v humani medicini uporablja
predvsem za zdravljenje okuzb z VOB GNB
ter pri bolnikih s cisti¢no fibrozo. Ceprav je
v slovenskih bolniSnicah poraba kolistina v
porastuy, se uporablja predvsem pri subpo-
pulacijah bolnikov, torej pri okuzbah z VOB
GNB, in pri bolnikih s cisti¢no fibrozo (8).

Bistveno bolj problematicen je lahko
problem Sirjenja proti kolistinu odpornih
VOB GNB v bolni$nicah. Zaenkrat ni jasnih
priporocil, kako postopati v primeru, ko pri
bolniku naklju¢no ugotovimo, da je okuzen
ali koloniziran z izolatom, ki je obcutljiv za
druge skupine antibiotikov in hkrati od-
poren proti kolistinu, e je le-ta posledi-
ca prisotnosti gena mcr (31). V slovenskih
bolnisnicah so priporocila glede ukrepov
v sklopu bolnisni¢ne higiene pri bolnikih,
ki so okuzeni ali kolonizirani z VOB-GNB,
opredeljena (32). V kolikor odkrijemo, da je
izolat CRE, CRAb ali CRPs odporen tudi pro-
ti kolistinu, je potrebno dosledno uposte-
vanje ukrepov s sklopu bolni$ni¢ne higie-
ne ter posvet s kliniénim mikrobiologom
ali infektologom, Se posebej v primeruy, ce
je posledica prisotnosti gena mcr. V nekate-
rih drzavah porocajo o Sirjenju in izbruhih
proti kolistinu odpornih VOB GNB, s pre-
mestitvami bolnikov iz tujine pa lahko pri-
de do vnosa taksnih uspesnih bolnisni¢nih
izolatov tudi v nase bolniSnice (1, 28).

Med ukrepi na nivoju veterinarske me-
dicineinzlasti pridelave hrane se najbolj iz-
postavlja nadzorovana raba kolistina. V EU
je uporaba antibiotikov kot rastnih promo-
torjev prepovedana ze vec kot 10 let (v Slo-
veniji pa Se veliko dlje), Se vedno pa je dovo-
ljena v vedini drugih drZzav po vsem svetu.
Predpisovanje antibiotikov Zivalim mora
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biti omejeno na zdravljenje resnih prime-
rov, predvsem Zivali s klini¢nimi znaki bo-
lezni, ne pa kot profilakti¢no zdravljenje (10,
18). Priporoca se tudi uporaba drugih pristo-
pov za zmanj$ano potrebo po zdravljenju z
antibiotiki, predvsem preprecevanje bolez-
ni s cepljenjem, in izboljSanjem pogojev za
rejo zivali. Omenja se tudi bolj sistematicen
nadzor nad pojavljanjem odpornosti pro-
ti kolistinu ter moznost spremljanja pojav-
nosti genov merv cloveskih in zivalskih izo-
latih (10, 18).

ZAKLJUCEK

Pojav odpornosti bakterij proti kolistinu
je postala porajajoc javnozdravstveni pro-
blem. Podatki o odpornosti bakterij pro-
ti kolistinu so ve¢inoma omejeni na po-
datke o odpornosti pri VOB GNB. Potreba
po sistemati¢nem spremljanju odpornosti
proti kolistinu je prisla v ospredje zlasti z
odkritjem plazmidno posredovane odpor-
nosti proti kolistinu, saj odpornost pro-
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Pomen mikrobiologije v transfuzijski medicini

Role of Microbiology in Transfusion Medicine

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: varnost transfuzije, s transfuzijo prenosljive okuzbe, presejalno testiranje,
porajajoCe se nalezljive bolezni

Zagotavljanje varne preskrbe s krvjo je glavna naloga transfuzijske medicine. Kljub temu
da je tveganje za prenos okuzb s krvjo danes izjemno majhno, se moramo zavedati,
da popolno varnost krvi kot zdravila ogroza morebitna vsebnost znanih ali neznanih
patogenov. Obstojece tveganje zmanjsujemo z nenehnim izboljSevanjem in uvajanjem
postopkov za ucinkovit izbor dajalcev, za presejalno testiranje in patogensko inaktiva-
cijo. Za uspesSen nadzor in obvladovanje s transfuzijo prenosljivih okuzb je potrebno
spremljanje epidemioloskih razmer, geografskega Sirjenja patogenov in pojavljanja no-
vih oblik prenosov okuzb. Pomembno je okrepiti zaznavanje in porocanje o okuzbah,
prenesenih s transfuzijo, v nacionalnem sistemu hemovigilance.

ABSTRACT

KEY WORDS: blood safety, transfusion transmitted infections, blood screening, emerging in-
fections

Ensuring blood supply safety is the main objective of transfusion medicine. Although
nowadays the risk of transfusion-transmitted infections is extremely low, we must be
aware that the complete safety of blood as a medicinal product is threatened by possi-
ble presence of known or unknown pathogens. We are reducing the existing risk with
continuous improvement and introduction of procedures for efficient donor selection,
screening tests and pathogen inactivation. Successful monitoring and management of
transfusion transmitted infections entails ongoing surveillance of epidemiological cir-
cumstances, geographical spread of pathogens and new ways of transmitting infecti-
ons. It is important to enhance transfusion transmitted infection detection and repor-
ting in the national hemovigilance system.

! Urska Rahne Potokar, dr. med., Zavod RS za transfuzijsko medicino, Slajmerjeva ulica 6, 1000 Ljubljana;
urska.rahne@ztm.si

2 Snezna Leviénik Stezinar, dr. med., Zavod RS za transfuzijsko medicino, Slajmerjeva ulica 6, 1000 Ljubljana;
snezna.levicnik@ztm.si
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UuvoD

Zagotavljanje varne preskrbe s krvjo je
glavna naloga transfuzijske medicine. Var-
na transfuzija pomeni, da pri prejemniku
ne povzroci nezelenih reakeij oz. posledic.
Na podrodju varnosti krvi in krvnih kom-
ponent je bil v zadnjih desetletjih dosezen
velik napredek. Danes je transfuzija krvi
in krvnih komponent bolj varna kot kadar-
koli v preteklosti. Podrocje varnosti, ki je
bilo vedno v ospredju, je moznost prenosa
povzrociteljev bolezni s transfuzijo. Uve-
deni so Stevilni ukrepi na podrodju izbire
varnih krvodajalcev in presejalnega testi-
ranja odvzete krvi. Kljub visoki stopnji var-
nosti za nekatere povzrocitelje bolezni, kot
so virus hepatitisa B (HBV), virus hepatiti-
sa C (HCV) in virus ¢loveske imunske po-
manjkljivosti (HIV), pa nicelnega tveganja
ne bomo nikoli dosegli. Nove porajajoce se
nalezljive bolezni so nenehna groznja, ki
terja vedno nove ukrepe na podrocju zago-
tavljanja varne transfuzije (1, 2).

Zaradi zagotavljanja zadostne, pravo-
Casne in varne preskrbe s krvjo in krvni-
mi komponentami morajo biti ukrepi izbi-
re krvodajalcev in uvedba novih presejalnih

testov uravnoteZeni, da zaradi prestrogih
izkljucitvenih kriterijev ne izgubimo po-
tencialnih dajalcev. Ob vse vedji varnosti
krvnih komponent za izbrane povzrocite-
lje bolezni pa v ospredje stopajo tudi dru-
gi povzrocitelji, kot so po Gramu pozitivne
in po Gramu negativne bakterije in paraziti.
Postopek inaktivacije patogenov v krv-
nih komponentah je novejsi pristop, ki do-
polnjuje obstojece ukrepe za preprecevanje
prenosa okuzbe s transfuzijo. S postop-
ki inaktivacije lahko zmanjsamo preosta-
lo tveganje za prenos okuzbe z znanimi pa-
togeni in u¢inkovito preprecujemo prenose
povzrociteljev bolezni, Se preden so na vo-
ljo drugi ukrepi oz. Se preden je povzrocitelj
bolezni prepoznan (3, 2). Podrogje zaznava-
njain poro¢anja o prenosuali sumu prenosa
okuzbe s transfuzijo pokriva hemovigilan-
ca.Sistem hemovigilance na mednarodnem
in nacionalnem nivoju je pomemben pri
odkrivanju novih tveganj za prenos okuzb.
Za zagotavljanje varne transfuzije pa mora
transfuzijska sluzba imeti tudi vzpostav-
ljen sistem zagotavljanja kakovosti in nad-
zirati vse korake v transfuzijski verigi, od
krvodajalca do pacienta (slika 1).

indikacije
za transfuzijo

shranjevanje krvnih
komponent, inaktivacija
patogenov

presejalno testiranje

predelava krvnih komponent po nacelih
dobrih praks, kontrola kakovosti

izbor varnih krvodajalcev

Slika 1: Ukrepi za zmanj$evanje tveganja za prenos okuzbe s transfuzijo.
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PRESEJALNO TESTIRANJE
KRVODAJALCEV

V Sloveniji smo uvajali presejalno testira-
nje na posamezne povzrocitelje, usklajeno
z odkritjem povzrociteljev, dostopnostjo

presejalnih testovin v skladu s Siroko spre-
jetimistrokovnimismernicami, t.j. po pri-
porocilihinalgoritmih, sprejetih na nacio-
nalnihin mednarodnih ravneh strokovnih
zdruzenj in zakonodajalcev (slika 2) (3-5).

Zaznavanje Anti-HIV

Lues okuzb

HBsAg

Anti-HCV ~ HCV RNA HBV DNA,

WNV RNA
HIV RNA

Slika 2: Uvedba posameznih presejalnih testov pri testiranju krvodajalcev v Sloveniji. HBsAg —
povrsinski antigen virusa hepatitisa B; anti-HCV - protitelesa proti virusu hepatitisa C; anti-HIV
— protitelesa proti virusu ¢loveske imunske pomanjkljivosti; HCV-RNA — virusna RNA virusa
hepatitisa C; HBV-DNA — virusna DNA virusa hepatitisa B; HIV-RNA — virusna RNA virusa
Cloveske imunske pomanijkljivosti; WNV-RNA — virusna RNA virusa Zahodnega Nila.

Presejalno testiranje v transfuzijski
medicini ima svoja pravila, ki so natanc¢no
predpisana in dobro opredeljena (3). Izbra-
ni reagenti, s katerimi opravljamo prese-
jalno testiranje, morajo biti visoko obcu-
tljivi in specifi¢ni. Proizvedeni morajo biti
po zahtevah seznama A evropske direkti-
ve o diagnosti¢nih pripomockih (6). Testi-
ranje izvajamo po navodilih proizvajalca
in predhodni validaciji reagentov kot po-
stopkov na samem mestu izvedbe. Vsa leta
smo sledili razvoju in uvajali najsodobnej-
Se metode testiranja in uporabljali najob-
Cutljivejse reagente. Presejalno testiranje
na povrsinski antigen virusa hepatitisa B
(HBsAg), protitelesa proti virusu hepatitisa
C (anti-HCV), protitelesa proti virusu HIVin
antigen p24 (anti-HIV + p24Ag) in protitele-
sa proti Treponema pallidum (anti-TP) izvaja-
mo s kemiluminiscencno imunsko meto-
do (angl. CLIA-chemiluminiscent imunoassay).

Leta 2000 smo za zagotavljanje Se vec-
je varnosti uvedli neposredno ugotavljan-
je virusne RNA virusa hepatitisa C (HCV) z
metodo pomnoZzevanja nukleinskih kislin
(angl. nucleic acid amplification testing, NAT).

Vletu 2007 smo tovrstno presejalno testira-
nje raz$irili na zaznavanje Se dveh virusov,
HIVin virusa hepatitisa B.

Metoda presejalnega testiranja s teh-
nikami pomnoZevanja nukleinskih kislin
(NAT) je bila ob uvedbi leta 2000 verizna re-
akcija s polimerazo (angl. polymerase chain re-
action, PCR) za dolocanje HCV-RNA. Testira-
li smo zlitje (angl. pool) vzorcev plazme 48,
kasneje 24 krvodajalcev. Leta 2007 smo pre-
sejanje razsirili na dva dodatna virusa, HIV
in HBV. Priceli smo z neposrednim socasnim
dolo¢anjem nukleinskih kislin virusov HIV,
HBVin HCVv posameznih vzorcih krvi krvo-
dajalcev z metodo TMA (angl. transcription
mediated amplification; pomnoZevanje, po-
sredovano s prepisovanjem RNA)..

S skrbno izvedenim presejalnim testi-
ranjem smo v zadnjih desetletjih prakticno
onemogocili prenos s transfuzijo prenoslji-
vih okuzb predvsem hepatitisa B, hepatitisa
Cin HIV. V zadnjih dveh desetletjih zazna-
vamo trend zmanjSevanja okuzb med krvo-
dajalci (tabela1) (7).
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Tabela 1: Pogostnost zaznavanja pozitivnih enot krvi oznacevalcev okuzb v letih 2008-2017.

Oznacevalec Celokupno Povprec¢no Delez (%) Prevalenca Pogostost na
okuzbe Stevilo Stevilo pojavnosti 10¢testiranih
pozitivnih pozitivnih med enot krvi
enot/leto odvzetimi
enotami
HBsAg 83 83 0,009 1:11132 90
anti-HCV 26 2,6 0,003 1:35541 28
HIV Combo 12 12 0,0001 1:77.007 13
anti-TP 82 82 0,009 1:11.269 89
samo NAT POZ
HBV DNA 38 3,8 0,004 1:24.318 41
HCV RNA 1 01 0,0001 1:924.087 1
HIV RNA 0 0 0 0 0

Celokupno $tevilo testiranih enot krvi: 924.087 (povpre¢no 92.400 odvzetih enot krvi pri 65.000 osebah)

PRENOS CMV S KRVNIMI
KOMPONENTAMI

Citomegalovirus (CMV) se lahko prenasa s
transfuzijo krvnih komponent. Virus se v
latentni fazi v periferni krvi nahaja pred-
vsem v monocitih. Preprecevanje prenosa
CMV s transfuzijo je pomembno pri bol-
nikih, katerih dojemljivost za okuzbo je
velja, oz. je verjetnost za tezji potek vec-
ja. Najpomembnejsi pristopi k preprece-
vanju so serolo$ko testiranje krvodajalcev
na prisotnost protiteles proti CMV (anti-
-CMV), odstranjevanje levkocitov v krv-
nih komponentah in inaktiviranje pato-
genov. Za bolnike s povecanim tveganjem
izdajamo CMV seronegativne krvne kom-
ponente. Serolosko testiranje specifi¢nih
protiteles IgM in IgG anti-CMV se pravi-
lomaizvede ob narocilu krvne komponen-
te (14).

PORAJAJOCE SE OKUZBE IN
TRANSFUZIJSKA MEDICINA
Dejavniki tveganja za prenos porajajoce se
okuzbe s transfuzijo so prisotnost patoge-
na v krvi krvodajalca v asimptomatskem
obdobju okuzbe, prenosljivost patogena
po parenteralni poti in povzrocanje simp-
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tomatske oblike okuzbe pri nekaterih ali
vseh prejemnikih (8). Pri oceni tveganja za
prenos okuzbe s transfuzijo moramo oce-
niti pogostost prenosa okuzbe na preje-
mnika, oceniti velikost in §irjenje izbruha
porajajoce se okuzbe v populaciji, tezo obo-
lenja, ki ga povzroca, moznost zdravljenja
okuzbe ter javnozdravstveni pomen.

Med porajajoce se patogene, ki se lah-
ko prenasajo s transfuzijo, spadajo arbovi-
rusne okuzbe (angl. arthropod-borne), ki jih
prenasajo kroni¢no okuzeni komarji: virus
Zahodnega Nila (angl. West Nile Virus, WNV),
virus Denge (DENV), virus Chikungunya
(CHIKV) in virus Zika (9).

Dokazane so tudi potransfuzijske okuz-
be, ki jih prenasajo klopi. V ZdruZenih dr-
zavah Amerike ugotavljajo porast okuzb z
babezijami (predvsem Babesia microti) in po-
veCanje Stevila primerov potransfuzijske
babezioze. Med slovenskimi bolniki s huma-
no granulocitno anaplazmozo, ki je s klopi
prenosljiva bolezen in jo povzroca Anaplasma
phagocitophylum, je opisana tudi bolnica, pri
kateri je bil dokazan prenos okuzbe s trans-
fuzijo eritrocitov (15, 16).

Preprecevanje prenosa malarije v neen-
demicnih drzavah temelji na odklonu krvo-



Urska Rahne Potokar, Snezna Levicnik Stezinar | Pomen mikrobiologije v transfuzijski medicini 1

dajalcev, ki so potovali ali bivali na endemic-
nem podrocju. Vneendemicnih drzavah, kjer
bi odklon potnikov ali priseljencev povzrocil
preveliko izgubo krvodajalcev, izvajajo tudi
seroloske teste na malarijo.

VIRUS ZAHODNEGA NILA IN
ZAGOTAVLJANJE VARNOSTI
KRVIV SLOVENIJI
Tveganje za prenos virusa Zahodnega Nila
(WNV) iz okuzenega krvodajalca na preje-
mnika transfuzije je vobdobju viremije, ki
vvedini primerov poteka brez simptomov.
Viremija se pojavi en do tri dni po okuzbi
in lahko traja 11 dni. Okuzen krvodajalec
lahko daruje kri pred pojavom simptomov
ali pa okuzba ostane asimptomatska.
Ukrepi za preprecevanje prenosa WNV's
transfuzijo so:
spremljanje globalnega in regionalnega
Sirjenja WNV in aktivno obveSc¢anje vseh
deleznikov v procesu zbiranja krvi;
odklanjanje krvodajalcev po 24-urnem
bivanju na prizadetem obmodju z WNV
za 28 dni po vrnitvi, v skladu z dnevnimi
in tedenskimi podatki o prizadetih ob-
mogdjih. Prizadeto obmodje (angl. affected
area) je po definiciji Evropskega centra
za preprecevanje in obvladovanje bolez-
ni (ECDC) obmocje, kjer so potrjene av-
tohtone okuzbe z WNV pri ljudeh;
odklanjanje krvodajalcev, ki bi v zadnjih
14 dneh imeli simptome in znake obole-
nja podobnega gripi;
vzpodbujanje krvodajalcev o naknadnem
sporocanju transfuzijski sluzbi, Ce bi pre-
bolevali obolenje, podobno gripi, vobdob-
ju1s dni po darovanju krvi;
presejalno testiranje odvzetih enot krvi
na WNV RNA s tehniko NAT,
postopki inaktivacije patogenov v krv-
nih komponentah.

Na podlagi epidemioloskih podatkov
Sirjenja WNVv drzavah Evropske unije (EU),

sosednjih drzav EU in prijavljenih treh pri-
merov nevroinvazivne okuzbe pri ljudeh v
treh statisti¢nih regijah Republike Sloveni-
je (osrednjeslovenska, savinjska in pomur-
ska regija) smo v skladu z Nacrtom prip-
ravljenosti na pojav WNV v Sloveniji 20.
septembra 2018 uvedli presejalno testiranje
krvodajalcev na WNV (17-13). Odklanjanje
krvodajalcev s prizadetih obmocij bi ogro-
zilo zadostno in pravocasno oskrbo sloven-
skih bolnikov s krvjo.

Testiranje se izvaja s tehniko pomnoze-
vanja virusne nukleinske kisline (NAT) na
posameznem odvzemu krvi, ker zaradi niz-
ke viremije testiranje v zlitju ni zadostno
obcutljivo (9). Testiranje krvodajalcev na
WNV RNA izvajajo tudi v prizadetih regijah
sosednjih drzav Italije, Hrvaske in Avstrije.

Presejalno testiranje na WNV se izva-
ja v sezoni aktivnosti komarjev, to je v ob-
dobju od maja do novembra. Testiranje se
uvede po potrebi oz. Ce se zazna pojav kro-
Zenja virusa v prizadeti regiji oz. na podro-
dju celotne drzave. Sprozilni dejavniki za
uvedbo testiranja krvodajalcev v doloceni
regiji so prijavljena okuzba z WNV pri ¢lo-
veku, dokaz krozenja virusa pri zivalih (pti-
cah, konjih), ugotovljena pri veterinarskem
nadzoru ali dokaz okuZenosti komarjev pri
sistemati¢nem entomoloskem nadzoru.

HEPATITIS E

V razvitih evropskih drzavah je razsirjen
virus hepatitisa E (HEV) genotipa 3 in 4,
ki je zoonoza. HEV okuzbe z genotipi 1 in
2 so povezane s slabimi higienskimi raz-
merami v nerazvitih drzavah Azije, Afri-
ke in centralne Amerike. Glavni rezervoar
okuzbe s HEV genotipoma 3 in 4 so prasi-
¢i, najdejo pa ga tudi pri nekaterih divjih
zivalih (divjih prasi¢ih, srnjadi). Clovek
se lahko okuzi z zauZzitjem nezadostno to-
plotno obdelanega mesa in mesnih izdel-
kov, opisane pa so tudi okuzbe z zauzitjem
kontaminiranih $koljk. Redek, a mozen je
tudi prenos s transfuzijo krvnih kompo-
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nent. Dobro so dokumentirani posame-
zni primeri potransfuzijskega hepatitisa
E v Franciji, Nem¢iji, Spaniji in Veliki Bri-
taniji (17).

Seroprevalenca okuzbe s HEV v Evropi
se razlikuje med drZzavami in tudi med po-
sameznimi regijami znotraj drzav. Povprec-
na prevalenca v Nemdiji in Franciji je ok-
rog 20 %, v visoko endemicnih regijah juzne
Francije pa je serolosko pozitivnih preko 86
% krvodajalcev. Stevilne evropske dr¥ave so
na podlagi podatkov seroprevalence in in-
cidence HEV RNA uvedle presejalno testi-
ranje krvodajalcev z metodo NAT na HEV
RNA. Incidenca HEVRNA pozitivnih odvze-
mov krvi je v Franciji 1 : 2.218, Nem(ciji 1 :
1.241, Nizozemskem 1 : 726, Veliki Britaniji
1:1.340-5.000 (17).

Potek okuzbe s HEV genotipom 3in 4 je
veCinoma asimptomatski, redkeje v obli-
ki akutnega hepatitisa, pri bolnikih z osla-
bljenim imunskim sistemom pa lahko vodi
v kronicno obliko hepatitisa. Prejemniki
transfuzije so pogosto osebe z naravno ali
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z zdravili povzrocenim zmanjsanim imun-
skim odzivom, kot so npr. bolniki pa presa-
ditvi krvotvornih mati¢nih celic, po presa-
ditvi organov ali onkoloski bolniki.
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IZHODISCA. Akutno nezapleteno vnetje se¢nega mehurja, ki se pojavlja pri zenskah,
starih od 18 do 65 let, brez dejavnikov za tezji potek okuzbe, je pogost razlog za pred-
pisovanje antibiotikov v druzinski medicini. Okuzbo zdravimo praviloma izkustveno, za
kar so potrebni nacionalni podatki o obcutljivosti povzrociteljev. METODE. V prispevku
obravnhavamo rezultate dela raziskave, v kateri smo v ¢asu od 15. 9. 2017 do 31. 8. 2018
obravnavali 61 bolnic s sumom na akutni nezapleteni cistitis iz Stirih regij Slovenije. Pri
vseh bolnicah smo pregledali izpolnjene vprasalnike, ki so vkljucevali podatke o zdra-
vljenju in opravili mikrobiolosko preiskavo vzorca srednjega curka urina po standar-
dnem postopku. REZULTATI. Rezultat mikrobioloske preiskave urina je bil pozitiven pri
45 bolnicah (73,8 %). Obcutljivost najpogosteje ugotovljene bakterije Escherichia coli je
bila dobra: delez za trimetoprim s sulfametoksazolom obcutljivih sevov je bil 88,6 %,
za nitrofurantoin in fosfomicin pa 100 %. Bolnice so bile najpogosteje zdravljene s tri-
metoprimom s sulfametoksazolom. ZAKLJUCKI. Obravnavani rezultati kazejo na dobro
obcutljivost povzrociteljev akutnega nezapletenega cistitisa v Sloveniji. Zaradi nizkega
Stevila vklju€enih bolnic avtorji z raziskavo nadaljujejo. Rezultati bodo klini¢nim zdrav-
nikom v pomoc¢ pri pripravi priporoCil in pri zdravljenju okuzb. Avtorji ocenjujejo, da
raziskava pomembno prispeva k racionalni rabi antibiotikov v Sloveniji.

1 Helena Ribi¢, dr. med., spec. klin. mikrobiol., Oddelek za medicinsko mikrobiologijo Kranj,
Nacionalni laboratorij za zdravje okolje in hrano, Gosposvetska ulica 12, 4000 Kranj; helena.ribic@nlzoh.si

2 Dr. Urska Dermota, univ. dipl. mikrobiol., Oddelek za medicinsko mikrobiologijo Kranj,
Nacionalni laboratorij za zdravje okolje in hrano, Gosposvetska ulica 12, 4000 Kranj

®  Mag. Iztok Strumbelj, dr. med., spec. klin. mikrobiol., Oddelek za medicinsko mikrobiologijo Murska Sobota,
Nacionalni laboratorij za zdravje okolje in hrano, Ulica arhitekta Novaka 2b, 9000 Murska Sobota

4 Doc. dr. Irena Grmek Kosnik, dr. med., spec. klin. mikrobiol., Oddelek za medicinsko mikrobiologijo Kranj,
Nacionalni laboratorij za zdravje okolje in hrano, Gosposvetska ulica 12, 4000 Kranj

5 Ingrid Berce, dr. vet. med., spec. med. mikrobiol., Oddelek za medicinsko mikrobiologijo Nova Gorica,
Nacionalni laboratorij za zdravje okolje in hrano, Vipavska cesta 13, 5000 Nova Gorica

¢ Tatjana Harlander, dr. med., spec. klin. mikrobiol., Oddelek za medicinsko mikrobiologijo Novo mesto,
Nacionalni laboratorij za zdravje okolje in hrano, Med vrti 5, 8000 Novo mesto

7 Ljudmila Sarjanovi¢, dr. med., spec. mikrobiol. s parazitologijo, Oddelek za medicinsko mikrobiologijo
Nova Gorica, Nacionalni laboratorij za zdravje okolje in hrano, Vipavska cesta 13, 5000 Nova Gorica

8 Marica Lugovski, dr. med., spec. klin. mikrobiol., Oddelek za medicinsko mikrobiologijo Celje,
Nacionalni laboratorij za zdravje okolje in hrano, Gregor¢iceva ulica 5, 3000 Celje

° Mag. Tjasa Zohar Cretnik, dr. med., spec. klin. mikrobiol., Oddelek za medicinsko mikrobiologijo Celje,
Nacionalni laboratorij za zdravje okolje in hrano, Gregor¢iceva ulica 5, 3000 Celje

95



1 Banicevi dnevi 2018

ABSTRACT

KEY WORDS: acute uncomplicated cystitis, antibiotic, sensitivity, Escherichia coli, trimethop-
rim/sulfamethoxazole

BACKGROUND. An acute uncomplicated infection of the urinary bladder in women
between the ages of 18 and 65 years without risk factors for a complicated infection is
a frequent reason for prescribing antimicrobials in primary care practice. The infecti-
on is usually treated empirically which requires national data on pathogen suscep-
tibility. METHODS. This paper presents results from a part of a research conducted
between 15 September 2017 and 31 August 2018, which included 61 female patients
with suspected acute uncomplicated cystitis from four regions of Slovenia. For all pa-
tients filled-in questionnaires containing treatment data were examined and a micro-
biological investigation of the voided urine sample was performed following standard
procedure. RESULTS. The result of the microbiological investigation was positive in
45 patients (73.8%). Susceptibility of the most frequently isolated bacteria Escherichia
coli to antimicrobials was high: susceptibility to trimethoprim/sulfamethoxazole was
88.6 %, and to nitrofurantoin and fosfomycin it was 100%. The most frequently prescri-
bed treatment for patients was trimethoprim/sulfamethoxazole. CONCLUSIONS.
The examined results indicate high rates of susceptibility of pathogens causing acute
uncomplicated cystitis in Slovenia. Due to the low number of included patients the
authors are continuing their research. The results will support clinicians in drawing up
recommendations and in treating infections. The authors conclude this research is an

important contribution to the rational use of antibiotics in Slovenia.

IZHODISCA

Akutno nezapleteno vnetje secnega mehur-
ja (akutni nezapleteni cistitis, ANC) je po-
gost razlog za predpisovanje antibiotikov v
druzinski medicini. Gre za okuzbo pri Zen-
skah, starih od 18 do 65 let, ki nimajo dejav-
nikov tveganja za tezji potek oz. zapleteno
okuzbo, kot so anatomske ali funkcionalne
nepravilnosti secil, nose¢nost, kroni¢ne bo-
lezni (npr. sladkorna bolezen) ali zdravlje-
nje, ki vpliva na obrambno sposobnost or-
ganizma, predhoden poseg v secila, urinski
kateter, ponavljajoce okuzbe idr. Glede na
strokovne smernice ANC zdravimo izku-
stveno, v Sloveniji sta priporoceni zdravili
nitrofurantoin in fosfomicin (7). Po priporo-
¢ilih iz leta 2013 in po ameri$kih priporo-
¢ilih se lahko uporablja tudi trimetoprim s
sulfametoksazolom (angl. trimethoprim/sul-
famethoxazole, TMP/SMX) pod pogojem, da
je deleZ odpornih sevov manjsi od 20 % (2, 3).
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Da lahko pripravimo smernice za zdrav-
ljenje ANC, je treba ugotoviti povzrocite-
lje in njihovo obcutljivost za antibiotike. Ker
mikrobioloska diagnostika pri nezaplete-
nih okuzbah ni indicirana, podatkov o ANC
v Sloveniji nimamo (4). Potrebne so usmerje-
ne raziskave, ki so bile v Stevilnih drZavah Ze
izvedene, v Sloveniji pa po nasem vedenju Se
ne (5-8). Rezultati raziskav v tujini kazejo na
velike razlike med drzavami, zato je raziskavo
treba izvesti v vsaki drzavi posebej in smerni-
ce za zdravljenje prilagoditi rezultatom.

V Centru za medicinsko mikrobiologijo
Nacionalnega laboratorija za zdravje, oko-
lje in hrano (NLZOH) smo v letu 2016 pri-
pravili protokol raziskave in v septembru
2017 zaceli s pilotno raziskavo »Ugotavlja-
nje povzrociteljev nezapletenih okuzb secil
in obcutljivosti za antibiotike v Sloveniji«.
Vklju€eno je bilo manjse Stevilo zdravnikov



Helena Ribi¢, Uréka Dermota, Iztok Strumbelj, Irena Grmek Kosnik, Ingrid Berce, Tatjana Harlander, Ljudmila Sarjanovi¢, Marica 1
Lugovski, Tjasa Zohar Cretnik | Obcutljivost za antibiotike pri povzrociteljih nezapletenega cistitisa v Sloveniji

iz splo$nih in druzinskih ambulant iz no-
vogoriske in gorenjske regije. V aprilu 2018
smo raziskavo razsirili Se v novomesko re-
gijo in dva meseca kasneje tudi na celjsko
regijo. V priujofem prispevku prikazuje-
mo rezultate preiskav, opravljenih v obdob-
ju od 15. 9. 2017 do 31. 8. 2018. Za raziskavo
smo pridobili pozitivho mnenje Komisi-
je za medicinsko etiko Republike Slovenije
(8t. 0120-455/2016-2, KME 40/09/16).

METODE
V prispevku prikazujemo rezultate mikro-
bioloskih preiskav vzorcev seca bolnic, ki
smo jih v Stirih oddelkih Centra za medi-
cinsko mikrobiologijo NLZOH v Novi Go-
rici, Kranju, Novem mestu in Celju opravi-
li vobdobju od 15.9.2017 do 31. 8. 2018.
Bolnice, stare od 18 do izpolnjenih 65
let, z znaki ANC brez dejavnikov za zaplete-
no okuzbo, so bile ob pregledu v ambulan-
ti druZinske medicine povabljene v raziska-
vo. Sodelovalo je Sest zdravstvenih domov
(ZD) (ZD Nova Gorica, ZD Radovljica, ZD Tr-
Zi¢, ZD Kranj, ZD Trebnje, ZD Celje), Ambu-
lanta splosne medicine Vitalija in Zaseb-
ni zdravstveni zavod RR. Za sodelovanje se
je odlocilo 61 bolnic, ki so podpisale soglas-
je in izpolnile vprasalnik, ki je vseboval de-
mografske podatke, podatke o izkljucitve-
nih kriterijih ter znake in simptome okuzbe.
Zdravnik je vprasalnik dopolnil s podatki o
klinicnem pregledu, predpisanem antibio-
tiku in z rezultati morebitnih biokemijskih
laboratorijskih preiskav seca. Pred zacetkom
zdravljenja z antibiotikom so bolnice odda-
le vzorec srednjega curka seca po metodi ¢is-
tega mokrenja. Vzorce smo v mikrobioloskih
laboratorijih prejeli najkasneje v 24 urah po
odvzemu in jih preiskovali z metodo semi-
kvantitativne urinokulture po standardnem
postopkuy, rezultate smo obravnavali v skla-
du z evropskimi smernicami (9, 10). Obcutlji-
vost za antibiotike smo ugotavljali z metodo
difuzije antibiotika v agarju po smernicah

Evropskega odbora za testiranje protimi-
krobne obcutljivosti (angl. European Commi-
ttee on Antimicrobial Susceptibility Testing, EU-
CAST) (11, 12). Izvide smo takoj po zakljucku
preiskave poslali napotnemu zdravniku.

REZULTATI

V casu od 15. 9. 2017 do 31. 8. 2018 smo
obravnavali 61 bolnic, ki so izpolnjevale
pogoje za vkljucitev v raziskavo. Bolnice
so bile stare od 18 do 65 let, povprecna sta-
rost je bila 43,4 let. V1aboratoriju v Kranju
smo obravnavali 40 bolnic, v Novi Gorici 9,
v Celju 8 in v Novem mestu 4 bolnice. Re-
zultat mikrobioloske preiskave urina je bil
v 45 primerih (73,8 %) pozitiven, v 2 prime-
rih (3,3 %) kontaminacija (porasli so trije
ali ved razli¢nih izolatov) in v 14 primerih
(23 %) negativen. Med pozitivnimi vzor-
ci je bil v 41 primerih (91,1 %) ugotovljen
en bakterijski izolat in v $tirih primerih
(8,9 %) po dva.

Stevilo in deleZ ugotovljenih povzroéi-
teljev ANC prikazujemo v tabeli 1, obcutlji-
vost za antibiotike pa v tabelah 2 in 3. Ob-
cutljivost sevov Escherichia coli za TMP/SMX
je bila 88,6 %, za nitrofurantoin in fosfomi-
cin pa 100 %. Sevov enterobakterij z enci-
mi beta-laktamazami razSirjenega spek-
tra (angl. extended spectrum beta-lactamase,
ESBL) nismo ugotovili.

Vsi izolati Staphylococcus saprophyticus
(skupaj pet izolatov) so bili obcutljivi za
vse testirane antibiotike: TMP/SMX, nitro-
furantoin, norfloksacin, ciprofloksacin, ce-
foksitin, ampicilin, tetraciklin, linezolid in
gentaminicin. Vsi izolati Streptococcus aga-
lactiae (skupaj trije izolati) so bili obcutlji-
vi za: TMP/SMX, nitrofurantoin, ampici-
lin, amoksicilin, tetraciklin in vankomicin,
izolat Enterococcus faecalis je bil obcutljiv za
nitrofurantoin, norfloksacin, ciprofloksa-
cin, ampicilin, amoksicilin in vankomicin.
Med izolati Klebsiella spp. in Proteus mirabilis
(skupaj pet) je bil delez obcutljivih sevov: za
TMP/SMX 80 %, za ciprofloksacin in norflo-
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ksacin 60 %, za ampicilin in amoksicilin 40
%, za nitrofurantoin po smernicah EUCAST
ni interpretacije, za ostale testirane antibi-
otike (amoksicilin s klavulansko kislino, ce-
fadroksil, cefuroksim, cefiksim, cefotaksim,
ceftazidim, ertapenem, imipenem, mero-
penem, gentamicin in piperacilin s tazo-
baktamom) pa so bili obcutljivi vsi sevi.

Da bi ugotovili, kako u¢inkovit je posa-
mezen antibiotik glede na vse mozne izo-
late (obcutljivost vseh izolatov skupaj za
dolocen antibiotik), smo v tabeli 3 upo-
Stevali prevalenco posamezne bakterijske
vrste ali skupine med vsemi izolati in de-
lez obcutljivosti posamezne vrste ali sku-
pine za dolocen antibiotik. Delez, ki ga k
obcutljivosti prispeva posamezna bakte-
rijska vrsta, je zmnoZek prevalence in dele-
Za obcutljivosti za antibiotik pri izolatih te
vrste. Primer: deleZ E. coli med vsemi izolati
v raziskavi je bil 0,71, obCutljivost za nitro-
furantoin 100 %; tako E. coli k obcutljivosti

za nitrofurantoin prispeva zmnozek Ste-
vil 0,71 in 100 %, torej 71 %. Pri antibiotikih,
pri katerih je posamezna vrsta ali skupina
primarno (naravno) odporna, smo naved-
li, da je delez obcutljivih sevov enak nic. Po
smernicah EUCAST je za fosfomicin, testi-
ran z disk-difuzijsko metodo, navedena in-
terpretacija rezultatov le za E. coli, zato fos-
fomicina v tabeli 3 ne navajamo (77, 12).

V tabeli 4 prikazujemo navzkrizno od-
pornostizolatov. Med 49 izolati jih je bilo 40
(81,6 %) obcutljivih na vse testirane antibio-
tike. Devet izolatov (18,4 %) je bilo odpornih
proti najmanj enemu antibiotiku. Vsi so bili
odporni proti ampicilinu. Po smernicah EU-
CAST'so ti sevi odporni tudi proti amoksici-
linu (11, 12). Najbolj odporen je bil en izolat
E. coli, in sicer proti ampicilinu, amoksicili-
nu, TMP/SMX, gentamicinu in vmesno ob-
Cutljiv za ciprofloksacin. Ostalih osem izo-
latov je bilo odpornih proti najmanj enemu
in najved trem testiranim antibiotikom.

Tabela 1: Stevilo in prevalenca ugotovljenih bakterijskih izolatov iz vzorcev se¢a pri zenskah

s sumom na akutni nezapleten cistitis.

Bakterija Stevilo Prevalenca
Escherichia coli 35 0,71
Staphylococcus saprophyticus 5 0,10
Streptococcus agalactiae 3 0,06
Proteus mirabilis 3 0,06
Klebsiella spp. 2 0,04
Enterococcus faecalis 1 0,02

Skupaj 49 1

Tabela 2: Obcutljivost in odpornost izolatov Escherichia coli (35 izolatov) za antibiotike iz vzorcev sec¢a
pri Zenskah s sumom na akutni nezapleteni cistitis. TMP/SMX — trimetoprim s sulfametoksazolom
(angl. trimethoprim/sulfamethoxazole), EUCAST - Evropski odbor za testiranje protimikrobne
obcutljivosti (angl. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing).

Antibiotik Delez obcutljivih izolatov Delez odpornih izolatov
(%) (%)
TMP/SMX 88,6 114
Nitrofurantoin 100 0
Fosfomicin 100 0
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Norfloksacin 971 0
Ciprofloksacin 971 0
Ampicilin (in amoksicilin)? 82,9 171
Amoksicilin s klavulansko kislino® 100 0
Amoksicilin s klavulansko kislino® 100 0
Piperacilin s tazobaktamom 100 0
Cefadroksil 100 0
Cefuroksim 100 0
Cefotaksim 100 0
Ceftazidim 100 0
Cefepim 100 0
Imipenem 100 0
Gentamicin 971 29

@ Po smernicah EUCAST rezultat za ampicilin velja tudi za amoksicilin.
° Interpretacija za sistemske okuzbe.
¢ Interpretacija za nezapleteni cistitis.

Tabela 3: Obcutljivost izolatov za antibiotike iz vzorcev seca pri zenskah s sumom na akutni
nezapleteni cistitis. TMP/SMX — trimetoprim s sulfametoksazolom (angl. trimethoprim/
sulfamethoxazole).

) Delez (%) obcutljivih sevov med vsemi izolati
. 2, @ [delez obcutljivih sevov med izolati iste vrste]
[*] o S
5 £@
Bakterija/ I 3% £ £ - £ c
antibiotik ) SR £ 3 £5 g £ o 9
= [ =0 [+) A ~ wv
> ] & v o 2 < 2 5} x
2 0 3 a ] o = < S
v z 5> b3 s € E s 1] o T
g E] [~ <6 S o s [}
e z £ (5] z
L . 71 63 59 71 71 69 69
Escherichia coli 35 071 1001 (sgel 18291 (100l [100] (971 (971
Staphylococcus 5 010 10 10 10 10 10 10 10
saprophyticus ' [100] [100] [100] [100] [100] [100] [100]
Streptococcus 3 006 6 6 6 6 6 0 0
agalactiae ‘ [100]  [100]  [100]  [100]  [100] [0] [0]
Proteus mirabilis 5 010 0 8 4 10 10 6 6
in Klebsiella spp. ' [0] [80] [40] [100] [100] [60] [60]
Enterococcus 1 002 2 0 2 0 0 2 2
faecalis ’ [100] [O] [100] [Q] [O] [100] [100]
Skupaj 49 1 90 88 82 98 98 88 88
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Tabela 4: Rezistotipi proti najmanj enemu antibiotiku odpornih sevov Proteus mirabilis, Escherichia
coliin Klebsiella spp. S — obcutljiv (angl. susceptible), | — zmerno obcutljiv (angl. intermediate),
R — odporen (angl. resistant), TMP/SMX — trimetoprim s sulfametoksazolom (angl. trimethoprim/

sulfamethoxazole).
Bakterija Stevilo Ampicilin/ | Ciprofloksacin| TMP/SMX Gentamicin
izolatov amoksicilin
Escherichia coli 1 R | R R
Proteus mirabilis 1 R R R S
Escherichia coli 3 R S R S
Escherichia coli 2 R S S S
Klebsiella spp. 2 R S S S

Antibiotike, ki so jih zdravniki predpi-
sali za zdravljenje v raziskavo vkljucenih
bolnic, navajamo v tabeli 5. Bolnice so bile

najpogosteje zdravljene s TMP/SMX (56 %),
sledili so nitrofurantoin, fosfomicin, cipro-
floksacin in norfloksacin.

Tabela 5: Stevilo in delez z dolo&enim antibiotikom zdravljenih bolnic s sumom na akutni
nezapleteni cistitis. TMP/SMX — trimetoprim s sulfametoksazolom (angl. trimethoprim/

sulfamethoxazole).
Antibiotik Stevilo z an.tibiotik.om Delei.z a.ntibioti.kom
zdravljenih bolnic zdravljenih bolnic (%)
TMP/SMX 34 56 %
Nitrofurantoin 12 20 %
Fosfomicin 4 7%
Ciprofloksacin 1 2%
Norfloksacin 1 2%
Ni podatka 9 15%
RAZPRAVA selno porabo protimikrobnih zdravil (17).

Za ANC v povpreju zboli vsaka druga
Zenska najmanj enkrat v Zivljenju, nema-
lokrat se okuzba ponavlja (13-15). Zato je
ANC pogost razlog za zdravljenje z antibi-
otikom v primarnem zdravstvu (14, 16). V
Sloveniji sta za zdravljenje ANC priporo-
Cena nitrofuranotin in fosfomicin, TMP/
SMX pa zaradi razmeroma velikega deleza
odpornih sevov E. coli (ve kot 20 %), ne (1-
3). Priporocila temeljijo na podatkih o ob-
Cutljivosti E. coli iz vseh klini¢nih kuznin
rednega dela mikrobioloskih laboratori-
jev, ki se enkrat letno zbirajo in razisku-
jejo v okviru Slovenske komisije za smi-
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V Sloveniji podatkov o obcutljivosti E. coli
pri ANC do sedaj namre¢ ni bilo na voljo.
Obcasno so se zbirali podatki preiskova-
nja vzorcev seca, vendar so bili v raziska-
vah zajeti le rezultati preiskav iz rednega
dela, ki vkljucujejo predvsem vzorce bol-
nikov z zapleteno okuzbo zgornjih in spo-
dnjih sedil, ali pa vzorce bolnikov s po-
navljajoco okuzbo (18-21). Obcutljivost E.
coli je bila v vseh teh raziskavah razmero-
ma majhna: po podatkih Slovenske komi-
sije za ugotavljanje obcutljivosti za proti-
mikrobna zdravila (SKUOPZ) za leto 2016
je bila za TMP/SMX 70 % in za ciprofloksa-
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cin 79,3 %. Izjema je bil nitrofurantoin,
pri katerem je bil delez obcutljivih sevov
E. coli 99,1 % (17). Podobni so bili rezultati
raziskav preiskav vzorcev seca. V raziska-
vi, opravljeni v letu 2016, so avtorji ugoto-
vili, da je bil delez za TMP/SMX obcutljivih
sevov E. coli bolnikov obeh spolov v staro-
stni skupini od 15 do 65 let 62,7 %, za cipro-
floksacin 86,2 % in za nitrofurantoin 99,6
% (18). Ker je za zdravljenje ANCs TMP/SMX
potrebno, da je delez odpornih sevov E. coli
manjsi od 20 %, je bila zaradi teh podatkov
v Sloveniji uporabnost TMP/SMX pri ANC
vprasljiva (1-3).

Glavni namen pricujole raziskave je
bil ugotoviti delez posameznih povzrodi-
teljev ANC in njihove obcutljivosti za an-
tibiotike (22). V obdobju 11 mesecev in pol
smo obravnavali 61 bolnic, ki so bile zaradi
suma na ANC zdravljene z antibiotikom. Iz
45 (74 %) pozivnih vzorcev sea smo ugoto-
vili 49 bakterijskih izolatov. Najpogosteje je
bila ugotovljena bakterija E. coli (prevalen-
ca 0,71), sledila je bakterija S. saprophyticus
(0,10) in druge, kar je pricakovano glede na
rezultate podobnih raziskav v drugih drza-
vah (6-9). V raziskavi ARESC, v kateri je so-
delovalo devet evropskih drzav in Brazilija,
je bil v letu 2009 delez E. coli v Avstriji 68,1
%, v Italiji 72,6 %, na Madzarskem 78,8 %, v
ostalih sodelujocih drzavah pa od 72,6 % do
83,8 %; v povprecju 76,7 %. Delez S. saprohyti-
cus je bil v Avstriji 2,2 %; v Italiji in na Ma-
dzarskem 0 %, v ostalih drzavah pa od 0 do
5,6 %, v povprecju 3,6 % (9).

Delez za antibiotike obcutljivih sevov
je bil v nasi raziskavi velik. Vsi sevi E. coli so
bili obcutljivi na vecino testiranih antibio-
tikov (nitrofurantoin, fosfomicin, amoksi-
cilin s klavulansko kislino, cefadroksil, ce-
furoksim, cefotaksim, cefepim, piperacilin s
tazobaktamom in imipenem); obcutljivost
za TMP/SMX je bila 88,6 %, za ciprofloksacin
in norfloksacin 97,1 %, za amoksicilin 82,9
% in za gentamicin 97,1 %. V nekaterih tu-
jih raziskavah je bil delez obcutljivih sevov

manjsi, v raziskavi ARESC je bil med 2.315
sevi E. coli delez za TMP/SMX obcutljivih
70,5 %, za nitrofuranotin 95,2 %, za fosfomi-
cin 98,1 %, za ciprofloksacin 91,8 % ,za ampi-
cilin 45,1 % in za amoksicilin s klavulansko
kislino 82,1 % (23). Rezultati raziskave, ki so
jo v letih 2007 in 2008 opravili v Avstriji, pa
so zelo podobni nasim: odpornost sevov E.
coli proti nitrofurantoinu je bila 0,7 %, proti
fosfomicinu 0,7 %, proti TMP/SMX 14,4 % in
proti ciprofloksacinu 4,1 % (7).

Da bi ugotovili, kako primeren je za iz-
kustveno zdravljenje ANC posamezen an-
tibiotik, smo ugotavljali skupno obcutlji-
vost vseh izolatov, ki smo jo opredelili kot
zmnoZek prevalence posamezne bakterij-
ske vrste ali rodu in deleza obcutljivosti za
dolocen antibiotik. Dolocene bakterijske
vrste so proti nekaterim antibiotikom na-
ravno odporne, npr. P mirabilis proti nitro-
furantoinu ali E. faecalis proti cefalospori-
nom (cefadroksil, cefotaksim idr.), zato je
obcutljivost za te antibiotike manj$a od 100
%. Skupna obcutljivost vseh izolatov je bila
za TMP/SMX 88 %, za nitrofurantoin 90 %,
za ampicilin in amoksicilin 82 %, za cefa-
droksil 98 % in za norfloksacin 88 %.

Pri ugotavljanju navzkrizne odpornosti
smo ugotovili, da je bilo med devetimi sevi,
ki so bili odporni proti najmanj enemu an-
tibiotiku in so vsi pripadali druzini entero-
bakterij, pet sevov odpornih tudi proti TMP/
SMX, od tega sta bila dva seva neobcutljiva
hkrati proti ciprofloksacinu in norfloksaci-
nu. Tudi v raziskavi ARESC so ugotovili, da
je bila odpornost E. coli proti kateremuko-
li antibiotiku pogosto povezana z odpor-
nostjo proti drugim testiranim antibioti-
kom (8). V raziskavi ECO-SENS so ugotovili
kombinirano odpornost protiampicilinuin
sulfametoksazolu pri 8,7 % izolatov ter pro-
ti kombinaciji ampicilin/sulfametoksazol/
trimetoprim v 6,4 % (6). Kombinirana od-
pornost proti ampicilinu, sulfametoksazo-
lu in trimetoprimu se pojavi, ker se geni za
odpornost proti tem antibiotikom nahaja-
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jo na istem plazmidu (24). Podatki o kom-
binirani odpornosti in njeni pogostosti so
pomembni za usmerjanje diagnostike in
zdravljenja.

Kljub temu da se za izkustveno zdravlje-
nje ANC v Sloveniji priporoca nitrofuranto-
in in kot alternativa fosfomicin, je bil v raz-
iskavi najpogosteje predpisan antibiotik
TMP/SMX (v 56 %). Nitrofurantoin je bil na
drugem mestu, prejela ga je ena petina bol-
nic. Sledil je fosfomicin, ki je bil predpisan v
7 %. Po informacijah nekaterih zdravnikov,
ki so sodelovali v raziskavi, je pogosta upo-
raba TMP/SMX posledica klini¢nih izkuSenj
in dobre ucinkovitosti pri ANC.

V dveh primerih je bil za zdravljenje
predpisan kinolon, kar je manj primerno.
Kinoloni so zelo uc¢inkoviti antibiotiki, ki
so primerni predvsem za zapletene okuzbe
seCil in za okuzbe zgornjih secil (3). Znano
je tudi, da zdravljenje s kinoloni vpliva na
¢lovekovo mikrobioto in povzrodi selekci-
jo odpornih bakterij. V nedavni raziskavi so
dokazali, da zdravljenje s ciprofloksacinom
zmanjsa absolutno stevilo enterobakterij v
Crevesni mikrobioti in pomembno poveca
delez proti ciprofloksacinu odpornih ente-
robakterij. Kolonizacijo s proti ciprofloksa-
cinu odpornimi enterobakterijami so razi-
skovalci ugotovili tudi pri osebah, ki so bile
v istem gospodinjstvu kot s ciprofloksaci-
nom zdravljene bolnice. Pri bolnicah, ki so
bile zdravljene z nitrofurantoinom, pove-
canja pogostosti proti ciprofloksacinu ali
proti nitrofuranotinu odpornih sevov niso
ugotovili (25, 26).

Pomanjkljivost pricujoce raziskave je
majhno Stevilo obravnavanih bolnic in po-
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sledi¢no majhno Stevilo izolatov posame-
zne vrste, zato z raziskavo nadaljujemo.
Skusali bomo vkljuciti druzinske zdravnike
tudi v drugih regijah drzave.

ZAKLJUCEK

Rezultati raziskave nakazujejo dobro ob-
Cutljivost bakterij pri ANC za antibioti-
ke, ki so namenjeni zdravljenju teh okuzb.
Dobljeni podatki se pomembno razliku-
jejo od podatkov rednih mikrobioloskih
preiskav vzorcev seca in bodo klini¢nim
zdravnikom v pomo¢ pri pripravi pripo-
ro¢il in zdravljenju okuzb. Ocenjujemo, da
bo raziskava pomembno prispevala k raci-
onalni rabi antibiotikov v Sloveniji.

ZAHVALA

Za sodelovanje, trud in podporo se zahva-
ljujemo vsem sodelujo¢im zdravnicam in
zdravnikom druzinske medicine ZD Ra-
dovljica, ZD Kranj, ZD Trzi¢, ZD Nova Go-
rica, ZD Trebnje in ZD Celje, Ambulante
sploSne medicine Vitalija ter Zasebnega
zdravstvenega zavoda RR: Tanji Leskovar,
Metki Cepar, Maji Petrovi¢ Steblaj, Poloni
Zuber, Tini Tom§i¢, Alice Kikel, Damijani
Pogacnik Peternel, Romani Pintar, Draga-
ni Paj¢in Sarjanovié, Metki Munih, Mateji
FiSer, prim. Tatjani Primozi¢, Andreji Gol-
nar, Simoni Graselli, §pe1i Jenkole, Simo-
ni Kajba Veninsek, Mariji Petek Ster in Jani
Zajc. Zahvaljujemo se tudi drugim sodelu-
joc¢im iz omenjenih zdravstvenih ustanov,
ki so kakorkoli prispevali k izvedbi razi-
skave, in vsem sodelavcem v mikrobiolo-
$kih laboratorijih NLZOH v Kranju, Novi
gorici, Celju in Novem mestu.
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Vpliv turizma na kakovost zraka v Postojnski jami
in Skocjanskih jamah

Impact of Tourism on Air Quality in Postojna Cave and Skocjan Caves

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: Kras, turisti¢ne jame, aerobiologija

Aerosoli v jamah so naravni indikatorji in nam skupaj z mikroklimatskimi podatki dajo
zelo dober vpogled v stanje jamske atmosfere, odzivov na klimatske spremembe in vpliv
¢loveka. Aerosoli nastajajo na racun zrac¢nih tokov, pljuskajoc¢e vode ter ob prisotnosti/
gibanju ljudi in zivali. Z analizo mikrobne populacije v jami imamo tudi moznost kvan-
titativne opredelitve antropogenih vplivov na jamski ekosistem. Leta 2017 smo na raz-
licnih to¢kah turisticnega obiska v Postojnski jami in Skocjanskih jamah volumetri¢no
vzorcili zrak pred in po turistichem obisku. Prisotnost turistov je znatno povisala kon-
cetracijo ogljikovega dioksida (CO,) ter organskih in anorganskih delcev, analiziranih z
vrsticno elektronsko mikroskopijo. S kultivacijo vzorcev zraka smo pokazali povecanje
mikrobnega bremena po prehodu turistov na vseh merilnih lokacijah. Navisjo obreme-
nitev smo zabelezili avgusta, na vrhuncu turisticne sezone, ko je koncentracija biomase
v Postojnski jami, v Vivariju, presegla 1.000 CFU/m?. Najpogostejsi izolati so pripadali
naslednjim rodovom: Acinetobacter, Aerococcus, Arthrobacter, Bacillus, Cryptococcus,
Micrococcus, Pseudomonas, Rahnella in Staphylococcus. Testiranje prisotnosti R-(1,3)-
-D-glukana v zraku ni dalo podobnih zakljuckov, saj se koncentracija ni povecala ob
prisotnosti turistov, ampak glede na letni ¢as. Rezultati kazejo na znaten vpliv turizma
in sezonskosti na sestavo in dinamiko delcev v zraku, tako anorganskega prahu kot bi-
oloskih delcev.

L Asist. Rok Tomazin, univ. dipl. mikr., Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v
Ljubljani, Zaloska cesta 4, 1000 Ljubljana; rok.tomazin@mf.uni-|j.si

2 Strok. svet. znan. sod. asist. dr. Sasa Sim¢ic¢, univ. dipl. kem., Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska
fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zaloska cesta 4, 1000 Ljubljana

3 Doc. dr. Tadeja Matos, dr. med., spec. klin. mikrobiol., Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska
fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zaloska cesta 4, 1000 Ljubljana

4 Doc. dr. Andreja Natasa Kopitar, univ. dipl. biol., Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta,
Univerza v Ljubljani, Zaloska cesta 4, 1000 Ljubljana

5 Asist. dr. Sanja Stopinsek, univ. dipl. biol., Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta,
Univerza v Ljubljani, Zaloska cesta 4, 1000 Ljubljana

¢ Dr. Alenka Mauko, univ. dipl. inz. geol., Zavod za gradbenistvo Slovenije, Dimiceva ulica 2, 1000 Ljubljana

7 Dr. Vesna Zalar Serjun, univ. dipl. inz. geol., Zavod za gradbenistvo Slovenije, Dimi¢eva ulica 2, 1000 Ljubljana

& Znan. sod. dr. Janez Mulec, univ. dipl. mikr., Institut za raziskovanje krasa, Znanstvenoraziskovalni center
Slovenske akademije znanosti in umetnosti, Titov trg 2, 6230 Postojna

105



1 Banicevi dnevi 2018

ABSTRACT

KEY WORDS: Karst, tourist caves, aerobiology

Aerosols in caves are natural indicators and together with microclimate data provide a
very good insight into the state of the cave atmosphere, responses to climate change
and human impact. Aerosols are formed due to air currents, splashing water, and pre-
sence/movement of humans and animals. The analysis of the cave microbial population
enables the quantification of anthropogenic impacts on the cave ecosystem. In 2017, air
was sampled volumetrically before and after tourist visits at selected sites along tourist
pathways in Postojna Cave and Skocjan Caves. The presence of tourists significantly in-
creased the concentration of carbon dioxide (CO,) and organic and inorganic particles
analysed by scanning electron microscopy. The cultivation of air samples showed an
increase of the microbial load after tourists passed by all sampling stations. The highest
microbial load was detected in August at the peak of the tourist season when the bio-
mass concentration in Postojna Cave in the section Vivarij exceeded 1,000 CFU/m3. The
most common isolates belonged to the following genera: Acinetobacter, Aerococcus,
Arthrobacter, Bacillus, Cryptococcus, Micrococcus, Pseudomonas, Rahnella and Sta-
phylococcus. Testing for the presence of p-(1,3)-D-glucan in air did not yield similar
conclusions as the concentration did not increase while tourists were present but de-
pended on the season. The results show a significant impact of tourism and seasonality
on the composition and dynamics of airborne particles, including inorganic dust and
biological particles.

uvoD

Kraske jame so Ze od nekdaj turisti¢no
zanimive. Prvi dokazi o obiskovanju Po-
stojnske jame segajo v zacetek 13. stole-
tja, medtem ko se je organizirana oblika
turizma zacela v 19. stoletju po odkritju
globjih delov jame. V zadnjih 200 letih je
Postojnsko jamo obiskalo Ze vec kot 38 mi-
lijonov obiskovalcev, kar jo uvrséa med
najpomembnejSe in najzanimivejse tu-
risticne znamenitosti v Evropi. Poleg Po-
stojnske jame so turisti¢no cedalje bolj
zanimive e Skocjanske jame, ki jih letno
obisce Ze vec kot 150.000 obiskovalcev. Tu-
risti¢ne jame, ki jih upravlja javni ali za-
sebni sektor, so namenjene obisku Sirse
javnosti, neleraziskovalcem. Zarazliko od
jam, ki niso urejene za turisti¢ni obisk, si
obiskovalci turisticnih jam le-te vodeno
ogledajo po umetno narejenih oz. utrje-
nih poteh, ob dolocenih urah in ob umetni
razsvetljavi (7). Jamski turizem je tako Ce-
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dalje bolj povezan z nezanemarljivim vpli-
vom na gospodarstvo in jamske ekosiste-
me, vendar pa je ravnoteZje za trajnostno
rabo tezko vzpostaviti.

Jame so specifi¢ni, unikatni in obcu-
tljivi ekosistemi zaradi relativne nedo-
stopnosti, konstantnih mikroklimatskih
razmer, ponekod nizke razpoloZljivosti or-
ganskih hranil, omejene samodistilne spo-
sobnosti v primeru vnosa velikih koli¢in
organskega materiala, ohranjene biotske
raznolikosti ter odsotnosti nekaterih, za
(mikro)organizme stresnih dejavnikov, kot
sta npr. ultravijoli¢no sevanje in izsuseva-
nje (2-5). Cloveska dejavnost v jami mo¢no
poseze v ekosistem, povzroci spremembe
v strukturi in dinamiki populacij jamskih
(mikro)organizmov, Se posebej z vnosom
jami tujerodnih vrst in organskega materi-
ala (5-7).
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JAMSKA MIKROBIOLOGIJA
Jamska mikrobiologija (speleomikrobiolo-
gija) je dokaj mlada veja mikrobiologije, ki
v sodelovanju z geologijo in kemijo preu-
¢uje mikroorganizme v jamah in njihove
vplive na naravne procese (8). Mikroorga-
nizmi niso samo nemi opazovalci speleo-
geneze, ampak aktivno sodelujejo tako v
litogenih kot litoliti¢nih procesih (9, 10).
Vecina jamskih sistemov nastaja z
raztapljanjem karbonatnih kamnin z oglji-
kovo kislino (H2CO3), ki nastaja z raztaplja-
njem atmosferskega in povrsinskega oglji-
kovega dioksida (CO2) v meteorni vodi. Na
tak nacin nastajajo epigene jame, ki pred-
stavljajo med 80 in 90 % vseh jam. Manjsi
deleZjam je hipogenega izvora, kjer ima po-
membno vlogo speleogeneza z Zvepleno ki-
slino (H2S0O4), saj je povezana z intenzivni-
mi kondenzacijsko-korozijskimi procesi, ki
vodijo v hiter nastanek jam (7). Pri obeh ti-
pih jam ima biospeleogeneza pomembno
vlogo, predvsem v primeru hipogenih jam,
kjer so mikrobi pogosto odgovorni za oksi-
dacijo vodikovega sulfida (H2S) v H2SO4 (11,
12). Mikrobna aktivnost na jamskih struk-
turah je vidna Se kot organska obrast in ne-
obicajna obarvanost kapnikov, karbonatni
precipitati in biofilmi (8). Na povr$inah ka-
mnin z o¢itnimi znaki korozije so s sekven-
ciranjem odseka 16S rDNA Ze identificirali
rodove Brevibacterium, Citricoccus, Kocuria,
Micrococcus in Rothia, vendar vzro¢ne pove-
zave Se niso uspeli dokazati (10).
Najpogosteje zastopani mikroorganiz-
mi v jamah izhajajo iz skupin tako gram-
pozitivnih kot gramnegativnih bakterij,
cianobakterij, mikroalg, pravih gliv in pro-
tozojev (8). Iz vzorcev slovenskih kraskih
jam so uspeli osamiti bakterije rodov Ba-
cillus, Paenibacillus, koagulaza-negativne
vrste Staphylococcus, Empedobacter, Proacti-
nomyces, Pseudomonas ter Stevilne vrste iz
druzin Enterobacteriaceae in Vibrionaceae (2,
8). Med fototrofi so Ze dokazali prisotnost
Aphanocapsa, Chlorella, Lyngbya, Synechocysti,

Calothrix, Homoeothrih in Schizothrix (8). Med
glivami v jamah prevladujejo vlaknate gli-
ve rodov Penicillium, Cladosporium in Asper-
gillus (podobno kot v mikobioti zraka notra-
njih prostorov) ter Candida, Aureobasidium
in nepatogene vrste rodu Cryptococcus (2, 8).
Med enoceli¢nimi evkarionti najdemo tudi
protozoje, predvsem amebe iz rodov Acant-
hamoeba in Hartmannella (8).

Kraske jame pogosto veljajo za oligotro-
fna okolja z malo organskih hranil. Pone-
kod imajo bakterije in mikroalge v jamah
glavno vlogo primarnih producentov. Ci-
anobakterije in mikroalge se kot fotoav-
totrofi nahajajo predvsem na osvetljenih
vhodnih delih jam in kot del t.i.lampenflo-
re v notranjosti jam ob virih umetne svetlo-
be.Vnotranjostijam, kjer ni niti son¢ne niti
umetne svetlobe, vlogo primarnih produ-
centov prezamejo kemolitoavtotrofne bak-
terijske zdruzbe (8, 13).

Mikroorganizme najdemo v jamah na
najrazli¢nejsih povrSinah in v zraku. Sle-
dnji je tudi najpomembne;jsi nacin pasivne-
ga transporta mikroorganizmov v jame in
znotraj jam samih (8). Pomemben vir mikro-
organizmov je voda, ki se lahko dispergira v
kapljice in aerosole, ki sluZijo kot nacin pre-
nosa. Mikroorganizmi prihajajo v jame tudi
preko koloniziranih/okuzZenih ljudi in Ziva-
li - tako lahko alohtoni mikroorganizmi pri-
potujejo globoko v notranjost jame (2, 6, 8).
Alohtoni mikroorganizmi in vneseni organ-
ski material mo¢no vplivajo na jamski eko-
sistem, ki se lahko ireverzibilno spremeni (5,
8). Aerosoli, ki nastanejo kot posledica zrac-
nih tokov, prisotnosti Zivali in ljudi ter plju-
skajoce in prsece vode, so skupaj s klimat-
skimi parametri dobri naravni kazalci stanja
jamske atmosfere, odzivov na mikroklimat-
ske spremembe in antropogene vplive.

Namen prispevka je predstaviti del re-
zultatov, zbranih v letu 2017 s projektom J7-
7100: »Naravni viri kraskih turisti¢nih jam:
ravnovesje med varovanjem, izkoris¢anjem
in promocijo«, ter oceniti antropogene
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vplive na strukturo in dinamiko mikrobne
populacije v dveh turisti¢no najbolj obre-
menjenih kraskih jamah v Sloveniji, v Po-
stojnski jami in Skocjanskih jamah.

MATERIALI IN METODE

kah turisti¢nega obiska v Postojnski jami
in Skocjanskih jamah ter v Vivariju v Po-
stojnski jami. V letu 2017 smo izvedli pet
o0z. Sest vzorCenj razporejenih skozi celo
leto v razli¢nih turisti¢nih sezonah (janu-
ar, marec, maj, avgust, oktober, december).
Ob vsakem vzorCenju smo odvzeli vzorce
zraka za mikrobioloske in mineraloloske
preiskave ter kontinuirano beleZili mi-
kroklimatske parametre (temperaturo in
koncentracijo CO2). Vse meritve in vzorce-
vanja smo izvedli najprej pred prvim turi-
sticnim obiskom jame in nato Se med sa-
mim obiskom.

Merjenje mikroklimatskih
parametrov

Pred in med turisti¢nimi obiski smo merili
temperaturo s prenosnim merilnikom Ke-
strel 4500 Pocket Weather Tracker (Dalo-
tech, ZDA) ter koncentracijo atmosferskega
CO2z MI70 CO2-metrom (Vaisala, Finska).

Vzoréenje zraka in
mikrobioloske analize

Zrak smo vzorcili z impingerskim vzor-
Cevalnikom Coriolis (Bertin Technologi-
es, Francija) pred in med turisti¢nim obi-
skom. Pred vsakim zajemom zraka smo
povrsino vzorcevalnika razkuzili s 96 %
etilnim alkoholom. Vzor¢ili smo s preto-
kom 0,15 m3 zraka/min in tako vsakic za-
jeli 4,5 m3 zraka v 10 ml sterilne 0,9 % vod-
ne raztopine NaCl. Tako dobljene vzorce
smo neposredno po vzorcenju nacepili na
izbrana trdna gojisca in jih alikvotirali v
sterilne, apirogene epruvete ter jih shra-
nili pri 4° C do ugotavljanja koncentracije
$-(1,3)-D-glukana (BDG).
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Kultivacija, kvantifikacija

in identifikacija poraslih
mikroorganizmov

Vzorce smo cepili na krvni agar (KA) z 0,5
% defibrinirano ov¢jo krvjo (BioGnost, Hr-
vaska) in na hranilni agar (angl. nutrient
agar, NA) (Sigma Aldrich, ZDA) - po 0,2 ml
vzorca smo s spatulo Drigalski enakomer-
no razmazali po celotni povrSini agarske
plosce. Vse vzorce smo nacepili v dvojniku
in inkubirali sedem dni v aerobni atmos-
feri pri 20° C (NA) in prekoncno pri 37° C
(NA in KA). Plos¢e smo za rast pregledova-
li vsakodnevno. Porasle mikroorganizme
smo Stevil¢no opredelili v CFU/m3 zraka.
Sledila je identifikacija izolatov z metodo
masne spektrometrije (angl. Matrix Assis-
ted Laser Desorption/Ionization-Time of Fli-
ght Mass Sectrometry, MALDI-TOF MS) po
Ze prej opisanem protokolu (2).

Dokazovanje B-(1,3)-D-glukana
Vzorce zraka v sterilni fizioloski raztopi-
ni smo naslednji dan po vzorcenju testira-
li na BDG v dvojnikih ali trojnikih s kolo-
rimetri¢nim kineti¢nim testom Fungitell
(Associates of Cape Cod, Inc., ZDA) po navo-
dilih proizvajalca. Za spektrofotometricne
analize smo uporabili opti¢ni ¢italec Bio Tek
Cytation 5 (Bio Tek Instruments Inc., ZDA).
Koncni rezultati z analitsko obcutljivostjo
metode 8 pg/ml so povprecja koncentracije
BDG dvojnikovali trojnikov v pg/ml/m3zra-
ka. Vzorce s koncentracijo BDG vecjo od 500
pg/ml smo red¢ili in testiranje ponovili.

Analiza organskih in
anorganskih delcev
Podobno kot za mikrobioloske analize
smo za analizo aerosolov vzorcevali jam-
ski zrak pred turisticnim obiskom in po
njem. Na polikarbonatne filtre smo vsa-
kokrat precrpali 3 m3 zraka z impaktorjem
Air-sampler System MAS-100 NT (Merck).
Analiza delcev na filtrih vzorcevalni-
ka zraka je bila opravljena z uporabo vrstic-
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ne elektronske mikroskopije (angl. scanning
electron microscopy, SEM), z energijsko disper-
zijsko spektroskopijo rentgenskih Zarkov
(EDS) (Oxford instruments, UK) na mikrosko-
pu JEOL 5500 LV (Tokio, Japonska). Analize so
bile izvedene v nizkem vakuumu, z uporabo
povratno odbitih elektronov (angl. backscatte-
red electrons, BSE) pri napetosti 20 kVin delov-
nem tlaku 12-15 Pa. Analiza EDS je potekala
pri delovni razdalji 20 mm. Na posameznem
filtru je bila analiza opravljena na vec tockah,
predhodno sistemati¢no dolocenih na podla-
gi rastra. Analiza je potekala pri dveh razlic-
nih povecavah.

REZULTATI

Mikrobiologija in dokazovanje
B-(1,3)-D-glukana

Mikrobiologija: Postojnska jama —
Lepe jame

nega obiska Postojnske jame, smo pred tu-
risti¢nim obiskom zabelezili 8-258 CFU/
m? z najvi§jima mikrobnima bremeno-
ma v avgustu in decembru (tabela 1, slika
1). Iz vseh vzorcev smo osamili bakterije
iz rodu Micrococcus. Najvecjo pestrost za-
nesljivo identificiranih rodov smo zabele-

zilimesecaavgusta s stirimi bakterijskimi
(Micrococcus, Bacillus, Kocuria in Chryseoba-
cterium) in enim glivnim rodom (Aureoba-
sidium).

Med oz. po turisti¢nem obisku smo za-
krobnima bremenoma v avgustu in decem-
bru, tako kot v meritvah pred turisti¢nim
obiskom (tabela 1, slika 1). Prevladujoci rod
je bil v drugi polovici leta Micrococcus med-
tem, ko je v februarskem vzorcu prednjacil
Staphylococcus epidermidis. Poleg mikroko-
kov smo v vseh vzorcih, z izjemo majske-
ga, osamili koagulaza-negativne stafiloko-
ke: S. epidermidis, S. equorum, S. lugdunensis,
S. haemolyticus in S. warneri. Najvecjo pest-
rost smo zabeleZili v avgustovskem vzorcuy,
ko smo zanesljivo identificirali sedem bak-
terijskih rodov (Micrococcus, Staphylococ-
cus, Brevibacterium, Jeotgalicoccus, Moraxella,
Microbacterium in Bacillus). Prisotnost kul-
tivabilnih gliv smo zaznali v oktobrskem
vzorcu z osamitvijo kvasovke Cryptococcus
diffluens.

Mikrobna obremenitev zraka se je vsa-
ki¢,zizjemo decembra, povecala s prihodom
turistov (slika 1). Najvedja razlika v mikrob-
ni obremenitvi pred in po turisti¢nem obi-
sku je bila januarja, ko se je iz 17 CFU/m3 po
prehodu 91 turistov zvisala na 167 CFU/m3.

Tabela 1: Postojnska jama — Lepe jame: temperatura, koncentracija CO2, mikrobna obremenitev
in koncetracija BDG pred in po turisticnem obisku. T — temperatura, CO2 - ogljikov dioksid, ppm
— $tevilo delcev na milijon (ang. parts per million), BDG — B-(1,3)-D-glukan.

Pred turisti¢nim obiskom

Po/med turisti€¢nim obiskom

Datum CO2 Mikrobi  BDG T CO, Mikrobi Stevito _ BDG
°C) (ppm) (CFU/m3) (pg/ml/m3) (°C) (ppm) (CFU/m3) turistov  (og/mi/m3)

31.1.2017 10,7 560 17 <78 106 540 167 91 <78
21.3.2017 10,7 660 8 <78 10,6 690 25 136 <78
25.5.2017 10,8 1190 42 10,0 10,7 1230 67 135 191
22.8.2017 10,8 1410 254 26,5 10,9 1.550 334 154 30,6
3.10.2017 10,9 2.040 59 90,9 11,0 2.000 67 358 151,2
5.12.2017 10,7 790 258 409,3 12,3 800 151 144 > 500
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Mikrobno breme (CFU/m?) v zraku Lepih jam (Postojnska
jama) v letu 2017
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Slika 1: Postojnska jama — Lepe jame: mikrobna obremenitev zraka v letu 2017 pred in po

turisti¢nih obiskih.

B-(1,3)-D-glukan: Postojnska jama —
Lepe jame

Pred turisti¢nim obiskom smo v Lepih ja-
mah zabelezili koncentracije BDG od manj
kot 7,8 pg/ml/m3 do 409,3 pg/ml/m3 (tabe-
la 1). Koncentracija BDG je zacela narasca-

ti v drugi polovici leta in dosegla vrh v de-
cembru (slika 2). Isti trend velja za situacijo
po turisticnem obiskom oz. med njim, ko
smo izmerili koncentracije BDG od manj
kot 7,8 pg/ml/m? do vec kot 500 pg/ml/m3
(tabela 1, slika 2).

BDG (pg/ml/m?) v Lepih jamah (Postojnska jama) v letu
2017

500
450
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e — R — — | |
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Slika 2: Postojnska jama — Lepe jame: koncentracija BDG (pg/ml/m?) v letu 2017 pred in po turi-

sticnih obiskih. BDG - R-(1,3)-D-glukan.
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Mikrobiologija: Postojnska jama —
Vivarij
V Vivariju smo pred turisti¢nim obiskom
zabelezili 58-321 CFU/m3 z najvisjima mi-
krobnima bremenoma v avgustu in okto-
bru (tabela2, slika 3). Iz vseh vzorcev, zizje-
mo oktobrskega, smo osamili bakterije iz
rodu Micrococcus. V avgustovskem vzorcu
smo z MALDI-TOF MS zanesljivo identifi-
cirali dva rodova, Micrococcus in Bacillus, v
oktobrskem vzorcu pa le rod Arthrobacter.
Med turisti¢nim obiskom oz. po njem
smo zabeleZili 42-1.146 CFU/m3, z najvisji-
ma mikrobnima bremenoma v avgustu in

oktobru, tako kot v meritvah pred turistic-
nim obiskom (tabela 2, slika 3). Prevladujo-
¢a bakterija je bila v drugi polovici leta M.
[uteus, medtem ko je v marcevskem vzor-
cu prednjacil Bacillus cereus. Najvecjo pest-
rost smo zabelezili v avgustovskem vzor-
cu na vrhuncu turisti¢ne sezone (tabela 2),
ko smo zanesljivo identificirali sedem bak-
terijskih rodov (Micrococcus, Staphylococcus,
Pantoea, Kytococcus, Aerococcus, Arthrobacter
in Acinetobacter). Prisotnost kultivabilnih
gliv smo zaznali v dveh vzorcih: kvasovke
Rhodotorula mucilaginosa v avgustu in Cryp-
tococcus diffluens v oktobru.

Tabela 2: Postojnska jama — Vivarij: temperatura, koncentracija CO2, mikrobna obremenitev in
koncetracija BDG pred turisticnim obiskom in po njem: T — temperatura, CO2 - ogljikov dioksid,
ppm - Stevilo delcev na milijon (angl. parts per million), BDG - B8-(1,3)-D-glukan.

Pred turisti¢nim obiskom

Po/med turisti¢nim obiskom

Datum CO2  Mikrobi BDG T CO2  Mikrobi Stevilo BDG
(°C) (ppm) (CFU/M) (pg/ml/m?) (°C) (ppm) (CFU/m3) SOV (55/mi/me)
21.3.2017 125 660 58 <78 / / / / /
25.5.2017 127 1150 67 16,2 125 1240 834 25 18,5
22.8.2017 139 1410 321 327 130 1650 1146 246 26,8
3.10.2017 131 760 308 <78 12,7 850 1034 63 301
5.12.2017 136 600 84 1919 123 640 42 0 3483

Mikrobna obremenitev zraka se je vsa-
ki¢, podobno kot v Lepih jamah, zizjemo de-
cembra, povecala s prihodom turistov (slika
3). Najvedja razlika v mikrobni obremenitvi
pred turisti¢nim obiskom in po njem je bila
avgusta, ko se je iz 321 CFU/m? po prehodu
246 turistov zvisala na 1.146 CFU/m3.
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Mikrobno breme (CFU/m?) v zraku Vivarija (Postojnska
jama) v letu 2017
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Slika 3: Postojnska jama - Vivarij: mikrobna obremenitev zraka v letu 2017 pred turisti¢nimi

obiski in po njih.

B-(1,3)-D-glukan: Postojnska jama —
Vivarij

Pred turisti¢nim obiskom smo v Lepih ja-
mah zabelezili koncentracije BDG od manj

ti v drugi polovici leta in dosegla vrh v de-
cembru (slika 4). Isti trend velja za situacijo
po oz. med turisti¢nim obiskom, ko smo
izmerili koncentracije BDG od 18,5 pg/ml/

kot7,8 pg/mL/m3do191,9 pg/mL/m3(tabe-  m3do348,3 pg/ml/m3 (tabela2, slika 4).
la 2). Koncentracija BDG je zacela narasca-

BDG (pg/ml/m3) v Vivariju (Postojnska jama) v letu 2017

BDG (pg/ml/m?)

maj avgust oktober december

B Pred turisti - ™ Po/med turisti

Slika 4: Postojnska jama — Vivarij: koncentracija BDG (pg/ml/m3) v letu 2017 pred turisti¢nimi
obiski in po njih. BDG - 3-(1,3)-D-glukan.
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Mikrobiologija: Skocjanske jame — Sotor
V Skocjanskih jamah, v Sotoru, smo pred
turisticnim obiskom zabelezili 0-192
nom v avgustu (tabela 3, slika 5). Iz vseh
vzorcev smo osamili koagulaza-negativ-
ne stafilokoke, v decembrskem vzorcu je
vrsta Staphylococcus warneri celo prevla-
dovala. V avgustu, ko smo zabeleZzili ma-
ksimalnih 192 CFU/m3, je prevladovala vr-
sta M. luteus. Najvecjo pestrost zanesljivo
identificiranih rodov smo zabelezili me-
seca oktobra s petimi bakterijskimi ro-
dovi (Staphylococcus, Acinetobacter, Strep-
tomyces, Microbacterium in Arthrobacter).
Glivizvzorcev zraka pred turisti¢nim obi-
skom nismo osamili.

Med turistiénim obiskom in po njem
smo zabelezili 58-576 CFU/m3 z najvisjima
mikrobnima bremenoma v avgustu in ok-
tobru (tabela 3, slika 5). V februarskem vzor-
cu so prevladovale gramnegativne bakterije
iz rodov Pseudomonas in Stenotrophomonas,
kasneje so prednjacile grampozitivne bak-
terije, predvsem iz rodov Micrococcus, Bacil-
lus in Staphylococcus. Najvecjo pestrost smo
zabelezili v avgustovskem vzorcu na vrhun-
cu turisti¢ne sezone (tabela 3), ko smo za-
nesljivo identificirali pet bakterijskih rodov
(Bacillus, Acinetobacter, Arthrobacter, Aerococ-
cus in Massilia). Prisotnost kultivabilnih gliv
smo zaznali v avgustovskem in oktobrskem
vzorcu z osamitvijo kvasovk Cryptococcus
curvatus in R. mucilaginosa v avgustu ter C.
curvatus in C. liquefaciens v oktobru.

Tabela 3: Skocjanske jame — Sotor: temperatura, koncentracija CO,, mikrobna obremenitev in
koncetracija BDG pred turisticnim obiskom in po njem: T — temperatura, CO, - ogljikov dioksid,
ppm - Stevilo delcev na milijon (ang. parts per million), BDG - R-(1,3)-D-glukan.

Pred turisti¢nim obiskom

Po/med turisti¢nim obiskom

Datum T CO2 Mikrobi BDG T CO2 Mikrobi Stevilo BDG
(°C) (ppm) (CFU/mY) (pg/mUm®) (°C) (ppm) (CFU/m3) NSOV (og/mi/m?)

1.2.2017 125 540 17 40,8 12,3 540 58 7 <78
22.3.2017 126 810 0 84 124 820 59 97 <78
24.5.2017 127 1300 34 89 125 1330 150 119 <78
23.8.2017 126 1910 192 59.0 127 1950 475 182 17.0
4.10.2017 12,7 13880 34 >500 12,5 1920 576 79 >500
6.12.2017 124 520 17 >500 124 510 59 12 2965

Mikrobna obremenitev zraka se je vsa-
ki¢ povecala s prihodom turistov (slika 5).
Najvedja razlika v mikrobni obremenitvi
pred turisticnim obiskom in po njem je bila
oktobra, ko se jeiz34 CFU/m3 po prehodu 79
turistov zvisala na 576 CFU/m3.
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Mikrobno breme (CFU/m3) v zraku Skocjanskih jam v
letu 2017
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Slika 5: Skocjanske jame — Sotor: mikrobna obremenitev zraka v letu 2017 pred turisti¢nimi obiski

in po njih.

R-(1,3)-D-glukan: Skocjanske jame —
Sotor

Pred turisticnim obiskom smo v Lepih
jamah zabelezili koncentracije BDG od
8,4 pg/mL/m3 do vel kot 500 pg/mL/m3
(tabela 3). Najvisje koncentracije BDG smo
izmerili v oktobru in decembru (slika 6).
Isti trend velja za situacijo po oz. med tu-

ristiénim obiskom, ko smo izmerili kon-
centracije BDG od manj kot 7,8 pg/mL/m?3
do vec kot 500 pg/mL/m3 (tabela 3, slika 6).
V februarju, oktobru in decembru so vred-
nosti BDG pred turisti¢nim obiskom pre-
segale vrednosti, zmerjene po obisku oz.
med njim (slika 6).
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Slika 6: Skocjanske jame — Sotor: koncentracija BDG (pg/ml/m3) v letu 2017 pred in po turistiénih

obiskih. BDG - B-(1,3)-D-glukan.
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Analiza organskih in
anorganskih delcev

Rezultati analize ob primerjavi kompo-
nente turisticnega obiska v jamah (filtri v
¢asu, ko so bili vjami prisotni turisti glede
na filtre v ¢asu, ko turistov ni bilo) kazejo
enak trend tako v Stevilu delcev, v njihovi
velikosti, kot v razmerju med anorganski-
mi in organskimi delci na vseh preisko-
vanih lokacijah. Rezultati nakazujejo na
vecje Stevilo delcev, vecjo koli¢ino vecjih
delcev ter vecje Stevilo organskih delcev
ob ¢asu, ko so bili vjami prisotni turisti.

RAZPRAVA

Kraske jame so specifi¢ni in obcutljvi eko-
sistemi, ki so prav zaradi svoje unikatnosti
¢edalje bolj turisti¢no zanimivi. Cloveska
prisotnost lahko v jami povzrodi irever-
zibilne spremembe v sestavi biocenoze,
zato se v turisti¢no najbolj obremenjenih
jamah, kot sta Postojnska in Skocjanske
jame, poskusa vpliv antropogenih spre-
memb kar se le da zmanjsati in jame up-
ravljati trajnostno (7, 8).

Ljudje v jamah, kljub velikim podze-
meljskim prostorom, vplivamo na mikrok-
limatske parametre, saj rezultati terenskih
meritev kaZejo, da se je, kjer smo izvajali
meritve, obicajno med turisticnim obiskom
povecala koncentracija CO2. V tem pogle-
du se je merjenje temperature izkazalo za
manj indikativen parameter za zaznavanje
cloveske prisotnosti.

Najvisjo koncentracijo mikrobov v zra-
ku smo zabelezZili na visku turisti¢ne sezone
v mesecu avgustu 2017 na vseh treh mestih
vzorcevanja, in sicer med 334 in 1.146 CFU/
m3. Vkulturi na NA, gojenem pri 37° C, smo
iz vzorca zraka Vivarija ugotovili najvisjo
koncentracijo, ki je znasala 425 CFU/m?3. Go-
jenje istega vzorca pri 20° C pa je dalo kon-
centracijo biomase v vrednosti 829 CFU/m3.
Med vzoréenjem smo zabelezili 154 turi-
stov v Postojnski jami, 246 turistov v Viva-
riju, ki je del turisti¢nega obiska Postojnske

jame, in 182 oseb v Skocjanskih jamah. Mi-
krobno breme se je ob turisti¢nem obisku
vedno povecalo, kar se najlepse vidi v pri-
meru Skocjanskih jam in Vivarija. Podoben
trend smo opazili Ze pred leti, ravno tako v
Skocjanskih jamah (2). Tudi analiza delcev
v zraku s SEM je pokazala, da ob prisotno-
sti turistov naraste koli¢ina manjsih delcev
in delcev z znacilno mikrobiolosko morfo-
logijo, kot so koki, bacili in spore. Koncen-
tracija BDG, znacilne sestavine celicne sten
gliv, ni sledila temu trendu, saj je bila naj-
visja v nizki turisti¢ni sezoni, in sicer mese-
ca oktobra oz. decembra 2017, in verjetno ni
pogojena s ¢lovesko prisotnostjo.

V jamskem zraku smo identificira-
li zdruzbo bakterij, ki so obi¢ajno poveza-
ne s clovekovim koznim mikrobiomom in
drugimi naravnimi habitati. Velik del izo-
latov nam z metodo MALDI-TOF MS ni us-
pelo identificirati - podobne rezultate smo
dobili Ze v prej$nji raziskavi, ko smo uspe-
li identificirati le okrog 50 % izolatov (2).
Priblizno polovi¢na uspesnost identifikaci-
je jamskih izolatov kaZe na slabo pokritost
bakterijskih vrst v komercialno dostopnih
podatkovnih bazah, ki niso klini¢no po-
membne oz.so le redko povezane z okuzba-
mi. Podobno kot v drugih raziskavah smo iz
vzorcev pogosto osamili bakterije iz debel
Actinobacteria, Firmicutes in Proteobacteria
(2, 14). Pogostejsi rodovi iz Firmicutes so bili
Aerococcus, Bacillus in Staphylococcus, izmed
Actinobacteria so prevladovali Micrococcus,
Arthrobacter in Brevibacterium,izmed Proteo-
bacteria pa Pseudomonas, Moraxella in Acine-
tobacter. Med identificiranimi bakterijami
so prevladovale vrste znacilne za mikrobio-
to cloveka — M. luteus, koagulaza-negativne
vrste Staphylococcus, B. cereus, Acinetobacter
spp., ki praviloma veljajo za oportunisticno
patogene bakterije, manj virulentne kot ne-
kateri drugi predstavniki istih rodov (2, 14).
Med glivami sta prevladovala rodova Cryp-
tococcus in Rhodotorula, in sicer vrste, ki so
povezane s ¢loveskim mikrobiomom, pred-
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vsem kot kolonizatorji koZe in Crevesne
sluznice - C. diffluens, C. curvatus in C. liqu-
efaciens ter R. mucilaginosa (15, 16).

Rezulati kazejo, da se v jamah z masov-
nim turisticnim obiskom znacilno povisa-
jo klimatski (npr. CO2), partikulatni (npr.
delci), in mikrobioloski, (npr. celotno Stevi-
lo mikroorganizmov) parametri. Z meritva-
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Izzivi mikrobioloske obravnave oSpic in drugih
vrocinskih bolezni z izpus¢ajem v okoljih z
redkimi primeri

Challenges of Microbiological Diagnostic of Measles and Other Rash Fevers
in Communities with Low Measles Incidence

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: o3pice, rde¢ke, eliminacija, diagnostika, serologija, verizna reakcija s poli-
merazo

Svetovna zdravstvena organizacija vodi program eliminacije oSpic in rdeck. Slovenija
je med uspesnejSimi drzavami pri izvajanju programa. Rdecke niso prisotne ze vec kot
deset let, oSpice se pojavijo obcasno kot uvozeni primeri in primeri, ki so z njimi po-
vezani. V okolju s tako nizko incidenco se pojavijo tezave pri laboratorijski diagnostiki.
Najbolj problematicna je diagnosti¢na vrednost pozitivnih rezultatov IgM, saj pozitivha
napovedna vrednost testov, ki imajo sicer dobro obcutljivost in specificnost, v okoljih
z nizko incidenco zelo pade in lazno pozitivni rezultati testiranja IgM niso izjema. Zato
je potrebna posebna pozornost pri interpretaciji teh in tudi rezultatov drugih testiranj,
tako pozitivnih kot tudi negativnih. Vedno jih moramo obravnavati skupaj s klini¢nimi
in epidemioloskimi podatki, cepilnim statusom in podatki o gibanju bolnika v regijah,
kjer so endemicni tudi drugi povzrocitelji podobnih klini¢nih slik. V veliko podporo so
lahko hkratni rezultati molekularnih testov. Ker so vzroki klini¢ne slike podobne o$picam
in rdeckam Stevilni, je pomembno pomisliti Se na druge mozne povzrocitelje vrocin-
ske bolezni z izpuscajem. To pomeni dodatno testiranje in obremenitev laboratorija,
a etioloska razjasnitev vsakega suma na oSpice ali rde¢ke je v Casu eliminacije izjemno
pomembna.

ABSTRACT

KEY WORDS: measles, rubella, elimination, diagnostics, serology, polymerase chain reaction

The World Health Organisation set a goal to eliminate measles and rubella more than
ten years ago. Slovenia is among the most successful countries in implementing the
program. There were no rubella cases for over ten years and measles occur only occa-
sionally as imported cases and cases related to these. In an environment with such low
incidence, laboratory diagnostic becomes more challenging. The most problematic is
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the diagnostic value of positive IgM results as the positive predictive value of tests, that
have otherwise good sensitivity and specificity, decreases substantially in environments
with low incidence and false positive results of IgM testing are not an exception. Special
attention is therefore needed in the interpretation of these tests and also of results of
other tests, both positive and negative. They should always be taken in account together
with clinical and epidemiological data, the vaccination status as well as patient’s where-
abouts in regions where other pathogens causing a similar clinical picture are endemic.
Parallel results of molecular testing can offer strong support. As there are numerous
reasons for a clinical picture similar to measles and rubella, other rash-fever aetiological
agents should also be kept on mind. This entails additional testing and a higher work
load for a laboratory, but the etiological clarification of all suspected cases of measles

or rubella is extremely important in the elimination phase.

uUvoD

Klini¢ni znaki oSpic (poviSana tempera-
tura, makulo-papulozni izpuscaj, kaselj,
bolecine v Zrelu, izcedek iz nosu, konjun-
ktivitis) so razmeroma nespecifi¢ni in po-
gosto kateri izmed znakov izostane. Potek
bolezni je lahko blag, a pri 30 % obolelih
pride do zapletov. Pogosti zapleti so driska,
bruhanje in dehidracija, vnetje srednje-
ga usesa, bronhitis, plju¢nica in vrocin-
ski kréi. Obcasno se razvije hepatitis, po-
Skodbe vidnih Zivcev in miSic, meningitis
in encefalitis. Redko pride do izgube vida,
prizadetosti srca in subakutnega skleroz-
nega panencefalitisa. Okuzba v nose¢nos-
ti lahko povzroci nizko porodno teZo, pre-
zgodnje rojstvo, splav in mrtvorojenost.
Smrtnost je 0,01-0,1 %. Najvecje tveganje
za teZzek potek in smrt je pri otrocih pod
1 letom in pri odraslih nad 30 let staros-
ti. Nekatere skupine so Se posebej ogroze-
ne, npr. otroci, okuzeni z virusom HIV. Pri
njih je smrtnost 50 %. OSpice povzroca vi-
rus oSpic iz rodu Morbillivirus, ki je del dru-
zine Paramixoviridae. Virus rdeck spada v
rod Rubivirus, ki je del druzine Togaviridae.
V Sloveniji primera rdeck nismo imeli ze
vel kot deset let. OSpice in rdecke sodijo
med viruse, katerih edini gostitelj je ¢lo-
vek, okuzba ni perzistirajoca in proti njim
je na voljo zelo ucinkovito in varno cepi-
vo. To so pogoji, ki omogocajo izkoreni-
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njenje neke bolezni. Svetovna zdravstvena
organizacija (angl. World Health Organiza-
tion, WHO) si je za cilj zadala izkoreninje-
nje ospic in kongenitalnih rdeck v stirih
od Sestih svetovnih regij do leta 2015 in v
petih regijah do leta 2020 (7). Do konca leta
2017 je v evropski regiji 37 drzav (tudi Slo-
venija) od 53, kjer so o$pice eliminirane. To
pomeni, da so primeri o$pic le Se uvozeni
ali z njimi povezani (2). Poleg visoke pre-
cepljenosti in dobre obvescenosti javno-
sti o dobrobitih cepljenja ter tveganjih pri
okuzbi mora biti eliminacija podprta z ob-
Cutljivim sistemom spremljanja pojavlja-
nja primerov in s kvalitetnim laborato-
rijskim spremljanjem (3). Laboratorijsko
spremljanje zagotavlja mreza laboratori-
jev WHO (angl. The European Measles and
Rubella Laboratory Network), ki jo trenu-
tno sestavlja 72 laboratorijev, katere del je
tudi nas laboratorij. Vsi laboratoriji v mre-
Zi moramo opraviti letno akreditacijo, ki
zajema preverjanje kvalitete izvajanja se-
roloskih in molekularnih metod, pravo-
Casnost izvedbe ter pravocCasnost in ustre-
znost celoletnega porocanja (4).

LABORATORIJSKA DIAGNOSTIKA
OKUZBE Z OSPICAMI

Ker klinicna slika o$pic pogosto ni do-
volj tipi¢na, je laboratorijska potrditev ali
ovrzba okuzbe klju¢nega pomena, Se pose-
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bej v okoljih, kjer kroZenja o$pic ni ve¢ in
je veCina primerov, ki klini¢no ustrezajo
oSpicam, povzrocena z drugimi etioloski-
mi dejavniki. Tako lahko sre¢amo o$picam
podoben makulo-papulozni izpuscaj tudi
pri rdeckah, parvovirusu B19, humanem
herpesvirusu 6 in 7 (HHV6 in HHV?7), cito-
megalovirusu (CMV), virusih coxackiae in
pri virusih, na katere moramo biti pozor-
ni pri potnikih (virusi denga, ¢ikungunja,
Zika, Zahodnega Nila, Ross River, Sindbis).
Podoben izpuscaj se lahko pojavi tudi pri
okuzbi s Streptococcus pyogenes in celo pri
alergijah (5, 6).

Akutno okuzbo z virusom ospic lahko
dokazujemo neposredno z detekcijo anti-
gena. Virus lahko izoliramo v celi¢ni kultu-
ri, kar pa danes zaradi zamudnosti ni meto-
da izbora v diagnostiki. Drugi neposredni
dokaz je dolocitev virusne RNA v razli¢nih
vzorcih. Danes najpogosteje uporabljena za
dokaz RNA je verizna reakcija s polimerazo
z reverznim prepisom v realnem ¢asu (angl.
real-time reverse transcription polymerase cha-
in reaction, RT-RT-PCR). Primerni vzorci za
to metodo so brisi nosu, Zrela, nazofarinksa,
Koplikovih peg, slina, urin, serum. Vzorce je
treba odvzeti ¢im prej oz. najkasneje pet dni
po nastopu izpuscaja. V urinu lahko RNA
oSpic dokaZemo Se do priblizno dva tedna
po nastopu znakov (7, 8).

Posredno dokazujemo akutno okuz-
bo z virusom ospic z dokazovanjem zgo-
dnjih (IgM) in/ali poznih (IgG) specifi¢nih
protiteles v serumu. Za dokazovanje pro-
titeles IgM mora biti vzorec odvzet med
4. in 28. dnem po nastopu bolezni. Za do-
kazovanje akutne okuzbe s protitelesi po-
trebujemo dva zaporedno odvzeta seruma;
med odvzemoma mora preteci 2-3 tedne.
Za dokaz IgG ali IgM v serumu najpogoste-
je uporabljamo encimsko imunoadsorpcij-
sko preiskavo (angl. enzyme-linked immuno-
sorbent assay, ELISA ali capture-ELISA) (7, 8).

bolezni z izpuscajem v okoljih z redkimi primeri

TEZAVE PRI LABORATORIJSKI
DIAGNOSTIKI OKUZBE Z
OSPICAMI IN DRUGIMI VIRUSI,
KI POVZROCAJO PODOBNO
KLINICNO SLIKO
Kadar smo upostevali nacela dobre labo-
ratorijske prakse in smo v vzorcu dokaza-
li RNA virusa o$pic, lahko z veliko goto-
vostjo trdimo, da gre za akutno okuzbo.
Pozorni pa moramo biti na cepilni status
bolnika, saj pri majhnem delezu ceplje-
nih (predvsem otrok ob prvem cepljenju)
pride do klini¢ne slike, ki ustreza oSpi-
cam. Pri nekaterih od njih lahko virus do-
kaZemo v vzorcih dihal ali urinu tudi ve¢
kot mesec dni po cepljenju (9). Za dokonc-
no potrditev, da gre za cepilni virus, je tre-
ba s sekveniranjem dolociti genotip viru-
sa o$pic (10). Pozorni moramo biti tudi pri
negativnem rezultatu PCR. Preveriti mo-
ramo cas odvzema, kakovost vzorca in po-
goje transporta. Lazno negativen rezultat
je lahko tudi posledica nizkega izlo¢anja
virusa pri npr. okuzbah cepljenih oseb (17).
Dokazana protitelesa IgM v serumu
naj bi bila dokaz akutne okuzbe z oSpica-
mi, vendar je v okoljih z redkim pojavlja-
njem o$pic pozitivna napovedna vrednost
(PNV) tega testa precej nizka. V primeru po-
zitivnega rezultata IgM, ki ni podprt z epi-
demiolosko povezavo ali z drugo laborato-
rijsko metodo (npr. pozitiven PCR), najprej
preverimo, ali je bil bolnik v zadnjem me-
secu cepljen proti o§picam in bi to pojasni-
lo pozitiven rezultat IgM. Lazno pozitiven
rezultat je lahko posledica nespecifi¢ne re-
akcije z revmatoidnim faktorjem ali s pro-
titelesi proti drugim mikroorganizmom. V
raziskavi v okolju z redkimi primeri so pri
166 simptomatskih bolnikih dokazali pro-
titelesa IgM proti oSpicam in kar 109 (66
%) je bilo lazno pozitivnih. Pri 98 so doka-
zali okuzbo s parvovirusom B19, rdeckami
ali HHV6 (5). Podobno so ugotovili v kanad-
ski $tudiji, kjer so zbrali vzorce s pozitivnim
rezultatom IgM za oSpice ali rdecke iz raz-
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licnih laboratorijev in jih ponovno testira-
li. Potrjeno pozitiven rezultat IgM na oSpi-
ce je imelo 319 in na rdecke 282 bolnikov, a
po preverjanju podatkov je v resnici slo za
akutno okuzbo z oSpicami le v 53 primerih
in zardecke v 5 primerih (12).

Zavedati se moramo, da PNV z niZanjem
prevalence obolenja v populaciji pada in
oSpice ter rdecke so znacilen primer za to.
Primer niZanja PNV z niZanjem prevalence
je prikazan v tabeli1.

Tabela :. Primer spremembe PNV pri spremembi prevalence bolezni v populaciji za diagnosti¢ni
test z 90 % obcutljivostjo in 98 % specificnostjo (5). PNV — pozitivna napovedna vrednost.

Prevalenca® Resni¢no Lazno Resni¢no Lazno PNV®
pozitivni negativni negativni pozitivni

017% 9 1 990 200 43 %

1,0 % 90 10 9.702 198 31%

10 % 900 100 8.820 180 83 %

2 |zrac¢un na podlagi prevalence v teoreti¢ni populaciji 10.000 ljudi.
® Pozitivna napovedna vrednost = Resni¢no pozitivni (Resni¢no pozitivni + Lazno pozitivni).

Kadar pozitiven rezultat IgM na oSpi-
ce ali rdecke ni v skladu z epidemioloskimi
podatki in cepilnim statusom in kadar nis-
mo dokazali virusne RNA, je smiselno pre-
veriti prisotnost IgM proti drugim virusom,
ki lahko povzrocajo podobno klini¢no sliko.
Vnasem okolju je vedno dobro pomisliti Se
na parvovirus B19 in HHVG6. V posamic¢nih
primerih lahko gre tudi za okuzbo s HHV7,
CMV ali z virusi coxackiae. Pri bolnikih, ki
imajo v anamnezi potovanje v kraje, kjer so
endemicni e drugi virusi, lahko posumimo
tudi na okuzbe z njimi (npr. virusi denga, Ci-
kungunja, Zika, Zahodnega Nila, Ross River,
Sindbis). Pomislimo lahko Se na okuzbo z
bakterijo Streptococcus pyogenes ali na aler-
gijske izpuscaje (5, 6).

Veliko je primerov navzkrizno pozi-
tivnih rezultatov tudi med drugimi vi-
rusi. Okuzba s parvovirusom B19 je bila
dokazana tudi pri bolnikih z lazno pozitiv-
nimi rezultati testov IgM za viruse Epstein-
-Barr (EBV), herpes simpleks in HHV6. Laz-
no pozitivne rezultate testov IgM za EBV
(kapsidni antigen) in za CMV opazajo pri
3 % bolnikov z akutno okuzbo s HIV in pri
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30 % bolnikov z akutno okuzbo s hepatiti-
som A. Navzkrizne seroloske reakcije so po-
znane $e pri drugih virusnih in tudi bakte-
rijskih okuzbah (5).

Ponovno testiranje istega seruma z dru-
gim testom ELISA obicajno ne razjasni re-
zultata (17, 12). Ce imamo mo#nost pridobiti
poleg akutnega Se rekonvalescentni serum
(odvzet 10-30 dni po akutnem) in v njem
dokazemo znacilen dvig protiteles IgG, je to
lahko podpora potrditvi akutne okuzbe (77).
Testiranje avidnosti je lahko uporabno za
lo¢evanje nedavne primarne okuzbe (niz-
ka avidnost IgG protiteles) od predhodne-
ga stika z virusom oSpic (cepilnim ali ob na-
ravni okuzbi), ki rezultira v visoki avidnosti
protiteles IgG. Dodatna seroloska metoda je
Se nevtralizacijski test z redukcijo plakov, ki
paje zahteven in se redko izvaja (13).

Dodaten izziv so lazno negativni rezul-
tati IgM, ki so lahko posledica prehitrega
ali prepoznega odvzema seruma, dolocena
obolenja in zdravila, ki spremenijo reakci-
je imunskega sistema, in pa izjemno kratka
prisotnost ali celo odsotnost protiteles IgM
pri okuzbi cepljenih oseb (17, 12).
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IZKUSNJE V NASEM LABORATORIJU
V zadnjih petih letih smo v Laboratori-
ju za javnozdravstveno virologijo Nacio-
nalnega laboratorija za zdravje, okolje in
hrano (NLZOH) ugotovili tri primere laz-
no pozitivnih protiteles IgM pri bolnikih
s sumom na oSpice. V dveh primerih smo
dokazali v istem serumu tudi protitele-
sa IgM proti rdeckam in proti parvoviru-
su B19. V kasneje odvzetih parnih serumih
istih bolnikov pa smo s poviSanjem nivoja
IgM in pojavom protiteles IgG proti parvo-
virusu B19 (IgG v prvem serumu ni bilo) z
veliko verjetnostjo potrdili okuzbo s par-
vovirusom B19. V tretjem primeru smo do-
kazali okuzbo s HHV6. Pri enem ovrzenem
(seroloskoin PCR) sumu na rdecke smo do-
kazali okuzbo s parvovirusom B19.

V 52 serumih, ki so prisli od bolnikov z
vrocinsko boleznijo z izpuScajem (ne kot
sum na oSpice ali rdecke, ne nosecnice, ne
preverjanje ravni protiteles), smo v Stirih
primerih dokazali okuzbo s parvovirusom
B19 in v §tirih z EBV. Venem primeru smo v
akutnem serumu dokazali protitelesa IgM
proti rdeckam in proti EBV. S pridobitvijo
in testiranjem rekonvalescentnega seruma
smo potrdili okuzbo z EBV.

V tem obdobju smo dokazali tudi tri
primere pojava os$pic po cepljenju. Dva sta
imela protitelesa IgM negativna in en pri-
mer pozitivna. Pri vseh treh smo s PCR do-
kazali RNA oSpic v brisu zrela in vdveh z ge-
notipizacijo potrdili, da gre za cepilni sev. V
enem primeru genotipizacija zaradi slab-
Sega bioloskega materiala ni bila mozna,
vendar so nastop znakov tri dni po prvem
cepljenju in pozitivna protitelesa IgM ter
odsotnost stika z divjimi o$picami govorili
v prid cepilnim oSpicam.

Kot zanimivost navajamo, da smo pri
enem bolniku s tipi¢no klini¢no sliko o$pic,
katerega vzorce smo prejeli zaradi suma na
okuzbo z o$picami (to smo s seroloskimi in
molekularnimi metodami ovrgli), dokazali
virus influence tipa A v brisu Zrela.

bolezni z izpuscajem v okoljih z redkimi primeri

ZAKLJUCEK

V okoljih z redkimi primeri je diagnosti-
ka oSpic zahtevnejsa kot v okoljih, kjer je
bolezni veliko. Kljub seroloskim testom
z visoko obcutljivostjo in specifi¢nostjo
ELISA, ki so na trziscu, je treba predvsem
rezultate dokazovanja protiteles IgM in-
terpretirati ob uporabi dodatnih testiranj,
glede na cepilni status in vedno glede na
epidemioloske in klini¢ne podatke. V po-
pulaciji, kjer so o$pice in rdecke odprav-
ljene, se PNV sicer dobro obcutljivih in
specificnih seroloskih testov drasti¢no
zmanjsa. Nizka PNVima vpliv tako na dia-
gnostiko za posameznika kot tudi na defi-
nicijo potrjenega primera za spremljanje.
Tako so npr. v zvezni drzavi Ontario v Ka-
nadi leta 2014 definicijo spremenili tako,
da samo pozitiven rezultat dokazovanja
IgM protiteles ne potrdi primera ospic ali
rdeck, ¢e ni podprt z epidemiolosko pove-
zavo z drugim primerom, potovanjem v
endemicno obmodje ali z detekcijo virus-
ne RNA s PCR (12).

Dodatna testiranja, ki so pogosto pot-
rebna za potrditev ali ovrzbo okuzbe z 0Spi-
cami ali rdec¢kami, predstavljajo materialno
breme za laboratorij in vcasih tudi podalj-
Sujejo Cas do dokoncnega rezultata, za kate-
rega si sicer v laboratorijih prizadevamo, da
bi bil ¢im krajsi in bi omogodil pravocasne
javnozdravstvene ukrepe.

V Laboratoriju za javnozdravstveno vi-
rologijo NLZOH obve$camo in spodbujamo
zdravnike, ki posumijo na okuzbo z ospica-
mi ali rdeckami, da vzamejo vzorce tako za
serologijo (kri) kot za molekularno dokazo-
vanje virusne RNA (respiratorni bris, urin)
v ustreznem obdobju bolezni. S tem pove-
amo moznost uspesne in zanesljive po-
trditve ali ovrzbe okuzbe, ki je pomemb-
na za posameznika in nujna za izvajanje
ustreznih epidemioloskih ukrepov za pre-
precitev Sirjenja (iskanje kontaktov, po-
stekspozicijsko cepljenje, aplikacija imu-
noglobulinov specificnim posameznikom,
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preverjanje cepilnih statusov). Vse pozitiv-
ne primere, kjer dokazemo prisotnost RNA
v vzorcih dihal ali urinu, tudi genotipizira-
mo in genotip primerjamo z genotipi o$pic,
ki krozijo v bliznjih drZavah, Evropi in sve-
tu. Pri vseh nedorecenih primerih skusa-
mo skupaj s kliniki in epidemiologi dog-
nati, kaj je povzrocilo oSpicam ali rdeckam
podobno klini¢no sliko. Posebej v obdobjih,
ko je primerov izredno malo ali jih ni, je po-
membno nadomestno spremljanje. V na-
Sem laboratoriju spremljamo primere vro-
¢inske bolezniz izpuscajem, ki »spominjajo
na ospice ali rdecke«. Vteh primerih ne pri-
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Poliovirusi so kot povzrocitelji poliomielitisa v preteklosti v svetu predstavljali veliko jav-
nozdravstveno breme. Z uporabo cepiva in z laboratorijskim spremljanjem smo jih pod
nadzorom Svetovne zdravstvene organizacije skoraj izkoreninili. V populaciji in v okolju
pa so zaradi uporabe zivega atenuiranega cepiva Se prisotni iz cepiva izvirajoci poliovi-
rusi. To zahteva ohranitev predpisanega laboratorijskega spremljanja poliovirusov tudi
v dolo¢enem obdobju po njihovem izkoreninjenju. Enterovirusi so kot ubikvitarni virusi
eni najpogostejsih patogenov pri ljudeh, ki povzrocajo Stevilna obolenja razlicnih tezav-
nosti pri posameznikih ali vizbruhih. Tiste vrste oz. genotipi enterovirusov, ki povzrocajo
tezja obolenja ali izbruhe, predstavljajo vecje javnozdravstveno breme. Proti tem ente-
rovirusom razvijajo specifi¢na protivirusna zdravila in cepiva. Zato je vedenje o krozenju,
patogenosti in drugih lastnostih enterovirusov, ki ga lahko pridobimo iz ucinkovitega,
proaktivnega in relativno harmoniziranega sistema spremljanja, ki temelji na robustnih
in sodobnih laboratorijskih metodah, potrebno za oblikovanje ustreznih javnozdravstve-
nih ukrepov.
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Polioviruses, as causative agents of poliomyelitis, presented a great global public health
burden in the past. By using vaccines and laboratory surveillance they have been almost
eradicated under the supervision of the World Health Organisation. But due to the use
of live attenuated polio vaccines, vaccine derived polioviruses are still present in the
population and in the environment. Therefore, a global laboratory system for the surve-
illance of polioviruses must be maintained for a certain period after their eradication.
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Enteroviruses are, as ubiquitous viruses, one of the most frequent human pathogens,

causing a range of diseases of diverse severity in individuals or in outbreaks. The types
or genotypes of enteroviruses which are causing severe diseases or outbreaks pose a
greater public health burden. Specific antiviral drugs and vaccines are being developed
against these enteroviruses. For this reason, the knowledge on circulation, pathogenici-
ty and other characteristics of enteroviruses we can gather with an effective, pro-active
and harmonised surveillance system, based on robust and modern laboratory metho-
dology, is needed to form appropriate public health measures.

uvoD

Poliovirusi (PV) so kot povzrocitelji polio-
mielitisa ali otroSke paralize v preteklosti
globalno predstavljali veliko javnozdra-
vstveno breme (1). Pod nadzorom Svetov-
ne zdravstvene organizacije (angl. World
Health Organization, WHO), s programira-
no uporabo cepiva proti PV in z ustreznim
laboratorijskim spremljanjem PV je danes
velina drZzav v svetu razglasena za PV pro-
ste drzave in PV so globalno skoraj izkore-
ninjeni iz populacije in iz okolja (7). Hkrati
naras$ca vedenje in zavedanje o javnozdra-
vstvenem bremenu drugih vrst enterovi-
rusov (EV), zato strokovna javnost zago-
varja potrebo po vzpostavitvi robustnega
in proaktivnega sistema spremljanja EV
z namenom vzpostavitve ustreznih jav-
nozdravstvenih ukrepov, ko/Kkjer so ti pot-
rebni (2).

ENTEROVIRUSI

Rod EV trenutno sestavlja 15 vrst: EV A-L
in rinovirusi (RV) A-C (3). Sodijo v ob-
§irno virusno druzino Picornaviridae, ki
zdruzuje majhne viruse (priblizno 30 nm
premera) z genomom iz monopartitne, li-
nearne, enovijacne, pozitivno orientirane
RNA, velikosti 7-8 kilobaz, ki ga $¢iti iko-
zaedri¢na kapsida brez ovojnice (4). Kla-
sifikacija EV v genotipe poteka na osnovi
primerjave nukleotidnih zaporedij regije
genoma, ki nosi zapis za sintezo struktur-
ne beljakovine VP1: EV-A sestavlja 25 ge-
notipov, EV-B 63 genotipov, EV-C 23 geno-
tipovin EV-D 5 genotipov (4).
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EVvrst A-D so ubikvitarni ¢loveski pa-
togeni (5). Prenasajo se kapljicno ali oral-
no-fekalno in povzrocajo stevilna obolenja
razli¢nih teZavnosti (2). Povzrocajo obolenja
pri posameznikih, pogosto pa so povzroci-
telji izbruhov. V vzorcih bolnikov jih lahko
dolocimo skozi vse leto, obicajno pa izraza-
jo sezonski vzorec pojavljanja od pozne po-
mladi do jeseni (5).

POLIOVIRUSI IN PROGRAM
IZKORENINJENJA POLIOVIRUSOV
PV (divji serotipi 1, 2, 3) sodijo v vrsto EV-C
in so povzrocitelji poliomielitisa oziroma
otroske paralize. Najpogosteje zbolijo ot-
rocistaridoslet, pri1od200 okuZenih pri-
de do nepovratne dozivljenjske paralize,
od teh pa jih 5-10 % umre zaradi paralize
dihalnih miSic. Zdravila za otrosko para-
lizo ni, obstaja pa cepivo proti otroski pa-
ralizi (1). Po okuzbi s PV (naravni ali s cep-
ljenjem) se pri ljudeh razvije doZivljenjska
imunost, vendar zas¢ita pred enim seroti-
pom, podobno kot pri drugih EV, ne zago-
tavlja zascite proti ostalima dvema (6).

PV kaplji¢no ali oralno-fekalno prena-
S$ajo izklju¢no okuZeni posamezniki. Pri
ljudeh povzrocajo akutno in nepersistira-
joco okuzbo. Clovek je edini rezervoar PV,
ki v okolju samostojno lahko prezivijo le
omejeno kolic¢ino casa. S cepivom, ki zago-
tavlja dozivljenjsko imunost, lahko u¢inko-
vito preprecimo njihovo krozZenje v popula-
ciji. Tako so izpolnjeni bioloski principi za
izkoreninjenje PV (7). Zato je WHO leta 1988
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zalela program za izkoreninjenje PV (angl.
Global Poliovirus Eradication Initiative, GPEI),
kijev3oletih dosegel pomembne rezultate.
Stevilo okuZenih oseb se je zmanjsalo za ve&
kot 99 % (350.000/leto v 1988, v primerjavi
z 22/leto v 2017), Stevilo endemicnih drzav
pa s 125 na 3 (Afganistan, Pakistan in Nige-
rija) (7). Divji PV 2 je iz populacije in okolja
odsoten od oktobra 1999, zato je globalna
komisija za certifikacijo izkoreninjenja po-
liomielitisa (angl. Global Commission for the
Certification of the Erradication of Poliomye-
litis) septembra 2015 tudi uradno razglasi-
la izkoreninjenje divjega PV 2. Divji PV 3 je
iz populacije in okolja odsoten od novem-
bra 2012, ko je bil identificiran zadnji pri-
mer tovrstne okuzbe v Nigeriji. Predpostav-
ljamo, da je trenutno v populaciji in okolju
prisoten le Se divji PV 1, pa Se tale na omeje-
nem geografskem obmodju (7, 8).
Uporabljata se dve vrsti cepiva, oralno
Zivo atenuirano cepivo (razvito leta 1961;
trivalentno cepivo: sevi po Sabinu 1,2, 3; od
aprila 2016 se uporablja izklju¢no dvova-
lentno cepivo: sevi po Sabinu 1 in 3) in pa-
renteralno inaktivirano cepivo, razvito leta
1955 (6, 8, 9). Uporaba zivega atenuiranega
cepiva se je izkazala za dvorezni meg, saj se
v cepljenih osebah Zivi atenuirani PV lah-
ko namnoZzujejo in se nato z izlocki spro-
$¢ajo v okolje v obliki iz cepiva izvirajo¢ih
PV (angl. vaccine derived poliovirus, VDPV);
ti lahko krozijo v okolju in so potencialno
patogeni, zato lahko povzrocajo obolenja
pri posameznikih ali izbruhe v populaci-
ji, predvsem tam, kjer je precepljenost s ce-
pivom proti PV slabsa (angl. vaccine-associa-
ted paralytic polio, VAPP) (5, 8). Znano je,da so
atenuirani Sabinovi sevi genetsko nestabil-
ni, zato prihaja do genetskih rekombinacij
z drugimi EV, predvsem tistimi iz iste vrste
EV-C in na ta nacin do razvoja novih, za lju-
di potencialno patogenih sevov (2, 4-6, 8).
Pomemben del programa za izkoreni-
njenje PV vse od zacetka predstavlja labo-
ratorijsko viroloSko spremljanje kroZenja
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PV v populaciji in v okolju, saj hitra in spe-
cificna diagnostika PV omogoca ucinkovite
javnozdravstvene ukrepe za prepreCevanje
Sirjenja okuzbe. V ta namen je WHO razvila
mreZzo referencnih regionalnih in nacional-
nih laboratorijev, ki z vsakoletno akredita-
cijoWHO dokazujejo visoko sposobnost do-
kazovanja EVin PV v vzorcih. Zlati standard
predstavlja spremljanje bolnikov z akutno
ohlapno paralizo, pri katerih se s predpisa-
nimi specifi¢nimi izolacijskimi, seroloski-
mi in molekularnimi metodami dokazuje
prisotnost/odsotnost EV in PV v predpisa-
nih vzorcih. Kriterij ob¢utljivosti spremlja-
nja zahteva analizo vsaj dveh bolnikov z
akutno ohlapno paralizo na 100.000 otrok
mlajsih od 15 let na leto. V procesu izkore-
ninjenja PV so potrebne prilagoditve labo-
ratorijskega viroloSkega spremljanja kro-
Zenja PV. Pogosta tezava (tudi v Sloveniji) je,
da Stevilne drzave, ki so PV proste, ne uspe-
jozadostiti kriteriju obcutljivosti predpisa-
ne vrste spremljanja, zato glede na situaci-
jo in mozZnosti, poleg spremljanja bolnikov
z akutno ohlapno paralizo, izvajajo dopol-
nilna oz. nadomestna spremljanja. Tako je
npr. spremljanje EV v odpadnih vodah ali v
rezidualnem blatu otrok, mlajsih od 15 let.
Tudi v casu, ko se pribliZujemo izkoreninje-
nju PV, ko se opusca uporaba oralnega zive-
ga atenuiranega cepiva in Se nekaj ¢asa po
izkoreninjenju PV, bo treba vzdrzevati viso-
ko usposobljenost referen¢nih regionalnih
in nacionalnih laboratorijev v programu
WHO, saj je nujno, da so, z namenom hitre-
ga in ustreznega javnozdravstvenega ukre-
panja, vse drzave, tudi tiste, ki so PV proste,
sposobne zaznati in doloditi iz cepiva izvi-
rajoce PV, ki so lahko prisotni v okolju kot
posledica pretekle uporabe oralnega zive-
ga atenuiranega cepiva ali morebiten vnos
divjih ali iz cepiva izvirajocih PV iz drugih
geografskih obmodij (5).
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OBVLADOVANJE OKUZB

Z ENTEROVIRUSI

EV so v svetu endemicni, sodijo med naj-
pogostejSe povzrocitelje obolenj pri posa-
meznikih, povzrocajo pa tudi izbruhe (17,
12). Okuzbe z EV so pogosto asimptomat-
ske, lahko pa povzrocajo obolenja, kot so
meningitis in meningoencefalitis, akutna
ohlapna paraliza in akutni ohlapni mieli-
tis, bolezni z izpuscajem (npr. bolezen rok,
nog in ust), okuzbe zgornjih in spodnjih
dihal, miokarditis in neonatalno sepso (2,
5, 13). EV povzrocajo blazja ali tezZja obole-
nja, slednja so pogosta pri novorojenckih
in majhnih otrocih (14). Razli¢ni genotipi
EV povzrocajo dolo¢eno klini¢no sliko; isti
genotip EVlahko povzrocarazli¢ne klinic-
ne slike (4).

Virusi iz vrste EV-A so v ve¢ kot 90 %
povzrocitelji bolezni rok, nog in ust, e je
povzrocitelj EV; mozni so zapleti v obli-
ki encefalitisa in asepti¢nega meningiti-
sa. Najpogostejsi povzrocitelji so EV-A71, ki
pogosto povzrocajo tezja in CV-A16, ki obi-
¢ajno povzrocajo blazja obolenja. V vse vec-
jem delezu ju nadomescata CV-A6 in CV-
A10 (12). Globalno EV-A prevladujejo v Aziji
in ob Pacifiku, kjer povzrocajo vecje izbruhe
bolezni rok, nog in ust, predvsem med otro-
ci in predstavljajo pomemben javnozdra-
vstveni problem (12, 15).

V preteklem obdobju so bile Stevil-
ne klini¢ne Studije usmerjene v raziskova-
nje genotipov EV, ki povzrocajo tezje okuz-
be osrednjega Zivcnega sistema, predvsem
pri novorojenckih in majhnih otrocih, pri
katerih lahko pride do trajnih posledic ali
smrti, posebej ce do okuzbe pride v prvem
letu Zivljenja (14, 16). Ocenjuje se, da razlic-
ni genotipi EV, pogosto iz vrste EV-B (npr.
E-30), povzrocijo do 90 % asepiti¢nih me-
ningitisov pri otrocih in do 77 % asepti¢nih
meningitisov pri odraslih, e je bil povzro-
Citelj dolocen (14, 17, 18). Globalno so EV, ki
povzrocajo meningitise prevladujoci v ZDA
in v Evropi (12). Med EV iz vrste EV-B so tudi
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Stevilni povzrocitelji encefalitisa (pogos-
to CV-B5) in miokarditisa (pogosto CV-B3),
pa tudi respiratornih in gastrointestinalnih
obolenj (12, 17).

Zaradi pogostih mutacij in rekombina-
cij med EV so pogosta odkritja novih geno-
tipov (4, 16, 17). V preteklem obdobju so tako
identificirali Stevilne nove genotipe znot-
raj vrste EV-C (C104, C105, C109, C117), ki ve-
¢inoma povzrodajo respiratorna obolenja
razlicnih teZavnosti, v redkih primerih pa
lahko napredujejo v akutno ohlapno para-
lizo (4, 17). MozZna je tudi genetska rekombi-
nacija z divjimi in iz cepiva izvirajo¢imi PV,
ki so ravno tako predstavniki vrste EV-C, na
ta nacin pa do razvoja novih, potencialno
patogenih sevov PV (2, 4,5, 8,10).

Od leta 2012 se je v populaciji ponov-
no pojavil genotip EV-D68 iz vrste EV-D, ki
so ga prvic identificirali leta 1962 (19). Av-
gusta 2014 so v ZDA zaznali porast okuzb z
EV-D68 pri otrocih (velik delezZ je bilo otrok
z astmo) s teZjim respiratornim obolenjem,
pri dolocenih pa se je v nadaljevanju razvil
poliomielitisu podoben akutni ohlapni mi-
elitis in dozivljenjska paraliza (19-21). Pri-
mere so dokazali Se v Kanadi, Evropi in Azi-
ji ter v letu 2014 celokupno zabelezili ve¢
kot 2.000 primerov okuzb v 20 drzavah (19).
Leta 2016 so identificirali nov sev EV-D68
(B3), ki je bil povezan s tezjimi respiratorni-
mi in nevroloskimi obolenji (16). Potrebne
so dodatne preiskave za potrditev ali gre pri
EV-D68 za dvoletni vzorec pojavljanja. Vse-
kakor pa sta identifikacija dejavnikov tve-
ganja za tezji potek okuzbe in vzorcev po-
javljanja EV-D68 pomembni informaciji za
razvoj ustreznih javnozdravstvenih ukre-
pov (22).

Za zdravljenje okuzb z EV uradno Se ni
bilo odobreno nobeno specifi¢no protiviru-
sno zdravilo. V fazi razvoja in testiranja so
Stevilna specifi¢na protivirusna zdravila, ki
delujejo bodisi na ravni zaviranja virusnih
procesov, bodisi na ravni zaviranja gosti-
teljskih dejanvikov, ki sodelujejo v virusni



Natasa Berginc, Vesna Subelj, Katarina Prosenc Trilar | Spremljanje enterovirusnih okuzb v ¢asu izkoreninjenja 1

replikaciji. Tezi se k razvoju protivirusnih
zdravil s ¢im $irSim spektrom delovanja na
EV (13). Za enkrat ostaja zdravljenje vecino-
ma simptomatsko (14, 16).

Poleg cepiv proti PV, je v nekaterih azij-
skih drzavah (npr. Kitajska od leta 2015) ura-
dno odobreno cepivo proti EV-A71.Vfazira-
zvoja in testiranja so Stevilna cepiva proti
razlicnim tipom EV, predvsem tistim, za ka-
tere je znano, da povzrocajo teZja obolenja
ali izbruhe (12). Zaradi Stevilnih (sero/geno)
tipov EV (nad 100) razvoj cepiva Sirokega
spektra za zascito populacije pred okuzbo
z EV ni mozen (13). TeZi pa se k razvoju po-
livalentnih cepiv, ko je z enim cepljenjem
mozna zascita proti vec (sero/geno)tipom
EV(12).

SPREMLJANJE ENTEROVIRUSNIH
OKUZB
Leta2015je WHO skupaj zameriskim Cen-
trom za nalezljive bolezni (angl. Center for
Disease Control, CDC) izdala priporodila za
spremljanje ter laboratorijske protokole za
detekcijo in identifikacijo PV in EV v vzor-
cih bolnikov z namenom (5, 13, 15):
hitrega javnozdravstvenega ukrepanja v
primeru izbruhov okuzb z EV,
odkrivanja novih EV in proucevanja EV,
ki povzrocajo tezja obolenja,
za proucevanje bremena okuzb z EV z
namenom dolgorocnega nacrtovanja
javnozdravstvenih ukrepov in
kot podpora razvoja protivirusnih zdra-
vilin cepiv.

Poleg spremljanja okuzb pri ljudeh,
WHO priporoca spremljanje odpadnih vod
na prisotnost PV, iz cepiva izvirajocih PV
in EV, saj se je izkazalo za obcutljiv sistem
spremljanja kroZenja teh virusov v okolju
in v populaciji (16, 23).

Vecina drzav v praksi ne izvaja aktivne-
ga spremljanja EV, saj je aktivno spremlja-
nje Se vedno omejeno na spremljanje PV v
regionalnih in nacionalnih referen¢nih la-
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boratorijih (17). Vecinoma je vzpostavljeno
prostovoljno, regionalno ali nacionalno pa-
sivno zbiranje podatkov o detekcijah EV in
njihovi seroloski ali genetski identifikaci-
ji v diagnosti¢nih vzorcih bolnikov, zato je
tudi breme okuzb z EV na osnovi teh podat-
kov verjetno ocenjeno prenizko (11, 16). Za-
radi vedno bolj razvidnega javnozdravstve-
nega bremena EV se v strokovni javnosti
zagovarja potrebo po razvoju in vzposta-
vitvi robustnih in ucinkovitih sistemov za
proaktivno zbiranje ¢im bolj harmonizira-
nih viroloskih in epidemioloskih podatkov
za podporo javnozdravstvenim ukrepom
na podrodju okuzb z EV, pa tudi okuzb s so-
rodnimi RVin s humanimi parehovirusi (17).

LABORATORIJSKE METODE ZA
SPREMLJANJE ENTEROVIRUSOV
Na voljo so Stevilne metode za detekci-
jo in karakterizacijo PVin EV, vklju¢no z la-
boratorijskimi protokoli, ki sta jih objavila
WHO in CDC (5, 17). V zaletku 2018 je med-
narodna skupina strokovnjakov objavila
priporocila za detekcijo in karakterizacijo
EV (2). Zlati standard za detekcijo EV so Ze
nekaj casa molekularne metode za ampli-
fikacijo nukleinskih kislin (reverzni prepis
in PCR), saj so visoko obcutljive in specific-
ne ter hitre (2). Za Siroko spektralno diagno-
stiko EV se kot tarca najpogosteje uporab-
lja konzervativna 5 neprepisujoca se regija
genoma (2). Genotipska karakterizacija te-
melji na sekveniranju odseka nukleotinega
zaporedja gena za sintezo VP1 (450 nt), ge-
notip EV lahko nato dolo¢imo s Stevilnimi
prosto dostopnimi bioinformatskimi pro-
grami (2, 24). Za dolocitev novih genotipov
EV, ki jih potrjuje studijska skupina za pi-
kornaviruse pri Mednarodnem komiteju
za taksonomijo virusov (angl. International
Committee for Taxonomy of Viruses, ICTV), je
potrebna sekvenca celotnega nukleotidne-
ga zaporedja gena za sintezo VP1 (900 nt).
Za spremljanje EV razvijajo tudi metode
sekveniranja nove generacije — eden prvih
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poskusov je uporaba metode sekveniranja
nove generacije v spremljanju odpadnih
vod, ki v pregledanih vzorcih odplak omo-
goca detekcijo EVvseh stirih vrst, ki okuzu-
jejoljudi (16).

Konvencionalne metode, kot so npr. mi-
kroskopiranje, izolacija virusov v celi¢nih
kulturah in identifikacija virusnih izolatov
z nevtralizacijskimi testi ter seroloske me-
tode, se v diagnostiki EV ne uporabljajo. So
pa Se vedno aktualne v predpisanem labo-
ratorijskem spremljanju v procesu izkore-
ninjenja PVin v raziskovalne namene (2).

Diagnosti¢ni vzorci, primerni za labo-
ratorijsko ugotavljanje povzrocitelja pri
bolnikih s sumom na okuzbo z EV, so odvis-
ni od klini¢ne slike. Glede na to se priporoca
odvzem vsaj enega od vzorcev: likvor, blato,
respiratorni vzorec, manj pogosto tudi urin
in kri (2). Pri tem je potrebno upostevati po-
sebnosti, kot je npr. dejstvo, da Stevilnih EV,
predvsem vrst EV-C in EV-D, ki povzrocajo
respiratorna obolenja, obicajno ne detek-
tiramo v blatu (4, 16). Pri snovanju sistema
spremljanja EV okuzb je zato treba posebno
pozornost posvetiti tudi opredelitvi nabora
ustreznih vrst klini¢nih vzorcev (11).

ZAKLJUCEK

Program izkoreninjenja PV pod okriljem
WHO je v 30 letih dosegel dobre rezultate:
PV so globalno skoraj izkoreninjeni iz po-
pulacije in okolja. Zaradi uporabe oralne-
ga zZivega atenuiranega cepiva, v populaci-
jiin okolju lahko krozijo sevi, ki izvirajo iz
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Epidemije in pandemije gripe —
sto let od pandemije Spanske gripe

Influenza Epidemics and Pandemics - One Hundred Years from Pandemic
of Spanish Influenza

I1ZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: gripa, pandemija, epidemija, $panska gripa

Gripa je virusna nalezljiva bolezen z znacilno klini¢no sliko, ki spremlja ¢lovestvo ze 500
let ali vec in ki vsako leto povzroca epidemije, ki predstavljajo veliko javnozdravstve-
no breme. V svetovnem merilu letno gripo s tezkim potekom preboleva 3-5 milijonov
ljudi, 290.000-650.000 jih zaradi gripe umre. Gripa je pomemben vzrok odsotnosti z
dela in predstavlja veliko obremenitev zdravstvenega sistema. Obcasno, kadar se pojavi
dovolj spremenjen virus influence, pa povzroCi pandemijo, kar pomeni izjemno hitro
Sirjenje izbruhov, visjo stopnjo obolevnosti, visjo smrtnost, prizadetost neobicajnih sta-
rostnih skupin in e dodatno povecano breme za zdravstvene sisteme. Domnevamo, da
za izbruhe leta 1580 ze lahko z gotovostjo trdimo, da je $lo za pandemijo gripe. Potem
sledijo vedno kvalitetnejsi opisi pandemij, a razvoj znanosti je omogocil dokaz virusa
gripe Sele v vzorcih, ki izvirajo iz pandemije leta 1918; Spanske gripe. Letos mineva 100
let od Spanske gripe, ki je bila najhujSa pandemija v tem Casu. V prispevku opisujemo Se
znacilnosti drugih pandemij, predvsem iz 20. in 21. stoletja.

ABSTRACT
KEY WORDS: influenza, pandemic, epidemic, Spanish flu

For at least five centuries influenza has been a clinically distinct contagious viral disease,
every year causing epidemics which pose a considerable public health burden. Globally,
3-5 million people are stricken with the severe clinical course of influenza infection and
there are 290,000-650,000 influenza related deaths annually. Influenza is an important
cause of work absenteeism and poses a great burden on health systems. Occasionally,
when a sufficiently distinct virus appears, it causes a pandemic, that is, fast spread of ou-
tbreaks, higher morbidity and mortality, it affects unusual age groups and poses an even
greater burden on health systems. The first pandemic that we can consider with quite
some certainty as a real influenza pandemic happened in 1580, followed by increasin-
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gly better descriptions of pandemics, but the progress of science provided first proof
of the influenza virus only in specimens from the 1918 pandemic, namely, the Spanish
flu. This year marks the centenary of the Spanish flu which was the worse pandemic of
the era. In the paper we are also describing other pandemics, particularly in the 20" and

215t century.

UvoD

Gripa ali influenca je bila in je Se bolezen,
ki povzroca visoko javnozdravstveno bre-
me. Zanjo je znacilen nenaden porast tem-
perature, obicajno suh kaselj, glavobol, iz-
razite bolecine v miSicah in sklepih, slabo
pocutje, bolece grlo in izcedek iz nosu. Pri
vecini obolelih simptomi izzvenijo v ted-
nu ali dveh brez medicinske pomoci, a v
nekaterih primerih, posebej v skupinah z
vedjim tveganjem (starostniki, nosecnice,
otroci mlajsi kot pet let, ljudje s kroni¢ni-
mi boleznimi ali imunskimi pomanjklji-
vostmi), je potek gripe lahko tezek, lahko
zahteva hospitalizacijo, moZen je smrtni
izid. Svetovna zdravstvena organizaci-
ja (angl. World Health Organization, WHO)
ocenjuje, da globalno letno gripo s tezkim
potekom preboleva 3-5 milijonov ljudi,
290.000-650.000 jih zaradi gripe umre (1).

V Sloveniji so akutne okuzbe dihal naj-
pogostejsi vzrok za obiske v zunajbolni-
$ni¢nem zdravstvenem varstvu na pri-
marni ravni in Cetrti najpogostejsi vzrok
hospitalizacij ter najpogostejsi vzrok zaca-
sne odsotnosti z dela (2).

Virusi, ki povzrocajo gripo, se stal-
no spreminjajo, da se izognejo delovanju
imunskega sistema. Te manjSe spremem-
be imenujemo antigenski zdrs (angl. drift).
Tako ostane del populacije obcutljive kljub
poprejsnji okuzbi in epidemije gripe se zato
redno ponavljajo. V zmernih klimatih se-
verne in juzne poloble se ponavljajo vsako
zimo, medtem ko je pojavljanje v tropskih
predelih ¢asovno manj opredeljeno (3). Pan-
demije, ki jih poenostavljeno opredeljuje-
mo kot epidemije, ki se hitro razsirijo v vec
svetovnih regijah in prizadenejo veliko Ste-
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vilo prebivalstva naenkrat, se pojavljajo v
neenakomernih intervalih in sodec po sta-
rih zapisih spremljajo ¢clovestvo Ze zelo dol-
go. Povzrocajo jih moc¢no antigensko spre-
menjeni virusi (antigenski premik, angl.

shift) (4)-

VIRUSI INFLUENCE

Razumevanje gripe se je mocno izboljsa-
lo z odkritjem prenosa patogena prasicje
gripe, ki je presel filter, ki je sicer zadrzal
bakterije, ter okuzil druge prasice (5). Leta
1933 je sledilo odkritje influence A, leta
1940 influence B, leta 1950 influence C in
leta2011influence D (6-9). Virus influence
A je za ¢loveka najpomembnejsi, saj redno
povzroca epidemije in obc¢asno pandemi-
je. Virus influence B povzroca epidemije,
virus influence C povzroca blaga obolenja
predvsem priotrocih. Virus influence D so
do zdaj nasli le pri prasicih, govedu, ovcah
in kozah. Vsi nasteti tipi virusov influence
spadajo v druzino Ortomyxoviridae, so sfe-
ricne oblike, veliki so 80-120 nm, imajo
enovijacno segmentirano RNA in lipidno
ovojnico (9, 10).

V tem prispevku se bomo omejili na vi-
ruse influence A. Virus influence A vsebu-
je osem genomskih segmentov, ki kodira-
jo dve bazi¢ni beljakovini (PB1 in PB2), kislo
beljakovino (PA), hemaglutinin (HA), nukle-
okapsidno beljakovino (NP),nevraminidazo
(NA), matri¢no beljakovino (M1), ionski ka-
nalcek (M2) in dve nestrukturni beljakovi-
ni (NS1in NS2) (17). Za fenotipske znacilnos-
ti virusov in za imunski odgovor gostitelja
sta najpomembne;jsi povrSinski beljakovini
HA in NA, katerih zgradba je zelo spremen-
ljiva. Razli¢ice HA in NA so o$tevilCene in so
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del poimenovanja virusov influence. Poz-
namo 18 razli¢ic HA in 11 razlic¢ic NA. Go-
stitelji vseh podtipov influence A (HA 1-16,
NA1-9) so vodni ptici, izjemi sta le nedavno
odkrita podtipa A (H17N10) in A (H18N11), ki
so ju odkrili pri netopirjih. Poznamo veli-
ko Stevilo razli¢ic kombinacij HA in NA. Po-
leg vodnih ptic so gostitelji lahko tudi dru-
ge zivali kot npr. prasici, konji, psi, macke in
celo tjulnji. Odkar je na voljo dovolj virolo-
Skega znanja, da nam je ta podatek na voljo,
so pandemije povzrocili podtipi A (H1N1), A
(H2N2) in A (H3N2). Kot sezonska virusa tre-
nutno krozita podtipa A (H1N1) in A (H3N2)
in painfluenca tipa B (12, 13).

PANDEMIJE

Enotna definicija pandemije ne obstaja in
celo WHO je spremenila prejsnjo, bolj do-
loceno definicijo tako, da glede na situaci-
jo in potek vsaki¢ posebej preuci razli¢ne
dejavnike, oceni tveganje in se na podla-
gi le-teh odloci za morebitno razglasitev
pandemije. Razglasitev pandemije je zelo
pomemben korak, saj sprozi Stevilne uk-
repe na mednarodni ravni in razli¢ne uk-
repe na ravni posameznih drzav (14). Eden
od dejavnikov, ki jih spremljamo, ko preu-
¢ujemo pandemije nalezljivih bolezni, je
geografska razSirjenost. Pricakujemo hit-
ro Sirjenje bolezni, ki jo je v relativno krat-
kem ¢asu mozZno zaznati v vec svetovnih
regijah. Pomemben dejavnik je delez oku-
Zenih in simptomatskih bolnikov, ki mora
biti visok, da bolezen v kratkem c¢asu ek-
splozivno zajame veliko ljudi. Poleg gripe
sta bili taksni Se na primer kuga v 14. sto-
letju in kolera v 18. stoletju. Pomembna je
novost povzrocitelja pandemije in s tem
zelo nizka imunost populacije. Povzroci-
telj je lahko nov, kot vecinoma pri gripi,
ali pa se v populaciji pojavi po daljsi odsot-
nosti, kot npr. ponavljajoce se pandemije
kolere, ki jih je povzrocil enak patogen. Pri
gripi novost pomeni zamenjavo (antigen-
ski premik, angl. shift) gena za HA in obi-

¢ajno tudi gena za NA in s tem nastanek
genotipsko in fenotipsko novega virusa.
Pomembni dejavniki so Se infektivnost,
nalezljivost in resnost povzrocenega obo-
lenja. Resnost obolenja sicer ni obicajen
kriterij, s katerim ocenjujemo pandemi-
jo,av preteklosti so bile kot pandemije ve-
¢inoma oznaceni izbruhi tezkih bolezni,
ki so pogosto imele tudi visoko smrtnost.
Tako $irjenja nove variante gripe, ki ima
enak, a nekoliko spremenjen HA kot ob-
stojeCa varianta, klini¢na slika okuzbe pa
ni tezja kot obicajno, ne bomo poimenova-
li pandemija, Ceprav se bo ta varianta hit-
ro razsirila po vsem svetu in okuzila veli-
ko ljudi. Pri gripi pa imamo tudi drugacen
primer, ko imamo virus aviarne influence
A (H5N1), ki povzroci hudo obolenje in ima
60 % smrtnost. Najdemo ga v vec regijah,
pa njegovega pojavljanja ne poimenujemo
pandemija, saj okuzbe niso mnozicne, pre-
nos s ¢loveka na ¢loveka pa je izjemno re-
dek.Kljub temu da splosno sprejete defini-
cije pandemije nimamo in je verjetno tudi
ni pricakovati, je vsem pandemijam ven-
darle skupna Siroka geografska razsirje-
nost, prizadetost velikega Stevila ljudi in
breme za zdravstvene in druzbene siste-
me (15).

Epidemije in pandemije gripe sprem-
ljajo Clovestvo Ze zelo dolgo, vendar pred
odkritjem virusa influence oz. moznostjo
dokazovanja le-tega v ohranjenih bioloskih
vzorcih,lahko o tem,alije izbruh res povzro-
cila gripa, le domnevamo. Najzgodnejsi opis,
ki bi lahko ustrezal influenci, sega v leto 412
pr. n. §t. Izbruh z znacilnostmi, ki Ze zelo
dobro ustrezajo pandemiji influence, je opi-
san iz let 1173-1174. Za izbruh v letu 1580 pa
se vecina raziskovalcev strinja, da je $lo za
pravo pandemijo gripe. Zacela se je v Aziji, se
razsirila v Afriko in naprej v Evropo. Evropo
je zajela od juga proti severu v Sestih mese-
cih in se razsirila Se v Ameriko. ZabeleZena
je bila visoka obolevnost in umrljivost. Od
zaCetka 18. stoletja so razlicni dokumenti,
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ki obravnavajo medicinsko tematiko, veliko
popolnejsi, zanesljivejsi in rednejsi. Nasled-
nje pandemije, ki so jih z veliko gotovostjo
povzrocili virusi gripe, so bile v letih:
1729-1733 (zacetek v Rusiji, Sirjenje na
vzhod, zajame Evropo v Sestih mesecih
in svet v treh letih, pandemija je imela
vec valov, kasnejsi so bili hujsi),
1781-1782 (zacetek na Kitajskem, Siritev
v Rusijo in nazahod, zajame Evropo v os-
mih mesecih, $iri se v Severno Ameriko,
obolelih je ogromno (30.000/dan v St. Pe-
terburgu, dve tretjini prebivalcev Rima)
najve¢ med mladimi odraslimi, umrlji-
vost ni zelo visoka),
1830-1833 (zaletek na Kitajskem, Sirje-
nje na jug na Filipine v Indijo in Indo-
nezijo, preko Rusije v Evropo in naprej v
Ameriko, v Evropi je imela tri valove, ka-
snejsi so bili hujsi, delez obolelih je bil
okoli 20-25 %, smrtnost je bila visoka),
1889-1892 (zelo dobro dokumentirana,
najverjetneje zacetek v centralni Rusiji,
kjer se je zadrzala Sest mesecev, nato hit-

ro Sirjenje po vsej Evropi, Mediteranu,
severni Afriki, severni in juzni Ameriki,
nadalje Siritev v Singapur in na Kitajsko
ter naprej v Indijo, Avstralijo in na Novo
Zelandijo, delez okuZenih je bil med
25-50 %, smrtnost okoli 0,15 %, najvec-
ja smrtnost med starejSimi, trije valovi,
kasnejsi valovi so bili hujsi, v arhivskih
serumih so dokazali virus influence A
(H2))in

1898-1901 (izvor ni znan, hkratni izbru-
hi na razli¢nih koncih sveta, potek bo-
lezni je bil v veliko primerih blag, ta pan-
demija je vzbudila vecjo pozornost Sele
s testiranjem arhivskih serumov, v kate-
rih so dolodili protitelesa proti influenci
A (H3)).

V ¢asu med omenjenimi pandemijami
je moZno, da je bila Se kaksna, vendar so po-
datki prevec¢ pomanjkljivi, da bi jih z goto-
vostjo uvrstili med pandemije gripe (4, 16). V
zadnjih 100 letih smo bili prica Stirim pan-
demijam (tabela 1) (14).

Tabela 1: Zadnje $tiri pandemije gripe in njihove lastnosti.

Letoin Regija Podtip Ocena repro- Ocena Ocena Najbolj
poimenova-  zacetka influence dukcijskega umrljivosti Stevila prizadete
nje Stevila povzrocenih starostne
smrti skupine
o8 o HINL 12-30 2-3% 20-50  adi odrasii
Spanska pojasnjeno milijonov
1957-1958 juzna o _ . :
Azijska Kitajska H2N2 15 <02% 1-4 milijonov  vse skupine
1968-1969 juzna a o P :
Hongkonska Kitajska H3N2 1,3-16 <02% 1-4 milijonov  vse skupine
2009-2010 Severna o 100.000-  otroci in mladi
Prasica  Amerika TN 11-18 0.02% 400000 odrasli

SPANSKA GRIPA

Zaradi visokega Stevila obolelih, hitre-
ga Sirjenja in pogosto tezkega poteka bo-
lezni, velja Spanska gripa za najhujso po-
znano pandemijo gripe. Kje se je pricela,
ni natancno pojasnjeno. Ena od moznos-
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tije prenos z delavci s Kitajske, ki so vletu
1918 prihajali v ZDA in Evropo. Na Kitaj-
skem je v tistem casu zabelezeno kroze-
nje influence. Z gotovostjo pa so se prvi za-
belezeniizbruhi pojavili marca 1918 na vec
koncih ZDA hkrati; v Detroitu (Michigan),
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Juzni Karolini in v zaporu San Quentin v
Kaliforniji. Od tam se je obolenje Sirilo z
rekruti, ki so se zbirali v vojaskih bazah,
ki so bile odli¢no okolje za Sirjenje okuz-
be. Vojaki so zladjami potovali v Evropo in
prenesli okuzbo, ki je v aprilu in maju za-
jela prakticno vso Evropo, Afriko ter v ju-
niju dosegla Se Kitajsko, Novo Zelandijo
in Filipine. Hkrati je bilo to obdobje prve
svetovne vojne, ¢asopisne in radijske ves-
ti so prvenstveno obravnavale vojne teme
in mnoge drzave o izbruhih niso niti Zele-
le porocati, da slabe vesti ne bi vplivale na
moralo vojakovin da nasprotna stran ne bi
izvedela za teZave. Spanija v prvi svetov-
ni vojni ni bila udeleZena, porocala je hit-
reje in vec in tako je vecina zgodnjih novic
o izbruhih gripe prigla iz Spanije. Zbolel je
tudi $panski kralj in nekaj ¢lanov vlade in
tako se je uveljavilo ime Spanska gripa. Po
tezi obolenj in smrtnosti se prvi val ni zelo
razlikoval od obi¢ajnih epidemij gripe. Ka-
tastrofalne razseznosti so prisle z drugim
valom. Avgusta 1918 je influenca izbruh-
nila na ladji, ki je plula iz Anglije v prista-
nisce Free Town v Afriki. Smrtnost obole-
lih je bila desetkrat vi§ja kot v prvem valu.
Izbruhi so se iz pristaniskega mesta hit-
ro raz§irili po Afriki. Zacetek drugega vala
pandemije z mnogo vecjim deleZem obo-
lelih s tezkim potekom bolezni in z viso-
ko umrljivostjo so v Evropi najprej zabe-
lezili v francoskem pristanis¢u Brest, od
koder se je hitro §iril po vodnih in kopen-
skih vojaskih poteh po vsej Evropi in v Ru-
sijo. VZDA se je drugi val pricel v Bostonu,
kamor je priplula ladja z okuZenimi vojaki
iz Evrope, in kmalu zajel vso drzavo. Pan-
demija je dosegla Indijo oktobra 1918, Av-
stralijo v januarju 1919. Tretji val je trajal
od januarja do junija 1919, tudi zanj je bil
znacilen velik delez tezkih potekov bolez-
ni in visoka smrtnost (16). Tezek potek bo-
lezniin visoka smrtnost sta se pojavljalaiz
dveh razlogov. Prvi je bil sekundarna bak-
terijska pljucnica v casu pred odkritjem

antibiotikov in je v vecji meri prizadel sta-
rejSe ljudi. Drugi je bil prehod od obicaj-
nih klini¢nih znakov gripe v traheobron-
hitis, bronhiolitis, dihalno stisko, cianozo,
hemoragije mukoznih membran in na-
stop smrti zaradi zadusitve. V teh prime-
rih so avtopsije pokazale na pljucih inten-
zivne vnetne spremembe, adenopatije, v
pljucih se je nabralo do liter tekocine. Tak
potek je bil bolj pogost v starostni skupi-
ni20-40 let (16). Visoka umrljivost mladih
odraslih je bila ena od posebnosti §panske
gripe (slika 1). Vzroki zanjo $e niso popol-
noma pojasnjeni. Iz testiranja arhivskih
serumov domnevajo, da so lahko ime-
li starejsi ljudje v preteklosti ze stik z vi-
rusom influence, ki je imel podoben HA.
Eden od moznih vzrokov hudih potekov
in visoke umrljivosti pri mladih odraslih
je lahko tudi pojav citokinske nevihte oz.
pretiranega imunskega odgovora pri pred-
hodno zdravih ljudeh (19). Na visku druge-
gavalajebila smrtnost v nekaterih evrop-
skih mestih 10 %. Mocno so bile prizadete
tudi izolirane skupnosti Eskimov, kjer je
bila smrtnost tudi7o %, umrlo je 5 % prebi-
valcev otoka Guam v Pacifiku, 14 % na oto-
¢ji Fidzi, 22 % na Samoi. V celoti ocenjujejo,
daje bila globalna umrljivost 2-3 % (10, 16).

V Casu pandemije metode za dokaz vi-
rusnih povzrociteljev Se niso bile razvi-
te, ohranili pa so se arhivski bioloski vzorci
bolnikovin nekaj trupel Zrtev §panske gripe
na Aljaski, ki so se zaradi pokopa v zamrzn-
jeno zemljo dobro ohranila. Histoloske ra-
ziskave, raziskave genoma in rekonstrukci-
ja virusov iz teh vzorcev so nam omogocili
vpogled v virus, ki je to pandemijo povzrocil
(17). Gre za podtip A (H1N1) aviarnega izvora
in zaenkrat ni mogoce ugotoviti, ali se je na
¢loveka prenesel neposredno ali preko pri-
lagoditve v vmesnem gostitelju (npr. prasi-
¢u) (18). Vsekakor ima gen za HA tega virusa
virulencne markerje, ki jih danes pozna-
mo pri virusih s pandemskim potencialom,
kot sta A (H5N1) in A (H7No). Vsi dejavniki,
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Slika 1: Smrti zaradi plju¢nic in gripe v ZDA v treh pandemijah gripe (16).

zakaj je bil virus Spanske gripe tako dobro
prenosljiv s cloveka na cloveka in zakaj je
povzrocal tako hudo patologijo in klini¢no
sliko, $e niso pojasnjeni (19). Z vecjo preku-
zZenostjo in z dolocenimi adaptacijami vi-
rusa je pandemija do konca leta 1920 izzve-
nela in pandemski virus je postal obicajen
sezonski virus, ki je z manj$imi spremem-
bami krozil vse do leta 1957, ko se je pojavil
nov pandemski virus A (H2N2) (4). Zanimivo
je, da so se geni, ki jih je imel virus influen-
ce A (H1N1), prenasali in ohranili vse do vi-
rusov, ki krozijo Se danes (18).

AZIJSKA GRIPA

Virus influence, ki je povzrocil pandemijo
v letih 1957-1958, se je prvic pojavil v pro-
vinci Yunan na Kitajskem februarja 1957
in v aprilu Ze dosegel Hongkong, Singapur,
Tajvan in Japonsko. Takrat je pod okriljem
WHO Ze uspesno delovala mreZa laborato-
rijev za spremljanje gripe in v maju 1957 so
na izrednem sestanku pravilno ugotovili,
da gre za pandemijo in predvideli nadal-
jnje Sirjenje. Kmalu so tudi ugotovili, da
gre za popolnoma nov podtip influence A
(H2N2), pri katerem sta gena za HA in NA

136

aviarnega in drugi geni humanega izvora.
Do rekombinacije genov je najverjetneje
prislo v vimesnem gostitelju prasi¢u. Pan-
demija se je Sirila predvsem po kopenskih
in ladijskih poteh in vSestih mesecih zaje-
la ves svet. Na mnogih koncih sveta se je v
zaCetku leta 1958 pojavil Se drugi pandem-
ski val (Evropa, Severna Amerika, bivsa
Sovjetska zveza), ki je bil po resnosti obo-
lenj enak prvemu ali nekoliko tezji. Oku-
zilo se je 40-50 % prebivalstva od katerih
je gripo tezje prebolevalo 25-30 %. Smrt-
nost je bila najvisja med majhnimi otroki
in starostniki in je skupaj dosegla okoli
0,02 % (slika 1). Ko se je pandemija konca-
la, je virus influence A (H2N2) kot sezon-
ski virus krozil le dobro desetletje, do leta
1968 (16, 20).

HONGKONSKA GRIPA

Izbruh hongkonske gripe se je pricel na Ki-
tajskem julija 1968. V istem mesecu je po-
vzrocil obsezno epidemijo v Hongkongu in
od tam so prisla tudi prva porocila. Kma-
lu so dolocili, da gre za nov podtip influen-
ce A (H3N2), ki ima novo pridobljena gena
za HA in PB1, druge gene pa je virus ohra-
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nil od prejSnjega pandemskega in kasne-
je sezonskega virusa A (H2N2). V avgus-
tu in septembru 1968 se je virus razsiril
po jugovzhodni Aziji, Avstraliji in do Ira-
na. Okuzba je prisla v ZDA z vojaki, ki so
se vracali iz vietnamske vojne, in dosegla
vrh decembra 1968. V Evropi se je §irila po-
Casiin dosegla vrh kar leto dni kasneje kot
v ZDA. Nazadnje je pandemija sredi leta
1969 dosegla Se Juzno Ameriko in jug Af-
rike. Od prej krozecega virusa influence
ohranjen gen za NA ni prepreceval okuzb,
je pa prispeval k pretezno blazjim obolen-
jem. Kljub vsemu pa sta bili na koncu obo-
levnost in smrtnost priblizno enaki kot v
prejsnji pandemiji azijske gripe (tabela 1).
Od pojava v letu 1968 nas sicer ves ¢as ne-
koliko spreminjajoci se virusi A (H3N2)
spremljajo vsako sezono Se danes in po-
vzrocajo znatno obolevnost in tudi umr-
ljivost (16, 18, 20).

PRASICJA GRIPA A (H1IN1)pdm09

Novi virus se je aprila 2009 pojavil v ne-
kaj posamicnih primerih v Kaliforniji in
v izbruhih v Mehiki in v istem mesecu so
ga ze dokazali v Evropi, Kanadi, Izraelu, na
Novi Zelandiji. Virus so izolirali in karak-
terizirali 17. aprila 2009 ter ga poimenovali
A (H1N1)pdmo9, da se je locil od takratne-
ga sezonskega virusa A (HiN1). Nekateri
izbruhi v Mehiki so bili alarmantni, s kar
60 % obolelih v dolo¢enem okolju. Sirje-
nje je bilo izjemno hitro. Starostne skupi-
ne z najvecjo obolevnostjo so bili otroci in
mladi odrasli (povprecna starost zbolelih
je bila 18,1 let, 64 % med 1029 letinle1 %
starejSih od 60let). Uradnoje11.junija2009
Ze 135 drzav porocalo o skupno 94.512 potr-
jenih primerih okuzb z virusom A (H1N1)
pdmo9 ter o 429 smrtih; WHO je razglasi-
la pandemijo. Na sreco se pandemija ni iz-
kazala za tako hudo, kot je kazalo na zacet-
ku. Potek bolezni v vecini primerov ni bil
teZek in smrtnost je bila nizka (tabela1). Ce
ne bi imelo ime prasicja gripa slabsalnega

prizvoka, bi bilo kar ustrezno za nov virus,
sajjenastal zrekombinacijo dveh prasicjih
virusov; klasi¢ne prasicje gripe (potom-
ka pandemske gripe iz 1918) in evrazij-
ske prasicje gripe (vsi njeni geni so avi-
arnega izvora). Po pandemiji se je virus A
(H1N1)pdmo9 ustalil kot sezonski virus,
ki krozi v populaciji. To je bila prva pan-
demija, v kateri je bilo specifi¢no cepi-
vo proti pandemskemu virusu na voljo ze
med drugim valom, v oktobru 2009. Koli-
ko so cepljenje in drugi ukrepi vplivali na
potek pandemije, je tezko ugotoviti. Kljub
blagemu vtisu je bilo breme bolezni veli-
ko, saj je bila bolj prizadeta mlajsa popula-
cija, kar kljub nizki smrtnosti pomeni vec-
jeSteviloizgubljenih let zdravega Zivljenja
(18, 20, 21).

ZAKLJUCEK

Gripa je Ze najmanj pet stoletij bolezen z
znacilno klini¢no sliko in stabilno patolo-
gijo, pa vendar je prakticno nemogoce na-
povedati, kdaj se bo pojavila v pandemski
obliki, koliko ¢asa bo krozil dolo¢en pod-
tip ali sev, kak$na bo teza bolezni in smr-
tnost. Pandemije so vedno prisle neprica-
kovano, po dolgih ali krajsih premorih po
prejSnjih pandemijah, prizadete so bile
razlicne starostne skupine, pandemski vi-
rusi so nastali z razli¢nimi genskimi me-
hanizmi, vkljuceni so bili razli¢ni zivalski
gostitelji. Kar lahko ugotovimo je, da pan-
demije gripe predstavljajo dogodke, ko se
pojavijo izjemno dobro prilagojeni virusi
influence, ki so nekaj korakov pred imu-
nostjo ¢loveske populacije, ki pa jih bo v
doloenem casu neizogibno spremeni-
la v viruse sezonske gripe. Upamo lahko,
da nam bodo bodoc¢a znanstvena razkri-
tja omogocila boljSe razumevanje dina-
mike pandemij gripe in s tem boljSo prip-
ravljenost. Ker univerzalno cepivo proti
gripi Se ni na voljo in ker kljub uteenim
postopkom razvoj specifi¢nega pandem-
skega cepiva terja svoj cas, se lahko za zdaj
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pripravljamo le z dobrim in Sirokim nacr-
tovanjem javnozdravstvenih ukrepov za
primer pandemije. Ceprav so naértovani
in izvedeni javnozdravstveni ukrepi mar-
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Izvedli smo prvo javnozdravstveno raziskavo bakterije Bordetella pertussis v Sloveniji.
Osamili smo 27 izolatov B. pertussis v kulturi, dolocili njihovo protimikrobno obcutljivost
na makrolide in lastnosti njihovih antigenov, povezanih s cepivi. Vsi testirani izolati so bili
obcutljivi na makrolide. Vsi proucevani izolati so izrazali toksin oslovskega kaslja in anti-
gena Fim2 ali Fim3. Ugotovili smo, da skoraj 90 % izoliranih izolatov ni izrazalo antigena
pertaktin, ki je ena od komponent acelularnega cepiva. Prve primere takih sevov smo
opazili 15 let po uvedbi acelicnega cepiva, ki je vsebovalo pertaktin. Tudi ostali testirani
genotipi antigenov se razlikujejo od tistih, ki so prisotni v cepivih. Ceprav je populacija
precepljena v visokem odstotku, to ne prepreci Sirjenja bakterije B. pertussis, ki je v Slo-
veniji endemicna in tudi epidemicna.

ABSTRACT

KEY WORDS: pertussis, public health surveillance, pertussis vaccination

We conducted the first public health study of Bordetella pertussis in Slovenia. We cultu-
red 27 B. pertussis isolates, determined their antimicrobial sensitivity to macrolides and
their vaccine antigenic properties. All tested isolates were sensitive to macrolides. All of
the studied isolates expressed the pertussis toxin and Fim2 or Fim3 antigens. We found
that almost 90% of the isolates did not produce the antigen pertactin, which is one of
the components of the acellular vaccine. The first cases of such strains were observed
15 years after the introduction of an acellular vaccine containing pertactin. Other tested
genotypes of vaccine antigens differ from those present in vaccines. Although the po-
pulation is highly immunised, this does not prevent the spread of B. pertussis, which is
endemic as well as epidemic in Slovenia.
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UvoD

Oslovski kaselj povzroca bakterija Borde-
tella pertussis, redkeje Bordetella paraper-
tussis. Je zelo nalezljiva bolezen dihal, ki se
prenasa kapljicno (7, 2). Oslovski kaselj pre-
precujemo s cepljenjem, vendar kljub vi-
soki precepljenosti ostaja endemicen in
na splosno velja za eno od najslabse obvla-
dovanih bolezni, proti katerim cepimo. Za
oslovskim kasljem lahko zboli vsak, naj-
huje pa prizadene $e necepljene dojencke. V
letu 2016 je bilo v Evropski uniji (EU) 29 pri-
merov smrti, vecina pri dojenckih, mlajsih
od treh mesecev (3). Zdravljenje je u¢inko-
vito, Ce je uvedeno v zgodnji fazi bolezni.
Kasneje uvedeno zdravljenje bistveno ne
omili poteka bolezni in bolezni ne skraj-
§a, je pa pomembno za preprecevanje §ir-
jenja okuzbe (2). Bolezen zdravimo z mak-
rolidnimi antibiotiki, ¢eprav iz Kitajske Ze
porocajo o narascanju Stevila proti makro-
lidom odpornih sevov B. pertussis (4, 5). 1z-
bira, katera mikrobioloska diagnostika je
najbolj primerna, je odvisna predvsem od
trajanja klini¢nih znakov (6). V prvih dveh
tednih od zacetka klini¢nih znakov je naj-
bolj primerna osamitev bakterije v kultu-
ri in dokaz z verizno reakcijo s polimerazo
v realnem casu (angl. real-time polymerase
chain reaction, RT-PCR). RT-PCR ostaja za-
radi boljse obcutljivosti primeren do Cetr-
tega tedna od zacetkov klini¢nih znakov.
Od Cetrtega tedna naprej je najprimernejsa
metoda serologija. Za namene javnozdra-
vstvenega spremljanja je nujno bakterijo
osamiti v kulturi. Ta metoda sicer velja za
zlati standard, vendar se zaradi slabse ob-
Cutljivosti bakterije na transport in poca-
sne rasti bakterije uporablja redkeje in je v
poplavi novih molekularnih metod dana
nekoliko na stran. Poudariti pa moramo, da
samo iz bakterijske kulture lahko doloci-
mo protimikrobno obcutljivost, antigenske
lastnosti bakterije, bakterijo tipiziramo,
proucujemo njen genom in tako dobimo
javnozdravstveno pomembne podatke.
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V Sloveniji je bilo cepljenje s celicnim
cepivom proti oslovskemu kaslju uve-
deno leta 1959 in je moc¢no znizalo Stevi-
lo primerov. Leta 1999 je bilo celi¢no cepi-
vo zamenjano z neceli¢nim oz. acelularnim
cepivom proti oslovskemu kaslju (angl.
acellular vaccine, ACV). Leta 2009 smo v Slo-
veniji uvedli dodaten pozivitveni odmerek
(peti odmerek) za otroke v tretjem razredu
osnovne Sole (analiza izvajanja cepljenja).
Precepljenost proti davici, tetanusu, oslov-
skemu kaslju, otroski paralizi in okuzbam s
Haemophilus influenzae tipa b je bila v Slove-
niji vletu2016 94,1 % in je Ze nekaj let zapo-
red na drZavni ravni relativno visoka, ven-
dar se zniZuje (7). Najnizja precepljenost je
v urbanih predelih, zlasti v ljubljanski re-
giji. V Sloveniji smo uporabljali dve razli¢ni
ACV: Infanrix (GlaxoSmithKline Biologicals
S.A; vsebuje pertaktin (PRN)) in Pentaxim
(Sanofi Pasteur S.A., PRN ni vkljucen), ki
se med seboj v antigenski pokritosti razli-
kujeta v tem, da eno ima tudi antigen PRN,
drugo pane.

Namen naloge je bil osamiti kulture B.
pertussis, dolociti njihovo protimikrobno
obcutljivost in antigenske lastnosti.

METODE

V obdobju 2006-2017 (osem v letih 2006-
2011in19 v2014-2017) smo pridobili 27 kul-
tur B. pertussis s podrocja celotne Slovenije.
Vecinaizolatov je bilaizleta 2017, ko smoiz
transportnih gojisc brisov, ki so bili na RT-
-PCR pozitivni, kultivirali bakterijo. Go-
jis€a smo nacepili na Regan/Lowe-CH s
cefaleksinom in brez njega ter ugotavljali
rast B. pertussis. Kulture smo molekularno
potrjevali z dokazom specificnega odseka
gena za promotorsko regijo toksina B. per-
tussis. Kulture B. pertussis smo poslali v re-
ferencni laboratorij na Finsko: Institute of
Biomedicine, Department of Medical Mi-
crobiology and Immunology, University of
Turku. Tam so kulturam izmerili izraZanje
pomembnih antigenov; pertusisnega to-
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ksina (PT), PRN, filamentnega hemagluti-
nina (FHA) ter fimbrij2in3(Fim2inFim3)z
metodo encimske imunoadsorpcijske prei-
skave (angl. enzyme-linked immunosorbent
assay, ELISA) z uporabo specifi¢nih mono-
klonskih protiteles (8, 9). Izolatom, ki niso
izrazali PRN, so s sekvenciranjem gena prn
ugotavljali vrsto mutacij. Izvedli so tudi
genotipizacijo genov prn, ptxP in ptxA vseh
izolatov po postopkih, ki so bili Ze opisa-
niv predhodnih objavah (10). Protimikrob-
no odpornost proti makrolidom so najprej
dolocali z molekularno metodo za detek-
cijo specifi¢nih alelov za mutacijo A2047G
v 23S rRNA genu. Ker so vsi rezultati kazali
nadivji fenotip brez mutacije (ob¢utljivina
makrolide), so naklju¢no izbranim Sestim
izolatom dolocili minimalne inhibitorne
koncentracije (angl. minimal inhibitory con-
centration, MIC) za eritromicin in azitro-
micin. Obe metodi sta bili predhodno na-
tancéno opisani v objavi (11).

REZULTATI

Obravnavali smo vzorce, ki so bili z RT-P-
CR na IS481 pozitivni. Od 96 transportnih
g0jis¢, ki smo jih nasadili na ustrezna go-
jisca, smo v 18 primerih (18,8 %) uspeli izo-
lirati bakterijo B. pertussis. Brisi, iz katerih
smo uspeli osamiti kulturo, so do nasega
laboratorija potovali po posti v povprecju
dva dni, razpon ¢asa od odvzema do spre-
jema je bil od enega do (v enem primeru)
pet dni. Vse kulture, ki so kazale tipi¢no
rast na selektivnem gojiscu in tipicen vi-
dez pod mikroskopom, smo tudi potrdili z
metodo RT-PCR z oligonukleotidi za dokaz
insercijske sekvence I1S481in za specific-
no tarco promotorske regije PT (12). Ostalih
devet bakterijskih kultur smo imeli zamr-
znjenih iz prej$njih let.

Rezultati tipizacije so pokazali, da 17 od
271zolatov niizrazalo PRN in en izolat ni iz-
razal FHA. Vseh osem izolatov, zbranih v ob-
dobju 2006-2011, je izrazalo PRN, medtem
ko 17/19 (89,5 %) izolatov, izoliranih v ob-
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dobju 2014-2017, ni izrazilo PRN. Od 17 izo-
latov brez PRN smo pri 16 dokazali (94,1 %)
vstavljanje elementa 1S487 na pozicijo 1.613
gena prnin v enem primeru je manjkal pro-
motor gena prn in kodirajocega dela na po-
loZaju od -297 do 1.325, kot je bilo Ze pred-
hodno opisano (13). Vsi proucevani izolati so
izrazali PTin Fim2 ali Fim3.

Rezultati genotipizacije so pokaza-
li, da so bili vsi, razen enega izolata genoti-
pa ptxA1 in ptxP3, en izolat je imel genotip
ptxA2-4, ptxP1. Vsi izolati, razen enega, ki je
bil NT (angl. non-typeable), so bili prn2. Vsi
izolati so bili obcutljivi na makrolide.

Za 20 od 27 primerov smo imeli tudi po-
datek o cepilnem statusu, vsi (19 primerov),
razen enega so bili cepljeni skladno s cepil-
no shemo. Tudi ostalih sedem je bilo pred-
vidoma cepljenih v otrostvu, saj gre za od-
rasle bolnike, vendar podatka o njihovem
cepilnem statusu ni bilo.

RAZPRAVA

V Sloveniji so bile v zadnjih desetih le-
tih najvisje incidencne stopnje oslovske-
ga kasSlja zabelezene v letih 2006-2007
(27,5-35,4/100.000 prebivalcev), leta 2010
(29,8/100.000 prebivalcev) in leta 2014
(19,4/100.000) (6). Visoke incidencne stop-
nje se izmenjujejo z nizjimi na 2-4 leta,
kar potrjuje, daje oslovski kaselj v Sloveni-
ji endemicen in epidemicen. Poleg tega se
pojavnost glede na starost bolnikov zvisu-
je, v letu 2011 je bila najvisja pojavnost pri
bolnikih starih 11 let, v letu 2015 pa Ze pri
bolnikih starosti14 let (6).

Uvedba cepljenja je mocno zmanjsala
Stevilo primerov oslovskega kaslja. V 90. le-
tih prejSnjega stoletja so zaradi varnosti ce-
pivo zamenjali z neceli¢nim v vecini evrop-
skih drzav. V evropskih drzavah so sheme
cepljenja in cepiva razli¢na, precepljenost
je ustrezno visoka (> 90 %), vendar kljub
temu ostaja oslovski kaselj endemié¢na bo-
lezen, s Stevilnimi izbruhi (14, 15). Ena od
razlag, zakaj se v zadnjih 20 letih pojavnost
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povecuje, je prav zamenjava celicnega ce-
piva z neceli¢nimi. Drugi dejavniki so tudi
boljse spremljanje, osves¢enost zdravnikov
in boljsa diagnostika, zlasti uvedba RT-PCR
in serologije. Celi¢na cepiva, ki so jih prej
uporabljali, so imela boljsi in dolgotrajnejsi
imunski odziv, medtem ko je pri neceli¢nih
cepivih imunost krajsa in le-ta ne prepreci-
jo bakterijske kolonizacije (16). Poleg tega so
s Stevilnimi raziskavami dokazali prilago-
ditev bakterije, ki kaze na t. i. »vaccine es-
cape«, oz. na prilagoditev bakterije na se-
lekcijski pritisk neceli¢nih cepiv (10, 16, 17).
Ta cepiva imajo namre¢ omejen nabor an-
tigenov, in sicer od enega do pet antigenov;
PT, FHA, PRN, Fim2 in Fim3. Sevi, ki se upo-
rabljajo za proizvodnjo ACV, vsebujejo alele
ptxA2 in ptxA4 ter prn1 ali prny (10). Ugotovili
smo, da so bili vsi nasi izolati prn2, z izjemo
enega izolata, ki je bil NT. Poleg tega smo pri
vseh, razen pri enemu izolatu, dokazali ale-
le ptxA1 in ptxP3. Te ugotovitve so v skladu z
nedavno evropsko studijo in kazejo, da ve-
¢ina izolatov nosi drugacne alele, kot so pri-
sotni v acelularnih cepivih (10). Serotip Fim
je bil v vecini primerov Fimz; 21/27 (77,8 %).
Ugotovili smo, da so bili vsi izolati po letu
2014, Fim2, medtem ko je bilo 6/8 (75 %) izo-
latov iz obdobja 2006-2014 Fim3. Podobne
ugotovitve so objavili tudi v evropski stu-
diji Barkoff s sodelavci. Dokazali so, da se je
populacija B. pertussis spremenila po uvedbi
ACVin postala bolj homogena (10, 17).
Dokazali smo, da so v Sloveniji priso-
tni sevi B. pertussis, ki ne izrazajo PRN. 17 od
27 testiranih izolatov ni izraZalo PRN, iz ob-
dobja od leta 2014 naprej pa kar 17 od 19 pri-
merov (89,5 %), medtem ko so vsi testirani
izolati do leta 2011 izrazali ta antigen. Gle-
de na to, da je bila vecina izolatov (88,2 %)
od cepljenih oseb, potrjuje, da se je B. per-
tussis brez PRN sposobna prenasati in krozi-
ti v precepljeni populaciji. Pojavljanje sevov
brez PRN so opisali tudi v drugih novej-
Sih objavah (10, 16). Najbolj pogost opisani
vzrok pojavljanja sevov brez PRN je bil in-
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sercija elementa 1S481, tako kot v nasi razi-
skavi (18). Ohranjanje in Sirjenje sevov brez
PRN predstavlja najverjetneje selekcijsko
prednost za bakterijo, zlasti zaradi visoke
precepljenosti z necelicnimi cepivi (19).

Iz rezultatov vidimo, da imajo razli¢ni
sevi enake antigenske lastnosti, kar bi lah-
ko kazalo na klonsko Sirjenje, vendar pred-
videvamo, da je bolj verjeten vzrok tega se-
lekcijski pritisk cepljenja, saj so bili sevi, ki
smo jih proucevali iz razli¢nih krajevnih
izbruhov v daljSem proucevanem obdobju,
poleg tega pa iste fenotipske in genotipske
lastnosti B. pertussis opisujejo tudi druge
Studije (8, 10, 11, 77) Studija analize genomov
izolatov iz Anglije je pokazala, da vzrok po-
vecanja Stevila primerov v 2012 ni bil pos-
ledica razsiritve enega hipervirulentnega
klona, temvec je §lo za vec razli¢nih, vendar
sorodnih sevov (20). V tej $tudiji so dokaza-
li tudi, da imajo geni, ki kodirajo za antige-
ne, ki so prisotni v ACV, hitrejso evolucijo od
ostalih. Vsekakor bo za boljSe poznavanje
bakterije potrebno nadaljnje proucevanje
in spremljanje na ravni sekvenciranja ce-
lotnega genoma. Prav tako potekajo razpra-
ve v smeri ustreznosti cepiva in moznosti
izdelave bolj u¢inkovitih cepiv (21).

Laboratorijirutinsko neizvajajo testira-
nja protimikrobne obcutljivosti, saj v glav-
nem izvajajo molekularno diagnostiko. Vsi
nasi izolati so bili obcutljivi na makrolide,
zato lahko potrdimo, da so makrolidi pra-
vilni izbor za zdravljenje. Zaradi pojavlja-
nja odpornih sevov na Kitajskem, v Ameriki
in Evropi je potrebno nadaljnje spremljanje
protimikrobne odpornosti B. pertussis (22—
24). Zato ostaja pomembno ohranjanje kla-
si¢ne diagnostike z osamitvijo bakterijskih
kultur zaradi moznosti tipizacije in spre-
mljanja bakterijske obcutljivosti ter ugo-
tavljanja ustreznosti cepiv.

ZAKLJUCEK
Opisujemo prvo javnozdravstveno razi-
skavo bakterije B. pertussis v Sloveniji. V
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$tudiji smo dokazali, da je klasi¢na dia-
gnostika z osamitvijo bakterijskih kultur
mozna z uporabo ustreznih transportnih

nega spremljanja oslovskega kaslja. Ugo-
tovili smo, da se je pogostnost sevov, ki
ne izrazajo antigena PRN, bistveno pove-
¢ala med obdobji 20062011 (0 %) in 2014~
2017 (89,5 %), 15 let zatem, ko smo v Slove-
niji uvedli ACV, ki je vsebovalo ta antigen.
Dokazali smo tudi, da so v Sloveniji priso-
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of Invasive Neisseria Meningitidis
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Spremljanje invazivnih izolatov Neisseria meningitidis je pomembno iz vidika javnhega
zdravja, kljub nizki stopnji pojavnosti v Sloveniji, predvsem zaradi moznosti pojava epi-
demij, visoke stopnje smrtnosti in moznosti preprecevanja s cepljenjem. Leta 1993 smo
zaceli z nacionalnim projektom spremljanja invazivnih bolezni, ki jin v Sloveniji povzro-
¢ajo Neisseria meningitidis, Heamophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae. In-
vazivna meningokokna bolezen se v Sloveniji pojavlja endemicno. Invazivne izolate N.
meningitidis iz obdobja 2010-2017 smo proucevali z metodo sekvenciranja celotnega
genoma in dokazali, da so genetsko heterogeni, hkrati pa smo dokazali tudi prisotnost
pomembnih hipervirulentnih klonskih kompleksov. V Sloveniji je bila prevladujoca sero-
skupina B, ki je bila tudi najbolj genetsko heterogena, medtem ko sta bili seroskupini C
inY bolj homogeni in je vecina izolatov pripadala ze poznanemu klonskemu kompleksu.
Zaradi potreb spremljanja izolatov z vidika pokritosti s cepivi, ki so zasnovana na izbranih
antigenih, ostaja laboratorijsko spremljanje bistveno za spremljanje in hkrati preprece-
vanje ter obvladovanje te nevarne bakterije. Z razvojem in povecano dostopnostjo no-
vejsih molekularnih metod je njihova uporaba za namene poglobljenega nacionalnega
spremljanja postala nujna. Sekvenciranje celotnega genoma bo v bliznji prinodnosti za-
gotovo sluzilo kot osnovna metoda spremljanja javhozdravstveno pomembnih povzro-
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ABSTRACT

KEY WORDS: Neisseria meningitidis, public health surveillance, whole genome sequencing

Surveillance of invasive isolates of Neisseria meningitidis is an important public health
issue despite their low incidence in Slovenia, mainly because of the potential for epide-
mics, a high mortality rate and the possibility of vaccine prevention. In 1993, we started
the national surveillance project for monitoring invasive diseases caused in Slovenia by
Neisseria meningitidis, Heamophilus influenzae and Streptococcus pneumoniae. The
invasive meningococcal disease is endemic in Slovenia. We studied invasive isolates of
N. meningitidis from the 2010-2017 period using the method of whole genome sequ-
encing and proved that they were genetically heterogeneous, at the same time we also
demonstrated the presence of important hypervirulent clonal complexes. The sero-
group B was the prevailing one and also the most genetically heterogeneous one in
Slovenia. While serogroups C and Y were more homogeneous and most of the isolates
belonged to the already known clonal complex. Due to the need for monitoring isola-
tes from the point of view of vaccine coverage based on selected antigens, laboratory
surveillance remains essential for monitoring and simultaneously preventing and con-
trolling this dangerous bacterium. With the development and increased availability of
newer molecular methods, their use has become necessary for comprehensive national
surveillance purposes. In the near future, the use of whole genome sequencing will
certainly serve as the basic surveillance method for agents causing infectious diseases

significant for public health.

UvoD

Povzrocitelj invazivne meningokokne bo-
lezni (angl. invasive meningococcal disease,
IMD) je gramnegativna bakterija Neisse-
ria meningitidis ali meningokok. Bakterija
je izkljuéno humani patogen in njen edini
rezervoar je zgornji respiratorni trakt ¢lo-
veka.Vendemicnih razmerah je okrog10-
35 % ljudi asimptomatskih nosilcev (1-3).
Bakterija se prenasa kaplji¢no, inkubacij-
ska doba traja1-10 dni, obi¢ajno3-4 dni (4).
Bakterija je pomemben vzrok dveh hudih
bolezni, meningitisa in sepse, pri katerih
lahko pride do smrti kljub razpolozljivos-
ti uc¢inkovitih antibiotikov. Smrtnost pri
IMD je okrog10 % (5). Meningokok ima Ste-
vilne virulentne dejavnike, s katerimi se
izogne imunskemu sistemu gostiteljain je
zato sposoben kolonizacije ter povzroca-
nja bolezni. Glavni virulentni dejavnik je
kapsula, ki je sestavljena iz kompleksnih
polisaharidov. Na osnovi njene strukture
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lo¢imo 13 seroskupin, vendar vec kot 95 %
vseh primerov invazivnih bolezni povzro-
¢a Sest pomembnih seroskupin: A, B, C, W,
Y in X (6). V razvitih drzavah je IMD ende-
micna, z nizko stopnjo pojavnosti in pove-
zana s seroskupinami B, C, W in Y, obcas-
no se pojavljajo tudi epidemije. Vletu 2016
je bilo v 30 drzavah Evropske unije (EU)
oz. Evropskega gospodarskega prostora
(EGP) prijavljenih 3.280 potrjenih prime-
rov IMD. Povprecna stopnja pojavnosti je
znasala 0,6 primerov na 100.000 prebival-
cev, podobno kot v prej$njih letih (7). V Slo-
veniji je bila v letu 2016 pojavnost IMD 0,3
na100.000 prebivalcev.

Uvedba konjugiranih cepiv (pokrivajo
seroskupine A, C, W in Y) je mocno vpliva-
la na pojavljanje bakterije. Tako so uspesno
zmanjsali pojavnost in epidemije serosku-
pine A v meningiti¢nem pasu Afrike in epi-
demije seroskupine C po Evropi in Sever-
ni Ameriki (8). Opazen je porast seroskupin
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Win Y (9, 10). Od leta 2014, ko je bilo cepivo
Bexero licencirano v Evropi, je mozno ce-
piti tudi proti N. meningitidis seroskupini B
(NmB), ki je najpogostejsa (54 % vseh IMD
v letu 2016 po porocilu Evropskega centra
za prepreCevanje in obvladovanje bolez-
ni (angl. European Centre for Disease Preven-
tion and Control, ECDC)). Cepivo Bexero so
septembra 2015 v Veliki Britaniji prikljuci-
li shemi cepljenja otrok in se je do sedaj iz-
kazalo kot ucinkovito (11). Cepivo je osno-
vano na proteinskih antigenih: fHbp (angl.
factor H binding protein), NadA (angl. Neisse-
ria adhesin A), NHBA (angl. Neisserial Hepa-
rin Binding Antigen) in PorA v membranskih
veziklih. U¢inkovitost cepljenja z Bexero bo
lahko doloditi Sele po nekajletni uporabi,
saj je zaradi raznolikosti antigenov in rav-
ni njihovega izrazanja nemogoce natancno
opredeliti pokritost. Na podlagi $tudij pred-
videvajo, da naj bi Bexero pokril 78 % inva-
zivnih NmB v Evropi (12). Razlicne Studije
in »modeli« po svetu dokazujejo pokritost
66-91 % invazivnih NmB (13). Predvideva-
jo pa tudi, da lahko pokrije tudi dolocene
izolate serogrupe W. Ucinkovitost cepiva bi
bila Se vedja, Ce bi imel vpliv tudi na nosil-
stvo, vendar tega Se niso dokazali.

NovejSe metode molekularne tipizaci-
je nam omogocajo natancnejso opredelitev
izolatov. Tako dobimo z metodo vecgenske
sekvencne tipizacije (angl. multilocus sequ-
ence typing, MLST) podatek o sekvencnih ti-
pih (angl. sequence type, ST). Po smernicah
ECDC priporocajo, da z metodo sekvenci-
ranja dobimo t. i. »finetype«, ki natanc¢neje
opredeli izolat (14). Poleg sekvencnega tipa
ST dolo¢imo Se nukleotidno zaporedje ge-
nov za PorAVR1, PorAVR2 in FetA, za Studi-
ranje antigenov, ki so povezani z cepivom
Bexero, pa antigene fHbp, NadA, NHBA in
PorA. Z razvojem novih tehnologij priha-
ja v ospredje in postaja vse bolj cenovno
dostopna metoda sekvenciranja celotne-
ga genoma (angl. whole genome sequencing,
WGS). Tako dobimo celoten genetski zapis

za posamezen izolat. Iz teh podatkov lah-
ko naredimo genetske Studije tipizacije, so-
rodnosti, funkcionalne genomike, Studije
antigenov, povezanih s cepivi in s protimi-
krobno odpornostjo.

METODE

V okviru nacionalnega spremljanja in-
vazivnih obolenj, povzrocenih s H. influ-
enzae, N. meningitidis in S. pneumoniae, v
Sloveniji na Oddelku za javnozdravstve-
no mikrobiologijo Ljubljana, Nacionalne-
ga laboratorija za zdravje, okolje in hrano
(NLZOH) Ze od leta 1993 zbiramo invaziv-
ne izolate omenjenih bakterij. Izolate pre-
jemamo iz vseh oddelkov Centra za medi-
cinsko mikrobiologijo NLZOH (Maribor,
Celje, Kranj, Novo mesto, Nova Gorica,
Murska Sobota, Koper), Instituta za mi-
krobiologijo in imunologijo Medicinske
fakultete v Ljubljani, Splo$nih bolnisnic
Nova Gorica, Slovenj Gradec in Golnik.
Vsem prejetim izolatom N. meningitidis
smo potrdili identifikacijo, dolocili ob-
Cutljivost za antibiotike, dolocili serosku-
pino z metodo aglutinacije na stekelcu in
z molekularno metodo verizne reakcije s
polimerazo (angl. polymerase chain reacti-
on, PCR) ter jih zamrznili na —70 °C. Pri 61
izolatih, prejetih v obdobju2010-2017, smo
izvedli WGS. Bakterijsko DNA smo izolira-
li zaparatom Magna Pure Compact, Roche
in ustreznim komercialnim kompletom
MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolati-
on Kit I. Izolatom DNA izolatov smo fluo-
rometricno izmerili koncentracijo. Za pri-
pravo knjiznice smo 150 ng izolirane DNA
fragmentirali s pomocjo meSanice re-
strikcijskih encimov. Fragmentacijo smo
nacrtovali tako, da so bile dolZine nasta-
lih fragmentov v obmo¢ju200-400 baznih
parov, odvisno od instrumenta, ki smo ga
v nadaljevanju uporabili za sekvenciranje.
Dolzino fragmentov smo preverili z in-
strumentom LabChip GX (PerkinElmer).
Pri pripravi knjiznice smo sledili navodi-
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lom kompleta reagentov Ion Xpress™ Plus
Fragment Library Kit proizvajalca Thermo
Fisher Scientific. Posamezne vzorce smo
oznacili s specifi¢cnimi nukleotidnimi za-
poredji, tako imenovanimi»barkodami, s
¢imer smo omogocili hkratno sekvencira-
nje vec vzorcev. Pripravljenim knjiznicam
smo dolocili koncentracijo z instrumen-
tom LabChip GX. Vezavo pripravljenih fra-
gmentov na Ion Sphere kroglice in pomno-
Zevanje knjiznic z emulzijskim PCR smo
izvedli bodisi z instrumentom OneTouch
II bodisi s sistemom IonChef (Thermo Fi-
sher Scientific). Za sekvenciranje smo upo-
rabljali vse tri razpolozljive instrumente
Ion Torrent, in sicer Ion Torrent PGM, Pro-
ton ter S5. Za osnovno analizo sekvenc in
prileganje na referen¢ni genom smo upo-
rabili programsko opremo Torrent Suite
Software. S programom SPAdes, ki je tudi
vkljucen v Torrent Suite Software, smo iz-
vedli tudi de novo sestavljanje sekvencira-
nih zaporedij testiranih izolatov.

Sekvence izolatov smo vnesli v bazo
Neisseria PubMLST (http://PubMLST.org/
neisseria), ki jo je na Univerzi v Oxfordu
razvil Keith Jolley (15). Z uporabo programa
BigsDB (Bacterial Isolate Genome Sequence
Database), ki se uporablja za kreiranje po-
datkovnih baz za hranjenje in analiziranje
genskih sekvenc bakterijskih izolatov, smo
dolodili profil MLST, PorAVR1, PorAVR2 in
FetA ter profil antigenov, povezanih s cepi-
vom Bexero (fHbp, NadA, NHBA in PorA). Z
uporabo programa BIGSdb in programa Ge-
nome Comparator smo analizirali genetsko
sorodnost proucevanih izolatov na osnovi
analize cgMLST v1.0 (jedrni genom MLST)
(16). Jedrni genom (angl. core genome) pome-
ni vse gene ki so prisotni v vseh izolatih do-
locene bakterijske vrste. Pri N. meningitidis
je tako definiranih 1.605 genov.

REZULTATI
Povprecna letna pojavnost za obdobje
2010-2017 je bila 0,4/100.000. Najvisja po-
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javnost je bila v starostni skupini mlajsih
od dveh let, kjer je znasala letno v povpre-
¢ju 7,8/100.000 v obdobju 2010-2017. Sle-
dijo mladostniki, starosti 15-19 let, s pov-
precno letno pojavnostjo 1,1/100.000. V
letu 2015 smo opazili porast v skupini ot-
rok, zlasti pri mlajsih od dveh let, ko je po-
javnost dosegla 14,2/100.000.

V laboratorij smo v obdobju 2010-2017
prejeli 66 izolatov. 71 % vseh je pripadalo
seroskupini B, 17 % seroskupini C, 11 % se-
roskupini Y in 1 % seroskupini Z. Z metodo
MLST smo izolate natancneje opredeli in
jim dolodili tip ST. Najpogostejsi sekvenc-
ni tipi so pripadali klonskim kompleksom
ST-41/44 complex (14 izolatov; 23 %), ST-11
complex (8 izolatov; 13 %), ST-269 complex
(7 izolatov; 11,5 %), ST-32 complex (7 izola-
tov; 11,5 %), ST-213 complex (4 izolati; 6,5 %)
in ST-23 complex (4 izolati; 6,5 %). Serosku-
pina B je bila najbolj variabilna, saj smo pri
izolatih te seroskupine zaznali 26 razlic-
nih tipov ST, najvec iz klonskih komplek-
sov ST-41/44 complex (13 od 43 primerov),
ST-269 complex (7 od 43 primerov), in ST-32
complex (7 od 43 primerov). Pri izolatih se-
roskupine C smo opazili ve¢jo homogenost,
saj smo pri 7 od 10 dokazali ST-11 (finetype
P1.5-1,10-8: F3-6). Tudi pri izolatih serosku-
pine Y smo opazili homogenost, saj smo pri
4 0d 7 dokazali ST-23 complex, (najpogostej-
$i »finetype« P1.5-1,2-5: F5-8: ST-23).

Pri proudevanju antigenov, povezanih
s cepivom Bexero, smo prav tako opazili vi-
soko stopnjo variabilnosti. Cepivo Bexero
vsebuje antigene, ki so jih opredelili kot tip
BAST-1 (Bexsero™ Antigen Sequence Type),
insicer fHbp 1, NHBA 2,NadA 8, PorAVR1 7-2
in PorAVR2 4. Od 43 izolatov seroskupine B,
seje pri17 ujemal vsaj en alel znotraj profila
BAST. Najbolj pogost profil BAST je bil 1076
(fHbp 14, NHBA 29, NadA 0, PorA 7-2,4), ime-
lo ga je pet izolatov.

S programom Genome Comparator smo
analizirali genetsko sorodnost proucevanih
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izolatov na osnovi vecgenske sekvencne ti-
pizacije jedrnega genoma (angl. core geno-
me multiple locus sequence typing, cgMLST)
(1.605 jedrnih genov). Ugotovili smo, da izo-
lati tvorijo nekaj vecjih skupin, ki se uje-
majo z ze predhodno opisanimi klonski-
mi kompleksi. Za porast pojavnosti v letu
2015 v skupini otrok niso odgovorni genet-
sko povezani sevi, temvec so izolati genet-
sko zelo razli¢ni. Najbolj sorodni so izolati
znotraj kompleksa CC-11.

RAZPRAVA

V Sloveniji spremljamo invazivne menin-
gokoke na nacionalni ravni Ze od leta 1993
naprej. V Sloveniji je prijavna incidenc-
na stopnja potrjenih primerov IMD nizka
in podobna kot v evropskem povpredju (v
letu 2016 je znasala 0,6/100.000 prebival-
cev).
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Slika 1: Populacija invazivnih meningokokov v Sloveniji, 2010-2017, analiza Neighbor-Net,
SplitsTree4 na osnovi cgMLST (1.605 jedrnih genov). cgMLST — vecgenska sekvenéna tipizacija
jedrnega genoma (angl. core genome multiple locus sequence typing, cgMLST).
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ved, hkrati pa je neuporaben v primery, ko
je bolnik Ze prejel antibiotike. Glede na raz-
polozljivost molekularnih metod, bi mora-
li zdravniki vzorce pri sumu na IMD poslati
na oboje, osamitev v kulturi in molekular-
no diagnostiko. Tako je zapisano tudi v al-
goritmu. Znano je, da so molekularne me-
tode bolj obcutljive, hitrejse, zaznajo tudi
mrtve bakterije. V Stevilnih objavah poro-
¢ajo o nujnosti molekularne diagnostike
pri sumu na IMD, saj lahko tako dokaZemo
tudi do 40 % vec pozitivnih primerov (17, 18).

Za potrebe nacionalnega spremljanja
je nujno laboratorijsko spremljanje te jav-
nozdravstveno pomembne bakterije. V Slo-
veniji vsa leta prevladuje seroskupina B,
ki je pa genetsko najbolj variabilna. Cepi-
vo proti tej seroskupini je osnovano na sti-
rih antigenih, ki so tudi zelo raznoliki. Zato
so za spremljanje nujne bolj nata¢ne mo-
lekularne analize. Z njimi lahko natan¢ne-
je opredelimo populacijo meningokokov.
V Sloveniji smo dokazali, da je celotna po-
pulacija invazivnih meningokokov genet-
sko raznolika, hkrati pa sestavljena iz vec
sorodnih skupin oz klonskih kompleksov.
Vsi pogostejsi dokazani klonski kompleksi
vsebujejo tudi pomembne hipervirulentne
klone, ki se §irijo po svetu (CC-11, CC41/44,
CC32) (19-21). Medtem ko so izolati v sero-
skupini B genetsko heterogeni, so izolati
iz seroskupine C in Y bolj sorodni. Znotraj
opazovanih antigenov, povezanih s cepi-
vom Bexero, BAST, smo dokazali visoko ra-
znolikost. Vendar glede na to,da je mozna Se
krizna reaktivnost, prisotnost drugega alela
e ne pomeni nujno, da reaktivnostini. Zato
pri proucevanju antigenov, njihovega izra-
Zanja in reaktivnosti zgolj nukleotidna za-
poredja niso dovolj za opredelitev ujemanja
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s cepivom. Ucinkovitost cepljenja s cepi-
vom Bexero bo mogoce dolociti Sele po ne-
kajletni uporabi. Na podlagi evropske Stu-
dije predvidevajo, da naj bi cepivo Bexero
pokrilo 78 % invazivnih meningokokov se-
roskupine B (12).

ZAKLJUCEK

Kljub nizki stopnji pojavnosti ima bakte-
rija N. meningitidis velik javnozdravstve-
ni pomen, predvsem zaradi moZnosti
pojava epidemije. Z razvojem novih mo-
lekularnih tehnologij in tudi njihovo do-
stopnostjo je njihova uporaba v namene
poglobljenega spremljanja postala nujna.
S proucevanjem invazivnih meningoko-
kov v Sloveniji v obdobju 2010-2017 smo
dokazali, da prevladuje seroskupina B, ki
pa je zelo heterogena. Pomembna je tudi
seroskupina C, ki je bila genetsko zelo ho-
mogena in vecina izolatov je pripadala hi-
perinvazivnemu klonskemu kompleksu
CC-11, ki je bil opisan v §tevilnih izbruhih
(21-23). Razmere v Sloveniji so endemic-
ne, prisotni so pomembni klonski kom-
pleksi, ki jih najdemo tudi drugje po sve-
tu, vklju¢no s hipervirulentnimi kloni,
zmoznimi povzrocati epidemije. Zato je
javnozdravstveno spremljanje na ravni
drzave nujno. Pomembno pa je tudi osve-
$Canje o pomenu hitre molekularne dia-
gnostike in upo$tevanju meningokoknega
algoritma, saj samo tako lahko spremlja-
mo dejansko stanje v drzavi. Z uvedbo no-
vega cepiva proti seroskupini B, ki temelji
na antigenski sestavi, bo tudi iz tega vidi-
ka treba zagotoviti nadaljnje poglobljeno
molekularno spremljanje zaradi natanc¢ne
opredelitve izolatov in proucevanja uje-
manja antigenov v cepivu s krozecimi.
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Uporaba sekvenciranja genomov za tipizacijo
bakterij v molekularni epidemiologiji

Application of Whole Genome Sequencing for Bacterial Typing in
Molecular Epidemiology

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: sekvenciranje genomov, veé¢genska sekvencna tipizacija jedra genoma,
analiza polimorfizmov posameznih nukleotidov, prenosi

Izbruhi bakterijskih okuzb, predvsem izbruhi z veCkratno odpornimi bakterijami, pred-
stavljajo groznjo v bolniSnicah povsod po svetu. Za epidemiolodki nadzor in razume-
vanje prenosov in Sirjenja patogenih mikroorganizmov so se zelo zgodaj zacele upo-
rabljati tipizacijske metode. Te metode so na zacetku temeljile na primerjavi fenotipskih
markerjev, pozneje pa so le-te zamenjale genotipske metode, ki temeljijo na analizi
manjSega dela bakterijskega genoma. V zadnjih letih sta z razvojem novih generacij
sekvenciranja postala bolj dostopna sekvenciranje in analiza genomskih zaporedij, ki
jih s pridom uporabljamo tudi za genotipizacijo bakterij. Analiza genomskih zaporedij
trenutno predstavlja metodo z najvecjo mocjo razlikovanja, s katero lahko razlikujiemo
celo znotraj sorodnih bakterijskih vrst ali filogenetskih linij, kar nam ostale metode ne
omogocajo. Po drugi strani pa lahko s primerjavami genomov izolate uvrstimo tudi v
globalnem kontekstu, oz. iz genomskih zaporedij dolo¢imo in silico tudi gene, ki kodi-
rajo dejavnike virulence in antibioticne odpornosti. V tem prispevku bom predstavila
uporabo sekvenciranja genomov bakterij za potrebe epidemioloSkega nadzora, razlicne
pristope za tipizacijo na podlagi analize genomskih zaporedij in nekaj nasih primerov iz
prakse.

ABSTRACT

KEY WORDS: genome sequencing, core genome multiple locus sequence typing, single nu-
cleotide polymorphism analysis, transmissions

Outbreaks of bacterial infections, especially outbreaks caused by multiple-resistant ba-
cteria pose a threat in hospitals around the world. Very early on typing methods were
introduced for epidemiological surveillance and understanding pathogen transmission
and spread patterns. At the beginning these methods were based on the characteri-
zation of phenotypic markers and were later replaced by genotyping methods based
on analyzing a small segment of the bacterial genome. In recent years, whole genome
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sequencing and analysis has become more accessible and affordable as a genotyping
tool. Analysis of whole genome sequences currently provides ultimate discriminatory
power and can be used as a method for differentiating between related bacteria and
even within bacterial lineages, which is mostly impossible with other methods. On the
other side, whole genome comparisons enable positioning of isolates within the global
context or in silico determination of microbial virulence genes and antimicrobial drug
resistance determinants. This paper presents the application of whole genome sequ-
encing of bacteria for epidemiological surveillance needs, different typing approaches
based on genome sequence analysis and a few examples from our practice.

uvoD

Okuzbe in izbruhi okuzb, ki jih povzroca-
jo veckratno odporne bakterije, predsta-
vljajo groZnjo v bolnisnicah povsod po sve-
tu (7). Zato so se za epidemiolo$ki nadzor in
razumevanje prenosov ter Sirjenja patoge-
nih mikroorganizmov ze zelo zgodaj zace-
le uporabljati tipizacijske metode, s kateri-
mi dolocamo sorodnost izolatov iste vrste.
Na zacetku so tipizacijske metode temeljile
na primerjavi fenotipskih markerjev (anti-
biogrami, proteinski profili ali npr. seroti-
pizacija, ki se uporablja Se danes), pozneje
pa so le-te zamenjale genotipske metode.
V zacetku so bile to metode, ki so temelji-
le na analizi manjsSega dela bakterijskega
genoma - §lo je za primerjavo prstnega od-
tisa po pomnoZevanju (polimorfizem dol-
zin pomnozenih delov (angl. amplified fra-
gment length polymorphism, AFLP), verizna
reakcija s polimerazo (angl. polymerase cha-
in reaction, PCR), PCR ribotipizacija itd.),
restrikciji dela genona (analiza polimor-
fizma restrikcijskih fragmentov (angl. re-
striction fragment length polymorphism,
PCR-RFLP)), celotnega genoma (pulzna
gelska elektroforeza (angl. pulsed-field gel
electrophoresis, PFGE)) ali analizi nukleo-
tidnega zaporedja enega (tipizacija gena
slpA) ali nekaj genov (vecgenska sekvenc-
na tipizacija (angl. multilocus sequence ty-
ping, MLST). Nastete metode niso splosno
primerne za vse bakterijske vrste, imajo
tudirazli¢ne mocirazlikovanja, zato je tre-
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ba izbrati ustrezno metodo glede na bakte-
rijo kot tudi glede na epidemiolosko vpra-
Sanje, na katerega Zelimo s tipizacijo dobiti
odgovor (2). Zahvaljujo¢ napredku v tehno-
logijah sekvenciranja v zadnjih dveh dese-
tletjih, je sekvenciranje bakterijskih ge-
nomov postalo precej bolj dostopno, tako
v pogledu cene kot hitrosti (3). V klini¢ni
mikrobiologiji se sekvenciranje genom-
skih zaporedij uporablja predvsem na po-
drodju javnozdravstvene mikrobiologije, t.
j. za tipizacije mikroorganizmov (4). Pred-
nost sekvenciranja genomskih zaporedij v
primerjavi s klasi¢cnimi metodami je uni-
verzalna metodologija (z enakimi pristo-
pi lahko posekvenciramo genome razlic-
nih bakterij), prav tako pa lahko analizo
genomskih zaporedij uporabimo na razlic-
nih ravneh, tako za spremljanje prenosov
okuzb (od osebe do osebe, t. i. forenzi¢na
epidemiologija), lokalnega Sirjenja povzro-
Citeljev okuzb, raziskovanje izbruhov in
ponavljajocih se okuzb (ali gre za ponov-
no okuzbo z drugim sevom ali recidiv) kot
tudi za raziskovanje globalne epidemiolo-
gije in populacijske strukture vrste (5, 6). Z
eno metodo lahko tako odgovorimo na vec
vprasanj, raziS¢emo izbruh, hkrati pa izo-
late uvrstimo tudi v globalnem kontekstu
(dolo¢imo npr. genotip) (7).

Poleg tega pa analize genomskih zapo-
redij pocasi stopajo tudi na podrocje dia-
gnosti¢ne mikrobiologije. Iz genomskih za-
poredij lahko doloc¢imo, kateri vrsti pripada
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izolat, poiS¢emo gene, ki kodirajo znane de-
javnike virulence (t. i. virulom), ali gene, ki
kodirajo rezistence na antibiotike (t. i. rez-
istom) (8).

PRISTOPI ZA PRIMERJAVE
GENOMSKIH ZAPOREDIJ

Za dolocanje sorodnosti med izolati na
osnovi analize in primerjave genomskih
zaporedij so v uporabi razli¢ni pristopi.
Dva najpogostejsa sta analiza polimorfiz-
mov posameznih nukleotidov (angl. single
nucleotide variant, SNV ali single nucleotide
polymorphism, SNP) ter primerjava alelne-
ga profila jedra genoma (angl. core genome
multiple locus sequence typing, cgMLST) (5).

Za analizo SNP velja, da ima trenutno
najvedjo moc razlikovanja (angl. discrimi-
natory power), saj nam omogoca razlikova-
nje med dvema izolatoma, e se razlikuje-
ta v enem samem nukleotidnem mestu. Pri
tem pristopu najveckrat od¢itke (to so krat-
ke sekvence genoma, surovi podatki, ki jih
dobimo s sekvenciranjem, angl. reads) ali
soseske (ze sestavljeni odcitki, angl. contigs)
vseh izolatov, ki jih primerjamo, najprej po-
ravnamo na referencni genom, nato pa poi-
$¢emo variabilna mesta, torej mesta, kjer se
ti izolati razlikujejo in na podlagi tega oce-
nimo sorodnost izolatov (bodisi s pomoc-
jo filogenetskih dreves ali matrike, ki nam
pokaze Stevilo SNP med pari izolatov). Sla-
bost metode je, da moramo za vsak dodatni
izolat, ki ga vklju¢imo v primerjavo, celot-
no analizo izvesti od zacetka; iz tega razlo-
ga tudi ne moremo standardizirati nomen-
klature (9).

Vprasanje na mestu je tudi, koliko SNP
lahko dopustimo med dvema izolatoma,
da ju Se oznac¢imo kot klonalna, da oceni-
mo, ali sta npr. del izbruha, oz. da je res pris-
lo do prenosa med dvema ali ve¢ oseba-
mi. To ni neka univerzalna Stevilka, ki bi
bila enaka za vse bakterije, ampak je odvi-
sna od molekularne ure, torej od tega, kako
hitro se v genomu neke dolocene bakte-

rijske vrste kopicijo mutacije, kako hit-
ro se genom spreminja. Hitrost spreminja-
nja bakterijskih genomov najlazje ocenimo
s sekvenciranjem izolatov, ki jih dobimo iz
zaporednih, nekajmesecnih vzorcenj istega
bolnika. Za nekatere klinicno pomembne
bakterije so molekularne ure Ze ocenili.
Tako se npr. genom bakterije Staphylococcus
aureus spreminja s hitrostjo 3 x 10 mutaci-
jenanukleotidno mesto na leto, kar je prib-
lizno 8-9 mutacij na genom na leto. Precej
pocasneje se mutacije kopicijo pri bakte-
riji Escherichia coli, priblizno ena mutacija
ne genom na leto ali pri Mycobacterium tu-
berculosis, kjer lahko pricakujemo med 0 in
1 mutacijo v celotnem genomu na leto (5).
Za bakterijo Clostridioides difficile se npr. v
skladu s temi ocenami, dva izolata pojmu-
je kot klonalna in sta potencialno del izbru-
ha, e serazlikujeta v1-2 SNP,in kot nesoro-
dna izolata, ki se razlikujeta v > 10 SNP (10).

Analizo SNP lahko uporabimo tako za
proucevanje globalnega Sirjenja sevov kot
tudi za forenzi¢no epidemiologijo. S po-
mocjo analize SNP so npr. za bakterijo C. di-
fficile pokazali, kako se je iz ZDA in Kana-
de v Evropo in v Azijo $iril hipervirulentni
sev, PCR ribotip 027, ki je Se vedno odgovo-
ren za Stevilne okuzbe in izbruhe okuzb
povsod po svetu (17). Po drugi strani pa so
objavljeni Stevilni primeri, kjer so z anali-
zo SNP uspesno raziskali izbruh, pot Sirje-
nja in vir okuzbe (npr. izbruh z bakterije S.
aureus odporne na meticilin (angl. methicil-
lin-resistant Staphylococcus aureus, MRSA) na
oddelku za posebno nego novorojenckov v
bolnisnici v Veliki Britaniji) ali pa primeri,
kjer so z analizo SNP pri bolnikih s ponav-
ljajocimi se okuzbami s C. difficile razliko-
vali med okuzbo z novim sevov ali recidi-
vom stare okuzbe (12-14).

Druga metoda, ki se pogosto uporablja
za primerjavo celotnih genomskih zapore-
dij,jet.i. cgMLST. Metoda deluje na enakem
principu kot klasi¢na MLST, ki odraza vari-
abilnost v nukleotidnem zaporedju vedje-
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ga stevila genov. Stevilo genov, ki sestavlja-
jo shemo MLST, je pri vecini bakterij sedem,
zaradi Cesar je moc razlikovanja MLST obi-
cajno prenizka za raziskovanje izbruhov in
je bolj primerna za globalne epidemiolo-
Ske Studije in filogenetske analize (15). Pri
cgMLST pa se v primerjavo vkljuci ve¢ 100
do preko 2.000 genov (odvisno od baterij-
ske vrste), zaradi tega se poveca sama mo¢
razlikovanja metode in jo lahko uporabimo
tudi za raziskovanje izbruhov in prenosov.
Vshemo cgMLST so vkljuceni geni jedra ge-
noma, ki so prisotni pri vecini izolatov do-
locene vrste (9, 16).

Na voljo so tudi Ze razli¢ni komercialni
(BioNumerics (Applied Maths) in SeqSphe-
re (Ridom)) in prosto dostopni (EnteroBase)
progami in baze, ki nam omogocajo analizo
in primerjavo izolatov. Sheme cgMLST (na-
tanc¢no definiran nabor genov vkljucenih v
primerjavo) so na voljo za Stevilne klini¢no
pomembne bakterije, kot so Acinetobacter
baumannii, Brucella melitensis, C. difficile, En-
terococcus faecium, Klebsiella pneumoniae, S.
aureus idr. (https://www.cgmlst.org/).

Ker pri cgMLST primerjava ne teme-
lji neposredno na primerjavi nukleotidne-
ga zaporedja, ampak alelnih profilov (vsak
gen, ki ima drugacno nukleotidno zapored-
je od prejsSnjega, dobi novo alelno stevilko
in takSno zaporedje alelnih Stevilk predsta-
vlja alelni profil) in ker se nukleotidna za-
poredja alelov ter alelni profili shranjujejo
v skupne baze, lahko enostavno dodajamo
nove izolate in jih primerjamo z Ze anali-
ziranimi izolati v bazi. Prednost tega je, da
lahko uporabimo enotno nomenklaturo in
tako lahko naSe izolate primerjamo tudi na
globalni ravni (16). Slabost tega pristopa je,
da programi in baze (razen EnteroBase) niso
prosto dostopni.

Pri uvajanju novih tipizacijskih pris-
topov je pomembna tudi kompatibilnost
s prejSnjimi metodami, predvsem za spre-
mljanje Sirjenje dolocenih sevov v ¢asu, brez
potrebe, da bi ze okarakterizirane izolate
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morali Se enkrat tipizirati z novo metodo.
Iz genomskih zaporedij lahko in silico dolo-
¢imo npr. profil MLST, spa-tip (pri S. aureus),
tip PFGE (¢e imamo celotne, zakljucene ge-
nome) ali serotip pri salmonelah (9, 17, 18).

PREGLED PRIMEROV IZ PRAKSE

Na Oddelku za mikrobioloske raziska-
ve, Center za mikrobiologijo, Nacionalne-
ga laboratorija za zdravje, okolje in hrano
(NLZOH) uporabljamo sekvenciranje in
primerjavo genomskih zaporedij na raz-
licnih podrodjih in za razli¢ne bakteri-
je. Primarno nas zanima predvsem epide-
miologija bakterije C. difficile; rezervoarji
bakterije, poti prenosa ter Sirjenje sevov s
spremenjenimi toksinskimi geni. V sode-
lovanju z drugimi oddelki NLZOH in dru-
gimiinStitucijamipa pristope primerjalne
genomike najveckrat uporabimo za iden-
tifikacijo vira ali poti okuzbe, za in silico
tipizacijo (MLST ali serotipizacijo salmo-
nel) ter za dolocanje viruloma ali rezisto-
ma, slednje samo za raziskovalne namene
ali za potrebe epidemioloskega nadzora.

Genome sekvenciramo s sistemom Mi-
Seq ([llumina), za analize pa uporabljamo
razlicne prosto dostopne (CSIPhylogeny,
Center for Genomic Epidemiology) ali ko-
mercialne (SeqSphere, Ridom) programe. V
nadaljevanju podajam povzetek nekaj pri-
merov iz prakse.

C. difficile je pomembna patogena bak-
terija, ki povzroca crevesne okuzbe. Ceprav
jo povezujemo vecinoma z bolnisni¢nim
okoljem, pa v zadnjih letih opaZzamo porast
okuzb tudi v domacem okolju, kar kaZe na
obstoj zunajbolnisnicnih rezervoarjev (19).
V eni od raziskav smo ugotovili, da so spo-
re bakterije C. difficile pogosto prisotne na
podplatih Cevljev, hisnih copat in pasjih $a-
pah ter da pogosto v istem gospodinjstvu
na vseh treh povrsinah (podplatih in pasjih
Sapah) najdemo enake PCR-ribotipe. PCR-
-ribotipizacija je metoda izbora za genoti-
pizacijo C. difficile, vendar ima nizko moc
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razlikovanja. Ker nas je zanimalo, ali gre za
klonalneizolate, smo tem izolatom sekven-
cirali genome ter njihovo sorodnost dolo¢i-
li z analizo SNP. V dveh gospodinjstvih smo
na podplatih cevljev in copat ter pasjih tac-
kah nasli izolate, ki so se razlikovali v 0-1
SNP (slika 1), kar kaze, da te povrSine lahko
prispevajo k razsirjanju spor (20).

V podobni raziskavi smo na primer
pokazali, da se spore C. difficile lahko na
podplatih cevljev prenasajo v bolnisnicnem

okolju (znotraj posameznih oddelkov ali
med razlicnimi oddelki) in da lahko pred-
stavljajo tudi nevarnost za okuzbe hospi-
taliziranih bolnikov, saj smo z analizo SNP
pokazali, da so nekateri izolati s podplatov
sorodni (0-2 SNP) z izolati, ki smo jih izoli-
rali iz bolnikov (Janezic in sod., poster pred-
stavljen na kongresu ICDS (angl. Internatio-
nal C. difficile Symposium); http://www.icds.
si/wp-content/uploads/2018/09/P101_Ja-
nezic-Sandra.pdf).

7712 7713 7714 7716 7717 7718 7719 7720

W 16-7712 copat (5T2) Q
- G10
(=]
W 167713 levi Sovelj 85T2) O 0
100
W 167714 desni fevel] (ST2) O 0 0
M 18-7716 pasja Sapa (5T2) 0 1] 0 V]
16-T717 copat (ST2) 69 69 69 69 0

16-7718 desni Gewdlj (ST2) 68 68 68 68 1 1]

‘ 16-7710 lesd Sevelj (3T2) 68 68 68 68 1 1] 0

W 16-7720 pasja dapa (ST2) 68 68 68 68 1 1] 0 [}

—
05

Slika 1: Primerjava genomskih zaporedij z analizo SNP osmih izolatov bakterije Clostridium
difficile, izoliranih s podplatov evljev, hiSnih copat, z blazinic pasjih tack iz dveh razli¢nih
gospodinjstev (G10 in G9). Klonalne izolate smo nasli znotraj posameznega gospodinjstva,
medtem ko izolati iz razli¢nih gospodinjstev niso bili sorodni (> 10 SNP razlike). Stevilo SNP
med pari izolatov je prikazano v matriki na desni(20). SNP — polimorfizem posameznega
nukletoida (angl. single nucleotide polymorphism).

V sodelovanju s Kliniko za pediatrijo
Univerzitetnega klini¢nega centra Maribor
smos pristopom primerjalne genomike po-
trdili domnevo, da je vir okuzbe 2,5-mesec-
nega dojencka z bakterijo S. aureus, ki se je
kazala kot gastroenteritis, materino mleko
(otrokova mati je namrec¢ imela na dojki ab-
sces, povzrocen s S. aureus). Skupaj smo ana-
nosne sluznice ter blata) ter dva iz matere
(enega iz mleka in enega iz brisa nosne slu-
znice). Genomska zaporedja smo primerjali
z analizo SNP (s programom CSIPhylogeny,
prosto dostopnim na spletni strani Cen-

ter for Genomic Epidemiology). Vsi Stirje
izolati so imeli do najve¢ sedem SNP med
pari izolatov, pri Cemer sta se izolat iz bri-
sa nosne sluznice dojencka in izolat iz ma-
terinega mleka razlikovala v samo dveh nu-
kleotidnih mestih (rezultati niso prikazani,
clanek v pripravi).

V sodelovanju z Oddelkom za medicin-
sko mikrobiologijo Celje (NLZOH) vpeljuje-
mo metodo serotipizacije salmonel in silico.
Serotipizacija je fenotipska metoda in je Se
vedno pomembna metoda za sledenje in ti-
pizacijo bakterije Salmonella Enterica. Do-
locenega deleza (10-15%) izolatov ni mogo-
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Ce fenotipsko serotipizirati. Pri tej izolatih
lahko serotip dolo¢imo na podlagi analize
genomskega zaporedja.

Zaserotipizacijo in silico sta na voljo dva
prosto dostopna programa SISTR (angl. Sal-
monella In Silico Typing Resource) (https://
Ifz.corefacility.ca/sistr-app/) in SeqSero 1.0
(http://www.denglab.info/SeqSero).  Pro-
gram SISTR napove serotip na podlagi ana-
lize wzx in wzy genov regije rfb za doloca-
nje somatskega (O) antigena in fIiC ter fliB
za doloc¢anje H1 in H2 antigena. Napoveda-
no antigensko formulo nato primerja z re-
ferencno bazo serotipov WKL, na podlagi
katere doloci serotip. Pri antigenskih for-
mulah, pri katerih ni mogoce nedvoumno
dolociti serotipa samo na podlagi anali-
ze genov wzx/wzy, program SISTR doloci Se
MLST (n = 7 genov) in ¢gMLST (n = 330 ge-
nov) sekvencni tip ter na podlagi tega po-
nudi najverjetnejsi serotip testiranemu
izolatu (21). SeqSero predvidi serotip samo
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Salmoneloze, listerioze in okuzbe z verocitotoksigenimi E. coli (VTEC) so med pogostej-
Simi zoonozami v Evropski uniji. Medtem ko ostaja Stevilo potrjenih primerov salmone-
loz in okuzb z VTEC v zadnjih letih stabilno, Stevilo okuzb z listerijami pocasi narasca.
V Evropi je za spremljanje teh bolezni pri judeh in preiskovanje izbruhov odgovoren
Evropski center za preprecevanje in obvladovanje bolezni. V ta namen se uporablja raz-
licne molekularne metode, kot so pulzna gelska elektroforeza, analiza MLVA za Sal-
monella Enteritidis in Salmonella Typhimurium, molekularna serotipizacija za listerije in
odkrivanje genov, povezanih z virulenco, ter dolocanje podtipov genov, ki nosijo zapise
za verocitotoksine za VTEC. V zadnjem ¢asu pa se vedno bolj uporablja metodologija
sekvenciranja celotnega genoma, zlasti za obravnavo izbruhov na splosno in spremlja-
nje listerioz. V prispevku je predstavljeno tudi spremljanje v Sloveniji. Mednarodno do-
govorjene standardizirane molekularne metode tipizacije omogocajo primerjavo med
humanimi izolati in izolati iz hrane, krme in zivali.
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Salmonellosis, listeriosis and verocytotoxin-producing Escherichia coli (VTEC) infecti-
ons are some of the most commonly reported zoonotic diseases within the European
Union. While the number of confirmed cases of salmonellosis and VTEC infections has
remained stable in recent years, the number of Listeria infections is slowly increasing.
The European Centre for Disease Prevention and Control is in charge of the Europe-
an union-wide surveillance of these diseases in humans and investigating outbreaks.
Various molecular typing methods are used for this purpose, such as pulsed-field gel
electrophoresis, multiple-locus variable-number tandem-repeat analysis for Salmo-
nella Enteritidis and S. Typhimurium, molecular serotyping for Listeria, virulence gene
detection and subtyping of verocytotoxin encoding genes for VTEC. Recently, whole
genome sequencing has been increasingly used, particularly for outbreak investigation
in general and Listeria surveillance. The paper also presents surveillance in Slovenia.
Globally agreed standard molecular typing methods enable comparison of human iso-

lates with isolates from food, feed and animals.

uvoD

Najpogostejsi nacin okuzbe s salmone-
lami, listerijami, verocitotoksigenimi E.
coli (VTEC) in nekaterimi drugimi pato-
genimi tipi E. coli je z uzivanjem konta-
minirane hrane (7). Salmoneloze so med
najpogosteje prijavljenimi bakterijskimi
zoonozami, ki povzrocajo tako posamezne
primere okuzb kot tudi izbruhe (2-3). Lis-
terioze so sicer redko prijavljene zoonoze,
saj se prijavlja ve¢inoma invazivne okuz-
be. Vendar so pri teh simptomi dolgotraj-
ni, hudi in lahko ogrozajo zivljenje (4-5).
Spremljanje patogenih ¢revesnih E. coli pa
je pomembno zaradi njihove velike razno-
likosti. Nekateri patogeni tipi (npr. VTEC)
lahko povzrocajo zelo huda obolenja, za-
radi spremenljivosti teh bakterij pa se po-
javljajo novi patogeni tipi s kombinacijo
dejavnikov virulence in posledicno pove-
¢ano patogenostjo (6).

Bakterije iz rodu Salmonella so v naravi
zelo razsirjene, bolezen pa lahko povzroci-
jo pri ljudeh in zivalih. Rod obsega dve vrsti,
S. enterica in S. bongori, znotraj vrste S. enterica
razlikujemo razli¢ne podvrste. Poznamo nad
2.500 razli¢nih serotipov salmonel, bolezen
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pri ljudeh pa najpogosteje povzrocata S. En-
teritidis in S. Typhimurium (2, 7 8). Pri okuze-
nih s salmonelami se pojavi driska, ki je lah-
ko vodena ali krvava, bole¢ine v trebuhu,
lahko tudi bruhanje in povisana telesna tem-
peratura. Tezave pri vecini obolelih izzveni-
jo v nekaj dneh, pri kroni¢nih bolnikih lah-
ko vztrajajo vec tednov, zapleti pa so redki (9).

Tudi listerije so v naravi zelo razsirjene,
saj jih najdemo v zemlji, vodi, silazi, odpla-
kah, iztrebkih ljudi, domacih in divjih zivali
in tudi v razli¢nih Zivilih. Ceprav so v okolju
zelo razsirjene, povzroca bolezen pri ljudeh
predvsem vrsta Listeria monocytogenes, pri
zivalih pa tudi L. ivanovii. Invazivne okuz-
be z L. monocytogenes so sicer redke, ven-
dar je klini¢na slika bolezni zelo resna, saj
lahko pride do sepse in vnetja osrednjega
zZivénega sistema. Okuzba je zlasti nevarna
za nosecnice, novorojencke, starejse in lju-
di z oslabljeno imunostjo. Ve¢ina okuzb z L.
monocytogenes je sporadi¢nih, v izbruhe pa
je navadno vklju¢eno majhno Stevilo bol-
nikov. Dolga inkubacijska doba, starost in
zdravstveno stanje bolnikov dodatno ote-
Zujeta iskanje virov okuzb (5). Sposobnost
tvorbe biofilmov, odpornost proti dezin-
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fekcijskim sredstvom, rast pri temperaturi
hladilnikov ter visoki koncentraciji soli in
nitratov povecujejo moznost prisotnosti L.
monocytogenes v hrani (10).

Bakterije vrste Escherichia coli, ki povzro-
cajo Crevesne okuzbe (angl. diarrheagenic
Escherichia coli, DEC), delimo med verocitoto-
ksigene (VTEC) ali E. coli, ki izdelujejo Sigove
toksine (angl. Shiga toxin-producing Escherichia
coli, STEC), enteropatogene (EPEC), enteroto-
ksigene (ETEC), enteroinvazivne (EIEC), ente-
roagregativne (EAEC) in difuzno adherentne
E. coli (DAEC). Odkrivajo pa tudi nove pato-
tipe, pri katerih gre pogosto za kombinacije
njihovih lastnosti (17). Glavna znacilnost ve-
rocitotoksigenih E. coli (VTEC/STEC) je izde-
lovanje verocitotoksinov. Pri okuZenih bolni-
kih povzrodajo drisko, ki je lahko tudi krvava.
Najresnejsi zaplet pri okuzbi je hemolitic-
ni uremicni sindrom (HUS). EPEC povzro-
cajo histopatoloske spremembe epitelnih
celic crevesne sluznice (angl. attaching and ef-
facing lesions). Znacilnost ETEC je izdelova-
nje toplotno neobstojnega (angl. heat-labile,
LT) in/ali toplotno obstojnega enterotoksi-
na (angl. heat-stable, ST). EIEC so zelo podob-
ne Sigelam, tako po klini¢nih znakih bolezni,
ki jo povzrocajo, kot po mehanizmu viru-
lence. EAEC so genetsko zelo raznolike, red-
ki dejavniki virulence so skupni vsem sevom.
Povzrocajo lahko krvavo ali dolgotrajno dri-
sko (6).

V prispevku predstavljamo stanje v Evro-
pi glede okuzb ljudi s salmonelami, listeri-
jami in patogenimi ¢revesnimi E. coli (zlasti
VTEC) ter sploSen pomen in nacin spremlja-
njanjihovih lastnosti, zlasti z molekularnimi
metodami, ki poteka pod okriljem Evropske-
ga centra za preprecevanje in obvladovanje
bolezni (angl. European Centre for Disease Pre-
vention and Control, ECDC) in pri nas.

MATERIALI IN METODE

Podatki o prijavljenih primerih okuzb s
salmonelami, listerijami in VTEC v Slo-
veniji in Evropi so povzeti iz gradiv ECDC,

Evropske agencije za varnost hrane (angl.
European Food Safety Authority, EFSA) in
Nacionalnega instituta za javno zdrav-
je (NIJZ). Izolati salmonel, listerij in E. coli
so bili osamljeni iz humanih vzorcev v la-
boratorijih Oddelkov za medicinsko mi-
krobiologijo Celje, Maribor, Murska Sobo-
ta, Novo mesto, Koper, Kranj, Nova Gorica,
Oddelka za javnozdravstveno mikrobiolo-
gijo (OJM) Ljubljana, Centra za medicin-
sko mikrobiologijo (CMM) Nacionalne-
ga laboratorija za zdravje, okolje in hrano
(NLZOH), na Institutu za mikrobiologijo
in imunologijo (IMI) Medicinske fakultete
Univerze v Ljubljani in v Splo$ni bolnisni-
ci dr. Franca Derganca v Novi Gorici, tipi-
zirani pa so bili na OJM Ljubljana, NLZOH.

PRIJAVLIENI PRIMERI
OKUZB S SALMONELAMI,
L. MONOCYTOGENES IN
VEROCITOTOKSIGENIMI E. COLI

Salmoneloze

V letu 2016 je bilo v drzavah Evropske uni-
je (EU), ki so posredovale podatke v ECDC,
potrjenih 94.530 primerov salmoneloz. Za
kampilobakteriozami so druga najpogo-
steje prijavljena zoonoza. Stevilo prijavlje-
nih primerov sicer variira v posameznih
drzavah clanicah, tudi v Sloveniji, vendar
pa je na splosno v zadnjih letih stanje pri-
jav dokaj stabilno (tabela 1). Trend upada-
nja primerov pa se kaze od leta 2008-2017.
KaZe se sezonska porazdelitev okuzb s sal-
monelami, najvecjihjevpoletnih mesecih
(2, 8). Vletu 2016 so bili med petimi najpo-
gostejSimi serotipi, ki so povzrocili okuz-
be pri ljudeh, naslednji: S. Enteritidis, S.
Typhimurium, monofazna S. Typhimu-
rium, S. Infantis in S. Derby. Podobno kot
v prejsnjih letih so tudi leta 2016 S. Ente-
ritidis, S. Typhimurium in monofazna S.
Typhimurium predstavljale 70 % potrje-
nih primerov okuzb znanega serotipa. Ste-
vilo okuzb s S. Enteritidis je leta 2016 nara-
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slo glede na leti2014 in 2015, Stevilo okuzb
s S. Typhimurium se je zmanjsalo, stevilo
okuzb z monofazno S. Typhimurium pa je
ostalo stabilno. S S. Enteritidis so bile po-
gosto okuzene kokosi nesnice, pis¢anci in
piScancje meso, s S. Typhimurium pa pra-
§ici in svinjsko meso ter govedo in goveje
meso (2). Salmonele so bile leta 2016 najpo-
gostejSe povzrociteljice izbruhov v EU za-
radi uZivanja okuzene hrane in vode, kjer
je bil povzrocitelj ugotovljen. Tako so v dr-
zavah EUvletu 2016 povzrocile 22,3 % vseh
izbruhov, med bakterijskimi povzroci-
telji pa kar 65,8 % izbruhov. Najpogosteje
ugotovljen serotip je bil S. Enteritidis, de-
leZ tega serotipa se je v primerjavi z letom
2015 v drzavah EU povecal za 23,6 %. Sicer
pa je med letoma 2010-2016 opazen trend
upadanja Stevila izbruhov, povzroéenih s
salmonelami, vendar pa obstajajo razlike
med posameznimidrzavami (3).

Listerioze

V Sloveniji in Evropi je incidenca okuzb z
bakterijo L. monocytogenes na osnovi prijav
nizka, saj so prijavljene predvsem invaziv-
ne oblike okuzb, torej sepse in vnetja osre-
dnjega ziv€nega sistema (5). V letu 2016 je
28 drzav EU porocalo 0 2.536 potrjenih in-
vazivnih primerih listerioz. V Evropi je v
zadnjih letih povprecna incidenca okuzb
na 100.000 prebivalcev razmeroma stabil-
na. Opazen pa je trend povecevanja Stevi-
lamed letoma2008-2016, ki se kaZe tudiza
Slovenijo (tabela 1) (4). Invazivne listerij-
ske okuzbe sicer veljajo za redkejse, vendar
je stopnja hospitalizacije in umrljivosti v
drzavah EU najvi$ja v primerjavi z drugi-
mi zoonozami, ki jih spremlja ECDC. Tako
je v letu 2016 umrlo 247 bolnikov (16,2 %),
v letu 2015 pa celo 270 (17,7 %). Za okuzbo
z L. monocytogenes so bolj dovzetne imun-
sko oslabljene osebe, otroci, kroni¢ni bol-
niki, nosecnice, plod, novorojencki in sta-
rejSe osebe. Delez starejsih od 64 let, zlasti
pa starejsih od 84 let, v drzavah EU stalno
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naras$ca. Tako se je delez bolnikov, starej-
§ih od 64 let, povecal s 52,9 % leta 2008 na
61,9 % leta 2016, deleZ starejsih od 84 let, pa
se je povecal s 7,6 % na 10,4 % (4). Med le-
toma 2008-2016 se v Evropi kaZe sezonska
porazdelitev primerov okuzb, z vecjim vr-
hom v poletnih in precej manjsim v zim-
skih mesecih (4). Ljudje se okuZzijo pred-
vsem s kontaminirano hrano, kot so ribe
in izdelki iz rib, meso in mesni izdelki, to-
plotno neobdelani oz. nezadostno obdela-
ni mleko in mle¢ni izdelki, surova, slabo
oprana zelenjava in sadje (5).

Okuzbe z verocitotoksigenimi
E. coli

DEC so pomembne povzrociteljice drisk,
ECDC pa trenutno spremlja le okuzbe z
VTEC. V letu 2016 so drzave EU porocale o
6.378 potrjenih primerih okuzb z VTEC.
V primerjavi z letom 2015 se je incidenca
povisala za 8,3 %. Na splo$no je bilo Stevi-
lo prijavljenih primerov v EU med letoma
2012-2017 stabilno (tabela 1), vendar vis-
je kot pred letom 2011, ko je prislo do ve-
likega izbruha z E. coli 0104:H4. Leto 2011
je bilo na nek nacin prelomno, saj se je di-
agnostika VTEC zaradi izbruha izboljsa-
la. Narascajo¢ trend okuzb se kaze med
letoma 2008-2016 na Finskem, Madzar-
skem, Irskem, Nizozemskem, Svedskem,
v Franciji, Italiji, Litvi in tudi v Sloveni-
ji. Do okuzb prihaja skozi vse leto, vendar
pajih je vec v toplejsih mesecih leta. V dr-
zavah, ki so v letu 2016 posredovale poda-
tek o hospitalizaciji, je bilo 34,6 % bolnikov
hospitaliziranih, deset jih je umrlo. Do za-
pleta HUS je prislo pri390 bolnikih. Najvec
teh bolnikov je bilo starih med 0-4 leta (59
%), med 4-14 let je bilo starih 20 % bolni-
kov. V letu 2016 je bila pri bolnikih s HUS
prvic najpogostejsa seroloska skupina 026
(33,0 %). Sledila ji je 0157 (24,8 %), ki je bila
doleta2016 na prvem mestu. Ta ugotovitev
je zelo pomembna, saj so v tem letu VTEC
026 tudi najpogosteje osamili iz vzorcev
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zivil (12). Podobno kot pretekla leta je bila
pri bolnikih, okuzenih z VTEC, najpogo-
steje ugotovljena seroloska skupina 0157
(38,6 % od ugotovljenih seroloskih skupin),
Ceprav se njen delez glede na ostale serolo-
$ke skupine zmanjSuje v primerjavi s pre-
teklimi leti. Na drugem mestu je bila sero-
loska skupina 026, njen delez pa se je glede
na leti 2015 in 2014 povecal. Na tretjem
mestu so neugotovljene seroloske skupine

O, ki so jim sledile 0103, 0146, 091, 0145
in 0128 (12). V letu 2016 sta bila zabeleZena
dva velika izbruha z VTEC na Finskem in
v Veliki Britaniji ter mednarodni izbruh v
Romuniji in Italiji z VTEC 026 (12, 13).
Tabela 1 prikazuje Stevilo prijavljenih pri-
merov salmoneloz, listerioz in okuzb z VTEC
na 100.000 prebivalcev med letoma 2010
-2017 v Sloveniji, v primerjavi z evropskimi
drzavami, ki so posredovale podatke v ECDC.

Tabela 1: Prijavljeni primeri salmoneloz, listerioz in okuzb z VTEC v Sloveniji in v drzavah
Evropske unije/Evropskega ekonomskega obmocja med letoma 2010-2017 (14). VTEC -
verocitotoksigene E. coli, N - $tevilo prijavljenih primerov bolnikov, SI — Slovenija,

EU — Evropska unija, EEA — Evropsko ekonomsko obmocje (angl. European Economic Area).

Leto 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Salmonele N/100.000 1773 19,51 19,07 15,35 28,97 1944 15,07 13,31
prebivalcev (S)
Salmonele N/100.000 23,29 22,68 21,94 20,39 20,67 2099 2040 19,65
prebivalcev (EU/EEA)
Listerije N/100.000 0,54 0,24 0,34 0,78 0,87 0,63 0,73 0,63
prebivalcev (SI)
Listerije N/100.000 0,36 0,34 0,38 040 047 043 047 048

prebivalcev (EU/EEA)

VTEC N/100.000
prebivalcev (SI)

VTEC N/100.000 1,11
prebivalcev (EU/EEA)

0,98 1,22 141

2,94 1,70

0,83 141 111 1,26 1,60

181 177 1,69 181 1,75

SPREMLJANJE LASTNOSTI
SALMONEL, LISTERIJ IN
VEROCITOTOKSIGENIH E. COLI

Z MOLEKULARNIMI METODAMI

V EVROPI IN PRI NAS

Okuzbe ljudi s salmonelami, listerijami in
VTECv Evropi spremlja ECDC v okviru pro-
grama FWD (angl. Food and Waterborne Di-
seases and Zoonoses). Odgovoren je tudi za
zaznavanje in obravnavo mednarodnih
izbruhov ter drugih nenavadnih dogod-
kov, pri svojem delu sodeluje tudi z drugimi
pristojnimi inStitucijami v Evropi in svetu.
Drzave ¢lanice, med njimi tudi Slovenija,
posredujejo v sistem TESSy (angl. The Euro-
pean Surveillance System) dolocene epidemi-
oloske podatke o bolnikih in laboratorijske

podatke o povzrociteljih bolezni (1). Konec
leta2012je ECDC ustanovil bazo TESSy MSS
(angl. Molecular Surveillance Service). Ta je
namenjena zbiranju podatkov molekular-
nih tipizacij salmonel, listerij, E. coli (zlasti
VTEC) in veckratno odporne Mycobacterium
tuberculosis (15). Eden od osnovnih pogo-
jev uspesnega delovanja je bil dogovor o la-
stnostih izolatov, ki se jih bo spremljalo, in
izbor nekaterih molekularnih metod za ti-
pizacijo, njihova standardizacija pa je omo-
gocila primerljivost rezultatov med razlic-
nimi evropskimi laboratoriji. Kakovost in
primerljivost dobljenih podatkov se zago-
tavljaz uspesnim sodelovanjem laboratori-
jevdrzav ¢lanic v zunanjih preverjanjih ka-
kovosti (angl. external quality assessement,
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EQA). V zaletku je bila pulzna gelska elek-
troforeza (angl. pulsed-field gel electropho-
resis, PFGE) Siroko sprejeta metoda tipiza-
cije, tako za spremljanje salmonel, listerij
in E. coli, kakor tudi za obravnavo izbruhov.
Kasneje se je za molekularno tipizacijo S.
Typhimurium in S. Enteritidis zacela upo-
rabljati metoda MLVA (angl. multiple-lo-
cus variable-number tandem-repeat analysis),
ki omogoca boljse razlikovanje med izola-
ti kot PFGE (1). V zadnjem Casu pa se v svetu
vedno bolj uveljavlja metodologija sekven-
ciranja celotnega genoma oz. sekvencira-
nja naslednje generacije (angl. whole genome
sequencing/next generation sequencing, WGS/
NGS) (16, 17). ECDC spodbuja njeno upora-
bovdrzavah EU z razli¢nimi izobraZevanji,
organizacijo zunanjih preverjanj kakovo-
sti, v doloCenih primerih pa tudi s financi-
ranjem izvedbe preiskave WGS. Pomembno
vlogo pri iskanju virov in Sirjenju okuzb bo
imela skupna baza podatkov molekular-
nih tipizacij salmonel, listerij in VTEC, ki
jo ustanavljata ECDC in EFSA. Vsebovala pa
bo podatke o izolatih, osamljenih iz vzor-
cev zivali, krme, Zivil in iz humanih vzor-
cev (18).

V nadaljevanju predstavljamo metode,
zlasti molekularne, ki jih na OJM Ljubljana
uporabljamo za salmonele, listerije in DEC
zaradi spremljanja in razjasnjevanja nena-
vadnih dogodkov v Sloveniji, kakor tudi v
povezaviz ECDC.

Spremljanje salmonel

Pri preiskovanju domacih in mednaro-
dnih izbruhov, povzrocenih s salmonela-
mi, se za tipizacijo teh bakterij v Sloveni-
ji Ze vrsto let uporablja metoda PFGE (19).
Slabo zmozZnost razlikovanja med izola-
ti smo ugotovili zlasti za serotip S. Ente-
ritidis, ki je bil pogost povzrocitelj doma-
¢ih izbruhov s salmonelami (20, 217). BoljSe
razlikovanje omogoca metoda MLVA, ki
jo uporabljamo za tipizacijo serotipov S.
Enteritidis in S. Typhimurium (20, 22, 23).
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Tako vsako leto testiramo doloceno Stevi-
lo izolatov, za letosnje leto pa nacrtujemo
tipizacijo vseh slovenskih humanih izola-
tov omenjenih serotipov. Rezultati teh ti-
pizacij omogocajo boljSe spremljanje sal-
monelozin hitrejSe odzivanje na dogajanje
domainvsvetu.

Kot zanimivost predstavljamo velik
mednarodni izbruh, do katerega je sprva
prislo v 14 evropskih drzavah, povezan pa
je bil z uzivanjem okuZenih jajc s S. Enteri-
tidis iz Poljske. Od 1. 5.2016 do 24.2.2017 je
bilo odkritih 218 potrjenih primerov. Naj-
vec ljudi je zbolelo konec septembra 2016,
kmalu za tem pa je bil odkrit vir okuzbe.
Pri izolatih iz izbruha sta bila ugotovlje-
na profila MLVA 2-9-7-3-2 in 2-9-6-3-2. Na
podlagi preiskav WGS sta bila pri izolatih
ugotovljena dva razlicna, vendar genetsko
sorodna skupka. Po uvedbi ustreznih ukre-
pov na farmah kokosi nesnic in v distribu-
cijski mrezi se je Stevilo okuzenih bolnikov
zalelo hitro zmanjSevati. Hrvaska in Ma-
dzarska sta porocali tudi o smrtnih prime-
rih (24). Da bi ugotovili morebitno vkljuce-
nost Slovenije v ta izbruh, smo jeseni leta
2016 zbrali 29 izolatov S. Enteritidis, ki so
jih medicinski laboratoriji CMM, NLZOH
in IMI osamili istega leta iz iztrebkov bol-
nikov. S tipizacijo PFGE smo ugotovili pet
razli¢nih profilov, kar 22 izolatov pa je ime-
lo enak profil PFGE. S tipizacijo MLVA smo
ugotovili 13 razli¢nih profilov MLVA (Trkov
in sod., neobjavljeni podatki). Trije izolati
so imeli profil 2-9-7-3-2, ki je ustrezal pro-
filu MLVA S. Enteritidis iz izbruha. S prei-
skavo WGS je bilo ugotovljeno, da sta dva
izolata sodila v prvi WGS skupek, en pa v
drugega (24). V letu 2017 so se ponovno za-
Celi pojavljati novi primeri okuzb, Stevilo je
najbolj naraslo maja in septembra (25). Me-
toda MLVA se je izkazala kot dobra presejal-
na metoda za izbor izolatov S. Enteritidis za
nadaljnja testiranja z WGS.

Spremljanje listerij
V Sloveniji poteka sistemati¢no zbiranje
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humanih izolatov L. monocytogenes od leta
2010. Tako smo do konca leta 2017 zbrali 94
izolatov. Vsem smo dolocili serotip in mo-
lekularno serolosko skupino, tipizacija s
PFGE z dvema restrikcijskima encimoma
pa nam je omogocala nadaljnje razlikova-
nje oz. ugotavljanje sorodnosti med izola-
ti (26). Rezultate teh preiskav posreduje-
mo skupaj z doloCenimi epidemioloskimi
podatki v bazo molekularnih podatkov
ECDC TESSy MSS. V Sloveniji je bilo naj-
veC invazivnih listerijskih okuzb spora-
di¢nih, zaznali pa smo tudi dolocene po-
vezane primere. Tako je prislo v poletnih
mesecih leta 2013 do kopicenja primerov v
novomeski regiji, kjerso zaradi okuzbez L.
monocytogeneszboleli kar trije bolniki. Vsi
trije izolati listerij so pripadali istemu se-
rotipu in molekularni seroloski skupini.
Izolata dveh bolnikov sta imela enak profil
PFGE, izolat enega bolnika pa se je razliko-
val. Kljub obsezni epidemiolosko mikro-
bioloski preiskavi vir okuzbe ni bil potr-
jen (27). V juliju 2017 sta bila potrjena dva
primera listerioze pri zakonskem paru, ki
se je najverjetneje okuzil z uzivanjem ta-
tarskega biftka. Izolati L. monocytogenes,
osamljeni iz razli¢nih kuznin obeh bolni-
kov, so pripadali serotipu 1/2a in moleku-
larni serolo$ki skupini Ila ter imeli enak
profil PFGE (28). Zaradi narascajocega
trenda potencialno nevarnih invazivnih
listerijskih okuzb v Evropi ECDC spodbu-
ja tipizacijo izolatov z WGS. Tako je bilo v
sklopu studije ECDC ELiTE (angl. European
Listeria Typing Exercise) tipiziranih preko
2.700 izolatov L. monocytogenes iz 27 drzav
EU/EEA, ki so bili osamljeni iz humanih
vzorcev med letoma 2010-2015. Preiskavo
WGS soizvedle posamezne drzave sameali
pa v okviru ECDC. Vkljucenih je bilo tudi
68slovenskihizolatov, ECDC panamjena-
dalje omogocil preiskavo WGS tudi za izo-
late, ki so bili osamljeni do konca leta 2017
(10). Na ta nacin spodbuja evropske drzave
k celovitemu, z WGS podprtem spremlja-

nju listerioz. Pridobljeni rezultati preiskav
omogocajo primerjavo med humanimi
evropskimi izolati, hkrati pa tudi z izola-
ti iz Zivil, krme, Zivali in okolja, ter tako
omogocajo iskanje virov in Sirjenja okuzb.

Spremljanje E. coli, ki
povzrocajo €revesne okuzbe
Uporabamolekularnih metod, zlastiveriz-
ne reakcije s polimerazo (angl. polymerase
chain reaction, PCR), je nujna Ze za odkriva-
nje DEC, za spremljanje lastnosti izolatov
pa se uporablja Se druge metode (6, 29, 30).
Na OJM Ljubljana Ze vrsto let testiramo
doloCeno Stevilo vzorcev na prisotnost
VTEC, EPEC, A/EEC (angl. attaching and ef-
facing E. coli), ETEC, EIEC in EAEC. Tabela
2 prikazuje Stevilo odkritih primerov po-
sameznih patogenih tipov DEC ter okvir-
no Stevilo preiskanih vzorcev pri bolnikih
z drisko med letoma 2013-2017 (Trkov in
sod., neobjavljeni podatki). Vendar teh po-
datkov ne moremo Steti kot podatke o de-
janskem Stevilu okuzenih z DEC, saj so so-
delujoci medicinskilaboratoriji NLZOH in
IMI, ki so posredovali vzorce, le-te Ze sami
presejalno testirali z molekularnimi in
fenotipskimi metodami ali pa jih izbra-
li na kaksen drugacen nacin (npr. starost
bolnikov, klini¢no sliko bolezni, potova-
nje). Vzorci, pri katerih je bila ugotovlje-
na prisotnost gena za intimin (eae), vendar
brez genov za verocitotoksine, so prikaza-
ni skupaj. Gre za EPEC in A/EEC, ki so pre-
vladovale v vseh letih preiskovanega ob-
dobja. Opazen je trend povecevanja Stevila
bolnikov, okuZenih z VTEC. Ve¢inoma so
bile na tretjem mestu ugotovljene okuz-
be z EAEC, vendar moramo poudariti, daje
bila preiskava za odkrivanje le-teh izvede-
nazgolj navzorcih, kjer drugi patogeni tipi
DEC niso bili ugotovljeni. Primeri ETEC so
bili pogosto povezani s potovanji bolnikov
v deZele s slabsimi higienskimi razmera-
mi. Okuzbe z EIEC pa so bile zelo redke.
Pri izolatih VTEC se nadalje doloca priso-
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tnost gena za enterohemolizin, preverja se
prisotnost nekaterih genov, znacilnih za
EAEC, doloca se podtipe genov za veroci-
totoksine vtx1 (1q, 1¢, 1d) in vtx2 (2a-2g) (37)
insejih tipiziras PFGE z restrikcijskim en-
cimom Xbal (19). Ta metoda Se vedno omo-
goca dobro razlikovanje med izolati E. coli,
saj smo za izolate VTEC ugotovili zelo raz-
nolike profile PFGE celo znotraj istih sero-

loskih skupin O (Trkov in sod., neobjavlje-
ni podatki). Za tipizacijo patogenih E. coli
se Siroko uporablja tudi serotipizacija, ki
je draga in zamudna. Zaradi velike razno-
likosti lastnosti sevov E. coli, ki povzroca-
jo crevesne okuzbe in posledi¢no Stevilnih
razlicnih metod, ki se uporabljajo za njiho-
vo preiskovanje, obeta metodologija WGS
moznost za nadomestilo teh metod (16).

Tabela 2: Stevilo preiskanih vzorcev na OJM Ljubljana na DEC in $tevilo potrjenih primerov
med letoma 2013-2017. OJM - oddelek za javnozdravstveno mikrobiologijo, DEC — E. coli,

ki povzrocajo ¢revesne okuzbe (angl. diarrheagenic Escherichia coli), EPEC — enteropatogena
E. coli, A/JEEC — angl. attaching and effacing E. coli, ETEC - enterotoksigena E. coli, EIEC -
enteroinvazivna E. coli, EAEC — enteroagregativna E. coli, eae+ — intimin pozitivni vzorci.

Patotip/Leto 2013 2014 2015 2016 2017
EPEC in A/EEC (eae+) 84 81 70 65 87
VTEC 17 29 23 26 33
ETEC 16 14 12 6 12
EIEC 1 3 2 4 5
EAEC 16 19 36 26 16
Stevilo preiskanih vzorcev 426 740 693 757 740
A
3 =+=EIEC
: =
5 e @AC+
-}
H ETEC
» EAEC
— - o leto ’ - -

Slika 1: Stevilo bolnikov, okuzenih s posameznimi patotipi DEC med letoma 2013-2017. Primeri
z ugotovljenim genom eae in brez genov vtx so prikazani skupaj. DEC — Escherichia coli, ki
povzrocajo Crevesne okuzbe (angl. diarrheagenic Escherichia coli), EPEC — enteropatogena

E. coli, A/JEEC - angl. attaching and effacing E. coli, ETEC - enterotoksigena E. coli, EIEC -
enteroinvazivna E. coli, EAEC - enteroagregativna E. coli, eae+ — intimin pozitivni vzorci.
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ZAKLIUCEK

Spremljanje salmoneloz, listerioz in okuzb
z DEC ter raziskovanje izbruhov, zlasti ve-
likih mednarodnih, je povezano s stevil-
nimi izzivi. Ti so po eni strani povezani s
sodobnim nadinom pridelave in predela-
ve hrane ter kompleksnostjo oskrboval-
nih verig zaradi globalizacije, po drugi pa
z raznolikostjo uporabljenih laboratorij-
skih metod, ki ovirajo u¢inkovito komu-
nikacijo pri prepoznavanju povzrociteljev.
Uporaba mednarodno dogovorjenih, stan-
dardiziranih metod tipizacije omogoca
primerljivost podatkov med drzavami, kot
tudi med zdravstvenimi, zivilskimi in ve-
terinarskimi institucijami znotraj drzav.
Zaradi izjemne informativnosti in moci
razlikovanja med posameznimi povzro-
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Mednarodna mreza za spremljanje gripe v okviru Svetovne zdravstvene organizacije iz-
vaja virolosko in epidemiolosko spremljanje gripe za hitro zaznavanje in proucevanje
sprememb virusov gripe, za pridobivanje informacije za vsakoletni izbor cepiva proti gripi
ter zbira viruse za vsakoletno proizvodnjo cepiva proti gripi. Molekularna epidemiologija
uporablja molekularne tehnike za raziskovanje vprasanj, ki jih proucuje epidemiologija.
Uporaba molekularne epidemiologije pri spremljanju virusov gripe je omogocila spro-
tno molekularno spremljanje profilov krozenja virusov gripe in hitro zaznavanje genskih
sprememb, ki se odrazajo v fenotipskih in antigenskih lastnostih virusov gripe. To pa
je mocno izboljsalo ucinkovitost javnozdravstvenih ukrepov za obvladovanje bremena
vsakoletnih epidemij gripe in za hitro odzivanje v primeru pojava ali Sirjenja spreme-
njenih ali novih sevov in podtipov virusov gripe, kar smo v prispevku ilustrirali s primeri.
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The World Health Organization Global Influenza Surveillance and Response System
performs virological and epidemiological surveillance of influenza for detecting and
studying changes in influenza viruses, collecting information relevant for annual influ-
enza vaccine selection and collecting viruses for annual vaccine production. Molecular
epidemiology employs molecular techniques for exploring issues in epidemiological
studies. The use of molecular epidemiology in influenza surveillance facilitated real-ti-
me monitoring of circulation patterns of influenza viruses and early detection of genetic
changes reflected in phenotypic and antigenic characteristics of influenza viruses. This
greatly improved public health management of seasonal influenza epidemics and ra-
pid response in case of emergence or spread of changed or new influenza strains and
subtypes, illustrated with some examples in the paper.
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uvoD

Za virus gripe je znacilno, da je ubikvita-
ren, se hitro $iri in se neprestano spremi-
nja, kar se odraza v spremembah njegovih
antigenskih lastnosti in posledi¢no v nje-
govi izraziti sposobnosti izmikanja imun-
skemu odgovoru okuZenih posameznikov
(1-3). Gripa v svetovnem merilu predsta-
vlja veliko javnozdravstveno breme, saj po
ocenah Svetovne zdravstvene organizacije
(angl. World Health Organization, WHO) vsa-
koleto za gripo zboli milijardaljudi, pri3-5
milijonih ima gripa teZji potek z moZnimi
zapleti. Od 290.000 do 650.000 jih zaradi
gripe umre, gripa je pomemben vzrok od-
sotnosti z dela in predstavlja veliko obre-
menitev zdravstvenega sistema (2, 4). Prvo
cepivo proti gripi so uporabili leta 1942 in
kmalu ugotovili, da je za dobro ucinko-
vitost cepiva bistveno, da izbor virusnih
komponent cepiva uposSteva antigenske
spremembe, ki se pojavljajo v krozZecih vi-
rusih gripe (4). Za zacetek organiziranega
spremljanja gripe Stejemo ustanovitev glo-
balnega programa za gripo (angl. Global In-
fluenza Programme, GIP) leta 1947, leta 1952
pa je bila nato v okviru WHO ustanovljena
globalna mreZa za spremljanje gripe (angl.
Global Influenza Surveillance Network, GISN
oz.o0d leta 2011 Global Influenza Surveillance
and Response System, GISRS) s tremi pogla-
vitnimi nalogami: spremljati antigenske
spremembe virusov gripe, pridobiti infor-
macije za vsakoletni izbor cepiva proti gri-
pi in zbirati viruse za vsakoletno proizvo-
dnjo cepiva proti gripi (1, 5). Ceprav ostaja
osnovni namen globalnega spremljanja
gripe ves Cas nespremenjen, se je skozi ¢as
bistveno spremenil nacin delovanja (lat.
modus operandi), ki ga je omogocil razvoj
znanosti in tehnologije v raziskovanju in
diagnostiki virusov gripe (4). Molekularna
epidemiologija omogoca boljSe razumeva-
nje in obvladovanje nalezljivih bolezni in
se je uveljavila tudi v proucevanju in spre-
mljanju virusov gripe (5, 6).
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Epidemiologija nalezljivih bolezni pro-
ucuje dejavnike, ki vplivajo na pojavlja-
nje in Sirjenje nalezljivih bolezni v ¢asu in
prostoru, ter dejavnike, ki dolocajo prenos
in razvoj bolezni pri posamezniku in v po-
pulaciji (7). Poglavitni namen pridobivanja
te vrste znanja je razvoj in uvedba ustrez-
nih javnozdravstvenih ukrepov za zmanj-
Sanje javnozdravstvenega bremena nalez-
ljivih bolezni (6).

Pri molekularni epidemiologiji gre za
integracijo molekularnih tehnik, ki teme-
ljijo predvsem na analizi zaporedja nuk-
leinskih kislin (NK) ali aminokislin (AK)
povzrociteljev nalezljivih bolezni, na pod-
rodja, ki jih proucuje epidemiologija (6).
Ceprav v splo$nem velja, da je izraz mo-
lekularna epidemiologija leta 1979 prvic
uporabil Lower, je izraz Ze pred njim leta
1973 uporabil Kilbourne v objavi, ki je opi-
sovala globalno distribucijo podtipov vi-
rusov gripe (8, 9). Opozoriti je treba na po-
gosto povrsno rabo izraza molekularna
epidemiologija, saj le-ta ni zgolj molekular-
na taksonomija, filogenija ali populacijska
genetika, temvec gre za aplikacijo moleku-
larnih tehnik pri proucevanju epidemiolo-
skih vprasanj (7). Molekularna epidemiolo-
gija proucuje povzrocitelje in patogenezo
nalezljivih bolezni, ugotavlja naravne re-
zervoarje in vzorce kroZenja povzrociteljev
nalezljivih bolezni v populaciji in v okolju
ter nacine in pogoje prenosa povzrociteljev
nalezljivih bolezni v populaciji in v okolju

(6).

MEDNARODNA MREZA ZA
SPREMLJANJE GRIPE

Mednarodno mreZo za spremljanje gripe v
okviru WHO trenutno sestavlja 144 nacio-
nalnih centrov za gripo, ki delujejo v skla-
dus praviliin standardji, ki jih doloca WHO
(angl. WHO Terms of Reference for National
Influenza Centres, WHO Global Epidemiolo-
gical Surveillance Standards for Influenza) (4,
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5, 10). Poleg Nacionalnih centrov za gripo
je v mrezo vkljucenih Se Sest kolaborativ-
nih centrov, Stirje esencialni regulativni
laboratoriji in 13 referencnih laboratorijev
za gripo H5 (7). Namen viroloskega in epi-
demioloskega spremljanja gripe v okviru

WHO ostaja zmanjsanje bremena bolezni,

z zagotavljanjem ¢im bolj zgodnje in ka-

kovostne informacije za uvedbo ustreznih

javnozdravstvenih ukrepov ter zagota-
vljanje virusov za vsakoletno proizvodnjo
cepiva proti gripi (5). Glavne naloge mre-

7eso (5):

- zaznati zaCetek in konec sezone gripe na
doloCenem geografskem obmocdju,
sproti identificirati tipe in podtipe kro-
zeCih virusov gripe ter jih primerjati s
tistimi, ki krozijo na drugih geografskih
obmodjih,
identificirati in preucevati antigenske
in genske znacilnosti krozecih tipov in
podtipov virusov gripe ter povezavo nji-
hovih znacilnosti z aktualnim cepivom
in/ali znacilnostmi/teZavnostjo obolenj,
sproti ugotavljati obcutljivost krozecih
virusov gripe na protivirusna zdravila,
zagotoviti viruse oz. virusne izolate za
proizvodnjo cepiva proti gripi,
identificirati in spremljati skupine z ve-
¢jim tveganjem za razvoj teZjega obole-
nja (starostniki, nosecnice, otroci mlajsi
od5let,ljudje s kroni¢nimi boleznimi ali
imunskimi pomanjkljivostmi) in
sprotno obvescanje strokovne javnosti
za ustrezno javnozdravstveno obvlado-
vanje situacije povezane z gripo na sve-
tovni, regionalni in nacionalni ravni.

Mednarodna mreZa za spremljanje gri-
pe v okviru WHO predstavlja prvi, najbolj
razvit in vzor¢ni model globalnega sode-
lovanja razli¢nih strok za zagotavljanje in-
formacij, virusov in specifi¢nih reagentov
za obvladovanje nalezljivih bolezni jav-
nozdravstvenega pomena (4).

MOLEKULARNE ZNACILNOSTI
VIRUSOV GRIPE

Viruse gripe iz virusne druZine Ortho-
myxoviridae delimo v §tiri rodove, A-D. Vi-
rusi gripe imajo znacilen segmentiran ge-
nom iz negativno orientirane enovijacne
RNA, ki nosi zapis za vsaj deset struktur-
nih in nestrukturnih beljakovin - gripa A
in B imata po osem, gripa C in D pa po se-
dem segmentov. Virusno sredico predsta-
vlja virusni ribonukleinski kompleks, ki
ga sestavlja segmentirani genom RNA, ve-
zan na strukturne beljakovine (nukleop-
rotein (NP), polimerazni bazi¢ni protein 1
in 2 (PB1, PB2) in polimerazni kisli prote-
in (angl. polymerase acidic protein, PA)). Vi-
rusno sredico obdaja kompleksna virusna
ovojnica. Virusno sredico neposredno ob-
daja matri¢na beljakovina 1 (M1), na kate-
ro je vezan jedrni eksportni sistem iz ne-
strukturnih beljakovin 1 in 2 (NS1, NS2).
Matri¢na beljakovina 2 (M2) pa ima v ovoj-
nici vlogo ionskega kanalcka. Virusno
ovojnico prehajata Se strukturni beljako-
vini hemaglutinin (HA) in nevraminida-
za (NA), ki sta izpostavljeni na zunanji po-
vrsini virusne ovojnice, igrata pomembno
vlogo pri virusnem razmnozevanju in §ir-
jenju ter dolocata antigenske lastnosti vi-
rusa gripe (11).

Viruse gripe A, glede na prisotnost HA
in NA na povrsini, delimo v Stevilne podti-
pe (poznamo 18 podtipov HA in 11 podtipov
NA), ki okuZujejo ptice in sesalce, vodne pti-
ce pa so njihov naravni rezervoar, razen za
podtipe H17 in H18, ki jih najdemo pri ne-
topirjih (influenci podobni netopirski viru-
si H17N10 in H18N11) (17). Med ljudmi krozi-
jopodtipi H1N1in H3N2 (ter H2N2 med 1957
in 1968), ki povzrocajo vsakoletne epide-
mije in ob¢asne pandemije. Clovek se lah-
ko okuzi tudi z drugimi podtipi (npr. H5, H6,
H7,Ho9, H10), ¢e pride do neposrednega pre-
nosa teh virusov s ptic na sesalce/ljudi ali
pa preko vmesnega gostitelja, npr. prasica,
ki ga uspesno okuzujejo tako pticji kot clo-
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veski podtipi virusov gripe (1, 11). Virusi gri-
pe B okuzujejo samo ljudi in tvorijo relativ-
no homogeno skupino virusov, ki se je v 70.
in 8o. letih preteklega stoletja razvila v dve
liniji, Yamagata in Victoria. Linija Yamagata
sejev 80.in90.letih preteklega stoletja raz-
Sirila po vsem svetu, linija Victoria pa je os-
tala omejena na Azijo vse do leta 2002, ko se
je razsirila tudi na druga geografska obmo-
¢ja (12, 13). Okuzbe ljudi z gripo C so redke in
povzrocajo blazja obolenja, okuzbe z gripo
D pa priljudeh Se nismo zaznali (17).

Evolucija virusov gripe poteka s po-
mocjo dveh mehanizmov, z antigenskim
zdrsom (angl. drift) in z antigenskim premi-
kom (angl. shift), ki se oba zgodita na mole-
kularni ravni in se lahko izrazita na feno-
tipski in antigenski ravni. Pri antigenskem
zdrsu gre za relativno konstantno kopice-
nje tockovnih mutacij zaradi odsotnosti
popravljalnih mehanizmov pri sintezi vi-
rusne RNA in se na molekularni ravni od-
raza v spremembah zaporedja AK (17). Na-
stajajo novi sevi virusov gripe, ki lahko
pridobijo sposobnost izmakniti se imun-
skemu odgovoru okuzenih in povzrocajo
vsakoletne izbruhe in epidemije gripe (3, 17,
14). Antigenski premik pa je posledica pre-
razporejanja/izmenjave (angl. reassortment)
segmentov genoma med dvema razli¢ni-
ma podtipoma virusov gripe, ki istocasno
okuzita istega posameznika (17). Nastajajo
novi podtipi virusov gripe (11, 14). Antigen-
ski premik so do sedaj opazili samo znotraj
istega rodu gripe (A, B, C). Spremembe viru-
sa gripe zaradi antigenskega premika imajo
lahko pandemski potencial (17).

MOLEKULARNA EPIDEMIOLOGIJA
PRI SPREMLJANJU VIRUSOV
GRIPE

Virolo§ko spremljanje pomeni kontinu-
irano in sistemati¢no zbiranje in analizo
virusov z namenom preucevanja in spre-
mljanja njihovih znacilnosti. Skupaj z epi-
demiolo$kim spremljanjem je enakovred-
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ni sestavni del sistemov za spremljanje
nalezljivih bolezni (14). Nacionalni cen-
ter za gripo v okviru WHO lahko suvere-
no opravlja svojo nalogo viroloskega spre-
mljanja virusov gripe le takrat, ko izvaja
tako metode virusne izolacije, antigenske
karakterizacije virusnih izolatov in feno-
tipsko testiranje odpornosti proti protivi-
rusnim zdravilom, kot tudi metode mole-
kularne identifikacije in karakterizacije.
Le na ta nacin lahko prispeva viruse za
proizvodnjo cepiva proti gripi ter ustre-
zno informacijo o krozenju virusov gripe
in njihovih lastnostih (5, 10, 14). Priporo-
Cene metode je WHO objavila v Priro¢niku
za laboratorijsko diagnostiko in virolosko
spremljanje gripe. Metode sproti dopol-
njuje (14).

Molekularne tehnike so mo¢no izbolj-
Sale mozZnosti za analizo in karakterizacijo
virusov gripe, s tem pa razumevanje njiho-
ve evolucije, patogeneze in epidemiolo-
gije (1). Molekularne metode, ki se upora-
bljajo pri virolo§kem spremljanju gripe, so
predvsem metode amplifikacije in detek-
cije RNA (najpogosteje verizna reakcija s
polimerazo z reverznim prepisom v real-
nem casu (angl. real-time reverse transcripti-
on polymerase chain reaction, RT-RT-PCR)) in
metode dolocanja nukleotidnega zapored-
ja virusne RNA (najpogosteje sekvenira-
nje po Sangerju, v zadnjem obdobju vedno
bolj tudi metode sekveniranja nove gene-
racije) (5, 14).

Uporaba RT-RT-PCR omogoca (5, 14):
detekcijo in identifikacijo tipa virusa
gripe v vzorcu bolnika ali v celi¢ni kul-
turi,
dolocitev podtipa gripe A in linije gripe
B,
detekcijo in identifikacijo neobicajnih/
novih tipov in podtipov virusov gripe v
vzorcu bolnika ali v celi¢ni kulturi (Hs,
H7,H9idr) in
specificno detekcijo odpornosti na pro-
tivirusna zdravila.
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Nacionalni centri za gripo so dolzni in-
formacijo o krozecih tipih, podtipih in lini-
jah virusov gripe ter o njihovih posebnos-
tih (npr. pojavu odpornosti na protivirusna
zdravila) v realnem ¢asu oz.na tedenski rav-
ni porocati WHO, ki podatke redno obdeluje
in objavlja (5). S tem je omogoceno sprotno
molekularno spremljanje profilov kroZenja
virusov gripe, kar je mocno izboljsalo moz-
nosti za sprejem ucinkovitih javnozdra-
vstvenih ukrepov za sprotno obvladovanje
bremena vsakoletnih epidemij gripe (3, 5).

Informacija o nukleotidnem zaporedju
virusne RNA sluzi za identifikacijo in preu-
Cevanje specifi¢nih mutacij s potencialnim
bioloskim pomenom, kot so razvoj odpor-
nosti na protivirusna zdravila, spremem-
be antigenskih lastnosti in patogenosti vi-
rusa ter za Studij evolucije virusa (14). Mreza
za spremljanje gripe je Ze v poznih 80. letih
preteklega stoletja v procesu vsakoletnega
izbora cepiva proti gripi, poleg informacije
o antigenskih lastnostih krozecih virusov,
enakovredno upostevala tudi informaci-
jo o nukleotidnem zaporedju gena za HA,
kar je danes obicajna praksa (7). Leta 2008
je bila ustanovljena baza GISAID (angl. Glo-
bal Initiative on Sharing All Influenza Data), ki
je postala integralni del globalnega siste-
ma zbiranja in izmenjave podatkov o viru-
sih gripe (klini¢ni, epidemiolo$ki in virolo-
$ki podatki ter nukleotidno zaporedje vsaj
gena za HA) (4, 15).

Razumevanje profilov pojavljanja in
kroZenja novih sezonskih sevov virusov
gripe je klju¢no znanstveno in javnozdra-
vstveno vprasanje, saj pogojuje vsakole-
tne izbruhe epidemije gripe ter se odraza
pri ucinkovitosti cepiva proti gripi. Vstudi-
ji, ki je vkljucevala primerjavo klini¢nih in
epidemioloskih podatkov z analizo nukle-
otidnega zaporedja priblizno 10.000 genov
za HA sezonskih virusov gripe, ki so global-
no krozili med leti 2000 in 2012, so ugotovi-
li, da so znacilnosti kroZenja gripe A (H3N2)
bistveno drugacne od znacilnosti kroze-

nja gripe A (H1N1) in gripe B (linija Victoria
in Yamagata). Za seve gripe A (H3N2) je bilo
znacilno, da se na dolocenem geografskem
obmodju niso obdrzali skozi vec sezonskih
epidemij, ampak so jih sproti nadomescali
novi sevi gripe A (H3N2), ki so obi¢ajno izvi-
raliiz]inJVAzije. Nasprotno so se sevi gripe
A (H1N1) in gripe B izkazali za gensko bolj
stabilne in so na dolocenem geografskem
obmodju vztrajali skozi ve¢ sezonskih epi-
demij, kar se je odrazalo v nizjih stopnjah
antigenske evolucije teh virusov, v nizji
povprecni starosti okuzenih, v redkejsih in
blazjih sezonskih epidemijah (76). Ta razi-
skava je tudi potrdila, da je antigenski zdrs
osnovni genski mehanizem in viroloska os-
nova za razvoj novih sevov s spremenjeni-
mi antigenskimi lastnostmi, ki povzroca-
jo vsakoletne epidemije gripe in zahtevajo
nenehno posodabljanje komponent v cepi-
vu proti gripi (3, 16).

Primerjava nukleotidnih zaporedij vi-
rusov gripe B je omogocila tudi dokoncno
potrditev diferenciacije virusov gripe B v
dve loceni liniji. Obe liniji sta v populaciji
z veliko verjetnostjo krozili Ze v poznih 70.
in zgodnjih 80.letih preteklega stoletja (1). V
sezoni gripe 1988-1989 sta krozila dva oci-
tno razli¢na virusa gripe B, ki sta izkazova-
la razli¢ne antigenske lastnosti v postopku
antigenske karakterizacije s testom inhibi-
cije hemaglutinacije. Sele takrat so lahko s
primerjavo nukleotidnih zaporedij identi-
ficirali dve genski liniji gripe B, Victoria in
Yamagata (1, 17). Informacija o razliki v nuk-
leotidnih zaporedjih virusov dveh razli¢nih
linij gripe B je omogocila razvoj specifi¢nih
molekularnih metod (npr. RT-RT-PCR) za
njuno identifikacijo, diferenciacijo in po-
sledi¢no spremljanje v realnem casu (14).
Studije so potrdile tudi, da okuZba posa-
meznika z eno linijo gripe B ne zagotavlja
navzkrizne zas¢ite proti drugi liniji gripe B
(18, 19). Vsa ta dognanja so utemeljila razvoj
in uvedbo Stirivalentnega cepiva proti gri-
pi, ki vkljucuje po enega predstavnika viru-
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sov gripe A, (H1N1) pdmog9 in (H3N2) ter po
enega iz vsake linije gripe B, Victoria in Ya-
magata, in ki nadomesca uporabo trivalen-
tnega cepiva (3).
Za zdravljenje gripe so na voljo tri vrste
protivirusnih zdravil (14, 20):
derivati adamantanov (amantadin, ri-
mantadin; u¢inkovita samo proti viru-
som gripe A, pri katerih pa se je razvila
visoka stopnja odpornosti),
zaviralci polimeraze (favipiravir, redkeje
uporabljen) in
zaviralci NA (oseltamivir, zanamivir, pe-
ramivir; uéinkoviti proti virusom gripe
Ain B; v veCinski uporabi).

Vzacetku januarja 2008 so v norveskem
Nacionalnem centru za gripo ugotovili po-
vecan delez virusov gripe A (H1N1) odpor-
nih proti oseltamiviru. Do enake ugoto-
vitve so pri norveskih virusih istocasno
prisli tudi v kolaborativnem centru v Lon-
donu, kamor so z Norveske poslali prve se-
zonske viruse gripe za analizo pred izborom
sevov za cepivo proti gripi za prihodnjo se-
zono, ki poteka vsako leto februarja. Anali-
za nukleotidnega zaporedja za NA je doka-
zala mutacijo histidina v tirozin na mestu
275 v N1 0z.274 v N2 (mutacija H274Y v genu
za NA prinasa visoko stopnjo odpornosti
na oseltamivir, virusi pa ostanejo obcutlji-
vi na zanamivir). Sledilo je hitro obvesca-
nje globalne strokovne javnosti, pospeSe-
na molekularna analiza kroZecih virusov
gripe A (H1N1) in razvoj specifi¢nih mole-
kularnih metod za hitro detekcijo virusov
s to specifi¢no mutacijo. Do konca januar-
ja 2008 so bili na oseltamivir odporni virusi
gripe A (H1N1) dokazani v vecini evropskih
drzav, delez odpornih virusov pa je znasal
do 67 % (21). Zaradi zgodnjega odkritja in ob-
ves¢anja o pojavu odpornosti je bilo Se isto
sezono gripe mogoce sprejeti ustrezne jav-
nozdravstvene ukrepe (uporaba ustreznih
protivirusnih zdravil, ki je izrednega pome-
na pri bolnikih s tezjim potekom ali iz ogro-
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7enih skupin) (1, 4, 27). Studija pojava muta-
cije H274Y in odpornosti na oseltamivir pri
gripi A (H1N1) na Japonskem pa je, deni-
mo, pokazala, da se je na njihovem obmo-
¢ju odporni sev razsiril Sele v naslednji se-
zoni gripe, saj je bilo med virusi iz sezone
2007-2008 odpornih le 0,4 % sevov, v sezo-
ni2008-2009 pa kar 100 % sevov, kar je v se-
zoni 2007-2008 na Japonskem vodilo v dru-
gacno strategijo pri uporabi protivirusnih
zdravil kot v Evropi (22). Odporni sevi gripe
A (H1N1) so se v velikem delezu razsirili glo-
balno, a so bili med pandemijo leta 2009 iz-
podrinjeni z gripo A (H1N1) pdmo9, pri ka-
teri za enkrat ugotavljamo nizko stopnjo
odpornosti na oseltamivir (20).

Molekularne tehnike nam omogoca-
jo tudi boljsi nadzor nad virusi s pandem-
skim potencialom (74). Prasicji virusi gripe
A (HiN1) in (H3N2) obicajno ne okuZuje-
jo ljudi, ob¢asno pa povzrocijo sporadic-
ne okuzbe in jih v teh primerih oznacuje-
mo z oznako »variant (v)« (23). Prasice lahko
(tudi hkrati) okuzujejo tako pticji kot ¢lo-
veski virusi gripe in zato lahko sluzijo kot
vmesni gostitelji, v katerih lahko pride do
prerazporejanja/izmenjave segmentov vi-
rusnih genomov, do antigenskega premika
in razvoja sevov s pandemskim potencia-
lom (17). Tudi za virus gripe A (H1N1) pdmoy,
ki se je med clovesko populacijo razsiril v
pandemiji leta 2009, je bil ugotovljen pra-
$idji izvor (23). Julija 2011 so v ZDA pri lju-
deh odkrili prvi primer gripe A (H3N2)v, ki je
vseboval M1 virusa gripe A (H1N1) pdmoo;
najvec primerov so odkrili leta 2012 (skup-
no 309) pri otrocih, mlajsih od 5 let, ki so bili
vneposrednem stiku s prasici; v celoti pa so
med 2011 in koncem 2017 nasteli 426 prime-
rov okuzb ljudi z gripo A (H3N2)v (24).

ZAKLJUCEK

Epidemiologija nalezljivih bolezni prou-
Cuje dejavnike, ki vplivajo na pojavljanje,
Sirjenje in razvoj nalezljivih bolezni z na-
menom, da bi razvili in uvedli ustrezne
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javnozdravstvene ukrepe za zmanjSanje
javnozdravstvenega bremena nalezljivih
bolezni. Molekularna epidemiologija upo-
rablja molekularne tehnike za raziskova-
nje vprasanj, ki jih proucuje epidemiolo-
gija. Mednarodna mreza v okviru WHO
izvaja viroloSko in epidemiolo$ko spre-
mljanje gripe za hitro zaznavanje in pro-
ucevanje sprememb virusov gripe, prido-
bivanje informacije za vsakoletni izbor
cepiva proti gripi ter zbiranje virusov za
vsakoletno proizvodnjo cepiva proti gripi.
Virolosko spremljanje gripe nujno vklju-
Cuje tako metode virusne izolacije, anti-
genske karakterizacije in fenotipsko te-
stiranje odpornosti proti protivirusnim
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