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4. Banicevim dnevom na pot

Letna dvodnevna strokovna srecanja Sekcije za kliniéno mikrobiologijo in bolni$ni¢ne okuz-
be Slovenskega zdravniskega drustva potekajo Ze vrsto let. Na njih se sre¢ujemo slovenski kli-
nicni in medicinski mikrobiologi in drugi strokovnjaki v razli¢nih krajih ob $tevilnih temah.
Vedno smo na srecanjih zacutili predano regionalno in skupno slovensko delo, Zeljo po novem,
boljsem, v prid bolnikom.

Od leta 2008 so srecanja poimenovana po prof. dr. Stanku Banicu, enem od utemeljite-
ljev sodobne slovenske medicinske mikrobiologije. S tem je sreanjem Ze v imenu zapisana
zaveza Zlahtnosti. Prof. dr. Stanko Banic se je v 60 letih strokovnega dela tvorno dotaknil Ste-
vilnih podrodij, s ¢imer je njegovo delo postalo zgled pristopa k problemom sodobne medi-
cine - pojave je mozno preucevati in reSevati le s pogledom z razli¢nih strani.

Zoonoze spremljajo ¢lovestvo Ze od nekdaj, zdaj te, zdaj one so vedno pomenile hudo bre-
me. Znova je napocil ¢as njihove poveane pomembnosti. Prenaseljenost ljudi in Zivali, kli-
matske spremembe, uporaba antibiotikov, $tevilna potovanja ljudi ter prevoz hrane in Zivali
med drZavami in celinami... Globalne spremembe prinasajo neslutene posledice. Tema je inter-
disciplinarna, zato je med avtorji najti strokovnjake zelo $tevilnih strok — vsak je prispeval
dragocen kamencek v mozaik tega sreCanja.

Preglednemu uvodnemu delu sledijo zoonoze, ki se prenasajo s hrano, nato tiste, ki se
prenasajo z vektorji, sledijo porajajoce se zoonoze ter sklop zanimivih primerov in tem.

Upamo, da bo srecanje primerno mesto za Zivahne razprave in u¢inkovite dogovore. Prvih
pet ¢rk besede srecanje nam v boju proti zoonozam utegne priti zelo prav — a sreca je naklo-
njena pogumnim, dejavnim in sodelujocim.

V imenu organizatorjev se zahvaljujem zavzetim avtorjem in poZrtvovalnim recenzen-
tom, uredni$tvu Medicinskih razgledov, sponzorjem in vsem ostalim, ki so kakorkoli pripo-
mogli, da bo srecanje izvedeno in je pricujo¢i zbornik izsel.

Zanimivo je, da je pogost pozdrav ob slovesu na gorskih stezicah in v ravninskem Prek-
murju enak:

Srecno!

Iztok Strumbelj
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Zoonoses - Eternal Challenge

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: zoonoze, zoonoficni mikroorganizmi, porajaijode se okuzbe, antropogeni dejovniki, podnebno-okoliski dejavniki,
spremljanje in obvladovanje zoonoz

Zoonoze so nalezljive bolezni, ki se prenasajo iz okuzZenih ali bolnih Zivali na ljudi. Zoonoze
(p)ostajajo nenehno rastoca, nereSena uganka, ki predstavlja sen¢nik, pod katerim se skriva-
jo Stevilne nalezljive bolezni. Pojavnost in epidemiologija zoonoz sta kompleksni in aktivni,
saj sta odvisni od raznolikih dejavnikov, ki jih lahko opredelimo kot antropogene, podneb-
no-okoljske in dejavnike, povezane z lastnostmi mikroorganizmov. Med njimi obstaja pomemb-
na medsebojna povezava. V prispevku opisujemo nekatere dejavnike, ki vplivajo na vedno
vecdjo pojavnost zoonoz.

ABSTRACT

KEY WORDS: zoonoses, zoonatic pathogens, emerging infections, anthropogenic factors, climatic and environmental factors, surveil
lance and control of zoonoses

Zoonoses are infectious diseases that are transmitted by infected animals to humans. Zoo-
notic infections remain an ever-growing unsolved puzzle. They typically serve as an umbrel-
la under which numerous infectious diseases are shelved. The emergence and epidemiology
of zoonoses are complex and dynamic, being influenced by varying parameters that can rough-
ly be categorized as human-related, pathogen-related, and climate/environment-related; howe-
ver, there is significant interplay between these factors. The present paper discusses some
factors that influence the emergence of zoonoses.

! Prof. dr. Tatjana Avsi¢ - Zupanc, univ. dipl. biol., Inétitut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska
fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zaloska cesta 4, 1000 Ljubljana; tatjana.avsic@mf.uni-lj.si
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uvobD

Zoonoze so nalezljive bolezni in okuZbe, kate-
rih povzrocitelji se prenasajo iz okuZenih ali
bolnih domacih in divjih Zivali na ljudi. Pov-
zroCitelji zoonoz so patogeni mikroorganizmi,
ki pri vecini okuZenih Zivali ne povzrocajo
bolezni in bivajo v njih zvecine le kot komen-
zali. Stevilni vretencarji, obitajno so to div-
je Zivali, sluZijo mikroorganizmu kot naravni
gostitelji ali rezervoarji. Toda preneseni na
drugo Zival ali ¢loveka lahko povzrocijo hudo,
dolgotrajno bolezen ali celo smrt. Clovek je
po okuzbi obi¢ajno konéni gostitelj ali pa
mikroorganizem prenasa naprej na druge
Jjudi (antropozoonoza) ali celo na Zivali (zoo-
antroponoza). Zoonoti¢ni mikroorganizmi
vstopijo v €loveski organizem bodisi neposred-

no skozi poskodovano koZo bodisi posredno
s piki ¢lenonoZcev (komarji, klopi, bolhe, usi),
vdihavanjem, zauZitjem okuZene hrane ali
vode ter ugrizi okuZenih Zivali. Povzrocitelji
zoonoz so bakterije, virusi, glive in zajedav-

ci (1).
PORAJAJOCE SE ZOONOZE

Strokovnjaki ocenjujejo, da je med porajajo-
¢imi se patogenimi mikroorganizmi 60 %
takih, ki povzrocajo zoonoze. Med njimi
jih ve¢ kot tri Cetrtine izvira iz naravnega
okolja (2). Kaj pa so porajajoci se patogeni
mikroorganizmi? Po definiciji Svetovne
zdravstvene organizacije so porajajoci se pato-
geni mikroorganizmi na novo odkriti povzro-
¢itelji ali Ze znani patogeni, ki se pojavijo na

Vnos
eksoticnih
zivali

Vnos
eksoficne
hrane

Spremembe
pri sobivanju
zivalskih vrst

Spremembe
v Zivinoreji

Podnebne

spremembe

Zoonoze

Spremembe

v virulendi

Preseljevanje

okuzenih
zivali in oseb

Spremembe
v rabi
kmetijskih
povsin

Prilagoditev
patogenov
na nove
gosfitelje

Slika 1. Dejavniki, ki vplivajo na pojav novih in ponovno porajajocih se zoonoz.
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popolnoma novih podrodjih ali v novih vrstah.
Ponovno porajajoci se patogeni mikroorganiz-
mi pa so znani povzroditelji, ki se v¢asih po
dolgih letih odsotnosti lahko zopet pojavijo
na Ze znanih podrocjih v obliki izbruhov ali
epidemij (3). Ceravno so zoonoze stare bolez-
ni, predstavljajo ali postajajo nekatere med
njimi javnozdravstveni problem (4). Zakaj?
Odgovor najdemo v nizu prepletajocih se Ste-
vilnih dejavnikov, ki so odvisni od spreminja-
jocih se stanj (slika 1) (2). Te dejavnike lahko
v grobem razdelimo v naslednje skupine:
antropogeni (¢loveski) dejavniki, dejavniki,
povezani z mikroorganizmi, in podneb-
no-okoljski dejavniki.

ANTROPOGENI (CLOVESKI)
DEJAVNIKI

V zadnjih desetletjih se soo¢amo s povecano
globalizacijo ljudi, Zivali in njihovih proi-
zvodov. Tovrstni premiki omogocajo izredno
hitro Sirjenje okuzb, kar zahteva najstrozja
merila nadzora. Clovek nenehno posega v na-
ravne habitate, najpogosteje s povecevanjem
populacije ali turizma (5, 6). Tak$no obnasa-
nje postavlja ljudi v popolnoma nova ekologka
okolja in s tem dovoljuje moZnost izpostavi-
tve novim zoonoti¢nim mikroorganizmom.
Znadilen primer je Sirjenje t.i. ekoturizma:
turisti iz mestnih okolij mnoZi¢no obiskuje-
jo podeZelja, predvsem v deZelah v razvoju,
kjer na primer taborijo, se ukvarjajo z vodni-
mi $porti ali obiskujejo podzemne jame. Tako
so izpostavljeni doloCenim vektorsko pre-
nosljivim zoonoti¢nim agensom, kot so rike-
cije, leptospire in razli¢ni virusi, ki povzrocajo
hemoragi¢ne mrzlice (7).

V novejSem ¢asu so postale modne poseb-
ne prehrambne navade uZivanja surovih
(nepasteriziranih) mlec¢nih izdelkov, rib in
mesa, ki pogosto vodijo v neobicajne bakte-
rijske (bruceloza) ali parazitarne okuzbe (8).
Na prevalenco zoonoz imajo znaten vpliv tudi
socialno-ekonomske spremembe, ki se odra-
Zajo na razli¢ne nacine. Da bi nahranili vedno
bolj rastoco populacijo ljudi, imamo poveca-
no potrebo po pridelavi hrane. To pogosto
vodi v temeljite spremembe kmetijskih
postopkov, ki nemalokrat vkljucujejo ogrom-
ne koli¢ine Zivali ali celo razli¢ne vrste Ziva-
1i, ki sobivajo na istem, omejenem prostoru

pogostokrat skupaj z ljudmi. TakSen nacin
kmetovanja in tudi Zivljenja omogoca mikroor-
ganizmom preskok z ene Zivalske vrste na dru-
go in ne nazadnje na ¢loveka. Omenjeni
dejavniki so bili pred leti povod za izbruh pan-
demije sindroma akutne respiratorne stiske
(angl. severe acute respiratory syndrome, SARS),
influence H5N1, HIN1 in epidemije virusa
Nipah v Maleziji (7, 9, 10).

Prav tako imajo velik neposredni vpliv na
pojavnost zoonoz lokalne kakor tudi global-
ne politi¢ne spremembe. Znacilen primer je
pojav tranzicije v $tevilnih nekdanjih komu-
nisti¢nih drZavah, kjer je od drZave strogo
nadzorovana ekonomija presla v odprto, pro-
sto trgovanje. V teh deZelah so se ponovno
pojavili Stevilni zoonoti¢ni mikroorganizmi,
saj je postal tako veterinarski kakor tudi jav-
nozdravstveni nadzor okrnjen ali je celo
popolnoma izzvenel. Ko se je taki politi¢ni
tranziciji pridruzila $e vojna, na primer na Bal-
kanu v 90-ih letih, se je oblikovala e mo¢nej-
$a socialna podlaga za izbruhe zoonoz, saj so
se ji pridruzili $e lakota, neprostovoljno pre-
seljevanje obseZne populacije in predvsem
zlom javnozdravstvenega in medicinskega
sistema. Taki primeri so izbruhi tularemije,
krimsko-kongoske hemoragi¢ne mrzlice in
bruceloze na Kosovu (11-14). Prav tako je
pomembno omeniti tudi konec »hladne voj-
ne, ki je izbrisal meddrZavne meje ter soca-
sno ponudil skoraj nedovoljeno trgovino
z Zivalmi, tudi okuZenimi. Zanimiv je primer
trihineloze, katere incidenca se je v Evropi po
tem, ko je Romunija postala ¢lanica Evropske
unije, potrojila (15). Ne nazadnje predstav-
ljajo problem tudi priseljenci, zve¢ine begun-
ci, ki pomenijo za drzavo gostiteljico vnos
nove populacije s svojstveno epidemiolosko
osnovo in tako tudi vir novih izbruhov nalez-
Jjivih bolezni, tudi zoonoz, kot sta npr. tripa-
nosomiaza in bruceloza (16, 17).

Ne smemo pozabiti tudi na dejstvo, da je
medicinska znanost uspela v boju z nekate-
rimi drugimi boleznimi, zato se je povecala
Zivljenjska doba ljudi. Tako so se oblikovale
nove rizi¢ne skupine, kot so starostniki in ose-
be z imunsko pomanjkljivostjo (npr. bolniki
z aidsom, bolniki s presajenimi organi), ki so
mnogo bolj dovzetne za dolocene zoonotic-
ne okuzbe (2).
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PODNEBNO-OKOLIJSKI
DEJAVNIKI

Izjemno pomemben dejavnik so podnebne
spremembe, saj nekaterim prenasalcem kakor
tudi naravnim rezervoarjem zoonoti¢nih
mikroorganizmov omogocajo Siritev ugodnih
Zivljenjskih pogojev. Znacilen primer lokalne-
ga vpliva podnebnih sprememb je izbruh han-
tavirusnega plju¢nega sindroma (angl. han-
tavirus pulmonary syndrome, HPS) leta 1993
v Zdruzenih drzavah Amerike (ZDA). Zara-
di pojava EI Nifio - juzne oscilacije, ki tvori
nihanja temperature na vodni gladini, se na
obalnih obmocjih pojavijo poplave, susa in
druge vremenske motnje. Tako je pojavu El
Niiio sledilo ogromno deZevje na jugozahod-
ni obali ZDA, kar je botrovalo nesorazmerno
bujni rasti vegetacije, ki je osnovna hrana
doloceni populaciji glodavcev — naravnih
gostiteljev hantavirusov (18). Pojav El Nifio
odraza svoj vpliv tudi na obali vzhodne Afri-
ke, vklju¢no s Kenijo, Tanzanijo in pore¢jem
Nila. Zato strokovnjaki zadnjo veliko epide-
mijo mrzlice v dolini Rift povezujejo ravno
z mocnim deZevjem v teh sicer suhih stepskih
predelih (19).

Podnebne spremembe, kot je na primer
splo$no segrevanje Zemlje, vodijo v spreme-
njene ekoloske pogoje, ki olajsajo upora-
bo povrsin in gibanje okuZenih gostiteljev,
dovzetnih Zivali ali prenaSalcev patogenih
mikroorganizmov (20). Strokovnjaki menijo,
da globalno segrevanje vpliva tudi na preselje-
vanje ptic in na spremembo njihovih ustalje-
nih selitvenih poti ter posledi¢no na moznost
vnosa zoonoti¢nih agensov na neendemska
podrodja. Tako povezujejo nedavne izbruhe
virusa zahodnega Nila v Gr¢iji in Romuniji
ravno s spremembami temperatur zracnih
tokov (21). Vemo tudi, da je Zivljenjski krog
komarjev odvisen od temperature in da poleg
drugih dejavnikov Ze minimalni dvig povprec-
ne poletne temperature le za nekaj stopinj lah-
ko sicer tropskim vrstam komarjev omogoci
naselitev v zmerno toplem podnebnem pasu.
Eden vidnejsih primerov je vnos, ohranitev
in obsezZna raz8iritev invazivne tropske vrste
komarja Aedes albopictus (tigrasti komar)
v zadnjih dveh desetletjih v Italiji, od koder
se je znatno razdiril v sosednje drZave, vklju¢no
s Slovenijo. Prisotnost obsezne, stalne popu-

lacije tigrastega komarja na tem podrodju
je bila tudi biolosko pogojena podlaga za
mnozi¢ni izbruh virusa chikungunya v Itali-
jileta 2007, zaradi katerega je zbolelo ve¢ kot
250 ljudi (22).

Mnogi strokovnjaki so mnenja, da bodo
ravno podnebne spremembe vodilni dejavnik
za pojavljanje in Sirjenje predvsem z vektorji
prenosljivih mikroorganizmov. Podnebne spre-
membe imajo namrec tudi velik u¢inek na
razvoj patogenov in njihovih prenasalcev (23).

DEJAVNIKI, POVEZANI
Z LASTNOSTMI
MIKROORGANIZMOV

Pogoste mutacije in genetske rekombinaci-
je mnogokrat vodijo v take oblike patogenih
mikroorganizmov, ki imajo spremenjeno, naj-
pogosteje povecano raven sposobnosti ohra-
nitve in $irjenja v naravnem okolju (24).
Mutacije so osnovni izvor genetskih variacij,
ki oblikujejo naravno selekcijo, genetski odmik
(angl. drift) in rekombinacije. Ti dejavniki so
$e posebej opazni pri virusih, ki imajo v pri-
merjavi z drugimi mikroorganizmi relativno
majhen genom in kratek generacijski Cas,
predvsem pri virusih z molekulo RNA v ge-
nomu (25). Najlepsi primeri so mutacije
v glikoproteinih virusne ovojnice (hemaglu-
tinini in nevraminidaze) ali rekombinacije
med virusnimi segmenti pri virusih influen-
ce, ki so vzrok za vsakoletne epidemije in obca-
sne pandemije gripe (26).

Zanimiv je tudi primer ponovnega pojava
virusa chikungunya z obseznimi izbruhi na
otodjih v Indijskem oceanu v letih 2005-2006.
Dokazali so namre¢, da je zaradi ene same
mutacije v glikoproteinu virusne ovojnice
(E1-A226V) virus spremenil dovzetnost za
specificnega prenasalca. Tako se je dobro pri-
lagodil za razmnoZevanje tudi v tigrastem
komarju, kar je dodatno prispevalo k Siritvi
in obseZnosti epidemije (27).

Spremembe v ekologiji in pestrosti pato-
genih mikroorganizmov nedvomno vodijo do
nastanka novih genetskih razlicic, ki imajo
spremenjen patogenetski potencial. Le-ta
se kaze v povecani invazivnosti, zmoznosti
hitrega Sirjenja v ogroZeni populaciji, izdelo-
vanju toksinov in pridobivanju protimikrob-
ne odpornosti (28).
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SPREMLJANJE IN
OBVLADOVANIJE ZOONOZ

Kljub temu da veljajo Stevilne zoonoze za
oportunisti¢ne okuZbe, nekateri strokovnja-
ki menijo, da bodo v bodoce ponovno pora-
jajoCe se zoonoze glavni izvor nalezljivih
bolezni pri ljudeh. Zato so javnozdravstvene
ustanove pripravile razli¢ne pristope, ki teme-
ljijo predvsem na sistemu epidemioloskega
spremljanja in obvladovanja na podrodjih, kjer
obstaja velika verjetnost pojava porajajocih se
bolezni (29). Ti pristopi vkljucujejo izboljsa-
no odkrivanje patogenih povzrociteljev v na-
ravnih rezervoarjih in morebitnih prenasalcih,
zgodnje zaznavanje izbruhov bolezni, Siroko
zastavljene raziskovalne projekte za preuce-
vanje dejavnikov, ki vplivajo na pojavljanje
bolezni, ter ucinkovito obvladovanje (npr.
karantena in ustrezna higiena) (30). Nadzor
nad pojavom bolezni pri ljudeh mora biti v te-
sni povezavi z veterinarskimi ustanovami, ki
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DrZavni program spremljanja zoonoz

National Programme of Zoonoses Monitoring
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KLJUCNE BESEDE: spremljanie zoonoz, javno veterinarsko zdravie, Zivila

Spremljanje zoonoz na nacionalnem nivoju poteka v Sloveniji Ze vsaj od leta 1985. Drzavni
program spremljanja zoonoz se izvaja z namenom sistemati¢nega zbiranja, spremljanja, ana-
liziranja in posredovanja podatkov o pojavu zoonoz, njihovih povzroditeljev in s tem pove-
zane odpornosti proti protimikrobnim zdravilom. Program spremljanja vkljucuje spremljanje
znanih povzroditeljev zoonoz, je pa tudi dovolj fleksibilen, da se v program vkljuci nove pora-
jajoce se povzrocitelje zoonoz. Samo spremljanje zoonoz, brez analize zbranih podatkov, ima
omejeno vrednost. Konéni namen je zbrati dovolj kakovostnih informacij glede pojavljanja
zoonoz, ki bi omogo¢ili podlago za ustrezne ukrepe, s katerimi bi zmanjsali tveganje za javno
zdravje na sprejemljivo raven.

ABSTRACT

KEY WORDS: monitoring of zoonoses, veterinary public health, foodstuffs

In Slovenia, zoonoses monitoring at the national level has been conducted since 1985. Natio-
nal Zoonoses Monitoring Programme is underway for the purposes of systematic collection,
monitoring, analysis and communication of data on the emergence of zoonoses, zoonotic agents,
and pertaining antimicrobial resistance. Known zoonotic agents are monitored within the
National Zoonoses Monitoring Programme, which is flexible enough so as to comprise the
recently emerging zoonotic agents as well. As the monitoring of zoonoses per se, without analy-
sing the collected data, would be of limited value only, the ultimate purpose is to collect high-qua-
lity information on the emergence of zoonoses, which shall provide a sound basis for any
relevant measures of reducing the risks to public health to an admissible level.
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ZGODOVINA DRZAVNEGA
PROGRAMA SPREMLJANJA
ZOONOZ

Zgodovina spremljanja zoonoz na Sloven-
skem sega v 18. stoletje, kjer se pojavljajo zapi-
si o vrani¢nem prisadu in smrkavosti, ki sta
terjali veliko smrtnih Zrtev. Zanemarljivo tudi
ni dejstvo, da je zaradi izbruha kuznih bolezni
Zivali prebivalstvo posledi¢no trpelo pomanj-
kanje mesa in mleka, kar se je odrazalo tudi
na njihovem zdravju (1).

V preteklem stoletju je bila steklina stal-
no prisotna na slovenskih tleh, o cemer prica-
jo razne okroZnice in celo zakon o odvracanju
in zatiranju kuznih bolezni pri Zivalih (2).
Med epizootijami stekline med psi na Slo-
venskem so bili njene Zrtve nemalokrat tudi
ljudje.

Eden izmed zapisov omenja izbruh stekli-
ne v Skofji Loki leta 1880 (2). Kot eno izmed
prvih dejavnosti varstva prebivalstva pred
zoonozami so uvedli ukrepe izrocanja psov
in mack, ki so bili v stiku s steklo Zivaljo, konje-
dercu. Oblast je zaukazala privezovanje psov
in odstrel potepuskih psov kot tudi pas-
jo zaporo, t.i. pasji kontumac. Za krSitelje
omenjenih ukrepov in v primeru poskodbe
ali smrti ¢loveka je bila zagroZena zaporna
kazen (2).

Kot zelo pomembna dejavnost varstva
prebivalstva pred zoonozami je bila meso-
gledna sluzba, ki so jo veterinarji v Ljubljani
opravljali od leta 1851 (1). Prvi sodobni pro-
gram spremljanja zoonoz, ki zajema aktivno-
sti in ukrepe nad sedemnajstimi povzrocitelji
zoonoz, pa je bil izdan v Programu vars-
tva prebivalstva pred zoonozami v obdobju
1985-1990 (3).

PRAVNA PODLAGA

Evropska zakonodaja dolo¢a pogoje za izva-

janje programa spremljanja zoonoz v na-

slednjih predpisih:

* Uredba (ES) st. 178/2002 Evropskega par-
lamenta in sveta z dne 28. januarja 2002
o dolocitvi splosnih nacel in zahtevah Zivil-
ske zakonodaje, ustanovitvi Evropske agen-
cije za varnost hrane in postopkih, ki
zadevajo varnost hrane (Uradni list Evrop-
ske unije (EU) §t. 31, 1. 2. 2002, str. 1-24),

* Uredba (ES) §t. 2160/2003 Evropskega par-
lamenta in sveta z dne 17. novembra 2003
o nadzoru salmonele in drugih opredelje-
nih povzrociteljih zoonoz, ki se prenasajo
z 7ivili (Uradni list Evropske unije $t. 325,
12.12.2003, str. 1-15),

* Uredba Komisije (ES) §t. 2073/2005 z dne
15. novembra 2005 o mikrobioloskih meri-
lih za zivila (Uradni list Evropske unije
§t. 338, 22.12. 2005, str. 1-26),

* Direktiva 2003/99/ES Evropskega parla-
menta in sveta z dne 17. novembra 2003
o spremljanju zoonoz in povzrociteljev zoo-
noz, ki spreminja Odlo¢bo sveta 90/424/EGS
in razveljavlja Direktivo sveta 92/117/EGS),
ki je povzeta v Pravilniku o monitoringu
zoonoz in povzrociteljev zoonoz (Uradni list
Republike Slovenije (RS), §t. 67/04) in

e druge.

Nacionalna zakonodaja, ki natanc¢neje doloca
pravno podlago za program spremljanja zoo-
noz, je dolo¢ena v sedmih aktih:

e Zakon o veterinarstvu (Uradni list RS,
§t. 33/01, 45/04),

* Zakon o veterinarskih merilih skladnosti
(Uradni list RS, $t. 93/2005),

» Zakon o nalezljivih boleznih (Uradni list
RS, §t. 33/20006),

* Pravilnik o monitoringu zoonoz in povzro-
Citeljev zoonoz (Uradni list RS, §t. 67/04),

¢ Pravilnik o boleznih Zivali (Uradni list RS,
§t. 81/07 in 24/10),

¢ Pravilnik o ukrepih za ugotavljanje, prepre-
Cevanje Sirjenja in zatiranje stekline — Rabies
(Uradni list RS, $t. 139/06, 67/07) in

¢ Pravilnik o informacijskem sistemu za
spremljanje, nadzor in porocanje o dolo-
Cenih boleznih Zivali (Uradni list RS,
§t. 50/2010).

ZNACILNOSTI DRZAVNEGA
PROGRAMA SPREMLJANJA
ZOONOZ

Poleg drZavnega programa spremljanja zoo-
noz se spremlja tudi pojav morskih biotoksi-
nov, mikrobioloske onesnazZenosti $koljk in
protimikrobne odpornosti bakterij. Monito-
ring odpornosti proti protimikrobnim zdra-
vilom se izvaja na izolatih bakterij (Salmonella
spp., Campylobacter spp., verotoksigena Esch-
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erichia coli (VTEC) in indikatorskih bakteri-
jah E. coli) pridobljenih iz Zivali, Zivil Zivalske-
ga izvora, drugih Zivil in na izolatih bakterij,
pridobljenih iz vzorcev bolnikov (4).

Bistven del drZavnega programa spremlja-
nja zoonoz je tudi monitoring. Gre za sistem
zbiranja, spremljanja, analiziranja in posredo-
vanja podatkov o pojavu zoonoz, njihovih pov-
zroCiteljev in s tem povezane protimikrobne
odpornosti (5). Kot drzava ¢lanica Evropske
skupnosti nosimo odgovornost za vzposta-
vitev in vzdrZevanje programa spremljanja
zoonoz, ki poteka na nivoju primarne proi-
zvodnje Zivil Zivalskega izvora in drugih nivo-
jih prehranske verige (5). Prednostno pro-
gram spremljanja zajema naslednje zoonoze
oziroma povzrocitelje zoonoz: bruceloza, kam-
pilobakterioza, ehinokokoza, listerioza, salmo-
neloza, trihineloza, tuberkuloza (Mycobacte-
rium bovis) in VTEC (6).

Pojavi zoonoz v Zivalskih in ¢loveskih
populacijah, krmi in Zivilih vplivajo na javno
zdravije, lahko pa imajo tudi gospodarske posle-
dice, ki vplivajo na trgovanje z Zivili in s krmo.
TakSen primer se je zgodil pri lanskoletnih
izbruhih okuzb ljudi z E. coli po Evropi. Epi-
demiologki trendi v C¢loveskih in Zivalskih
populacijah, Zivilih in krmi ter porajajoca se
tveganja narekujejo posodabljanje seznama
bolezni, zajetih v drZavnem programu sprem-
ljanja zoonoz. DrZavni program spremljanja
zoonoz je proZen in se glede na epidemiolosko
stanje v drzavi prilagaja situaciji z vkljucitvijo
drugih zoonoz (npr. kalicivirus, virus hepati-
tisa A, virus influence, steklina, virusi, ki se
prenasajo s klopi, borelioza, botulizem, lepto-
spiroza, psitakoza, tuberkuloza drugih povzro-
Citeljev od zgoraj nastetih, vibrioza, jersinioza,
anisakioza, kriptosporidioza, cisticerkoza in
toksoplazmoza ter druge) (6, 7).

Omenjena proZnost programa se kaze
v tem, da smo glede na stanje okuzb pri lju-
deh drZavni program spremljanja zoonoz
s pricetkom leta 2012 nadgradili s spremlja-
njem dveh dodatnih zoonoz, in sicer trakulja-
vosti in dermatofitoze (4). Podatki gibanja
nalezljivih bolezni uvr§cajo dermatofitoze
med deset najpogosteje prijavljenih nalezlji-
vih bolezni v RS leta 2010, kjer ima pojav
mikrosporije bistveno vlogo (8). Cisticerkoza
je bila vklju¢ena v program spremljanja na
podlagi endemicno povecane okuzbe pri gove-

du, ki je vmesni gostitelj trakulje. Tako je tre-
nutno v programu zajeto spremljanje Stirinajst
povzrociteljev zoonoz in spremljanje odpor-
nosti proti protimikrobnim zdravilom (4).

NAMEN

Za zaznavanje tveganja, ki bi ga povzrocite-
Jji zoonoz lahko predstavljali za Cloveka, je
sistem sestavljen iz stalnega in proznega dela,
sama mreZa spremljanja pa je sestavljena iz
lokalnega in centralnega nivoja. Spremljanje
zoonoz v Evropi poteka skozi obstojece siste-
me, kjer drZave clanice zbirajo podatke in nato
o njih porocajo na centralni evropski nivo -
Evropski agenciji za varnost hrane (angl. Eu-
ropean food safety authority, EFSA). EFSA zbi-
ra, analizira in posreduje podatke o trendih
gibanja zoonoz in njihovih povzrociteljev za
podrodje EU, tudi s pomocjo Evropskega cen-
tra za preprecevanje in obvladovanje bolez-
ni (angl. European centre for disease prevention
and control, ECDC), in jih nato objavi v let-
nem porocilu o gibanju zoonoz (7, 9, 10). Ti
podatki nam omogocajo vpogled v stanje gle-
de pojava zoonoz po Evropi.

Za namen odkrivanja in opredelitve tve-
ganj, povezanih z izpostavljanjem dolo¢enim
zoonozam, EFSA pripravi znanstvena mnenja,
ki pripomorejo pri odlocitvah glede tveganja,
ki ga zoonoze lahko predstavljajo za javno
zdravje (11). Namen teh znanstvenih mnenj
je harmonizacija pri odlocanju glede upravlja-
nja s tveganjem v posamezni drzavi ¢lanici.
Drz7ava Clanica lahko ne glede na znanstveno
mnenje EFSA uporabi previdnostno nacelo ali
neharmoniziran princip, v kolikor se tveganje
pojavi na nacionalnem nivoju.

Previdnostno nacelo se uvede, kadar je po
oceni razpolozljivih informacij ugotovljena
moznost neZelenih udinkov na zdravje in
obstaja znanstvena negotovost. Takrat se lah-
ko sprejmejo zacasni ukrepi za obvladovanje
tveganja za zagotovitev visoke ravni varovanja
zdravja, dokler niso na voljo nadaljnje znans-
tvene informacije za iz¢rpnejSo oceno tvega-
nja (11).

METODE

V programu spremljanja zoonoz sodelujeta
Ministrstvo za zdravje in Ministrstvo za kme-
tijstvo in okolje, kjer so izvajalci vzoréenja in
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zbiranja podatkov Veterinarska uprava RS,
Nacionalni veterinarski institut, In§pektorat
RS za kmetijstvo, gozdarstvo, hrano in oko-
lje, Zdravstveni in§pektorat RS in Institut za
varovanje zdravija.

Spremljanje poteka na aktiven in pasiven
nacin. Prvi je usmerjen in natan¢no dolocen
za specifi¢no kategorijo Zivil, kjer so doloce-
ni mesto, na¢in vzorcenja ter Stevilo odvzetih
vzorcev kot tudi finan¢ni okvir. Vzorcenje Zivil
se izvaja v razli¢nih fazah Zivilske verige (ma-
loprodaja, klavnice, razsekovalnice, kmetijska
gospodarstva itd.). Podatki o prijavljenih okuz-
bah ljudi, ki jih posreduje Institut za varova-
nje zdravja, pa so zbrani na pasivni nacin.

TRENDI GIBANJ OKUZB

Z ZOONOZAMI PRI LJUDEH
IN PRIMERJAVA S TRENDI
PRISOTNOSTI POVZROCITELJEV
ZOONOZ V ZIVILH V SLOVENUI
V OBDOBJU 2008-2010

Slika 1 prikazuje trend okuzbe z zoonozami,
ki imajo med vsemi spremljanimi zoonoza-
mi relativno visoko incidenco okuzbe pri lju-
deh: salmoneloza in kampilobakterioza.
Najvec okuzb s povzrocitelji zoonoz v RS pred-
stavljajo kampilobakterioze, kjer je opazen
trend nara$canja, medtem ko se $tevilo sal-
moneloz pri ljudeh vsako leto manjsa.

Kot primerjava s stanjem pri Zivalih in
v 7Zivilih so podani trendi prisotnosti povzro-
Citeljev zoonoz (slika 2, tabela 1, tabela 2, tabe-
la 3, tabela 4, tabela 5). Podatki o Zivilih so
iz usmerjenega (aktivnega) spremljanja, med-
tem ko so pri dolocenih boleznih Zivali podat-
ki iz pasivnega spremljanja (tabela 5).

Slika 3 prikazuje trend gibanja ostalih zoo-
noz v RS, ki dosegajo niZjo incidenco od zgo-

raj omenjenih. Tabela 2 Steviléno prikazuje
incidenco okuZzb ljudi, okuZenih z zoonoza-
mi v obdobju 2008-2010, iz katere je razvidno,
da so trihineloza, bruceloza (Brucella spp.) in
mrzlica Q obolenja z zelo nizko incidenc¢no
stopnjo, medtem ko je bil zadnji primer okuz-
be s steklino ugotovljen leta 1950 (11). Inci-
denca okuzbe z jersinijo pada, medtem pa
incidenca okuzb z VTEC in listeriozo kaZe
trend nara$canja (slika 3, tabela 2). Inciden-
ca ehinokokoze kaZe nespremenljivo stanje.

Iz spodnjih tabel je razvidno, da kazeta
kampilobakterioza in listerioza tako pri okuz-
bah ljudi kot pojavnosti v Zivilih rahel trend
narasc¢anja (slika 1, slika 2, slika 3). VTEC prav
tako kaZe rahel trend nara$canja, vendar
rezultati kaZejo, da je prevalenca vedja pri Ziva-
lih kot v mesu in ostalih Zivilih (slika 3, tabe-
la4) (12).

1z zgornjih rezultatov spremljanja zoonoz
v zivilih in pri Zivalih je tudi razvidna doda-
na vrednost, ki jo imajo podatki iz aktivnega
spremljanja, v primerjavi s pasivnim, ki ne
podaja dovolj kvalitetnih podatkov za izpelja-
vo kon¢nih zakljuckov glede gibanja doloce-
nih zoonoz (tabela 5).

Spremljanje odpornosti proti
protimikrobnim zdravilom

Veckratno odporni izolati so tisti, ki so odpor-
ni na §tiri ali ve¢ antibiotikov (12). Vzorcenje
je potekalo v razli¢nih matriksih, in sicer: fece-
su, mesu, slepih ¢revesih in kozi Zivali. Slika 4
prikazuje trend gibanja deleza veckratno odpor-
nih sevov salmonele, kampilobaktra in E. coli
v obdobju 2008-2010. Opazen je relativno visok
odstotek veckratno odpornih izolatov E. coli,
na drugem mestu sledijo vec¢kratno odporni
sevi salmonele (slika 4). Stanje v Sloveniji je

Tabela 1. Stevilo odvzetih vzorcev Zivil za preiskavo na prisotmost kampilobaktra in salmonele v obdobju 20082010 (12, 16, 17).

Stevilo vzorcev glede na posamezno leto 2008 2009 2010
Kampilobakter — st. odvzetih vzorcev 1.000 609 149
Stevilo pozifivnih vzorcev 258 186 84
kampilobakterioza % pozitivnih 25,8 30,5 56,4
Salmoneloza — §t. odvzefih vzorcev 2618 2773 1.799
Stevilo pozifivnih vzorcev 18 14 2
salmoneloza % pozitivnih 0,7 0,5 0,1
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Slika 1. Trendi gibanja incidence okuZb fjudi s salmonelozo in kampilobakteriozo v obdobju 2008—2010 (12, 14, 15).
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Slika 2. Trend gibanja deleZa Zivil, pozitivnih na prisotnost kampilobaktra in salmonele v obdobju 2008-2010 (12, 16, 17).
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Tabela 2. Incidenca okuzb fjudi na 100.000 prebivalcev glede na posamezno leto (12, 14, 15). VTEC — verotoksigena Escherichia coli

Incidenca okuzh na 100.000 prebivalcev glede na posamezno leto 2008 2009 2010
kampilobakterioza 43,9 45 48,9
salmoneloza 54,3 30,7 16,9
stekling 0 0 0
Q-mrzlica 0 0 0,05
trihineloza 0,05 0,05 0
bruceloza (Brucella spp.) 0,1 0,1 0
VTEC 04 0,6 1
jersinioza (Yersinia enterocolitica) 1,5 13 0,8
listerioza 0,2 0,3 0,6
ehinokokoza 0,35 0,44 0,39

Tabela 3. Delez vzorcev Zivil, pozitivnih na posameznega povzroditelja zoonoz v Slovenii v obdobju 2008-2010 (12, 16, 17). VTEC—
verotoksigena Escherichia coli

Spremljanje povzrotiteljev zoonoz v Zivilih (akfivno spremljanje) 2008 2009 2010
Listeria monocytogenes — tevilo vzorcev 1.128 1.100 917
Stevilo pozitivnih vzorcev 26 65 46
Listeria monocytogenes % pozitivnih 2,3 59 5
Trihineloza — Stevilo vzorcev 388.217 298.275 293.838
Stevilo pozitivnih vzorcev ] ] )
trihineloza % pozitivnih 0 0 0
Ehinokokoza — Stevilo vzorcev 529.483 43140 428.473
Stevilo pozifivnih vzorcev 22 10 10
ehinokokoza % pozifivnih 0 0 0
VTEC — $tevilo vzorcev 265 100 0
Stevilo pozifivnih vzorcev 1 0 0
VTEC % pozifivnih 04 0 0

Tabela 4. Delez pozitivnih vzorcev (serologiia, drugi matriksi) pri Zivalih v Sloveniji v obdobju 2008—2010 (12, 16, 17). VIEC —
verotoksigena Escherichia coli

Spremljanje povzroiteliev zoonoz pri Zivalih (akfivno spremlanie) 2008 2009 2010
VTEC pri Zivalih (aktivno spremljanje) — stevilo vzorcev 358 106 229
Stevilo pozifivnih vzorcev 7 1 3
VTEC % pozifivnih 18 09 23
jersinija (Y. enterocolitica) pri Zivalih (aktivno spremljanje) — Stevilo vzorcev 384 131 0
Stevilo pozitivnih vzorcev 74 26 0
% pozitivnih 19 198 0
Q-mrzlica (Coxiella burnetii) pri govedu (aktivno spremljanje) — 3tevilo vzorcev 1.305 415 0
Stevilo pozifivnih vzorcev 59 17 0
% pozitivnih 45 41 0
Q-mrzlica (Coxiella burnetii) pri drobnici (akfivno spremljanje) — Stevilo vzorcev 4817 4,669 0
Stevilo pozitivnih vzorcev 53 151 0
% pozitivnih 1,1 33 0
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v obdobju 2008-2010 (12).
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Tabela 5. Stevilo primerov listerioze pri govedu in drobnici v obdobju 20082010 (12, 16, 17).

Stevilo prijavlienih primerov listerioze Zivali (pasivno spremlanje) 2008 2009 2010
govedo 6 6 3
drobnica 14 6 3

primerljivo stanju na nivoju EU, kjer se kaze
trend povecevanja Stevila veckratno odpor-
nih izolatov salmonele (12).

RAZPRAVA
Tuberkuloza

Podatki o gibanju okuzb pri ljudeh kaZejo raz-
meroma ugodno stanje. Za M. bovis in M. ca-
prae zbolevajo ljudje, govedo, ovce ter ob¢asno
koze in srnjad (12). Slovenija ima status
drzave, uradno proste bruceloze in tuberku-
loze goveda, ki pomeni osnovo za trgovanje.
Prvega je pridobila leta 2007, slednjega pa
2009. V izkoreninjenje je bilo vloZenega veli-
ko dela in sredstev. Za vzdrZevanje statusa
drZave, uradno proste tuberkuloze, je bilo tre-
ba v treh letih po pridobitvi statusa pregle-
dati vse Zivali, starejSe od 6 tednov. Zadnji
primer, ko je bila izolirana M. bovis, je bil potr-
jen leta 1990, en primer pozitivne reakcije
Zivali v tuberkulinizaciji je bil leta 2001 (12).

Tuberkuloza zaradi M. bovis ali M. caprae
je zelo redko prijavljena zoonoza v Sloveniji
(3 primeri od 2000). Za M. tuberculosis smo
edini rezervoar ljudje, zato okuzba z M. tuber-
culosis ni zoonoza. V letu 2010 je bilo 56 % pri-
merov okuzbe s M. tuberculosis avtohtonih,
preostanek pa uvozenih (12).

V Zivilih je stanje glede salmonele ugodno, saj
je bilo v letu 2010 od 1.799 vzorcev Zivil ne-
skladje ugotovljeno le pri 0,1 % vzorcev (Salmo-
nella infantis). V odraslih jatah kokosi nesnic
se prisotnost serovara Enteritidis zniZuje in
znasa v letu 2010 le 0,5 %, medtem ko prisot-
nosti serovara Typhimurium pri nesnicah
v zadnjih $estih letih ne beleZimo.
Prevalenca salmonele pri perutnini se je
vletu 2010 gibala med 1% (pitovni piSc¢anci)
in 4% (odrasle nesnice). Rezultati so ugod-
ni predvsem zaradi izvajanja Nacionalnega
programa za zmanjs$anje razsirjenosti salmo-

nel pri kokosih nesnicah, pitovnih pis¢ancih
in puranih.

Kampilobakter

OkuzZba s kampilobaktrom ostaja v RS najpo-
gosteje prijavljena zoonoza, istoCasno pa je
opazen upad incidence salomoneloze (8, 12).
Stanje v Sloveniji je primerljivo s stanjem po
Evropi, kjer je kampilobakterioza med najpo-
gosteje sporocenimi okuzbami prebavil in pri-
sotna v vseh drzavah ¢lanicah (7). Podatki za
leto 2010 kaZejo, da je 79 % mesa pitovnih
piS¢ancev pozitivnih na prisotnost kampilo-
baktra (vecinoma C. jejuni) (12). Kar v 93 %
vzorcev koZe in 88 % vzorcev fecesa pitovnih
pis¢ancev je bil dokazan kampilobakter. To
dejstvo kaZe na to, da je perutninska prebav-
na cev rezervoar okuzbe in da je tehnologija
klanja teh Zivali bistven dejavnik prisotnosti
kampilobaktra v mesu. Po drugi strani pa hiter
nacin Zivljenja, z uZivanjem vec hitro ali na
pol pripravljene hrane, ki ni zadosti pecena,
tudi poveca tveganje za okuzbo. Ne nazadnje
je pri na¢inu priprave hrane nadvse pomemb-
na higiena in preprecevanje kriZanja cistih in
necistih postopkov (navzkrizna kontaminacija).

Verotoksigena Escherichia coli

Rezultati §tiriletne prese¢ne Studije v sklopu
nacionalnega spremljanja VTEC kaZejo na to,
da je statisti¢no znacilno vecje Stevilo obole-
lih ljudi jeseni, in kljub nizki izra¢unani inci-
den¢ni stopnji okuzbe v Sloveniji so najpogo-
stejSa starostna skupina obolelih otroci (13).
Rezultati 1.720 vzorcev fecesa goveda in ovac
ter mesa goveda kaZejo relativno nizko preva-
lenco VTEC, 1,7 % (95 % interval zaupanja od
1,2% do 2,4 %). Glede na rezultate te Studi-
je je bilo tudi ugotovljeno, da je vzorcenje Zivil
na prisotnost VTEC treba razsiriti na seroti-
pe VTEC, ki so pri okuzbah ljudi v Sloveniji
najpogostejsi. V ta namen je bilo v letu 2010
testiranje pri Zivalih razsirjeno z ene na pet
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seroskupin (poleg 0157, §e 026, 0103, 0145
in O111).

Listerioza je pri okuZzbah ljudi v porastu, ven-
dar je najveckrat nemogoce doloditi vir
okuzbe. Podobno je v porastu tudi prisotnost
L. monocytogenes v Zivilih, sploh tistih, ki so
daljsi Cas skladis¢ena v hladilnikih oziroma
so izpostavljena naknadni kontaminaciji (me-
sni izdelki in solate za neposredno uZivanje,
prekajene ribe itd.), medtem pa rezultati
pasivnega spremljanja bolezni pri Zivalih
kazejo, da je listerioza zelo redka. Za boljSo
raziskavo stanja pri okuzbah ljudi bi bilo
smiselno vkljuditi aktivno spremljanje (siste-
mati¢no diagnostiko) rizi¢nih skupin ljudi.

Slovenija ima status drZave, proste bruceloze
ovac (B. melitensis), od leta 2005, status drZa-
ve, proste goveje bruceloze, pa ima od
leta 2007. Pri Zivalih se je v letih 2008-2010
izvajal aktiven program spremljanja za vzdr-
Zevanje teh statusov, neskladnih rezultatov
ni bilo (12).

Protimikrobna odpornost

Zaskrbljujo¢ je delez veckratno odpornih bak-
terij, predvsem E. coli, saj rezultati spremljanja
protimikrobne odpornosti kazZejo, da najvec-
ji delez (ve¢ kot petina) veckratno odpornih
sevov predstavlja E. coli. Pravilna in preudar-
na uporaba antibiotikov v rejah Zivali je bis-
tvenega pomena pri prepreCevanju pojava
odpornosti proti protimikrobnim zdravilom
pri Zivalih in posledi¢no za preprecevanje pre-
nosa odpornih genov na patogene bakterije,
ki predstavljajo nevarnost za javno zdrav-
je (12).

POMANJKLIIVOSTI IN
PREDNOSTI DRZAVNEGA
PROGRAMA SPREMLJANJA
ZOONOZ

Slabosti

Najvecjo slabost sistema predstavlja nacin zbi-
ranja podatkov. Zbiranje podatkov v humani
medicini bi moralo potekati v ¢im vedji meri

na aktiven nacin (z vidika populacije in ne
z individualnega vidika), kjer bi bila potreb-
na usmerjena diagnostika tarénih skupin
ljudi. Nadalje predstavlja tezavo dejstvo, da
nimamo enotnega informacijskega programa
spremljanja zoonoz, ki bi podal kvalitetne
podatke, potrebne pri odloc¢anju glede more-
bitnih ukrepov. In ne nazadnje se tudi pri
drzavnem programu spremljanja zoonoz sre-
¢ujemo s tezavami kadrovske in financ¢ne
narave.

Prednosti

Trenutno vzpostavljeni sistem nam omogo-
¢a celovit pregled nad stanjem na podrodju
700Nn0z, $aj so pri spremljanju v uporabi raz-
licne tehnike. Te zajemajo vizualni pregled
zaklane ali uplenjene Zivali in vzorcenje raz-
liénih tkiv oziroma Zivil z laboratorijsko diag-
nostiko. Nacin vzorcenja v Zivilih je prilago-
dljiv, in kadar dolocen tip Zivil kot npr. Zivila
za neposredno uZivanje predstavlja neraziska-
no tveganje, se vzorcenje usmeri v ta del. V ta
namen smo na podrocju vzoréenja VIEC naj-
prej vecletno spremljali povzroditelja v mesu
in fecesu dovzetnih Zivali, nato pa smo se
preusmerili bliZje potro$niku in zajeli veclet-
no spremljanje v maloprodaji, delikatesah, trz-
nicah in mlekomatih.

Drzavni sistem spremljanja je fleksibilen
in v pricetku leta — ob pripravi programa za
tekoce leto — sposoben hitre vkljucitve sprem-
ljanja novih zoonoz na drZavnem nivoju. Omo-
goca tudi vecletno spremljanje doloc¢enih
pomembnejsih povzrociteljev in ob zadost-
nem zbiranju podatkov ponovno oceno sta-
nja in dolocitev strateskih ciljev spremljanja
zoonoz na drZavnem nivoju.

ZAKLJUCEK

Kot kazZejo rezultati, je v prihodnje pricako-
vati, da bo na podrodju zoonoz najvecje delo
za strokovnjake humane in veterinarske medi-
cine predstavljal boj za obvladovanje proti-
mikrobne odpornosti in okuzb s kampilobak-
trom. Za ucinkovito upravljanje s tveganji, ki
jih zoonoze lahko predstavljajo za zdravje ¢lo-
veka, je nujna dobra komunikacija med huma-
no in veterinarsko stroko. Sprejemanje odlodi-
tev mora potekati po nacelu z dokazi podprte
medicine (angl. evidence based medicine),
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katerega osnova je dober zajem kakovostnih  Zivali in hrana lahko predstavljajo za javno
podatkov iz drZavnega programa spremljanja  zdravje, katerega kon¢ni namen je zmanj$e-
zoonoz. Tako lahko na neodvisen, objektiven  vanje tveganja za javno zdravje do sprejem-
in pregleden nacin obdelamo in posreduje-  ljive ravni.

mo podatke ter upravljamo s tveganji, ki jih
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Alenka Kraigher!
Pomen spremljanja in obvladovanja zoonoz

The Importance of Monitoring and Controlling Zoonoses

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: zoonoze, monitoring, epidemiolosko spremljanie, obvladovanie

Ni mogoce prezreti, da imajo zoonoze z vidika bremena bolezni za prebivalstvo in tudi drzavo
velik pomen. Zoonoze povzroca vec kot polovica vseh znanih povzroditeljev nalezljivih bolezni
in kar tri Cetrtine povzrociteljev porajajocih se bolezni. Na pojav porajajocih se zoonoz vpli-
vajo Stevilni dejavniki, od mikrobioloske znacdilnosti povzrociteljev in lastnosti gostiteljev do
ekoloskih in podnebnih dejavnikov. Dobri nacionalni opazovalni sistemi na podrocju javne-
ga zdravja pripomorejo k delovanju globalne mrezZe za epidemiolosko spremljanje in obvla-
dovanje zoonoz po vsem svetu in k pravoCasnemu zaznavanju nevarnosti za zdravje. Sistem
epidemioloskega spremljanja in obvladovanja zoonoz naj bi zadostil zahtevi po zgodnjem zaz-
navanju, oceni tveganja za javno zdravje in usklajenem odzivanju s protiepidemijskimi ukre-
pi. Veterinarska in zdravstvena stroka v Sloveniji zagotavljata zbiranje podatkov, na podlagi
katerih se opredeli izpostavljenost in nevarnost za zdravje zaradi zoonoz ter izdela oceno sta-
nja, na podlagi te pa so sprejeti preventivni programi in nacrt monitoringa zoonoz. V prihodnje
bo treba e izboljsati jedrne kapacitete v veterinarstvu in javnem zdravju, zagotoviti standar-
dizacijo ocenjevanja tveganja ter izboljsati ve$¢ine komuniciranja. Nujno bo treba sistem pod-
preti z informacijskimi re$itvami in zadostnim ter stabilnim financiranjem. Spoznanja, da so
zoonoze velikega pomena za javno zdravje, narekujejo izboljSanje interdisciplinarnega pri-
stopa z udinkovitim mreZenjem pri zaznavanju obstojecih in porajajocih se zoonoz. Pomem-
ben je monitoring in z dokazi podprto ocenjevanje tveganja ter krepitev usposobljenosti za
obvladovanje groZenj, ki jih zoonoze predstavljajo.

ABSTRACT

KEY WORDS: zoonoses, monitoring, epidemiological surveillance, control

Zoonotic diseases have a great impact on the population and the economy of each country.
More than half of all known infectious agents are zoonoses and three quarters of known agents
cause the emergence of infectious diseases. The emerging zoonosis occurrence is affected
by many factors — from microbial agents’ characteristics and properties of the host to envi-
ronmental and climatic factors. Good national surveillance systems in the field of public health
contribute to the functioning of the global network for epidemiological surveillance and zoo-
nosis control worldwide as well as early detection of health threats. The system of epidemio-
logical surveillance and control of zoonoses should satisty the requirement for early detection,
risk assessment for public health and coordinated response. Veterinary and medical profes-
sions in Slovenia provide data collection to define the exposure and health risks and provi-
de risk assessments in order to implement preventive programs and monitoring of zoonoses.
In the future it will be necessary to further improve core capacity in the veterinary and pub-
lic health, ensure risk assessment standardization and improve risk management and com-

1 Prim. doc. dr. Alenka Kraigher, dr. med., Inititut za varovanje zdravja Republike Slovenije, Trubarjeva
ulica 2, 1000 Ljubljana; alenka.kraigher@ivz-rs.si
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munication skills. Information technology is as necessary as adequate and stable financing.
Zoonoses are of great importance in the field of public health and require an interdiscipli-
nary approach with effective networking to access information on evidence-based risk assess-
ment and the strengthening of capacities to manage the threats they pose.

uvobD

Zoonoze so nalezljive bolezni, ki se $irijo med
ljudmi in Zivalmi ter se neposredno s stikom
z Zivalmi ali posredno z vektorji, zlasti klopi
in komarji, prenasajo z Zivali na ljudi ali z lju-
di na Zivali. Posreden je zlasti prenos z zau-
Zitjem kontaminirane hrane ali vode ter stik
s kontaminiranimi Zivalskimi predmeti (ko-
Za, $Cetine). Beseda zoonoza (zoonosis) je
grikega izvora, sestavljena iz besed zoon — ‘Zi-
val’ in nosos — ‘bolezen’ in konénice —is, kar
pomeni znacilen, tipicen. Antroponoze ime-
nujemo bolezni, ki se prenasajo samo med
ljudmi. Stevilne zoonoze resno ogroZajo zdrav-
je prebivalstva. Med njimi ima velik pomen
gripa s svojim pandemskim potencialom ter
antraks, bruceloza, tularemija, vrocica Q,
dodatno zaradi groZnje z bioterorizmom, in
druge zoonoze, ki so povezane z nacinom dela,
Zivljenja, bivanja ali prehranjevanja (1). Med
pomembne zoonoze, ki jih je treba obvezno
prijavljati, spadajo antraks, bruceloza, cisti-
cerkoza, ehinokokoza, hemoragi¢na mrzlica
z renalnim sindromom, kampilobakterioza,
kuga, leptospiroza, listerioza, mikrosporija,
psitakoza, salmoneloza, steklina, toksoplazmo-
za, trihineloza, tuberkuloza, tularemija in
vrocica Q.

Dejavniki, ki dodatno povecujejo tvega-
nje zaradi poznanih zoonoz in porajajocih se
z0onoz, so prost pretok ljudi in blaga, narasca-
joa potovanja, mednarodna trgovina z Zival-
mi, podnebne spremembe, gosta naseljenost
in poseganje cloveske in Zivalske populacije
na prej divje habitate ter tesen vsakodnevni
stik Jjudi in Zivali po vsem svetu. Najbolj ogro-
Zeni so ljudje, ki preZivijo vec ¢asa na prostem
zaradi dela ali rekreacije (2—-4). Nevarnost
okuzbe je mogocde zmanjsati z ustrezno upo-
rabo osebne varovalne opreme, cepljenja in
ukrepi za preprecevanje ugrizov Zivali in pikov
zuzelk.

EPIDEMIOLOSKO SPREMLJANJE

Sistem epidemioloskega spremljanja in obvla-
dovanja zoonoz mora zagotoviti podatke o bo-
leznih in njihovih povzroditeljih, omogociti
zaznavanje kopicenja primerov, izbruhov in
epidemij ter omogoditi opazovanje trendov in
ocenjevanje ucinkovitosti programov njiho-
vega preprecevanja in obvladovanja. Zagoto-
viti mora prepoznavanje povzrociteljev, poti
Sirjenja, vektorjev in rezervoarjev ter zazna-
vanje spreminjanja epidemioloskih vzorcev
pojavljanja in $irjenja. Delujoc sistem sprem-
ljanja in obvladovanja zoonoz je nujno potre-
ben za pravocasno zaznavanje in naglo ukre-
panje, obenem pa je kljuénega pomena za
postavitev prednostnih nalog, nacrtovanje in
zagotavljanje potrebnih kadrovskih in financ¢-
nih virov (5).

Omenjene naloge so mozne, ¢e sistem
vkljuéuje vse deleznike in ga podpirajo kljuc-
ne funkcije, kot so standardne definicije, izo-
brazZevanje/izpopolnjevanje, kontrola kakovo-
sti z izboljSavami, vzpostavljena usmerjena
mikrobioloska diagnostika, vzpostavljene
komunikacije, upravljanje z viri in nenehno
komuniciranje z javnostmi z namenom oza-
ve$Canja prebivalstva. Pred ve¢ desetletji
vzpostavljeno epidemiolosko spremljanje in
obvladovanje nekaterih zoonoz v Sloveniji
omogoca zbiranje podatkov, obenem pa tudi
opazovanje epidemiologkih znacilnosti bolez-
ni na celotnem obmodju drzave za spreje-
manje odlo¢itev o potrebnih ukrepih in obli-
kovanje strategije obvladovanja oziroma
odpravljanja teh bolezni.

Zelo pomembna komponenta nacionalne-
ga sistema spremljanja in obvladovanja zoo-
noz je interdisciplinirana in medresorska
postavitev ciljev in prioritet glede na kriteri-
je, kot so moZnosti za nastanek izbruhov, vpliv
na morbiditeto, mortaliteto, teZke posledice,
okvare/invalidnost, moZnost vzpostavitve
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programov za njihovo obvladovanje, elimina-
cijo ali eradikacijo (6).

Sistem monitoringa in zbiranja podatkov
o zoonozah v Evropski uniji (EU) sloni na
direktivi, ki nalaga drzavam ¢lanicam zbira-
nje podatkov o zoonozah, njihovih povzro¢i-
teljih, protimikrobni rezistenci in izbruhih,
povezanih s hrano (7, 8). Odlo¢ba o vzposta-
vitvi epidemioloskega spremljanja in obvla-
dovanja nalezljivih bolezni v EU pa narekuje
zbiranje podatkov o zoonozah pri ljudeh (9).

V Sloveniji je po Zakonu o nalezljivih bo-
leznih za zoonoze, vklju¢no z okuzbami s hrano,
predpisana obvezna prijava in medsebojno
obves¢anje med zdravstveno in veterinarsko
sluzbo (10). Prijava bolnikov poteka na osno-
vi Pravilnika o prijavi nalezljivih bolezni,
kjer so zoonoze razvricene v dve skupini gle-
de na nujnost pravocasnega ukrepanja (11).
Zdravnik mora bolezen prijaviti obmoc¢nemu
zavodu za zdravstveno varstvo, ta pa mora
obvestiti Center za nalezljive bolezni in okolj-
ska tveganja Instituta za varovanje zdravja.
Mikrobioloski laboratorij mora v 24 urah
ugotovitve laboratorijskih preiskav sporociti
obmoc¢nemu zavodu za zdravstveno varstvo.
V sistem obves¢anja sta vklju¢ena tudi Zdravs-
tveni inSpektorat Republike Slovenije (RS) in
Veterinarska uprava RS, ki po prejemu ugo-
tovljenega pozitivnega rezultata analize Zivila
Zivalskega izvora ustrezno ukrepata in obve-
stita tudi druge drZave preko evropskega
hitrega sistema obves$¢anja o hrani in krmi
(angl. rapid alert system for food and feed,
RASFF).

POJAVNOST ZOONOZ

Pojavnost mnogih zoonoz in $e zlasti ¢reve-
snih nalezljivih bolezni je najverjetneje pod-
cenjena (12). Klini¢ne slike zoonoz so razno-
like, verjetnost, da bolnik poisce zdravnisko
pomoc in da je bolezen nato uradno prijav-
ljena, pa narasc¢a s teZo klini¢ne slike. V po-
rocilih Evropske agencije za varnost hrane
(angl. European food safety authority, EFSA)
so zbrani podatki o spremljanju najpogoste;j-
$ih zoonoz v drzavah &anicah EU. Stevilo
zbolelih za jersiniozo, listeriozo in vrocico Q
v EU v zadnjih letih upada. V veéini drzav EU
je tudi incidenca humanih salmoneloz po
letu 2009 zacela upadati. Za salmonele, ki pov-

zrocajo sporadi¢ne okuzbe, izbruhe in epide-
mije, so rezervoar $tevilne domace in divje
Zivali, pa tudi clovek. Pomemben dejavnik tve-
ganja za okuZzbo s salmonelo je uZivanje kon-
taminiranih Zivil, zlasti perutnine in jajc (13).
Stevilo prijav salmoneloz v Sloveniji je bilo
med najvisjimi v letih 2002-2004 (12).

Po letu 2009 je v EU najbolj pogosta cre-
vesna zoonoza kampilobakterioza. Pri nas po
velini za kampilobakteriozo zbolijo otroci.
Izbruhov gastroenterokolitisov, povzro¢enih
s kampilobaktrom, v zadnjih letih pri nas
nismo zaznali. Med najpomembne;j$imi vzro-
ki za okuzbo je uZivanje toplotno slabo obde-
lanega piscancjega mesa (12).

Stevilo zbolelih za verotoksigeno Esche-
richio coli, zlasti sero skupine 0157 v poveza-
vi z uZivanjem teletine in govedine, je v EU
v porastu od leta 2008. Od leta 2010 je opa-
zen rahel trend povecanja primerov stekline
pri domacih in prostozivecih Zivalih v balt-
skih drZavah in nekaterih drugih drZavah cla-
nicah v vzhodni in juzni Evropi.

Izbruhe zoonoz v EU v najvedji meri pov-
zrocijo salmonele, kampilobakter in bakte-
rijski toksini. Najpomembnejsi viri okuzbe
v izbruhih so jajca, jajéni izdelki, termi¢no
neobdelana zelenjava in druga hrana (13).

Med prijavljivimi zoonozami v Sloveniji
so tudi: leptospiroza s povprec¢no letno inci-
dencno stopnjo 0,39/100.000 prebivalcev v zad-
njih 10 letih, ehinokokoza s povprecno letno
inciden¢no stopnjo 0,20/100.000 prebivalcev
v zadnjih 10 letih, tularemija s povprecno let-
no incidenc¢no stopnjo 0,04/100.000 prebival-
cev v zadnjih 10 letih ter vrocica Q s posamez-
nimi primeri vsako leto.

Med porajajocimi se zoonozami najvec
pozornosti namenjajo aviarni influenci, bovi-
ni spongiformni encefalopatiji (BSE), virusu
Nipah in virusu zahodnega Nila. Nekaterim
zoonozam (bruceloza, pasja steklina in traku-
Jjavost), ki se pojavljajo le na posameznih pre-
delih Evrope, se namenja precej manj pozor-
nosti (14).

ZAKLJUCEK

Sistem spremljanja in obvladovanja zoonoz
zaenkrat niti pri nas niti v EU ni povsem zado-
voljiv. Da bi ocenili u¢inkovitost sistema in nje-
gove pomanjkljivosti, bo potrebna evalvacija,
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ki bo dala odgovore o pokritosti, fleksibilno-
sti, sprejemljivosti, pravocasnosti in popolno-
sti.

Zaradi prostega pretoka ljudi, storitev in
blaga v EU pomenijo zlasti zoonoze, ki se pre-
nasajo s hrano najvecjo nevarnost za zdrav-
je ljudi, $e posebej zaradi novih povzrociteljev
bolezni. Zaradi tega se jih ne more obravna-
vati le kot nacionalni problem, ampak Sirse.
Zato se pojavljajo pozivi, naj se sprejmejo
ulinkoviti ukrepi na nacionalni ravni in
izvede njihovo usklajevanje na evropski rav-
ni. Potrebna je integracija javnega zdravja in
politike zdravstvenega varstva Zivali na
podrodju spremljanja bolezni, zgodnjega zaz-
navanja in opozarjanja ter naglega odzivanja
in sistemati¢nega obvladovanja.

Nenehne nevarnosti za zdravje ljudi zara-
di novih povzroditeljev bolezni narekujejo
celovito strategijo in usklajen nacrt vseh drzav
Clanic s celovitim pogledom na obseg in stop-
njo nevarnosti za zdravje. Dobro okolje za
zagotavljanje povezanosti pri izvajanju nacrta
predstavlja sinergisti¢no delovanje agencij
Evropske agencije za varnost hrane, Evrop-
skega centra za preprecevanje in obvladova-
nje bolezni in Evropske agencije za okolje.

Za obvladovanje zoonoz je potreben inte-
griran pristop, temelje¢ na oceni tveganja
z medsektorskim sodelovanjem in povezova-
njem laboratorijev (15). Izjemnega pomena
je proaktivno obvescanje splo$ne javnosti.

Smotrno bi bilo usklajeno raziskovanje
med drZavami, katerih cilj bi bilo reSevanje
izzivov, ki jih javnemu zdravju postavljajo
vprasanja na podrocju ocenjevanja tveganja,
spremljanja, preprecevanja in obvladovanja
zoonoz. Zoonoze bi bilo treba oceniti z vidi-
ka celostnega vpliva okolja na zdravje, saj so
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Varnost zivil med Scilo in Karibdo -
med Evropsko agencijo za varnost hrane
in potroSnikom

Food Safety between Scylla and Charybdis — between the European
Food Safety Authority and the Consumer

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: varnost Zivil, kakovost Zivil, Evropska agendiia za vamost hrane, izobraZevanie, potrosnik

Varna hrana in Zivila ter varovanje interesov potrosnika je ¢edalje vec¢ja skrb javnosti, vlad-
nih in nevladnih organizacij, strokovnih zdruZenj in trgovskih organizacij. Za zakonodajo Evrop-
ske unije je znacilen nov integriran pristop k urejanju varnosti hrane. Evropska agencija za
varnost hrane je bila oblikovana kot del celovitega programa za izbolj$anje varnosti Zivil v Uni-
ji, zagotavljanje visoke ravni varstva potro$nikov ter ponovno vzpostavitev in ohranitev zau-
panja v oskrbo s hrano. Vse dejavnosti agencije temeljijo na vrednotah, ki so osnovno vodilo
njenega delovanja (znanstvena odli¢nost, neodvisnost, odprtost in preglednost, odzivnost, sode-
lovanje s ¢lanicami Evropske unije). Z delovanjem visoko kompetentnega kadra agencija zago-
tavlja oblikovanje strokovnih mnenj, podprtih z najsodobnej$imi znanstvenimi spoznanji in
pristopi, éeprav je Se kar nekaj prostora za izbolj$anje. Standardi varnosti Zivil v Uniji so med
najvisjimi v svetu, skrb za potrosnika je jasno izkazana in vkljucena v dejansko prakso v Zi-
vilskoprehranski oskrbovalni verigi. Vendar potro$niki $e vedno niso dovolj ozavesceni in ne
kaZejo dovolj prakti¢nega interesa za obvladovanje varnosti Zivil v zadnjem delu Zivilskopre-
hranske oskrbovalne verige, zato jim tudi primanjkuje znanja in prakti¢nih vescin, kar bi moral
rediti izobraZevalni sistem z novimi prijemi, primernimi za sedanjo stopnjo razvoja oskrbo-
valnih poti s hrano.

ABSTRACT
KEY WORDS: food sufety, food quality, European Food Safety Authority, education, consumer

Safe food and consumer protection is a dominant concern of the public, governmental and
non-governmental organizations, expert groups and trade organizations. European union (EU)
food legislation is characterized by a new integrated approach to food safety. The European
Food Safety Authority was established as part of a comprehensive programme for improving
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food safety in the Union, ensuring a high level of consumer protection and reviving consu-
mer trust of European food supply systems. All activities of the Authority are based on val-
ues of excellence in science, independence, openness and transparency, responsiveness and
cooperation with all EU members. The Authority’s highly competent professionals ensure
expert advice, based on most recent scientific findings and approaches. Nevertheless, there
is still some room for improvement and strengthening the quality of their scientific work.
The European food safety standards are among the highest in the world and consumer-
-oriented care is part of actual practice within the food supply chain. Unfortunately, consu-
mer awareness is still underdeveloped. Consumers lack theoretical and practical knowledge
as well as interest in food safety in the last segment of the food supply chain. This is an open
challenge to be tackled through governmental activities and education practices in the cur-

rent education system of both the European Union and Slovenia.

uvobD

Zagotavljanje varnih Zivil/hrane potro$niku
je v obdobju globalizacije, spremenjenega
nacina Zivljenja in prehranjevanja odgovor-
nost in stalna naloga tako razvitih kot nerazvi-
tih drZav. Razumevanje pojmovanja varnosti
Zivil je pojem, ki se razteza od tehnologije do
zakonodaje in od prehrambenika do potrosni-
ka zivil (1). Prehranjevanje zunaj doma in
uporaba (pol)pripravljene ali Ze pripravljene
hrane nara$ca, kar ni posledica njene naras-
Cajoce priljubljenosti med ljudmi, ampak je
odziv na posebno konfiguracijo problemov
pri Casovni organizaciji vsakdanjega Zivljenja
(2-4). Zdravstveno ustrezna, varna hrana je
temeljna pravica potro$nikov. Zagotavljanje
le-te je najbolj problemati¢no v enotah nje-
ne priprave in distribucije, e posebej v ma-
lih in srednje velikih podjetjih (3, 5, 6).
Varna hrana/Zivila in varovanje intere-
sov potros$nika je ¢edalje vecja skrb javnosti,
(ne)vladnih organizacij, strokovnih zdruZenj
in trgovinskih organizacij ob primarni skrbi
drzavnih organov. Zagotoviti je treba zaupa-
nje potro$nikov do proizvajalcev in trgovcev
z javnim in preglednim razvojem Zivilske
zakonodaje in z zagotavljanjem obve$canja
javnosti na primeren nacin s strani javnih
oblasti, kadar obstaja utemeljen sum, da neko
Zivilo lahko predstavlja tveganje za zdravje
Cloveka. Evropska skupnost kot mocan sve-
tovni gospodarski subjekt v sektorju Zivil in
krme je pristopila k mednarodnim trgovin-
skim sporazumom in s tem prispeva k razvo-

ju mednarodnih standardov, ki so temelj Zivil-
ske zakonodaje. Evropska unija (EU) podpi-
ra nacela proste trgovine z varno krmo in
varnimi, kakovostnimi Zivili brez diskrimina-
cije, po dobrih in eti¢no neopore¢nih trgov-
skih obicajih. Cilj Zivilske zakonodaje je
varovati interese potro$nikov in zagotoviti
potro$nikom podlago za obvesceno izbiro
v zvezi z Zivili, ki jih uZivajo.

Vladne organizacije se ukvarjajo z ustvar-
janjem pogojev, pravil, priporocil, imajo vlogo
foruma in nudijo podporo vzdolZ Zivilskopre-
hranske oskrbovalne verige. Na mednarod-
nem nivoju je njihova poglavitna funkcija iska-
nje minimalnih/optimalnih standardov, ki so
$e sprejemljivi za drZave clanice, in s tem tudi
neposredno vplivajo na EU in na Slovenijo.
Razvoj varnosti hrane na obmocdju EU je tesno
povezan z normativno dejavnostjo Evropske
komisije, Evropskega parlamenta in Evropske-
ga sveta. Temeljni pravni akt na tem podro¢-
ju predstavlja Uredba ES 178/2002, ki podrob-
neje raz¢lenjuje in opredeljuje nacin izvajanja
politike varne hrane s pomocjo Evropske
agencije za varnost hrane (angl. European food
safety authority, EFSA) in hitrega sistema
obves$canja o nevarnih Zivilskih izdelkih
(angl. rapid alert system for food and feed,
RASFF). Nadaljnji razvoj je potekal v smeri
$tevilnih uredb in pravnih aktov, npr. ured-
ba ES 882/2004, ki med drugim predstavlja
normativno podlago za Urad za prehrano in
veterinarstvo (angl. Food and veterinary offi-
ce, FVO). Slovenija se je pridruzila EU 1. maja
leta 2004 in se s prikljuditvijo zavezala k har-
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monizaciji evropskega prava na tem podrodju,

kar je udejanjila z implementacijo in nepo-

sredno uporabo teh predpisov v praksi. Pri
izvrSevanju so vkljucene naslednje vladne
organizacije Republike Slovenije (RS), ki pana

Zalost $e vedno niso uredile slovenske agen-

cije za varnost Zivil, ¢eprav so zgledi drugih

drzav Unije zelo jasni in vzpodbudni:

* Ministrstvo za kmetijstvo in okolje, pod
katerim so sistematizirani Veterinarska
uprava Republike Slovenije, Institut Repub-
like Slovenije za kmetijstvo, gozdarstvo,
hrano in okolje ter Fitosanitarna uprava
Republike Slovenije, in

* Ministrstvo za zdravje, pod katerim je siste-
matiziran Zdravstveni in§pektorat Repub-
like Slovenije.

Medtem ko imajo nacionalne »Zivilske« zako-
nodaje razmeroma dolgo tradicijo, je trenut-
na evropska Zivilska zakonodaja nastala kot
posledica razvoja v zadnjih Stiridesetih letih
in odraZa meSanico znanstvenih, druZbenih,
geografskih, politi¢nih in gospodarskih vpli-
vov. V obdobju nastajanja evropske Zivilske
zakonodaje so nacionalne Zivilske zakonodaje
imele razli¢ne politi¢ne poglede in cilje v zve-
zi s skupno kmetijsko politiko ali z razvojem
notranjega trga. Zato so bile v preteklosti za
Zivilsko zakonodajo na evropski ravni znacil-
ne razlike v pristopu, nekatere nedosledno-
sti in celo nekatere praznine (7).

V Casu zbliZevanja so kot glavno vodilo
upostevane direktive EU, ki pa so za vsako
drzavo ¢lanico EU, na katero so naslovljene,
zavezujoce glede rezultata, ki ga je treba dose-
¢i, vendar prepuscajo drzavnim organom
izbiro oblike in metode (249. ¢len Pogodbe
o ustanovitvi Evropske skupnosti (ES)). V nas-
protju z direktivami, namenjenimi drzavam
¢lanicam, in odlo¢bami, ki imajo to¢no dolo-
Cene prejemnike, so uredbe namenjene vsem.
Uredba dobi ob izdaji neposredno pravno
veljavo v nacionalnih pravnih redih ter se
uporabi v vseh drzavah ¢lanicah enako kot
nacionalni zakon, in to brez vsakr$nega posre-
dovanja nacionalnih oblasti. Vsak nacional-
ni zakon, ki morebiti nasprotuje dolocbam
uredbe, izgubi svojo pravno veljavo oziroma
uredba nad njimi prevlada (8).

Pomembnost Uredbe ES 178/2002 je pred-
vsem v uniformiranosti zakonodaje na celot-

nem obmodju ES, saj le na ta nacin zagotav-
ljamo prost pretok varnih in kakovostnih
Zivil ter visoko raven varovanja Zivljenja in
zdravja ljudi. Eden od klju¢nih ciljev Uredbe
ES 178/2002 je vzpostavitev skupnih oprede-
litev, vklju¢no z opredelitvijo Zivil, in dolodi-
tev glavnih vodilnih nacel in legitimnih ciljev
Zivilske zakonodaje. Uredba ES 178/2002 uskla-
juje na ravni ES obstojeCe nacionalne zahte-
ve ter jih postavlja v skupni evropski okvir.

Z Uredbo ES 178/2002 je omogocen
nastanek EFSA, ki zagotavlja neodvisne znans-
tvene nasvete glede vseh zadev, ki imajo
posreden ali neposreden vpliv na varnost hra-
ne - vklju¢no z zdravjem in dobrobitjo Ziva-
li ter varstvom rastlin. Agencija svetuje tudi
na prehranskem podrocju v povezavi z zako-
nodajo ES. Javnost je obvesc¢ena na odprt in
pregleden nacin o vseh zadevah v okviru svo-
jih pristojnosti (7).

Za 7ivilsko zakonodajo EU lahko trdimo,
da predstavlja enega od obseznejsih sklopov
pravnih pravil pravnega reda EU. Za zakono-
dajo EU je znacdilen nov »integriran« in celo-
vit pristop k urejanju varnosti hrane.

Kot temeljna uredba splo$nega Zivilske-
ga prava EU Uredba ES 178/2002 doloca (9):

* splosna nacela Zivilske zakonodaje (prost
pretok Zivil, varstvo Zivljenja in zdravja lju-
di, varstvo interesov potro$nika, analiza
tveganja, previdnostno nacelo, nacela pre-
glednosti),

» zahteve Zivilske zakonodaje ES (prepo-
ved dajanja v promet nevarnih Zzivil, sle-
dljivost zivil v vseh fazah pridelave, pre-
delave in distribucije, pristojnosti nosilcev
Zivilske dejavnosti in nadzornih drzavnih
organov, odgovornosti nosilca Zivilske
dejavnosti),

* ustanovitev EFSA (cilje in naloge agenci-
je, delovanje organov agencije, npr. neod-
visnega znanstvenega odbora in svetov,
postopke za prepoznavanje nepricako-
vanih tveganj in nacin podpore sistemu
hitrega obves¢anja) in

* postopke za vprasanja, ki neposredno ali
posredno vplivajo na varnost Zivil in krme
(npr. sistem hitrega obvescanja, nacin ukre-
panja v nujnih primerih ter nacin obvla-
dovanja kriznih razmer).
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EVROPSKA AGENCUJA
ZA VARNOST HRANE

Evropska agencija za varnost hrane je bila
ustanovljena januarja 2002 po Stevilnih kri-
zah v Zivilskem sektorju konec devetdesetih
let prej$njega stoletja kot neodvisen znans-
tveni vir svetovanja in obvestil o tveganjih,
povezanih z Zivilsko prehransko oskrbovalno
verigo. Agencija je bila oblikovana kot del celo-
vitega programa za izboljSanje varnosti zivil
v EU, zagotavljanje visoke ravni varstva potro-
$nikov ter ponovno vzpostavitev in ohranitev
zaupanja v oskrbo s hrano (10).

V evropskem sistemu za varnost Zivil se
ocena tveganja izvaja neodvisno od obvlado-
vanja tveganja. Agencija kot organ, odgovo-
ren za oceno tveganja, pripravlja znanstvena
mnenja in nasvete, ki zagotavljajo trdno pod-
lago za evropsko politiko in zakonodajo in ki
podpirajo Evropsko komisijo, Evropski parla-
ment in drzave ¢lanice EU pri sprejemanju
ucinkovitih in pravocasnih odlocitev v zvezi
z obvladovanjem tveganj. Podrodje delovanja
EFSA je vezano na celotno Evropo in posred-
no na vse drzave, iz katerih se uvaza hrana
v EU. Njena pristojnost je tako na podrocju
varnosti krme, zdravja in zas¢ite Zivali, kakor
tudi na podro¢ju zdravja in zasCite rastlin ter
vseh Zivil. Vse dejavnosti agencije temeljijo
na podlagi znanstvenih nasvetov in informa-
cij. Agencija ne deluje v okvirih nobene vlade
niti politicnih sektorjev. Njen namen je delo-
vati v korist javnega interesa in s tem zago-
toviti zasCito in obvescenost evropskega potro-
$nika.

Intelektualno sredisce agencije sestavlja-
jo visoko usposobljeni strokovnjaki iz vse Evro-
pe, izbrani na podlagi dokazane znanstvene
odli¢nosti. Znanstveni odbor pripravlja znans-
tvene nasvete, kakor tudi usklajene pristope
pri oceni tveganja za Zivila in krmo. Njegova
pomembna naloga je tudi priprava nasvetov
o znanstvenem sodelovanju in povezovanju
z znanstveniki in raziskovalnimi organizaci-
jami, tako na nacionalni kot na mednarod-
ni ravni. Znanstveni svet agencije mora po
potrebi pri svojem delu vkljudevati zunanje
sodelavce z ustreznim strokovnim znanjem
in izku$njami.

Medsebojno znanstveno sodelovanje pod-
pira direktorat, ki upravlja projekte med drza-
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vami ¢lanicami, zbira podatke o nastajajocih
tveganjih in metodologiji ocenjevanja le-teh.
Pri svojem delu vkljucuje strokovnjake iz drzav
¢lanic in obravnava podrodja:

* zbiranja podatkov o boleznih Zivali, ki se
lahko prenasajo na ljudi — zoonozah,

* zbiranja podatkov o ostankih pesticidov
v zivilih,

* pregledovanja ocen tveganja pri uporabi
aktivnih sestavin pesticidov itd.

EFSA si prizadeva vsem strankam in potro-
$nikom zagotoviti pravocasna obvestila o var-
nosti Zivil in krme. V ta namen agencija:

e analizira odziv javnosti glede tveganj, ki so
povezana s hrano,

* navaja okoliS¢ine tveganja in jih pojasnjuje,

* sodeluje z nacionalnimi organi, interesni-
mi skupinami in sredstvi javnega obvesca-
nja in

* Evropski komisiji in drZzavam c¢lanicam
EU zagotavlja doslednost in transparent-
nost z usklajevanjem obvestil.

Koncept in naéin dela v Evropski
agenciji za varnost hrane

Znanstveni sveti EFSA ocenjujejo tveganja na

naslednjih podrocjih (11):

* zdravje in zasCita Zivali,

e aditivi za Zivila in hranilni viri, dodani Zivi-
lom,

* bioloski dejavniki tveganja,

* snovi v stiku z Zivili, encimi, arome in po-
mozZna tehnoloSka sredstva,

* onesnazevala v Zivilski verigi,

* dodatki in izdelki ali snovi, ki se uporab-
ljajo v zivalski krmi,

¢ gensko spremenjeni organizmi,

e dieti¢ni izdelki, prehrana in alergije,

* izdelki za varstvo rastlin ter njihovi ostanki
in

* zdravije rastlin.

Osnovno poslanstvo EFSA je ocenjevanje in

opozarjanje na kakr$nokoli tveganje, ki je

povezano z Zivili ali njihovo verigo. V ozad-

ju mora agencija pogosto sodelovati na poli-

ti¢nem podrodju, kjer poteka sprejemanije ali

revidiranje doloc¢enih zakonov ali celo razvi-

janje novih politik glede prehrane. Kot neod-

visna organizacija sicer ni vklju¢ena v proces

upravljanja, igra pa pomembno vlogo z neod-
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visnimi nasveti, ki so znanstveno podkreplje-
ni. Na ta na¢in neodvisno sodeluje pri preob-
likovanju politike. Aktivnosti agencije pote-
kajo tudi na lastno pobudo.

Agencija se pri svojem delu javno posvetuje
s Stevilnimi interesnimi skupinami in od
zainteresiranih strank dejavno pridobiva
povratne informacije o svojem delu in dejav-
nostih. Tesno sodeluje tudi z nacionalnimi
organi za varnost hrane po vsej EU ter z Evrop-
sko komisijo, Evropskim parlamentom in dru-
gimi organi EU in mednarodnimi organiza-
cijami, ki delujejo na podrocju varnosti Zivil
in krme. Analizira, kako javnost zaznava tve-
ganja, povezana s hrano; pojasnjuje in nava-
ja okolis¢ine tveganja. Sodeluje s klju¢nimi
akterji, vklju¢no z nacionalnimi organi, inte-
resnimi skupinami in sredstvi javnega obves-
Canja, da bi sporocila prilagodila potrebam
razli¢nih ciljnih skupin. Zagotavlja doslednost
z usklajevanjem obvestil z drugimi organi za
oceno tveganja in s pristojnimi za obvlado-
vanje tveganja, kot so Evropska komisija in
drzave clanice EU. Agencija prek delovne sku-
pine posvetovalnega foruma za obve$canja
svoja obvestila usklajuje z osebami, odgovor-
nimi za obves¢anje v nacionalnih organih za
varnost hrane in uposteva njihove nasvete.

Vse dejavnosti EFSA temeljijo na vredno-
tah, ki so osnovno vodilo njenega delovanja:

* Znanstvena odli¢nost — ki jo dosega z vklju-
¢evanjem strokovnjakov in uposStevanjem
najsodobnejsih znanstvenih pristopov ter
posledi¢no odli¢nimi znanstvenimi dosez-
ki, ki so osnovani na visokih znanstvenih
standardih pri oceni tveganja.

* Neodvisnost - predvsem znanstveno delo
varuje z notranjimi mehanizmi, kot je
zaveza znanstvenikov in strokovnjakov
o neodvisnosti. Znanstvena mnenja so spre-
jeta s kolektivnim odloc¢anjem, kar omogo-
¢a ¢im vecjo nepristranskost in uravnote-
Zenost sklepov agencije.

* Odprtost in preglednost — aktivnosti agen-
cije so sproti objavljene na spletu, v medi-
je so posredovani celo pomembni sestanki
in dogodki. Prizadeva si za sodelovanje
s skupinami, kot so recimo okoljevarstve-
niki in potro$niki, ter izmenjavo stalis¢.

¢ Odzivnost - zavzemajo se za hiter in zanes-
ljiv odziv — znanstvene informacije mora-
jo biti pravocasne, najnovejse in celovite,
kar omogoca sprejetje ustreznih odlocitev.

* Sodelovanje s ¢lanicami EU - z agencijo so
povezani posvetovalni forumi vseh 27 dr-
zav ¢lanic EU. Forum predstavlja osnovno
gibalo EFSA, osnova je seveda medseboj-
no sodelovanje na podro¢ju ocen tveganja
v EU. Forum je pomemben element v smi-
slu posvetovanja o znanstvenih vpraSanjih,
osredotocen je na sodelovanje in mreZzno
povezovanje. Na podrocju varnosti Zivil Zeli
agencija potro$niku posredovati ustrez-
na, to¢na in pravocasna opozorila. Zato Zeli
imeti podatke, kako javnost zaznava tve-
ganja, ki so povezana s prehrano. Za ¢im
ucinkovitej$e obvescanje je bila ustanov-
ljena interdisciplinarna svetovalna sku-
pina, ki svetuje izvr$nemu direktorju.

Potreba za danasnji éas

S svojo objektivno, neodvisno in znanstveno
dejavnostjo je EFSA klju¢na za ohranjanje
zdravja ljudi in Zivali na obmo¢ju EU. Ukre-
panje v primerih tveganja za javno zdravje
mora biti hitro in agencija je svoje hitro in
ucinkovito ukrepanje Ze veckrat dokazala.

S tem se pocasi vraca zaupanje v zdravo hra-

no, sama kakovost hrane pa posledi¢no naras-

¢a. Agencija deluje javno in pregledno ter

s pravoCasnimi in nepristranskimi znans-

tvenimi nasveti podpira evropske organe pri

sprejemanju politik in odloditev.

Upravni odbor je leta 2008 sprejel stra-
teski nacrt za obdobje 2009-2013. V nacrtu
je doloceno, kako bo agencija ¢im bolj pove-
Cala koristi strokovnega znanja, ki ga ima na
voljo po vsej Evropi, in okrepila celovit pristop
k oceni tveganja, da bo evropskim oblikoval-
cem odlocanja zagotovila ustrezno in pravo-
¢asno znanstveno svetovanje. Opredeljenih
je bilo Sest klju¢nih strateskih podrocij:

* zagotavljanje celovitega pristopa k izvaja-
nju znanstvenega svetovanja v zvezi z na-
¢elom »od vil do vilice,

* zagotavljanje pravocasne in visokokako-
vostne ocene izdelkov, snovi in zahtevkov
na podlagi zakonodajnega postopka odo-
britve,

* pregledovanje, razirjanje in analiza podat-
kov na podrodjih v pristojnosti Agencije,
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* uveljavitev vodilnega poloZaja agencije pri
ocenjevanju tveganja v Evropi in na med-
narodni ravni,

* okrepitev zaupanja v agencijo in sistem EU
za varnost hrane in

* zagotavljanje odzivnosti, u¢inkovitosti in
uspesnosti agencije.

V danasnjem casu tudi sami potros$niki vse
bolj teZijo k zdravemu nadinu pridelave hra-
ne (organska), k vse ve¢ji kakovosti in varno-
sti Zivilskih proizvodov. Vse ve¢ je novih Zivil
in zivilskih sestavin, ki prihajajo na evropski
trg s pomodjo tehnoloskih postopkov (npr.
gensko spremenjeni organizmi, GSO), ki
morajo biti taka, da ne predstavljajo tvega-
nja za varnost in zdravje ljudi. V zvezi s tem
so znanstvena in strokovna vpra$anja vse
pomembnejsa in vse bolj zapletena. Zato je
odlocilnega pomena, da institucije EU in $ir-
$a javnost zaupajo v strokovno delo EFSA.

Anadliza prednosti

Z delovanjem visoko kompetentnega kadra

EFSA zagotavlja oblikovanje strokovnih mnenj,

podprtih z najsodobnej$imi znanstvenimi spoz-

nanji in pristopi:

* EFSA na transparenten nacin nudi znans-
tvene nasvete, Cesar pred njeno ustanovi-
tvijo ni bilo.

e 7 vsemi zbranimi, iskanimi, analiziranimi
informacijami in podatki lahko agencija
prepozna nepricakovano tveganje. Zaveza
agencije zagotavlja objektivne, pregledne
in neodvisne znanstvene nasvete, ki teme-
ljijo na znanstvenih metodologijah, infor-
macijah in podatkih.

* Vstrategiji EFSA je pomembno, da dobro
sodeluje z drZavami ¢lanicami EU, ker bo
le na ta nacin podrodje varnosti Zivil in krme
delovalo ucinkovito.

* Integriran pristop na podrodju varne hrane
celotne prehranske verige omogoca sledlji-
vost, ne glede na to, ali se hrana pridelu-
je v EU ali se uvozi iz nekega drugega kraja
na svetu.

* Z EFSA je proces znanstvene ocene tvega-
nja postal dostopen za javnost z namenom
preprecevanja tveganja za zdravje ljudi.

* Na javen in pregleden nacin usklajuje
sodelovanje v raziskovalnih programih
drzav Clanic in s tem preprecuje podvaja-
nje znanstvenih Studij.
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* Prirazhajanju med znanstvenimi mnenji
agencije in drugih sluzb takoj zagotovi izme-
njavo vseh pomembnih znanstvenih infor-
macij in na podlagi teh ugotovi moZna
sporna znanstvena vprasanja ter njihovo
razreSitev, ki jo objavi.

* Zaradi vseh sporo¢il, ki jih prejme preko
sistema hitrega obve$canja, zagotavlja drZa-
vam clanicam vse potrebne podatke za
analize tveganja.

* Navseh podrodjih, za katere je kompetent-
na, predlaga kratkoro¢ne in dolgoro¢ne
izboljsave.

* Prednost EFSA je tudi v elektronskem
sistemu porocanja, saj so podatkovne
zbirke popolnoma dostopne vsem drza-
vam ¢lanicam in Evropski komisiji. EFSA
tako skupnosti nudi kakovostno, neodvi-
sno in ucinkovito znanstveno in stro-
kovno podporo, kar je zelo pomembno
v dana$njem cCasu, ko imajo razni veliki
prehrambni koncerni velik vpliv na potro-
$nika.

* Pri vsem zgoraj nastetem sodeluje nekaj sto
strokovnjakov, ki so zaposleni na agenciji,
in tudi nesteto strokovnjakov, ki izdelujejo
Stevilne Studije, analize, mnenja za potrebe
agencije. Slovenija in druge majhne drZa-
ve, ki so premajhne tako glede na Stevilo
prebivalstva kakor tudi glede na Stevilo
strokovnjakov, lahko ta obvestila, mnenja
o varnosti hrane in krme koristno uporab-
ljajo, saj si takSnega mnenja same ne bi
zmogle izdelati.

Analiza slabosti

Zaradi nara$Cajocih pristojnosti, ki so bile

podeljene EFSA, je treba izboljsati postopke

ter zaradi tega povecati Cloveske in finan¢ne
vire in omogociti $e boljse delovanje:

* Nekatere raziskave EFSA opravlja v sami
industriji, zato obstaja moznost, da bi na
nekatere njene odlocitve lahko vplivala
industrija (npr. fitofarmacevtska, genska
industrija).

* Poleg tega ostaja odprto vprasanje uskla-
jenega ocenjevanja tveganja v Evropi, pred-
pisi $e vedno niso enotni za vse drzave
Clanice, kar pomeni ovire pri trgovanju
s hrano in krmo.
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* Zaradi hitro rastoCega evropskega trga in
s tem v zvezi pojavov novih izdelkov se
v agenciji veCa potreba po ¢loveskih in
financ¢nih virih, saj lahko le na tak nacin
za vsa podrodja zagotavljajo visoko kako-
vostne preglede in neodvisne ocene.

¢ Ocene tveganj o dolgoro¢nih vplivih novih
Zivil in dodatkov hrani na zdravje e niso
dovolj znanstveno raziskane in se bodo
morda pokazale Sele pri naslednjih gene-
racijah.

* Obstaja mozZnost, da na mnenje EFSA
vplivajo multinacionalke oziroma lobira-
nja omenjenih, zato se ji v¢asih ocita, da
zakljuc¢ki niso vedno v korist potro$niku.
Zgodi se, da se pod vplivom interesa kapi-
tala (multinacionalk) zakoni ne izvajajo
dosledno.

 Sistem je nedosegljiv, skoraj neuporaben
za proizvajalce, saj je treba izpolnjevati
kupe dokumentov za pridobitev mnenja
EFSA. Pri izpolnjevanju potrebne doku-
mentacije bi uporabniki potrebovali pomoc,
ki pa je v takem smislu sistem EFSA ne
omogoca.

* Med ljudmi ni dovolj ozavescenosti o de-
lovanju EFSA in njeni uradni spletni stra-
ni.

* Slabost sistema EFSA je, da nima svojih
laboratorijev, kar bi ji omogocilo dejansko
neodvisnost od zunanjih laboratorijev,
v katerih se opravljajo vse laboratorijske
analize, na katerih temeljijo mnenja in oce-
ne tveganja s strani EFSA.

* Prav tako so podatki v porocilih neuskla-
jeni in premalo konsistentni ter jasni.
S tem se izgubi natanc¢nost porocanja posa-
mezne drZave Clanice. Razbrati podrobno-
sti iz tako zapisanih podatkov je vcasih
tezko ali pa tudi nemogoce (npr. informa-
cija o specifi¢nih zoonozah - kot primer
navajamo okuzbo s kampilobaktri v The
EFSA Journal 2011). Porocilo je obsirno in
tudi pomanjkljivo, za veliko drZav ni podat-
kov o0z. so pomanjkljivi, odstopanja so pre-
velika, komentarji nejasni.

Varnost in potrosnik

Razmigljajmo, da bi moral biti povpreéni
evropski potro$nik sposoben razumeti in
analizirati ter sklepati, kaj je prav in kaj narobe,
ko tece beseda o varnosti Zivil, za kar obsta-

jajo Stevilni razlogi, ki so pogosto vezani na
izobraZevanje in usposabljanje (12-14). Poka-
zalo se je, da je potro$nik pogosto Zrtev nera-
zumevanja strokovnega besednjaka in da je
vedno bolj neves¢ potrebnih postopkov od
nakupa do priprave varnega obroka (15-20).
Postavljen je med proizvajalce in EFSA.
Sistem analize tveganja in ugotavljanja kriti¢-
nih kontrolnih tock (angl. hazard analysis and
critical control point, HACCP) obvladuje var-
nost Zivil od njive do trgovine, ne pa tudi doma
(21-27). Varno Zivilo je bistveno za uporab-
nika, Zivilsko industrijo in ekonomijo (25-31).
Kljub ogromnim investicijam obolenja zara-
di zastrupitev s hrano naras$cajo, kar je lahko
posledica boljse statistike ali dejanske rasti
okuzb, o éemer so mnenja deljena (14, 30-32).
Tako so obolenja zaradi kontaminirane hra-
ne $e vedno javnozdravstveni problem v Evro-
pi in svetu. Natancnejsi pogled na Zivilsko
podrodje, ki je razpeto med tehni¢nimi in
druzbenimi vedami, nam odpira $irsi spekter
moznosti, kako zagotoviti popolno varnost zivil
do uporabnika na koncu proizvodno oskrbo-
valne verige (14-20).

Ali bo sistem zagotavljanja varne hrane
ucinkovit ali ne, je odvisno od usposobljeno-
sti zaposlenih, njihove osebne odgovornosti
za delo v skladu z naceli dobrih praks in siste-
ma HACCP, motivacije in zadovoljstva z de-
lom (21, 22). Prav tako so poleg zaposlenih
v podjetju na vseh ravneh pomembni tudi vsi
akterji izven podjetja, predvsem na nivoju
presojanja kakovosti izvajanja zahtev sistema
zagotavljanja varnosti Zivil od polja do mize
(23,24, 27). Usposabljanje predstavnikov vods-
tva in vseh zaposlenih v podjetju je bistveno
za zagotavljanje varnosti Zivil. Izbor, urjenje
in izobraZevanje presojevalcev, ki presojajo
ucinkovitost implementiranega sistema, in
preverjanje njihovih sposobnosti in znanja
predstavljajo kriticen dejavnik za doseganje
zadostne kontrole nad varnostjo hrane v pro-
cesu (25, 33).

Tako smo vzpostavili zakljucen krog, ki
izklju¢uje potro$nika in mu dopoveduje, da
mora tudi sam kaj storiti za svojo varnost. Ce
paimamo potro$nika/porabnika zunaj kroga
sistemskega obvladovanja varnosti Zivil, pa
objektivno ne moremo govoriti o zagotavlja-
nju varnih Zivil od njive do mize. Tako obsta-
ja ugotovitev, da je treba sistemski pristop raz-
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$iriti in mu dodati dobro gospodinjsko prak-
so ali pa razviti celovito prakso, npr. dobro
prehransko prakso (angl. good nutritional prac-
tice, GNP) (1). Gre za platformo varnosti Zivil,
ki vkljucuje potro$nika in zdruZuje vse aktual-
ne dobre prakse in sistem HACCP ter jasno
opredeljuje novo dimenzijo tveganj pri zago-
tavljanju varnih zivil, t.i. ¢loveski faktor (14).
Tak ambiciozni cilj je lahko doseZen samo
z globalnim sodelovanjem vseh udeleZencev
s podrodja Zivil: vladnih organov, uditeljev in
profesorjev, nadzornikov, zaposlenih v prire-
ji/predelavi, transportu, trgovini, gostins-
tvu in nas — porabnikov, ki stojimo na koncu
Zivilskoprehransko oskrbovalne verige. Dejav-
niki tveganj in korektivni ukrepi niso ni¢
novega (13, 21). Nov je nacin pristopa, kjer
so aktivnosti in postopki logi¢no razvr§ceni.
Pristop je multidisciplinaren. Skladno z EU-re-
gulativo 178/2002 zahteva za vse Zivilske
operaterje in za vse sestavine v Zivilih popolno
sledljivost, kar je celovit izziv za EU. Kaj take-
ga namrec ni enostavno doseci v realnem Ziv-
ljenju, saj zahteva osebno odgovornost vklju-
Cenih, azurirano dokumentacijo in sledljivost
skozi zapise sistema nadzora, takoj$nje ukre-
panje v primeru ugotovljene neustreznosti ter
sledljivost (29). Prinasa spremembe v mislje-
nju, organiziranju, vodenju, izobraZevanju in
usposabljanju na vseh nivojih od »vil do vilics,
kot je danes navada ilustrirati Zivilskoprehran-
sko oskrbovalno verigo, ki ima mnogo pasti,
ki jih prinasa razvoj in odtujevanje ¢loveka od
narave.

ZAKLJUCEK

Evropski sistem za varnost hrane temelji na
predpostavki, da je treba za varovanje zdravja
potros$nikov varnost zagotavljati vzdolZ celotne
Zivilskoprehransko oskrbovalne verige. V sklo-
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pu tega sistema je tudi EFSA, pridelovalci,
proizvajalci, predelovalci, distributerji in
potrodniki, katerih glavni cilj bi moral omo-
gociti evropskim drZavljanom varno hrano,
s tem pa tudi zavarovati njihovo zdravje. Ver-
jamemo, da so potro$niki vedno bolj ozaves-
ceni, saj je varnost Zivil v ospredju javnega
zanimanja in vecina potro$nikov misli, da ve,
v ¢em je bistvo problema varnosti. Zakono-
daja EU je relativno dobra, saj zagotavlja, da
so zivila in krma varni. Standardi varnosti
7ivil v EU so med najvijimi v svetu. Prav goto-
vo zelo veliko k temu pripomoreta EFSA pa
tudi RASFF. Prav RASFF je tisti, ki nas
obvaruje pred nevarnostmi v zvezi z Zivili in
krmo s sistemom hitrega obvescanja. Glede
EFSA velja omeniti, da je ta sistem pravzaprav
namenjen strokovni javnosti, verjetno velika
vecina potro$nikov niti ne ve za njen obstoj.
Zato je evropski potro$nik e vedno tam, kjer
ga je zatekel razvoj. NaSa stopnja razvoja
v novih nacinih komunikacije s potro$nikom
se spreminja in ne dosega vse populacije od
mladostnikov do starostnikov. Tako je proble-
mati¢no, kaksno informacijo lahko dobi potro-
$nik takrat, ko se soo¢i s problemom, vezanim
na varnost Zivil in varnost prehranjevanja, ki
mu ni kos in ga ne razume. Sele takrat se zac-
nemo sprasevati in iskati odgovore, ki pa so
vcasih zelo nejasni, kljub sodobnim tehnolo-
gijam oskrbe z informacijami.

Ce povzamemo, smo evropski potro$ni-
ki lahko zadovoljni, da nam vsi postavljeni
sistemi zagotavljajo varno hrano. Na nas pa
je, kako bomo te sisteme koristno uporabili.
IzobraZevanje bi lahko na tem podrocju nare-
dilo ve¢ na vseh nivojih, seveda ob uposteva-
nju dejstva, da je motivacija izhodi$¢na tocka.
To je takrat, ko res hocemo vec vedeti in zna-
ti o zivilu/hrani in prehranjevanju. Sele nato
lahko sledi udejanjanje.
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Pojavljanje in obcutljivost izolatov
salmonel v Sloveniji

Prevalence and Susceptibility of Salmonella Isolates in Slovenia

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: Salmonella Enteritidis, Salmonela Typhimurium, pojavljanie, odpornost

Salmonele spadajo pri nas in po svetu med najpogostejse povzrocitelje érevesnih okuzb. V Slo-
veniji od leta 2001 spremljamo pojavljanje razli¢nih serotipov salmonel in njihovo odpornost.
V prispevku prikazujemo pogostost pojavljanja dveh najpogostejsih serotipov salmonel v Slo-
veniji — Salmonella Enteritidis in Salmonella Typhimurium ter njuno odpornost proti anti-
biotikom v letih 2001-2011. Med salmonelami z 49,9-96,1 % izolatov prevladuje S. Enteritidis,
na drugem mestu ji sledi S. Typhimurium z 1,2-13,9 % izolati. Odpornost pri S. Enteritidis
z leti narasca proti ampicilinu, kanamicinu in nalidiksi¢ni kislini, vendar deleZi odpornih izo-
latov znasajo od 1 do najvec¢ 8 %. Pri S. Typhimurium deleZi odpornih izolatov padajo pri veci-
ni antibiotikov, vendar ti pri posameznih antibiotikih $e vedno presegajo 35 %. Skupno Stevilo
izolatov je od leta 2003 upadlo za skoraj desetkrat. Trendi, ki jih opazujemo v Sloveniji, so
podobni tistim v Evropi. Da bi povecali koristnost zbranih podatkov, bi morali v Sloveniji na
podlagi laboratorijskih podatkov vzpostaviti pravi sistem sledenja in izdelati kvantitativno
oceno prispevka posameznih vrst hrane k skupnemu bremenu salmoneloz.

ABSTRACT

KEY WORDS: Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, occurrence, resistance

Salmonellosis is one of the most frequent gastrointestinal infections all over the world. Sin-
ce 2001, the occurrence of different salmonella serotypes and their antibiotic resistance have
been followed. In this article, we present data from 2001 to 2011 regarding the occurrence
of Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium and antibiotic resistance of the isolates
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belonging to these two serotypes, which are the most prevalent in Slovenia. During the abo-
ve-mentioned years, the proportion of isolates of S. Enteritidis ranged from 49.9 to 96.1%
and the proportion of isolates of S. Typhimurium from 1.2 to 13.9%. The resistance of S. En-
teritidis isolates against ampicillin, kanamycin and nalidixic acid was increasing, but never
exceeded 8%. Although the proportions of resistant S. Typhimurium isolates were decrea-
sing almost against all antibiotics, resistance against several antibiotics exceeded 35%. Sin-
ce 2003, the number of all salmonella isolates has dropped almost ten times. The observed
trends in Slovenia are comparable with trends describing the same parameters in Europe.
To increase the usefulness of collected data, complete laboratory-based surveillance should
be implemented. We should also quantitatively assess the contribution of different types of

food to the burden of salmonellosis in Slovenia.

uvobD

Salmonele spadajo pri nas in po svetu med
najpogostejse povzroditelje crevesnih okuzb.
Breme bolezni po posameznih povzrociteljih
je mogoce natanc¢no opredeliti in med dru-
gim dolociti razmerje med laboratorijsko potr-
jenimi primeri in vsemi obolelimi v populaciji.
Sistem nadzora nad pojavljanjem dolocene-
ga povzroCitelja temelji bodisi na podatkih,
zbranih skozi prijavljanje klini¢nih primerov,
ali pa na laboratorijskih podatkih (angl. labo-
ratory based surveillance, LBS). Slednji nacéin
pogosto ponuja popolnejse podatke. V Slove-
niji v laboratorijih od leta 2001 spremljamo
pojavljanje razlicnih serotipov salmonel in
njihovo odpornost. V prispevku prikazujemo
pogostost pojavljanja dveh najpogostejsih sero-
tipov salmonel v Sloveniji — Salmonelle Ente-
ritidis in S. Typhimurium ter njuno odpornost
proti antibiotikom. Ta dva serotipa sta tudi
v Evropi Ze vsaj desetletje prevladujoca sero-
tipa tako pri ¢loveku kot pri perutnini in pra-
8icih (1-7).

ZBIRANJE PODATKOV

Na pobudo Oddelka za mikrobiologijo Zavoda
za zdravstveno varstvo Celje (ZZV CE) smo se
vletu 2001 v laboratorijih Zavodov za zdravs-
tveno varstvo in Instituta za varovanje zdravja
Republike Slovenije dogovorili, da vzpostavimo
sistem laboratorijskega sledenja pojavljanja
razli¢nih serotipov salmonel in njihove odpor-
nosti za antibiotike. V letu 2002 se je skupini
prikljucil tudi Institut za mikrobiologijo in
imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani.

Sodelujoci laboratoriju ZZV CE §tirikrat
letno posredujejo podatke o serotipu, vrsti
vzorca, iz katerega je bil izolat osamljen, datu-
mu sprejema vzorca v laboratorij, starosti
bolnika in podatke o ob¢utljivosti izolatov za
antibiotike (metoda difuzije v agarju z diski).
Podatki so anonimizirani, poroamo le prvi
izolat pri bolniku, prav tako pa laboratorij ZZV
CE ne razpolaga z drugimi koristnimi podat-
ki, kot so: datum morebitne hospitalizacije,
podatki o potovanjih in o klini¢ni sliki. Poleg
serotipizacije in dolocanja obcutljivosti za
antibiotike pri vseh izolatih v Sloveniji izvaja-
mo tudi molekularno tipizacijo izolatov, za
katere epidemiolog oceni, da pripadajo izbru-
hu. Zal ne tipiziramo vseh izolatov, kar pome-
ni, da ne moremo izkoristiti dodane vredno-
sti LBS, ki je predvsem v odkrivanju epidemij,
ki potekajo na ve¢jem geografskem podroc-
juin v daljSem Casovnem obdobju. Poudariti
je potrebno, da je bil primarni namen skupine
slediti trendom odpornosti izolatov salmonel.

REZULTATI

V letih 2001-2011 se je skupno Stevilo izola-
tov najprej povecevalo, nato pa zmanjsevalo,
kar prikazujemo na sliki 1.

Vidimo, da je v Sloveniji med letoma 2001
in 2011 potekala obsezna in dolgotrajna epi-
demija salmoneloz. Najvedje Stevilo humanih
izolatov smo zabeleZili v letu 2003, in sicer
3.846. Stevilo je nato upadalo do leta 2010
(367 izolatov), v letu 2011 pa se je blago povz-
pelo na 403 izolate. Vsa leta sta med izolati
mocno prevladovala serotipa S. Enteritidis in
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S. Typhimurium. DeleZe izolatov obeh sero-
tipov med vsemi izolati prikazujemo na sli-
ki 2.

Delez izolatov S. Enteritidis pocasi upada,
a je vsa leta visok, med 49,9 in 96,1 %. DeleZ
izolatov S. Typhimurium kaZe obratni trend
in pocasi naras¢a. Znasa od 1,2 % v letu 2004

do 13,9 % v letih 2010 in 2011. DelezZ izolatov
S. Enteritidis v vsem opazovanem obdobju
nikoli ni bil niZji od evropskega povpredja,
ki je bilo s 45,0% najniZje v letu 2010 (7).
V letu 2004, ko je Slovenija beleZila najvisji
delez izolatov S. Enteritidis, je evropsko pov-
predje znasalo 76 % (1).

3.846

3.632

2001 2002 2003 2004 2005

M §t. vseh izolatov

2006 2007 2008 2009 2010 2011

B §t. izolatov S. Enteritidis

[ 3t. izolatov S. Typhimurium

Slika 1. Stevilo vseh izolatov salmonel v Sloveniji v letih 2001-2011.
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Slika 2. DeleZi izolatov . Enteriticls in S. Typhimurium med vsemi izolati salmonel v letih 2001-2011.
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Slika 3. DeleZi izolatov S. Typhimurium, odpomih proti frem ali vec antibiotikom v letih 2001-2011.

Glede obcutljivosti za antibiotike se oba
serotipa pomembno razlikujeta. Obcutljivost
izolatov S. Enteritidis za ampicilin, cefotak-
sim, gentamicin, ciprofloksacin, nalidiksi¢no
kislino, tetracikline, kanamicin, trimeto-
prim-sulfametoksazol, sulfonamide in strep-
tomicin prikazujemo v tabeli 1, obéutljivost
izolatov S. Typhimurium pa v tabeli 2. Nabor
navedenih antibiotikov ustreza epidemiolos-
kim namenom, le nekateri od navedenih anti-
biotikov so uporabni za zdravljenje okuzb pri
ljudeh, ¢e je zdravljenje potrebno.

Vidimo, da so izolati S. Enteritidis dobro
obcutljivi za antibiotike. Odpornost proti cefo-
taksimu, ciprofloksacinu in gentamicinu v no-
benem letu ni presegla 0,1 % izolatov. Zelo niz-
ka je odpornost proti kloramfenikolu z vihom
0,8% v letu 2002 in tetraciklinom z vrhom
1,1% v letu 2002. Z leti nara$¢a odpornost pro-
ti ampicilinu (3,3 % v letu 2011), nalidiksi¢ni
kislini (6,7 % leta 2011), sulfonamidom (4,3 %
leta 2011) in streptomicinu (1,9 % leta 2011).
Vseskozi se je zmanjSeval le delez izolatov,
odpornih proti trimetoprim-sulfametoksazo-
lu, in sicer s 3,6 % leta 2001 na 0% leta 2011.

Rezultati kaZejo, da so izolati S. Typhimu-
rium mnogo bolj odporni proti antibiotikom
kot izolati S. Enteritidis in je njihov najvecji
deleZ (odpornih izolatov) dosegel celo 82,8 %

(sulfonamidi v letu 2001). Le odpornost pro-
ti cefotaksimu, ciprofloksacinu in gentamici-
nu je nizka in v nobenem letu ni presegla 2 %
izolatov. Pri drugih antibiotikih smo vecino-
ma belezili trend padanja deleZev odpornih
izolatov do leta 2010, v letu 2011 pa se je sta-
nje znova poslabsalo. Manjsi deleZ odpornih
izolatov kot vletu 2010 smo v letu 2011 bele-
7ili le pri trimetoprim-sulfametoksazolu, in
sicer 3,6 % manjsi.

Na delezZe odpornih izolatov najbolj vpli-
vajo veckratno odporni sevi. DelezZe izolatov
S. Typhimurium, ki so odporni proti trem ali
ve¢ antibiotikom, prikazujemo na sliki 3.

Najvedji delez veckratno odpornih izola-
tov smo zabelezili v letu 2001, in sicer 78,83 %,
najnizjega pa v letu 2010, in sicer 39,21 %.
Vletu 2011 smo se ponovno vrnili na raven
okrog 55 %, ki v opazovanih letih prevladuje.

RAZPRAVA

Ko analiziramo podatke o pogostosti salmo-
neloz, ne smemo pozabiti, da salmoneloza ni
le zoonoza, temvec so pomembni tudi drugi
nacini prenosa: s cloveka na cloveka, stik s kon-
taminiranim okoljem in stik z Zivalmi. Rezul-
tate spremljanja pojavljanja serotipov salmo-
nel in njihove odpornosti smo doslej za razlicna
Casovna obdobja veckrat prikazali na sestankih,
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delavnici in sreCanjih Sekcije za klini¢no
mikrobiologijo in bolni§ni¢ne okuzbe (8, 9).
Kljucna vprasanja, ki se porajajo iz prika-

zanih podatkov, so:

* zakaj je deleZ izolatov S. Enteritidis vsa leta
vi§ji od povpredja v Evropi,

* ¢emu pripisati padanje deleza izolatov
S. Enteritidis,

* Cemu pripisati porast deleza S. Typhimu-
rium in

* zakaj se deleZi odpornih izolatov ne spre-
minjajo z enako dinamiko kot deleZi izo-
latov.

Vpogled v epidemiolosko sliko drugih evrop-
skih drZav dobimo med drugim tudi v poroci-
lih Evropske agencije za varnost hrane (angl.
European food safety authority, EFSA) in
Evropskega centra za preprecevanje in obvla-
dovanje bolezni (angl. European centre for dise-
ase prevention and control, ECDC), ki so v celo-
ti objavljena na spletnih straneh organizacij.
Pri interpretaciji teh podatkov in primerjanju
Slovenije z njimi moramo upostevati, da ECDC
za vecino drZav nima podatkov o tem, kolik-
Sen delez laboratorijev sodeluje v mreZi, ¢e
gre za LBS in porocanje o primerih, ki so labo-
ratorijsko potrjeni, oziroma Ce gre za prijave
epidemiolo$ki sluzbi, koliko primerov se le-tej
dejansko prijavi. Spanija na primer ocenjuje,
da zajame le 25 % primerov. Zaradi tega v po-
ro¢ilu ECDC ne najdemo podatka o absolut-
ni incidenci, pac pa o incidenci prijavljenih
primerov na 100.000 prebivalcev (angl. noti-
fication rate). Povprecna vrednost tega kazal-
ca za 31 evropskih drzav v letu 2010 je 21,5.
O najvisji vrednosti so porocali s Slovaske, in
sicer 91,1, o najnizji pa s Portugalske - 1,9 na
100.000 prebivalcev. Slovenija se s 17,7 prijav-
ljenimi primeri na 100.000 prebivalcev uvrsca
na 18. mesto, ¢e drzave razporedimo po me-
rilu od najvisje do najnizje incidence prijavlje-
nih primerov (7). Kot pri nas sta tudi v Evro-
pi najpogostejsa serotipa S. Enteritidis (45 %
primerov v letu 2010) in S. Typhimurium
(25,3 % primerov leta 2010), pri cemer je Ste-
vilo primerov okuzbe s S. Enteritidis padlo (od
leta 2007 do 2008 za 23 % in od leta 2008 do
2009 za 24 %), s S. Typhimurium pa je po po-
rastu za 18 % od leta 2007 do 2008 padlo za
12 % od leta 2008 do 2009 (7, 10). V porocilu
za leto 2010 podatki po serotipih niso ve¢ pri-
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kazani - menimo, da je to korak nazaj v po-
rocanju (7).

Porocila kazejo, da je incidenca prijavljenih
primerov od leta 2007 do 2008 narasla v 15
od 30 drzav, Slovenija pa je med 10 drzava-
mi, ki so vletu 2008 belezile manjso inciden-
co prijavljenih salmoneloz kot vletu 2007 (5).
Incidenca prijavljenih primerov je od leta 2008
do 2009 narasla le v 3 od 30 drzav, Sloveni-
ja pa je med 24 drzavami, ki so v letu 2009
belezile manjSo incidenco prijavljenih prime-
rov salmoneloz kot vletu 2008 (6). V letu 2010
je manj$o incidenco prijavljenih primerov
zabeleZilo 11 drzav, med njimi Slovenija.
Kljub padanju incidence prijavljenih prime-
rov ostaja salmonela ena najpogostejsih pov-
zroCiteljic ¢revesnih okuzb v Evropi (1-7).

Ce privzamemo, da so jajca in perutnina
najpomembne;jsi vir salmonel za cloveka
v Evropi, je visok deleZ izolatov S. Enteritidis
v Sloveniji pricakovan (11-13). Podatki, ki jih
je EFSA posredovala slovenska veterinarska
stroka v letih 2004 do 2010, kazZejo, da se (1-7):

* delezi vseh pozitivnih jat med jatami koko-
§i nesnic gibljejo med 0,3 (Ieto 2006) in
10,5 % (leto 2008),

¢ delezi vseh pozitivnih jat med jatami broj-
lerjev gibljejo med 0,3% (leto 2008) in
1,8 % (leto 2007),

 delezi vseh pozitivnih vzorcev, odvzetih
v fazi procesiranja po zakolu gibljejo med
0in 3,3% (leto 2004) in

¢ deleZi vseh pozitivnih vzorcev mesa brojler-
jev v prodaji gibljejo med 0,6 % (leto 2008)
in 7,4 % (leto 2004).

Dejstvo, da je vecina deleZev v opazovanem
obdobju niZja od evropskega povpredja, pod-
pira domnevo, da k Stevilu salmoneloz in viso-
kemu delezu S. Enteritidis v Sloveniji pris-
pevajo tudi jajca in meso iz uvoza. V Evropi
strokovnjaki ugodne trende na podrodju sal-
moneloz pripisujejo ukrepom, izvedenim
v veterini, zlasti cepljenju vseh vrst jat koko-
$i nesnic in piS¢ancev za rejo. EFSA je vzpo-
stavila sistem postavljanja in preverjanja
doseganja ciljev v drzavah ¢lanicah glede dele-
Zev jat, ki so pozitivne na salmonele. Slove-
nija je v letu 2010 cilje presegla (7).

Porast deleZev S. Typhimurium je v Slove-
niji posledica upadanja deleza izolatov S. En-
teritidis in padanja skupnega $tevila izolatov,
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saj se skupno $tevilo primerov z leti ni pomemb-
no spreminjalo. NajniZje Stevilo (49) smo zabe-
lezili v letu 2009, najvisje (85) pa vletu 2001.
Podatki o pogostosti S. Typhimurium med
prasici, ki veljajo za najpomembne;jsi, ne pa
edini vir te salmonele v Evropi, se za Slove-
nijo kontinuirano porocajo le za vzorce, vzete
v fazi procesiranja po zakolu. Podatek o de-
leZzu pozitivnih vzorcev v prodaji je na voljo
le za leto 2007, ko je znasal 0,3 % pozitivnih
vzorcev (4). Delez vseh pozitivnih vzorcev
v fazi procesiranja po zakolu je v letu 2009
zna$al 0,3 %, v vseh ostalih letih 2004-2010
pa 0% (1-7). Tudi pri prasi¢jem mesu podat-
ki nakazujejo, da bi bilo potrebno raziskati,
koliksen deleZ primerov okuzb je posledica uzi-
vanja mesa iz uvoza in kolik$en deleZ primerov
lahko pripiSemo razmeram v domaci vzreji.
Na splosno se v Evropi povecujejo priza-
devanja, da bi kvantitativno ocenili prispevek
posamezne vrste mesa oziroma kategorije
izdelkov k skupnemu S$tevilu salmoneloz.
Vletu 2006 je Evropska komisija strokovnja-
kom EFSA dala nalogo, da podajo kvan-
titativno oceno prispevka posameznih kate-
gorij hrane k skupnemu bremenu salmone-
loz v Evropi. V svojem odgovoru, ki je izSel
leta 2008, so ocenili, da zbrani podatki tega
ne omogocajo, pac pa so nakazali metode,
s katerimi bi to bilo mogoce opredeliti: ana-
liza podatkov o izbruhih, uporaba analiti¢nih
epidemiologkih podatkov o sporadi¢nih pri-
merih salmoneloz, uporaba podatkov, dob-
ljenih z obseZnimi subtipizacijami izolatov,
primerjav kvantitativnih ocen tveganja in
strukturirana izvedenska mnenja (11).
Kasneje sta bili objavljeni dve kvantitativ-
ni oceni na evropskem nivoju. Prvo je bilo kot
zunanje znanstveno porocilo predlozeno EFSA,
v njem pa so strokovnjaki ocenili, da 43,8 %
salmoneloz v Evropi botrujejo jajca, 26,9 %
prasi¢je meso, 4% puranje meso, 3,4% pa
meso brojlerjev (12). Strokovnjaki EFSA so
v letu 2011 ocenili, da 65 % primerom botru-
jejo jajca, 28 % prasicje meso, 4,5 % puranje
meso, 2,4 % pa meso brojlerjev (13). Glede na
to, da je epidemioloska slika v vsaki drzavi
drugacna, bi bilo potrebno taksno oceno izde-
lati za vsako drZavo posebej. Porazdelitev sero-
tipov se med drZavami razlikuje zaradi razlicne
porazdelitve serotipov med Zivalmi, razlik
v pogojih, ki vladajo v vzreji Zivali, zaradi raz-

licnih higienskih praks med predelavo in

pripravo hrane ter zaradi razlik v prehranje-

valnih navadah. Avtorjem ni znano, ¢e je bila
tak$na ocena izdelana za Slovenijo.

Tudi o obcutljivosti povzroditeljev zoonoz
sta EFSA in ECDC izdelala podrobno poroci-
lo, v katerem najdemo podatke o obcutljivo-
sti humanih izolatov vseh ne-tifoidnih sero-
tipov skupaj, humanih izolatov S. Enteritidis,
humanih izolatov S. Typhimurium in trende
odpornosti po antibiotikih do leta 2010. Pred-
stavljeni so tudi podatki o obcutljivosti Zival-
skih izolatov, iz razli¢nih vrst mesa (pis¢anc-
je, svinjina, goveje meso, puranje meso) za vse
salmonele skupaj in posebej za S. Enteritidis
in S. Typhimurium ter trendi po antibiotikih
za enako ¢asovno obdobje. V veterinarskem
delu so podatki zelo heterogeni, saj po posa-
meznih - skupaj osmih - kategorijah poroca
od 1 do 18 drZav. Slovenija je podatke prispe-
vala za humane izolate in za 3 od 8 veterinar-
skih skupin (7, 14).

Klju¢ne ugotovitve strokovnjakov, ki so
pripravljali skupno porocilo glede odporno-
sti izolatov salmonel, so (1, 7):

* Dolocanje obcutljivosti za antibiotike za sal-
monele v vecini medicinskih mikrobiolos-
kih laboratorijev, ki so prispevali podatke,
poteka s pomod¢jo metode difuzije v agarju
z diski, za interpretacijo rezultatov pa se
uporabljajo klini¢ne mejne vrednosti.

* Dolocanje obcutljivosti za antibiotike za sal-
monele v vecini veterinarskih mikrobiolos-
kih laboratorijev, ki so prispevali podatke,
poteka s pomoc¢jo dolo¢anja minimalne
inhibitorne koncentracije (MIK) z dilucijsko
metodo, za interpretacijo rezultatov pa se
uporabljajo epidemioloske mejne vrednosti.

* Ker se uporabljajo razli¢ni interpretacijski
kriteriji, je ob uporabi epidemioloskih inter-
pretacijskih kriterijev vec izolatov oprede-
Jjenih kot odpornih.

* Med humanimi izolati so deleZi izolatov,
odpornih proti ciprofloksacinu in nali-
diksicni kislini vedji med izolati S. Enteri-
tidis (0-19 % in 5,5-71,9 %) kot S. Typhi-
murium (0-20,1% in 3,7-24,0%).

¢ Odpornost obeh prevladujocih serotipov
proti cefotaksimu je nizka tako med huma-
nimi izolati (0-4% pri S. Enteritidis in
0-6,3 % pri S. Typhimurium) kot med izo-
lati pri Zivalih in iz mesa (0-6 %).
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Za Slovenijo ne velja Cetrta ugotovitev, saj so
delezi izolatov, odpornih proti kinolonom,
vedji med izolati S. Typhimurium kot med izo-
lati S. Enteritidis. Od mnoZice podatkov, ki so
jih posredovali veterinarski laboratoriji, lah-
ko za primerjavo slovenskih humanih in
veterinarskih podatkov uporabimo le podat-
ke o obcutljivosti 11 izolatov S. Typhimurium,
izoliranih pri prasicih. V vseh drugih katego-
rijah, v katerih je Slovenija prispevala podatke,
so namre¢ podani deleZi za vse salmonele sku-
paj, kar pa ni smiselno, ¢e vemo, da visoka
odpornost izolatov S. Typhumurium povsem
popaci skupne podatke. Primerjave delezev
niso primerne tudi zaradi nizkega Stevila
testiranih veterinarskih izolatov. Kljub temu
lahko re¢emo, da je rezisten¢ni profil huma-
nih izolatov in izolatov pri prasicih z izjemo
odpornosti proti ciprofloksacinu podoben.
Ker se nabor zbranih podatkov v sloven-
ski laboratorijski mreZi z leti ni spreminjal in
v drzavi ni interesa, da bi vzpostavili pravi LBS
(zbiranje celovitih podatkov, tipizacija vseh
izolatov, javljanje suma na epidemijo glede na
rezultate analiz laboratorijskih podatkov in
drugo) za dolocene povzrocitelje, med njimi
salmonele, pomembnih novih spoznanj iz
podatkov ni mogoce razbrati. Najpomemb-
nejda je ugotovitev, da se kljub drasticnemu
spreminjanju Stevila izolatov razmerja med
delezi prevladujocih serotipov in deleZi odpor-
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nih izolatov ne spreminjajo z enako dinamiko.
Iz tega bi lahko sklepali, da so sevi povzro-
¢itelji pri nas endemski, da pa je njihovo Sir-
jenje vse bolj obvladano. Skoraj desetletno
prisotnost prevladujocih tipov S. Enteriti-
dis, dolocenih z gelsko pulzno elektroforezo
(angl. pulse-field gel electrophoresis, PFGE), je
pokazala slovenska raziskava, ki smo jo izved-
li na humanih in Zivalskih izolatih in so bili
podatki, ki smo jih v raziskavi pridobili, doslej
le delno objavljeni (15). Da Sirjenje salmonel
v Sloveniji bolje obvladujemo, podpira tudi
podatek, da se Stevilo prijavljenih epidemij
s tem povzrociteljem nenehno zmanjsuje in
v letu 2010 nismo zabelezili nobene prijave
(neobjavljeni podatki).

ZAKLJUCEK

Kljub upadanju stevila bolnikov s salmone-
lozo le-ta ostaja ena najpogostejsih creve-
snih okuzb, ne le v Sloveniji, temvec povsod
v Evropi. Trenda pojavljanja prevladujocih
dveh serotipov sta podobna trendom v Evro-
pi. Podatki o odpornosti izolatov kazejo, da
najvedji del odpornosti prispevajo veckratno
odporni sevi S. Typhimurium, zato bi bilo
smiselno raziskati pota Sirjenja doloc¢enih
sevov. Da bi izboljsali koristnost zbranih
podatkov, bi v Sloveniji morali izboljati LBS.
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Ingrid Berce', Igor Gruntar?
Kampilobakterioza - pojavnost in nadzor
pri ljudeh in perutnini v Sloveniji

Campylobacteriosis — Occurrence and Monitoring of Humans
and Poultry in Slovenia

IZVLECEK

KLIUCNE BESEDE: kampilobakterioza, Campylobacter spp., Campylobacter jejuni, monitoring, spremlianje, profimikrobna odpornost,
Slovenija

Kampilobakterioza je vodilna bakterijska zoonoza v Evropi in drugje po svetu. Odpornost kam-
pilobaktrov proti Stevilnim antibiotikom, $e posebej proti kinolonom, kakor tudi pomanjka-
nje ucinkovitih metod za kontrolo $irjenja takih sevov predstavlja velik javnozdravstveni problem
in groZnjo za ¢lovestvo. Namen naSega prispevka je predstaviti mikrobioloske in epidemio-
loske podatke o pojavljanju Campylobacter spp. pri ljudeh v Sloveniji in Evropski skupnosti
v letih od 2007 do 2011 in primerjati podatke o protimikrobni odpornosti humanih in perut-
ninskih izolatov C. jejuni v Sloveniji v istem obdobju. V preiskovanem obdobju smo v Sloveniji
osamili 4.998 humanih in 1.950 perutninskih izolatov Campylobacter spp. Pri ljudeh in perut-
nini je prevladoval C. jejuni, ki je bil najpogosteje osamljen pri otrocih, starih do 5 let (24,3 %).
V Sloveniji je bila incidenca kampilobakterioz v obdobju 2007-2010 vedno visja od evrop-
skega povpredja in je od leta 2008 stalno narascala; leta 2010 je dosegla 49,9/100.000 prebival-
cev. Odpornost humanih sevov C. jejuni je ostala ves omenjeni Cas zelo nizka proti gentamicinu
(0,2-1 %), nizka proti eritromicinu (0,4-2,5 %), srednja proti tetraciklinu (7,8-19,1 %) oz. viso-
ka le leta 2009 (21,5 %). Prevalenca proti ciprofloksacinu odpornih humanih sevov je osta-
la vse obdobje zelo visoka in stabilna (58,2-67,2 %). Brojlerji so bili kolonizirani s kampilobaktri
v 73-88 %, trupi v 81-93 %, meso pa v 49-79 % vzorcev. Odpornost perutninskih izolatov C. je-
juni je bila naslednja: nizka proti eritromicinu in gentamicinu (0-2,6 %), zelo visoka proti tetra-
ciklinu (56-64,8%) oz. visoka le leta 2008 (32%) in vseskozi ekstremno visoka proti
ciprofloksacinu (72,2-92,1%). V Sloveniji izstopata visok deleZ s kampilobaktri kolonizirane
perutnine in zaskrbljujoca ekstremno visoka odpornost C. jejuni proti kinolonom pri ljudeh
in perutnini.

ABSTRACT

KEY WORDS: campylobacteriosis, Campylobacter spp., Campylobacter jejuni, monitoring, surveillance, anfimicrobial resistance, Slovenia

Campylobacteriosis is the leading bacterial zoonosis in Europe and worldwide. Antimicrobial
resistance of campylobacters to antibiotics, especially to quinolones and a lack of adequate
measures to control the spread of infections from contaminated food to humans represent
a huge public health problem and threat. The aim of our article is to (i) illustrate the microbio-
logy and epidemiology of campylobacters in humans in the European Union and in Slovenia in

1 Ingrid Berce, dr. vet. med., Zavod za zdravstveno varstvo Nova Gorica, Vipavska cesta 13, 5000 Nova Gorica;
ingrid.berce@zzv-go.si

2 Znan. sod. dr. Igor Gruntar, dr. vet. med., Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Gerbi¢eva ulica 60,
1000 Ljubljana
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the period from 2007 to 2011 and (ii) to compare antimicrobial drug resistance patterns of
Slovene human Campylobacter jejuni isolates in the same period with those isolated from broi-
lers, broiler carcasses and broiler meat in 2008, 2009 and 2010 obtained through the moni-
toring program. In the monitoring period, the total of 4,998 human and 1,950 broiler
Campylobacter spp. were isolated in Slovenia and characterized. Campylobacter jejuni was the
most frequently isolated species both in humans and broilers. The highest prevalence of Campy-
lobacter infection was in children younger than 5 (24.3%). The incidence of human campy-
lobacteriosis was all the time higher than the median European value. It has been increasing
since 2008 and ranged 49.9/100,000 inhabitants in 2010. The resistance of human C. jejuni
isolates in the period from 2007 to 2011 to gentamycin remained at very low levels (0.2-1%)
and at low levels to erythromycin (0.4-2.5%). The resistance level of C. jejuni to tetracycline
was moderate (7.8-19.1%) in 2007, 2008, 2010 and 2011 and high in 2009 (21.5%). The pre-
valence of ciprofloxacin resistant human C. jejuni remained very high and stable throughout
this period (58.2-67.2%). The colonisation rate of campylobacters in broilers, broiler carcas-
ses and broiler meat ranged from 73% to 88%, 81% to 93% and 49% to 79%, respectively. The
resistance rate of broiler C. jejuni was: low to erythromycin and gentamycin (0-2.6%), very
high to tetracycline (56-64.8%) and only exceptionally high in 2008 (32%), and extremely high
to ciprofloxacin (72.2-92.2%) from 2008 to 2011. The high level of colonised broilers and con-
taminated broiler meat with campylobacters and extremely high resistance to ciprofloxacin
in human and broiler C. jejuni isolates have become a major concern in Slovenia.

kontaminirano perutninsko meso. Prav uZiva-
nju termi¢no nezadostno obdelanega pis¢anc-
jega mesa in rokovanju z njim gre pripisati
20-30% primerov humanih kampilobakte-
rioz (5). Ocenjeno je, da je 50-80 % primerov
kampilobakterioz povezanih s perutnino
(brojlerji) kot rezervoarjem v celoti. Sevi iz
tega rezervoarja lahko ¢loveka doseZejo ne le
preko hrane, ampak tudi preko okolja ali s po-
srednim kontaktom (6). Povprecna stopnja
kontaminiranosti pis¢andjega mesa v klavni-
cah v Evropski uniji (EU) od leta 2006 do
leta 2010 je bila stabilna in visoka ter je zna-
$ala 30 %. Med ¢lanicami EU pa je prevalen-
ca zelo nihala, in sicer 3,1-90,0 % pozitivnih
vzorcev. Z najvisjo prevalenco kontaminacije
mesa brojlerjev (zelo visoko >50% in ekstrem-
no visoko >70 %) so se soocale Avstrija, Mad-
zarska, Irska, Luksemburg, Poljska, Slovenija

uvobD

Kampilobakteriozo kot akutni enteritis je Skir-
row pri cloveku prvic opisal kot »novo« bole-
zen $ele leta 1977 (1). Danes je to ena najbolj
pogostih bakterijskih zoonoz v razvitih drza-
vah po celem svetu, najpogosteje osamljeni
povzrocitelj akutnega gastroenteritisa pa je
Campylobacter jejuni (2, 3). Bolezen poteka
v obliki akutne driske, ve¢inoma sporadi¢no
in redkeje v izbruhih. Pojavlja se v razvitem
in nerazvitem svetu pri vseh starostnih skupi-
nah. V razvitem svetu je asimptomatsko klice-
nostvo kampilobaktrov zelo redko (0,0-1,3 %),
v tropskih in hiperendemskih nerazvitih de-
lih sveta pa pogosto, predvsem pri sicer zdra-
vih otrocih do 51let in znasa tudi do 29 % (2).
Kampilobaktri so prisotni povsod v naravi in
so del normalne ¢revesne mikrobiote Stevil-
nih Zivali. Njihov rezervoar so domace in divje

Zivali, predvsem ptice, Se zlasti industrijska
perutnina, nasli pa so jih tudi pri hi$nih ljub-
ljenckih, v nepasteriziranem mleku, v teko-
¢ih in povrsinskih vodah, v slani vodi, zemlji,
pesku, odpadkih in pri ljudeh (4). Kot fekalne
bakterije kampilobaktri torej pogosto konta-
minirajo okolje, glavni vir okuZbe pa je zaradi
specificne tehnologije klanja na klavni liniji

in Spanija 3).

V zadnjem desetletju je trend odporno-
sti Campylobacter spp. proti antibiotikom, ki
se uporabljajo za zdravljenje ljudi in Zivali,
strmo narascal. Kampilobakterioza je obole-
nje, ki zahteva zdravljenje z makrolidi ali s ki-
noloni le v redkih primerih teZjih potekov.
Zaskrbljujoce narascanje odpornosti, e pose-
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bej proti ciprofloksacinu, postaja velik javno-
zdravstveni problem v svetu, saj se odporni sevi
Sirijo v prehranski verigi. Ciprofloksacin je
Svetovna zdravstvena organizacija uvrstila
med kriticno pomembne antibiotike v huma-
ni medicini (7). Odpornost proti fluorokino-
lonom je v glavnem posledica uporabe le-teh
v proizvodnji Zivali za prehrano ljudi in je
zaCela nara$cati po zacetku uporabe v vete-
rinarski medicini (7-9). DrZave, ki so ukini-
le uporabo protimikrobnih zdravil kot t.1i.
spodbujevalcev rasti pri Zivalih in so dopustile
le zelo restriktivno uporabo fluorokinolonov
za zdravljenje Zivali, so se soocile s padanjem
odpornosti in z nizko ali zelo nizko prevalen-
co odpornosti proti kinolonom tako pri huma-
nih kot pri Zivalskih izolatih Campylobacter
spp. (8, 10, 11).

Z namenom pridobivanja ¢im bolj primer-
Jjivih podatkov o pojavnosti in protimikrobni
odpornosti bakterij, ki so podlaga za ukrepanje,
je EU izdala Evropsko direktivo 2003/99/EC
kot osnovni okvir, ki ¢lanicam EU predpisuje
sistem za monitoring in zbiranje relevantnih
ter ¢im bolj primerljivih podatkov o zoono-
zah, povzroditeljih zoonoz, njihovi protimi-
krobni odpornosti in izbruhih alimentarnih
toksikoinfekcij pri ¢loveku, Zivalih, v hrani in
krmilih. Na osnovi tega dokumenta ¢lanice
EU letno porocajo Evropski komisiji, Evrop-
ska agencija za varnost hrane (angl. European
food safety authority, EFSA) pa objavlja skup-
na letna porocila. Na humanem podrodju od
leta 2005 sodeluje $e Evropski center za pre-
precevanje in obvladovanje bolezni (angl. Eu-
ropean centre for disease prevention and con-
trol, ECDC) s programom Tessy za spremljanja
zoonotskih okuzb pri ¢loveku (3).

MATERIALI IN METODE

Nacionalni sistem spremljanja
okuib s Campylobacter spp.

in protimikrobne odpornosti
Campylobacter jejuni pri ljudeh
v Sloveniji med letoma 2007
in 2011

V prispevku prikazujemo podatke o pojavno-
sti kampilobakterioz v EU in v Sloveniji v ob-
dobju od leta 2007 do leta 2010, ki smo jih
povzeli po porocilih EFSA (3, 6, 12-14). Pri-
kazani so tudi mikrobioloski in epidemiolos-

ki podatki, pridobljeni iz nacionalnega pro-
grama (NP) spremljanja kampilobakterioz pri
ljudeh, ki poteka v Sloveniji na humanem
podrodju od leta 2007 in je nastal na pobudo
Laboratorija za klinicno mikrobiologijo Zavo-
da za zdravstveno varstvo Nova Gorica ter slo-
venskih Klini¢nih/medicinskih mikrobiologov.
V mreZi sodeluje vseh devet slovenskih kli-
ni¢nih mikrobiolosgkih laboratorijev, ki siste-
mati¢no izvajajo laboratorijsko diagnostiko
bakterijskih povzroditeljev ¢revesnih okuzb.
Uporabljeni so bili zbirni podatki o laborato-
rijsko potrjenih prvih primerih kampilobak-
terioz pri bolnikih v Sloveniji od leta 2007 do
2011, o vrsti povzrocitelja iz rodu Campylo-
bacter spp., starosti in spolu bolnikov, datu-
mu sprejema vzorca v laboratorij in rezultatih
testiranja odpornosti proti kliniéno pomemb-
nim antibiotikom: ciprofloksacinu, eritromi-
cinu, gentamicinu in tetraciklinu. Kampilo-
baktri so bili osamljeni iz iztrebkov bolnikov
neposredno na selektivnih in posredno preko
membranskih filtrov na neselektivnih gojis-
¢ih ter laboratorijsko potrjeni v skladu s stan-
dardnimi bakterioloskimi metodami (15).
Protimikrobna obcutljivost je bila testirana
z metodo difuzije v agarju z diski po priporo-
¢ilih Francoskega zdruZenja za mikrobiologi-
jo (fr. Société Frangaise de Microbiologie, SFM).
Podatki spremljanja so bili obdelani v progra-
mu Excel.

Nacionalni sistem spremljanja
kolonizacije in kontaminacije
s Campylobacter spp. ter
protimikrobne odpornosti
Campylobacter jejuni pri
pervinini v Sloveniji med
letoma 2008 in 2011

V prispevku prikazujemo tudi rezultate razi-
skave sevov Campylobacter spp. iz vzorcev
iztrebkov, koZe in mesa pitovnih piscancev
(brojlerjev) na klavni liniji, ki so bili izolirani
na Institutu za mikrobiologijo in parazitologi-
jo Veterinarske fakultete v Ljubljani v okviru
delovanja Nacionalnega veterinarskega insti-
tuta. Izolati so bili pridobljeni v okviru evropske
Temeljne tudije (TS) o raziirjenosti in proti-
mikrobni odpornosti bakterij Campylobacter
spp. in Salmonella spp. v jatah pitovnih piscan-
cevizleta 2008 ter v okviru Programa monito-
ringa (PM) zoonoz in njihovih povzrociteljev —
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spremljanje Campylobacter spp. pri brojlerjih
v letih 2009, 2010 in 2011, vse v sodelovanju
z Veterinarsko upravo Republike Slovenije.
Za osamitev kampilobaktrov so bile upo-
rabljene bakterioloske metode in standardi
ISO 10272-1:2006 in ISO/TS 10272-2:2006 ter
priporocila EURL (angl. European Union Refe-
rence Laboratory) za izolacijo bakterij iz bla-
ta. Obcutljivost sevov za protimikrobna zdra-
vila je bila opravljena z metodo mikrodilucije
in dolo¢anjem minimalne inhibitorne koncen-
tracije za antibiotike na EUCAMP Sensititre®
ploscah (TREK Diagnostics) v skladu z na-
vodili proizvajalca in po kriterijih EUCAST
(angl. European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing). Predstavljeni so rezul-
tati odpornosti proti ciprofloksacinu, eritro-
micinu, gentamicinu in tetraciklinu.

REZULTATI IN RAZPRAVA

Kampilobakterioza pri éloveku

v Sloveniji med letoma 2007
in 2011

V Sloveniji je bila incidenca kampilobakterioz
v obdobju 2007-2010 vedno visja od evropske-
ga povpredja in je od leta 2008 stalno naraséa-
la, leta 2010 je dosegla 49,9/100.000 prebival-
cev (tabela 1).

Po podatkih EFSA je bil v obdobju 2006-
2010 opazen statisti¢no znacilen in konstan-
ten trend naras¢anja humanih kampilobak-
terioz v EU, Se najbolj od leta 2008 dalje.
Izrazit porast so belezili na Cipru, v Estoniji,
Franciji, Luksemburgu, na Malti, Nizozem-
skem in Poljskem, medtem ko je bil statisti¢no
znacilen trend upadanja opazen v Belgiji (3,
12-14). Slovenija sodi med drZave z inciden-
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co nad evropskim povpre¢jem, vendar pod
70/100.000 prebivalcev, kamor se uvrscajo tu-
di Avstrija, Malta, Nizozemska, Spanija in Nor-
veska. Drzave z najvi$jo incidencno stopnjo/
100.000 prebivalcev v letu 2010 so bile Ceska
(200,58), Luksemburg (119,51) in ZdruZeno kra-
Jjestvo Velike Britanije in Severne Irske (113,37),
sledijo pa Svedska, Svica in Slovagka (>80), Nem-
¢ija, Finska, Danska in MadzZarska (>70) (3).
Obstaja verjetnost, da je incidenca kampilo-
bakterioz v EU mo¢no podcenjena in je dejan-
sko vi§ja, saj so nizozemski raziskovalci ocenili,
daje bil leta 2009 le 1/47 (95 % interval zau-
panja 14-117) primerov kampilobakterioz de-
jansko prijavljen (16). Iz tabele 1 je razvidno,
da je deleZ uvoZenih primerov v Sloveniji bis-
tveno niZji kot v EU, kar pa morda ne odra-
Za dejanskega stanja, saj v sistemu NP vecina
podatkov o potovanjih v tujino manjka.
Vletih od 2007 do 2011 smo v Sloveniji iz
iztrebkov bolnikov izolirali 4.998 bakterij iz
rodu Campylobacter spp. Med njimi je prevla-
doval C. jejuni (90 %), sledil je C. coli (5 %) in
v 5% so bili osamljeni t.i. ne-jejuni-ne-koli
kampilobaktri. V petih letih opazovanja ni bilo
opaziti znatnega spreminjanja Stevila labora-
torijsko potrjenih primerov humanih kampi-
lobakterioz. Vseskozi pa je bilo zaznati izrazito
sezonsko poveCano pojavljanje v toplejsih
mesecih leta od maja do konca septembra, kar
je znacilno za zmerni pas (3). Najvisja preva-
lenca kampilobakterioz je bila opazna v starost-
ni skupini od 0 do 4 let (24,3 %), sledila ji je
starostna skupina 25 do 44 let (17,7 %), v os-
talih starostnih skupinah pa smo belezili niz-
jo prevalenco kampilobakterioz (11,7-16,2 %).
Po nasih podatkih je v Sloveniji v obdob-
ju 2007-2011 zbolelo vsako leto ve¢ moskih
(56,2 %) kot Zensk (43,8 %). Vsi omenjeni po-

Tabela 1. Stevilo priiavijenih primeroy, incidenca ter deleZ uvoZenih primerov humanih kampilobakterioz v Sloveniii in v Fvropski unij
v obdobju 2007—-2010. N— Stevilo prijavijenih primeroy, incidenca — tevilo prijavfjenih primerov,/100.000 prebivalcey, SLO — Slovenija,

EU — Evropska unija, uvoz — deleZ uvoZenih.

Leto 2007 2008 2009 2010

N Incidenca N Incidenca N Incidenca N Incidenca
SLO 1.127 56,1 898 443 952 46,5 1.022 49,9
Uvoz (%) 0,6% 0% 0,5% 0,2%
] 200.507 45,2 190.566 40,7 198.252 45,6 212.064 48,6
Uvoz (%) 6,8% 7.5% 4% 6,3%
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datki so primerljivi s podatki v drugih drza-
vah EU (3). Kar 40,5% Campylobacter spp.
v Sloveniji je bilo osamljenih pri otrocih, mlaj-
§ih od 15 let, kar je sicer ugodneje kot na Por-
tugalskem (69,1 %), vendar pa se je v obdobju
2008-2011 skoraj 44 % otrok v tej starosti
okuzilo s sevi C. jejuni, odpornimi proti cipro-

floksacinu, kar je zaskrbljujoce, saj so otroci
skupina, ki ne prejema kinolonov (17).
Tabela 2 prikazuje $tevilo in deleZe odpor-
nih humanih izolatov C. jejuni, ki so odporni
proti ciprofloksacinu, eritromicinu, gentami-
cinu in tetraciklinu, na sliki 1 pa je grafi¢na
primerjava deleza taksnih sevov pri ljudeh in

Tabela 2. Stevilo in deleZ odpornih humanih sevov Campylobacter jejuni, osamijenih v Sloveniji v lefih 2007201 1. N—tevilo festiranih

sevov C. jejuni.

Antibiotik Stevilo in delez (%) odpornih humanih izolatov . jejuni
2007 2008 2009 2010 201
N=1.020 N=817 N =862 N=913 N =883
Giprofloksacin 647 (63,4) 526 (64,4) 502 (58,2) 572 (62,7) 593 (67,2)
Eritromicin 4(0,4) 13(1,6) 9(1,0) 23 (2,5) 9(1,0)
Gentamicin 10 (1,0) 2(0,2) 3(0,4) 80,9 2(0,2)
Tetraciklin 80 (7,8) 142(17,4) 178 (21,5 175(19,1) 160 (18,1)
100

90

e

70

0 ——
e

Delez (%)

50 /
40

30 >/

—— (iprofloksacin — humani
—=—Fritromicin — humani

—+— Gentamicin — humani
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0 — I & ———
-10 T T T T T
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leto

Tetraciklin — humani

Ciprofloksacin — perutnina

Eritromicin — perutnina

—a—  Gentamicin — perutnina

—%¢— Tetraciklin — perutnina

Slika 1. Delez odpornih izolatov C. jejuni pri fudeh in perutnini proti ciprofloksacinu, eritromicinu, gentamicinu in fetraciklinu v Sloveniji

v letih 2007-2011 oz. 2008-2011.
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pri perutnini v Sloveniji, ki so bili testirani
v okviru TS in PM.

Iz tabele 2 je razvidno, da je bilo v Slove-
niji v obdobju 2007-2011 najve¢ humanih izo-
latov C. jejuni odpornih proti ciprofloksacinu.
Odpornost proti ciprofloksacinu je v opazo-
vanem obdobju narasla v primerjavi s prete-
klim obdobjem (2004 - 48-odstotna odpor-
nost na Goriskem in 2006 - 56,2-odstotna
odpornost v Ljubljanski regiji) (18, 19). Po kri-
terijih EFSA je bila odpornost proti ciproflok-
sacinu vse obdobje zelo visoka, vi§ja od EU
povpredja in se ni bistveno spreminjala. Naj-
vi§jo odpornost proti ciprofloksacinu so zabe-
lezili leta 2010 na Malti (72,4 %). Odpornost,
primerljivo s Slovenijo, sta imeli Italija in Litva,
druge EU clanice pa so leta 2010 beleZile niz-
jo odpornost od Slovenije (od 42,5 % Zdruze-
no kraljestvo Velike Britanije in Severne Irske
do 53,9 % Avstrija) (3). Zelo nizko odpornost
proti kinolonom imajo v svetu tam, kjer so uki-
nili in prepovedali uporabo fluorokinolonov
v Zivinoreji, tj. v skandinavskih drZavah in
Avstraliji, najvisjo (80-90 %) pa na Tajskem,
Portugalskem in v Spaniji, kar je ve¢inoma
posledica uporabe teh antibiotikov v reji Ziva-
li za prehrano ljudi (7, 8, 10, 17).

Ciprofloksacin je drugo zdravilo izbora za
zdravljenje humane kampilobakterioze pri
odraslih. Ker je kampilobakterioza najpogostej-
$a bakterijska zoonoza v Sloveniji in odpornost
slovenskih izolatov C. jejuni proti ciprofloksa-
cinu presega 60 %, je ciprofloksacin verjetno
Ze neprimeren za empiri¢no terapijo bakterij-
skih drisk. Driske, ki zahtevajo zdravljenje, je
zato potrebno etiolosko opredeliti in zdraviti
po antibiogramu.
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Tetraciklin in gentamicin se lahko uporab-
ljata za sistemsko zdravljenje kampilobakte-
rioz, odpornih proti makrolidom ali fluoro-
kinolonom (7, 8, 10). Odpornost pri humanih
izolatih C. jejuni proti tetraciklinu je bila
srednje stopnje (<20 %) v letih 2007, 2008 in
2010 oz. visoka leta 2009 (21,5 %) po kriteri-
jih EFSA. Izkazana odpornost humanih izo-
latov proti tetraciklinu in zelo visoka prevalen-
ca proti tetraciklinu odpornih sevov C. jejuni
pri perutnini, ki je verjetno posledica Siroke
uporabe teh zdravil v veterinarski medicini,
omejujeta moznost uporabe tetraciklinov
v humani medicini (slika 1, tabela 4). Nasprot-
no pa ostaja visoko ohranjena obcutljivost
humanih in perutninskih izolatov C. jejuni za
gentamicin.

Eritromicin je zdravilo izbora za zdravljenje
humane kampilobakterioze (4). Odpornost
proti eritromicinu je z izjemo Malte (10,2 %)
in ZdruZenega kraljestva Velike Britanije in
Severne Irske (5,4 %) nizka povsod v EU (pov-
precno 1,7 % leta 2010), trend pa stabilen.
Enako je v Sloveniji, saj deleZ odpornih izo-
latov C. jejuni ne presega 2,5 %. Glede na niz-
ko stopnjo odpornosti izolatov C. jejuni tudi
pri perutnini v Sloveniji ostaja eritromicin Se
vedno ucinkovito zdravilo za zdravljenje
humane kampilobakterioze.

Kampilobaktri pri pervinini
v Sloveniji med letoma 2008
in 2011

C. jejuni je bil tudi pri perutnini v Sloveniji
vsa leta najpogosteje osamljena vrsta med
1.950 izolati kampilobaktrov (tabela 3).

Tabela 3. Stevilo vzorcev in deleZ s kampilobakti kolonizirane perutnine in s kampilobaktri kontaminiranih piscancjih trupov in mesa
ter deleZ vzorcev po vrstah Campylobacter spp. v Sloveniji v obdobju 2008—2011. N — Stevilo vzorcev, poz. — pozitivni vzordi, (J —
Campylobacter jejuni, CC — Campylobacter coli, CL — Campylobacter lari, nt — ni testirano.

feces iz slepega Erevesa

trupi — koza meso

Leto N %poz. %0 %CC %L N %poz

%0 % %L N %poz. %0 %CC %CL

2008 420 77 49 3 07 420 81
2009 157 73 54 30 06 149 84
2010 100 8 59 3 10 99 93
21 100 77 59 24 10 100 92

53 36 0 nt nt nt nt nt
59 33 0 1001 6 A 29 0
65 39 2 100 79 49 3 0
76 26 0 2040 49 37 13 05

*meso 2011: perutninsko meso in perutninski pripravki
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Tabela 4. Delez odpornih izolatov Campylobacter jejuni, osamlienih pri perutnini, v Sloveniji v letih 2008—2011.

Izolati so bili osamijen iz fecesa brojlerjev, koZe pistandiih trupov med klavnim procesom in pistanciega mesa pred hlajenjem.

N — Stevilo estiranih sevov.

Antibiotik Stevilo in delez (%) odpornih sevov C. jejuni pri perutnini (N = 347)
2008 2009 2010 201
N=97 N=74 N=100 N=76
Ciprofloksacin 70 (72,2) 63 (85,1) 78 (78,0) 70 (92,1)
Eritromicin 00,0 00,0 00,0 2(2,6)
Gentamicin 22,1 00,0 00,0 2(2,6)
Tetraciklin 31(32,0) 48 (64,8) 56 (56,0) 43 (56,6)

Po podatkih iz tabele 3 se Slovenija uvrsca
med evropske drZave z ekstremno visokim
delezem s kampilobaktri koloniziranih broj-
lerjev, leta 2010 so odkrili celo 88 % pozitiv-
nih fecesov in 93 % kontaminiranih trupov
zaklanih Zivali. Tako visoki deleZi so bili ugo-
tovljeni §e v Spaniji, na Ceskem, v Franciji in
na MadZarskem. Z nizko prevalenco se lahko
pohvalijo le Estonija in skandinavske drzave (3).
Znano je, da incidenca kolonizacije s Campy-
lobacter spp. pri brojlerjih in incidenca kam-
pilobakterioz pri ljudeh kaZeta skladno sezon-
sko pojavljanje in sta povezani s pomladnim
dvigom temperature ozra¢ja v zmernem pasu.
Ker so ptice v tem ¢asu bolj kontaminirane
s kampilobaktri, se brojlerji pri klanju lahko
mocno kontaminirajo, kar poleg navzkrizne
kontaminacije pri pripravi hrane prispeva
k sezonskemu dvigu incidence humane kam-
pilobakterioze. Bolj kot prevalenca kontami-
niranih brojlerjev je pomembna koncentra-
cija kampilobaktrov na mesu in na konénem
preslabo termic¢no pripravljenem Zivilu (20, 21).
Na Danskem so leta 2002 med 712 preiska-
nimi nasli kar 42 % pi$cancev, pozitivnih na
kampilobakter, med katerimi so nekateri vse-
bovali >4000 CFU/g (angl. colony-forming
units) bakterij (4). Ker je infektivni odmerek
za Cloveka 500-1000 CFU Campylobacter spp.,
je podatek, da je perutnina glavni vir okuz-
be za ¢loveka, toliko bolj prepricljiv (2, 5).

Poleg kontaminiranega pis¢andjega mesa
verjetno obstajajo Se drugi pomembni viri
okuzb s Campylobacter spp. Na Norveskem je
bil tako glavni dejavnik tveganja nerazkuZena
pitna voda, drugi ugotovljen mozni dejavnik
pa nizka stopnja imunosti v okuZeni popula-
ciji kot posledica manjse izpostavljenosti

splosne populacije kampilobaktrom zaradi
nizke prevalence na kampilobakter pozitiv-
nih brojlerjev. Posledica je populacija, ki je ob
stiku s kampilobaktri mo¢no obcutljiva za
okuzbo. Tudi drugi dejavniki iz okolja (po-
daljSanje dneva spomladi reaktivira latentne
oblike celic Campylobacter spp., gostota hi$nih
mubh, ki so znani prenasalci patogenov, sezon-
ske oscilacije imunskega odziva pri ljudeh, ki
se zmanj$a pod vplivom vecje izpostavljenosti
ultravijoli¢ni svetlobi) vplivajo na sezonske
pojave povecane prevalence kampilobakterioz
in s kampilobaktri kontaminirane perutnine
(20, 21).

Kot je razvidno iz tabele 4 in slike 1, sta
bili v Sloveniji pri perutninskih izolatih C. je-
juni ugotovljeni ekstremno visoka odpornost
proti ciprofloksacinu (2011 celo 92,1 %), kar
je skoraj dvakratno povpredje EU v letu 2010,
in zelo visoka odpornost proti tetraciklinu.

Odpornost proti tema dvema antibiotiko-
ma pri perutnini je sicer najpogostejsa tudi
v drugih drzavah EU, vendar imata visjo
odpornost proti ciprofloksacinu le $e Spani-
ja in MadZarska, proti tetraciklinu pa le Spa-
nija in Francija. NajniZjo odpornost proti
ciprofloksacinu pri brojlerjih beleZijo na Dan-
skem, Finskem in Norveskem (6). S slike 1 sta
razvidna opazen trend nara$Canja odporno-
sti proti ciprofloksacinu pri perutninskih
izolatih C. jejuni v zadnjih dveh letih kakor
tudi vseskozi nizka odpornost proti eritromi-
cinu in gentamicinu.

ZAKLJUCEK

Slovenija se sooca z visoko stopnjo kolonizaci-
je brojlerjev in kontaminacije klavnih trupov
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s termotolerantnimi kampilobaktri. Ekstrem-
no visoka odpornost bakterije C. jejuni proti
ciprofloksacinu pri perutninskih in zelo viso-
ka pri humanih izolatih ter zelo visoka odpor-
nost proti tetraciklinu pri perutnini je realnost,
ki je v Sloveniji dosegla zaskrbljujoce razsez-
nosti. Sposobnost bakterij Campylobacter spp.
za pridobivanje odpornosti proti kinolonom
je znana in dokumentirana, zato je v Slove-
niji potrebno nadaljevati kontinuirano sprem-
ljanje kampilobakterioz in prospektivno
izvajati monitoring kolonizacije in kontami-
nacije pri perutnini, ki je podlaga za nadalj-
nje ukrepanje. Dodatno je potrebno raziskati
razloge za tako visok deleZ odpornih sevov,
predvsem pa preuciti preudarnost in (ne)pri-
mernost uporabe antibiotikov v proizvodnji
perutnine, da bi ohranili u¢inkovitost antibio-
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Verotoksigena Escherichia coli v Evropi
in Sloveniji - kaj vemo in kako
pristopiti k problemu?

Verotoxigenic Escherichia coli in Europe and Slovenia -
What Do We Know and How to Approach the Problem?

IZVLECEK

KLIUCNE BESEDE: verotoksigena Escherichia col, lastnosfi, Evropa, Slovenia, epidemiologiia

Za verotoksigene Escherichije coli (VTEC) je znacilno, da izdelujejo verocitotoksine, pri okuzbi
pa lahko pride do zelo nevarnih zapletov, hemoliti¢no uremi¢nega sindroma in tromboti¢ne
trombocitopeni¢ne purpure. V prispevku predstavljamo podatke o prijavljenih primerih okuzb
z VTEC, starosti in spolu bolnikov, ¢asu bolezni, zapletih pri okuzbah ter seroloskih skupinah
in genotipih VTEC, ki sta jih zbrala Evropski center za preprecevanje in obvladovanje bolezni
in Evropska agencija za varnost hrane. Ustrezajo¢i podatki za Slovenijo pa se nanasajo na 112 se-
vov VTEC, osamljenih med letoma 1993 in 2011 iz vzorcev iztrebkov bolnikov z drisko v raz-
li¢nih slovenskih regijah. Zaradi okuzbe z VTEC je tako v Evropi kot tudi v Sloveniji najvec
Jjudi zbolelo v poletnih in jesenskih mesecih. Vec¢ kot polovica bolnikov je bila mlajsih od pet
let. Najvec¢ evropskih in slovenskih izolatov VTEC je pripadalo seroloskima skupinama 0157
in 026, slovenski izolati pa so pripadali $e seroloskim skupinam 0103, 0111, 0145, 0113, 0126,
0128, 0148, 0146, 0177, 084, 017, 091, 055, 0153 in O6. Pri vseh sevih, povezanih s hemo-
liticnim uremi¢nim sindromom in tromboti¢no trombocitopeni¢no purpuro, smo dolo¢ili gen
za vtx2. Bolniki, pri katerih je prislo do omenjenih zapletov, so bili predvsem majhni otroci
in starejSe osebe. Odkrivanje VTEC mora temeljiti na ugotavljanju sposobnosti izdelovanja
verotoksinov oz. genov za verotoksine, izolate pa je treba nadalje tipizirati.

ABSTRACT

KEY WORDS: verotoxigenic Escherichia coli, characteristics, Europe, Slovenia, epidemiology

Verotoxin-producing Esherichia coli (VTEC) strains are characterised by their ability to pro-
duce verocytotoxins. The infection may result in a life-threatening condition such as hae-
molytic uremic syndrome and thrombotic thrombocytopenic purpura. The data collected by
the European Centre for Disease Prevention and Control and the European Food Safety Aut-
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hority on reported VTEC cases, age and gender of patients, onset of illness and complica-
tions, serological groups and genotypes of VTEC strains, are presented in this paper. The data
collected for Slovenia are based on 112 VTEC strains, isolated between the years 1993 and
2011 from stool samples of patients with diarrhoea in different Slovenian regions. In Euro-
pe and in Slovenia, most people were ill in the summer and autumn months. More than half
of the patients were younger than five. The most frequent serogroups were 0157 and 026.
Slovenian VTEC isolates also belonged to serogroups 0103, 0111, 0145, 0113, 0126, 0128,
0148, 0146, 0177, 084, 017, 091, 055, 0153 and O6. All strains associated with haemolytic
uremic syndrome and thrombotic thrombocytopenic purpura possessed the vix2 gene. The
patients were mostly young children and older people. The detection of VTEC must be based
on the determination of verotoxin production or the presence of genes encoding verotoxins.

Further characterisation of VTEC isolates should be performed.

uvobD

Bakterije vrste Escherichia coli so del normal-
ne ¢revesne mikroflore ljudi in Zivali, vendar
pa so mnogi sevi pridobili med procesom evo-
lucije razli¢ne dejavnike virulence in tako pov-
zroCajo ¢revesne in zunajérevesne okuZbe.
Crevesne okuZbe povzro&ajo verotoksigene
(VTEC/STEC), enteropatogene (EPEC), ente-
rotoksigene (ETEC), enteroinvazivne (EIEC),
enteroagregativne (EAEC) in difuzno adhe-
rentne E. coli (DAEC). Med seboj se razliku-
jejo glede na mehanizem virulence. Tako so
nekateri dejavniki virulence specifi¢ni za
posamezno skupino, nekateri pa so skupni ve¢
skupinam. Poglavitna znacilnost VTEC je
izdelovanje verocitotoksinov, ki jih imenujemo
tudi toksini Siga. Verotoksine delimo v dve
skupini, bakterije pa izdelujejo eno ali pa obe
skupini toksinov. Znotraj obeh skupin toksi-
nov razlikujemo razli¢ne podtipe in varian-
te. Nekatere VTEC imajo tudi otok patogeno-
sti LEE (angl. locus for enterocyte effacement),
ki je znacilen tudi za EPEC (1, 2).

Klini¢ni znaki bolezni zaradi okuZbe
z VTEC so zelo razli¢ni, driska je lahko tudi
krvava, lahko pa pride do zapletov, kot sta
tromboti¢na trombocitopeni¢na purpura (TTP)
in hemoliti¢ni uremic¢ni sindrom (HUS) (2).
Z omenjenima zapletoma so pogosteje pove-
zani sevi, ki izdelujejo verotoksine 2 (3).
Najpogostejsa seroloska skupina, ki je povzrodi-
la posamezne primere okuzb kot tudi izbruhe,
je VTEC O157. Vendar pa izbruhe povzroca-
jo tudi VTEC drugih seroloskih skupin in tudi

druge skupine patogenih E. coli. Tako so apri-
la 2012 v Italiji zabelezili izbruh z EIEC. Vir
je bila kuhana zelenjava, kontaminirana ver-
jetno po pripravi, zaradi neprimernega rav-
nanja z zivili in shranjevanja (4). Iz Danske
so v juniju 2011 porocali o izbruhu, ki ga je
povzrocila ETEC med vedjim Stevilom zapo-
slenih v razli¢nih organizacijah, ki so se pre-
hranjevali visti menzi (5). Sev E. coli 0104:H4,
ki je povzrocil izbruh krvave driske in HUS
lani v Nemciji, pa je imel celo kombinacijo
lastnosti, ki so po eni strani znacilne za vero-
toksigene (izdelovanje verotoksina 2), po dru-
gi pa za enteroagregativne E. coli (prisotnost
genov aggR, aatA, aap, aggA, agsC). Slo je za
zelo virulenten sev, zbolelo je okrog 4.000 ljudi,
okrog 50 jih je umrlo. Do zapleta HUS je pris-
lo pri ve¢ kot 800 obolelih, to je pri okrog 20 %
bolnikov (6). Gre za zelo visok delez, saj pride
sicer pri okuzbah z VTEC 0157 do zapleta
HUS pri do 10 % okuzZenih (7). Stopnja umr-
ljivosti pri bolnikih s HUS, okuZenih s sevom
E. coli 0104:H4, je bila nad 4 %, pri ostalih oku-
Zenih pa 0,6 %. Vir okuzbe so bili kalcki (6).
Sicer pa so najpomembne;jsi vir VTEC prez-
vekovalci, zlasti govedo. Najpomembnejsa
nacina prenosa sta uZivanje okuZenega, zla-
sti nezadostno toplotno obdelanega mesa in
prenos med osebami (8). Kuzni odmerek je
zelo nizek, ocenjujejo, da pod 50 celic VTEC
0157:H7, do nekaj sto bakterij (1).
Bakterije E. coli, ki povzrocajo Crevesne
okuzbe so pomembne povzrociteljice drisk,
najresnej$o obliko bolezni pa lahko povzroca-
jo verotoksigene E. coli. V prispevku zato pred-
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stavljamo dolo¢ene podatke o prijavah, sta-
rosti in spolu bolnikov, ¢asu bolezni, serolos-
kih skupinah in genotipih VTEC v Evropi in
Sloveniji. Nakazujemo smernice za ¢im hitrej-
$e in ucinkovitej$e odkrivanje teh bakterij.

MATERIALI

V prispevku so predstavljeni epidemioloski in
mikrobioloski podatki za 112 sevov VTEC, ki
smo jih zbrali na Institutu za varovanje zdrav-
ja Republike Slovenije (IVZ). Osamljeni so bili
iz vzorcev iztrebkov 111 bolnikov z drisko med
letoma 1993 in 2011 na IVZ, InStitutu za
mikrobiologijo in imunologijo Medicinske
fakultete v Ljubljani in sedmih regionalnih
Zavodih za zdravstveno varstvo (ZZV) (Nova
Gorica, Kranj, Celje, Koper, Maribor, Murska
Sobota in Novo mesto). Podatki o okuzbah
z VTEC v Evropi so povzeti iz porocil Evrop-
skega centra za preprecevanje in obvladova-
nje bolezni (angl. European centre for disease
prevention and control, ECDC) in Evropske
agencije za varnost hrane (angl. European food
safety authority, EFSA).

PRIJAVLJENI PRIMERI OKUZB
Z VEROTOKSIGENIMI E. COLI

Po podatkih ECDC se je $tevilo prijavljenih
primerov okuzb z VTEC v drZavah, ki so poro-
Cale podatke, z leti spreminjalo. Te spremem-
be so bile v veliki meri odvisne od uporablje-
nega sistema spremljanja in metodologije
odkrivanja VTEC. Nekatere drzave so v do-
locenih letih porocale vse okuzbe z E. coli,
vklju¢no z VTEC, nekatere pa zgolj okuZzbe
z VTEC 0157. V drZavah, kjer je spremljanje
temeljilo na dolo¢anju verotoksinov ali genov
za verotoksine, so bile druge seroloske skupi-
ne lahko celo pogostejse povzrociteljice okuzb
kot 0157 (9, 10). Leta 1995 je bila incidenca
okuzb z VTEC 1,4 na 100.000 prebivalcev in
se je do leta 2002 vec kot podvojila (3,2 na
100.000 prebivalcev), leta 2005 pa je bila spet

niZja in sicer 1,17 (9). Od leta 2007 se §tevilo
prijavljenih potrjenih primerov povecuje (ta-
bela 1) (7, 8). V letu 2009 so drzave, ki so
posredovale podatke v ECDC (poleg drzav
Evropske unije (EU) sta upo$tevani tudi Nor-
veska in Islandija), porocale o 3.689 potrje-
nih primerih okuzb z VTEC, kar predstavlja
skupno 15 % porast v teh drzavah v primer-
javi z letom 2008 (8).

Vletu 2010, ko so drZave ¢lanice EU poro-
c¢ale 0 4.000 potrjenih primerih VTEC, se je Ste-
vilo prijav v teh drZavah glede na leto 2009 po-
vecalo za 12 %, in sicer so najvedji porast
zabeleZili v Nemdiji in na Nizozemskem (7).
Tudi v Sloveniji se je metodologija spremlja-
nja in odkrivanja VTEC z leti spreminjala.
V zadnyjih letih temelji na dolo¢anju genov za
verotoksine oz. sposobnosti izdelovanja vero-
toksinov. Z vecanjem $tevila na ta nacin pre-
iskanih vzorcev se veca tudi §tevilo potrjenih
primerov okuzb z VTEC. Tako smo leta 2010
potrdili in prijavili 20 primerov okuzb iz cele
Slovenije, incidenca na 100.000 prebivalcev
je bila 0,98 in je bila visja od povprecéne inci-
dence v drzavah EU za to leto (7). V letu 2011
je bila incidenca $e vi§ja, in sicer 1,22, saj smo
potrdili 25 primerov okuzb z VTEC.

Starost in spol bolnikov

Najvec¢ bolnikov, ki so zboleli zaradi okuzb
s sevi, ki smo jih zbrali v laboratoriju IVZ od
leta 1993 do 2011, je bilo mlajsih od pet let.
Slabih 15 % bolnikov je bilo mlaj$ih od ene-
ga leta, skoraj 40 % pa je bilo starih od enega
do pet let. Stevilo obolelih je bilo dokaj viso-
ko tudi pri drugih starostnih skupinah, in sicer
zlasti med 25. in 44. letom in 45. in 64. letom
(slika 1).

V drZavah, ki so posredovale podatke na
ECDC, je bilo v letih med 2005 in 2010 naj-
vec¢ bolnikov, okuzenih z VTEC, starih do $ti-
ri leta. Veliko bolnikov je bilo tudi v starostni
skupini med 5. in 14. letom, pri drugih starost-
nih skupinah je bila pogostost okuzb manjsa

Tabela 1. Stevilo potrienih primerov verotoksigenih E. coli na 100.000 prebivalcev v drZavah, ki so porocale podatke na Evropski center

za preprecevanje in obviadovanje bolezni (7, 8).

Leto 2006

2007 2008 2009 2010

Stevilo potrienih primerov,/100.000 prebivalcev 0,76

0,67 076 0,86 0,83°

* Upostevane so zgolj drzave clanice Evropske unije.
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Slika 1. Stevilo okuzenih bolnikov po starostnih skupinah v Sloveniji od leta 1993 do 2011.
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Slika 2. Stevilo bolnikoy, okuzenih z verotoksigenimi . coli, po mesecif v Sloveniji od lefa 1993 do 2071.
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(7-13). Naj omenimo le, da je bilo v letu 2009
med najmlaj$imi okuZenimi bolniki nekoliko
ve¢ deckov kot deklic (8).

Sezonska porazdelitev
primerov

Bolniki, ki so v Sloveniji zboleli zaradi doka-
zanih okuzb s sevi VTEC, so obolevali skozi
vse leto. Najmanj ljudi je zbolelo v zimskih
mesecih. Do povecanega Stevila okuzb je pri-
hajalo v poletnih in jesenskih mesecih, naj-
ve¢ pa julija, avgusta in septembra (slika 2).
Podobno situacijo so ugotovili tudi v drugih
drzavah. Leta 2007 je bilo najvec prijav juli-
ja, leta 2006 in 2010 avgusta, v letih 2005,
2008 in 2009 pa septembra (3, 7-13).

Seroloske skupine sevov
verotoksigenih E. coli

Najvec slovenskih verotoksigenih sevov je pri-
padalo seroloski skupini 0157 (dobrih 38 %).
Ta skupina je bila najpogostejsa do leta 2004,
kar je verjetno posledica bolj nacrtnega iskanja
in dokazovanja verotoksinov pri tej seroloski
skupini v tem obdobju. Nato smo do leta 2011
to serolosko skupino ugotovili le pri posamez-
nih izolatih VTEC (14). V letu 2011 je sledil
ponoven porast, saj je ta skupina povzrocila
okuzbo pri sedmih od 25 bolnikov, okuzZenih
v tem letu. Druga najpogostej$a seroloska
skupina je bila 026 z dobrimi 22 %, na tret-
jem in Cetrtem mestu pa sta bili seroloski sku-
pini 0103 in O111. Slovenski sevi VTEC so pri-
padali $e 0145, 0113, 091, 0128, 0177, 084,
0146, 017, 0126, 0148, 055, 0153 in O6 se-
roloskim skupinam. Dobrim 12 % sevov nismo
mogli dolociti seroloske skupine z antiseru-
mi, ki smo jih imeli na voljo v nasih laborato-
rijih. Noben sev, osamljen do konca leta 2011,
ni pripadal seroloski skupini 0104, ki je lani
povzrocila izbruh v Nemdiji. Predvsem v zad-
njih letih opaZzamo vedjo zastopanost razli¢nih
serologkih skupin, kar je verjetno posledica
vedjega Stevila preiskanih vzorcev z doloca-
njem genov za verotoksine v verizni reakciji
s polimerazo (angl. polymerase chain reaction,
PCR).

Po podatkih ECDC je bilo v letih 2007-2009
dobra polovica prijavljenih potrjenih pri-
merov okuzb z VTEC povezanih s serolosko
skupino 0157. Tudi v letu 2010 je prevladovala

ta seroloska skupina, vendar se je deleZ v pri-
merjavi z letom 2009 zmanjsal za 18,8 % (7).
Zelo visok delez, kar okrog 30 %, so vletih od
2007 do 2010, predstavljale VTEC, ki jim sero-
loska skupina O ni bila dolo¢ena in so se tako
uvrstile na drugo mesto med vsemi VTEC. Na
tretje in Cetrto oziroma na drugo in tretje
mesto med dolo¢enimi seroloskimi skupina-
mi O, sta se uvrstili skupini 026 in 0103. Pogo-
ste seroloske skupine so bile Se: 091, 0145,
0111, 0128, 0113, 0146, 0117 (7, 10, 13).

Zapleti pri okuzbi
z verotoksigenimi E. coli

Pri okuzbi z VTEC lahko pride do zapletov,
kot sta TTP in HUS. Po podatkih, ki smo jih
uspeli zbrati za slovenske izolate VTEC, je
omenjena zapleta povzrocilo 14 od 112 sevov
(13 %), od tega kar pet v letu 2011, kar pred-
stavlja 20% sevov VTEC, osamljenih v tem letu.
Do omenjenih zapletov je prislo pri majhnih
otrocih, starih do §tiri leta, ali pa starejsih ose-
bah. Seroloske skupine teh sevov so bile
0157, 026, 0177, 017, 0145, 0126 in 0153.
Pri vseh sevih, kjer je prislo do HUS-a in/ali
TTP, smo dokazali prisotnost gena za verotok-
sin 2 (vtx2), zanimivo pa je, da se v zadnjih
letih pojavlja vedno vec¢ sevov brez gena za
intimin (eae).

Po podatkih ECDC se je Stevilo prijavlje-
nih primerov HUS v letu 2009, ko so zabele-
7ili 242 prijav, v primerjavi z letom 2008,
povecalo za 66 %. Vzrok za povecano §tevilo
prijav okuzb z VTEC in tudi primerov HUS
pa sta bila izbruha v Angliji in na Nizozem-
skem (8). Vletu 2010 je prislo do zapleta HUS
v 222 potrjenih primerih okuZb z VTEC, to
je v5,5% (7). Leto 2011 je zaznamoval izbruh
v Nemdiji z izjemno velikim Stevilom bolnikov,
pri katerih je prislo do omenjenega zapleta,
in sicer pri okrog 20 % okuZenih (6). V letih
2007, 2008 in 2010 je bila najpogostejsa sero-
loska skupina 0157, v letih 2008 in 2010 se
je na drugo mesto uvrstila O26. Vzrok za tako
visok deleZ prijavljenih primerov okuzb
z VTEC kot tudi zapletov HUS s serolosko sku-
pino 0157 je tudi v tem, da je v nekaterih drza-
vah spremljanje osredotoceno predvsem na
to serolosko skupino. V letih od 2007 do 2010
so najve¢ primerov HUS ugotovili pri otro-
cih do cetrtega leta, veliko primerov pa tudi
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v starostni skupini med 5 in 14 let (7, 8, 10).
Med lanskim izbruhom v Nemdiji pa se je po-
kazalo, da lahko s hudo klini¢no sliko zbolijo
tudi odrasli ljudje, ki so bili glede starosti do
sedaj manj izpostavljeni, saj je bila povprec-
na starost bolnikov z zapletom HUS 421et (6).

Dejavniki virulence sevov
verotoksigenih E. coli

Dolocanje genov, povezanih z virulenco VTEC,
in njihova nadaljnja tipizacija ni pomembna
zgolj zaradi njihove identifikacije in sprem-
ljanja, ampak tudi zaradi prepoznavanja moz-
nega teZjega poteka bolezni pri sevih z npr.
genom za vtx2 dolocenih podtipov. Rezulta-
ti nase predhodne $tudije in novejsi rezulta-
ti so pokazali na raznolikost slovenskih sevov
VTEC glede prisotnosti genov, povezanih z nji-
hovo virulenco (14). V drZavah, ki so posredo-
vale podatke na ECDC za leto 2010, so pre-
vladovali verotoksin 2 pozitivni sevi z genom
za intimin (eae). Najpogosteje so bili povezani
s serolosko skupino 0157 (7). Taksen geno-
tip ima tudi dobrih 60 % slovenskih izolatov
VTEC 0157. Najvec sevov, povezanih s serolos-
kima skupinama 026 in 0103, je bilo verotok-
sin 1 pozitivnih z genom eae, kar je znacilno
tudi za skoraj 70 % slovenskih VTEC 026 in
vecino VTEC 0103.

KAKO PRISTOPITI
K ODKRIVANJU
VEROTOKSIGENIH E. COLPR?

Da bi ugotovili, kaksen delez ¢revesnih okuzb
predstavljajo E. coli, bi morali preiskati vse
vzorce bolnikov z drisko na prisotnost vseh
skupin E. coli, ki povzrocajo ¢revesne okuzbe,
ne le VTEC. Hitra diagnostika okuzb z VTEC
paje zelo pomembna predvsem zaradi ustrez-
ne obravnave bolnika in s tem zmanj$anja
tveganja za nastanek zapletov HUS in TTP.
Nadaljnja tipizacija sevov VTEC je izrednega
pomena zaradi njihovega spremljanja (npr.
pojava novih skupin, ki so povzrocile tezko kli-
nicno sliko bolezni), za uc¢inkovito in pravo-
Casno odkrivanje izbruhov in spremljanje
trendov epidemiologije bolezni. Po priporo-
cilih ameriskega Centra za preprecevanje in
obvladovanje bolezni (angl. Centers for disease
control and prevention, CDC) naj bi klini¢ni
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laboratoriji ugotavljali prisotnost VTEC v vseh
vzorcih iztrebkov bolnikov z drisko ter sumom
na HUS, in sicer s kultivacijo na selektivnih

odkrivanjem verotoksinov ali pa genov za ve-
rotoksine, izolate pa posredovali nacionalne-
mu javnozdravstvenemu laboratoriju v potr-
ditev in nadaljnjo tipizacijo (15). Glede na
predstavljene podatke v prispevku lahko
ugotovimo, da bi s selekcijo testiranja vzor-
cev iztrebkov glede na starost bolnikov, let-
ni Cas in teZji potek bolezni spregledali veli-
ko okuzb z VTEC. Ker te bakterije pripadajo
Stevilnim seroloskim skupinam E. coli, tudi
presejalno testiranje vzorcev na prisotnost
zgolj dolocenih seroloskih skupin in nadalj-
nje dokazovanje verotoksinov ni vec ustrezno.
Ceprav se dolo&ene serologke skupine pojav-
ljajo pogosteje kot druge, v zadnjih letih ugo-
tavljamo, da slovenski sevi VTEC pripadajo
vedno bolj razli¢nim seroloskim skupinam.
Vendar Zelimo poudariti, da je treba poseb-
no skrbno obravnavati mlajse in starej$e ose-
be ter druge bolnike z oslabljenim imunskim
odzivom, bolnike s krvavo drisko, bolnike s su-
mom na HUS in osebe, ki so bile v stiku z ljud-
mi in Zivalmi, okuZenimi z VTEC. Za odkri-
vanje zgolj verotoksigenih E. coli pa je nujno
uporabljati metode, ki temeljijo na ugotavlja-
nju izdelovanja verotoksinov ali pa genov za
verotoksine in pri tem upostevati specifi¢nost
ter obcutljivost metod. Glede na nase veclet-
ne izkus$nje je bil najboljsi pristop testiranje
vzorcev s hkratnim PCR (angl. multiplex PCR),
ki temelji na dolocanju razli¢nih genov, pove-
zanih z virulenco razli¢nih patogenih skupin
E. coli, vklju¢no z VTEC. Izrednega pomena
je tudi zbiranje izolatov in njihova nadaljnja
tipizacija zaradi spremljanja in hitrega odziva-
nja na nenavadne dogodke doma in v svetu.

ZAKLJUCEK

Menimo, da je treba E. coli, ki povzrocajo ¢re-
vesne okuZbe, obravnavati kar se da celostno,
vsaj na nacionalnem nivoju. DoloCeni dejavni-
ki virulence so namre¢ znacilni za posamezno
skupino, nekateri pa so skupni ve¢ skupinam.
Ne nazadnje pa smo prica pojavljanju sevov
s kombinacijo dejavnikov virulence razlicnih
skupin patogenih E. coli, ki so bili do sedaj zelo
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redko opisani. Posledica pa so sevi z zelo viso-
ko stopnjo virulence. Nedavni izbruh s sevom
E. coli 0104:H4 je pokazal na nujnost sprem-
ljanja ne le verotoksigenih, ampak tudi pre-
ostalih skupin E. coli, ki povzrocajo ¢revesne
okuzbe. To pa je povezano s sprotnim uvaja-
njem metodologije, ki omogoca njihovo odkri-
vanje in prepoznavanje njihovih lastnosti.
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Ali postaja listerioza problem
v Evropi in Sloveniji?

Is Listeriosis Becoming a Problem in Europe and Slovenia?

1IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: Listeria monocytogenes, listerioza, pogostnost, okole, Zivil, izbruhi

Listeria monocytogenes lahko povzroca resna obolenja pri ljudeh in Zivalih. Listerioza je po
Stevilu smrtnih primerov, povzrocenih z zastrupitvami z Zivili, za salmonelozo na drugem mestu.
V Evropi je deleZ vzorcev Zivil, pozitivnih na bakterijo L. monocytogenes, dokaj stabilen, vendar
pa Stevilo primerov listerioze v nekaterih evropskih drzavah raste. Najveckrat gre za prime-
re bakteriemije pri starejsih ljudeh. Ker se populacija stara, se veca Stevilo ljudi z oslabljenim
imunskim sistemom. Zdravljenje je uspesno le v 70-80 % primerov, Ceprav so v Evropi odkrili
le nekaj sevov, odpornih proti antibiotikom. Drugod po svetu so Ze porocali o ve¢jem Stevilu
mnogokratno odpornih sevov. Ve¢ina primerov listerioz je sporadi¢nih, vendar v zadnjih letih
podatki genotipizacije sevov listerij, osamljenih iz okolja, Zivil in iz klini¢nih vzorcev, odlo-
¢ilno pripomorejo k epidemioloskim raziskavam, saj poveZejo navidezno nepovezane prime-
re in pripomorejo k odkrivanju virov okuzbe. Za preprecevanje okuZb je potrebno osvescanje
potrosnikov in izvajanje dobrih, stalnih programov nadzora, pri tem pa morajo usklajeno sode-
lovati vse pristojne sluZbe s podrocja zdravstvene, veterinarske in Zivilske stroke.

ABSTRACT

KEY WORDS: Listeria monocytogenes, listeriosis, prevalence, environment, food, outbreaks

Listeriosis is a serious invasive disease for pregnant women, neonates and immune-compro-
mised adults. The causative organism, Listeria monocytogenes, is primarily transmitted to humans
through contaminated food. Listeriosis is actually the second most common cause of death
related to food poisoning after salmonellosis. Although the number of L. monocytogenes con-
taminated food samples in Europe is stable, the increasing rate of listeriosis has been repor-
ted in some European countries, especially among the elderly population. Demographic shifts,
humans with underlying chronic diseases and the widespread use of immunosuppressive medi-
cations have further contributed to the increase of the population at risk. The treatment suc-
cess rate of 70-80% is relatively low, despite the minimal presence of resistant strains in Europe.
In recent years, genotyping of Listeria isolated from the environment, food and clinical sam-
ples, importantly contributed to the general knowledge on epidemiology and ecology of liste-
riosis. Consumer awareness and solid, permanent control programs involving all relevant
departments in the field of medical, veterinary and food science are required to control and
prevent the infections with L. monocytogenes.
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V rod Listeria spada devet vrst: L. monocyto-
genes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri, L. in-
nocua, L. grayi, v letu 2010 sta bili opisani Liste-
ria marthii in Listeria rocourtii ter v letu 2012
Listeria fleischmanii (1, 2). Obolenja pri lju-
deh povzroca predvsem L. monocytogenes, opi-
sanih pa je tudi nekaj primerov okuzb z L. iva-
novii, ki je patogena predvsem za Zivali.
Listerije so ubikvitarni mikroorganizmi, pri-
sotni predvsem v prsti, organskih materialih,
krmi in vodi, pogostejsi so v okoljih z ve¢jim
Stevilom domacih in divjih Zivali.

Bakterije vrste L. monocytogenes so rela-
tivno pomembne kot povzrociteljice okuzb
z Zivili. PreZivijo razli¢ne tehnoloske proce-
se obdelave Zivil, kot sta kisanje in soljenje.
RazmnoZzujejo se lahko tudi pri nizkih tem-
peraturah, od 2 do 4 °C (3, 4).

POGOSTNOST POJAVLJIANJA
LISTERIJ V OKOLJU

O pogostnosti listerij v naravnem okolju, zunaj
Zivilske proizvodnje, je zelo malo podatkov.
V nekaj raziskavah porocajo o visokem dele-
Zu pozitivnih vzorcev (>20%) (5). V novejsi
raziskavi iz leta 2012 so preucili pogostnost
pojavljanja v urbanem in naravnem okolju (7).
Ceprav so ugotovili podoben dele? listerij, naj-
denih v urbanem in naravnem okolju, se je
mocno razlikovala porazdelitev po vrstah.
V naravnem okolju so veckrat odkrili nepa-
togeni vrsti L. seeligeri in L. welshimeri, med-
tem ko sta v urbanem okolju prevladovali
L. innocua in patogena vrsta L. monocytogenes.
V urbanem okolju je bil poleg prsti, povrsin-
skih vod in rastlinja visok delez pozitivnih
vzorcev, odvzetih s plo¢nikov in pe$poti ter
povrsin, ki prihajajo v stik z ljudmi (1).

Vletih 2007 in 2008 je bilo na Zavodu za
zdravstveno varstvo (ZZV) Maribor testira-
nih 221 vzorcev povrsinskih vod iz Sloveni-
je. V 35,7 % vzorcev smo dokazali prisotnost
listerij. Osamljenih je bilo ve¢ vrst, v najvis-
jem delezu so bile prisotne L. seeligeri, L. mo-
nocytogenes in L. innocua. Najved listerij je bilo
ugotovljenih na podro¢jih v bliZini farm,
Cistilnih naprav in razli¢nih kmetijskih povr-
$inah.
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POGOSTNOST POJAVLJANJA
LISTERLJ PRI ZIVALIH

Direktiva 2003/99/ES o spremljanju zoonoz
in njihovih povzrociteljev predpisuje sprem-
Jjanje in zbiranje podatkov v zvezi z L. monocy-
togenes (6). Podatki se posiljajo v bazo Evrop-
ske agencije za varnost hrane (angl. European
food safety authority, EFSA), ki izdaja letna
porocila o spremljanju zoonoz. V letu 2010 je
devet drzav Evropske unije (EU) porocalo o li-
sterijah, odkritih pri razli¢nih Zivalskih vrstah.
nici (v povprecju 5,5 in 7,7 %). Pri prasicih
listerij niso odkrili. V najve¢ primerih je $lo za
vrsto L. monocytogenes, porocali so tudi o pri-
sotnosti drugih vrst (4).

V Sloveniji aktivni nadzor asimptomatskih
Zivali ne poteka. V letu 2009 je bilo ugotovlje-
nih Sest primerov listerioze pri govedu, Sest
primerov pri drobnici in en primer pri srnja-

di (7).

POGOSTNOST POJAVLIANJA
LISTERL) V ZIVILIH

Prisotnost listerij v Zivilih ureja Uredba komi-
sije 2073/2005 z vsemi spremembami, ki pred-
pisujejo mikrobiolska merila za Zivila (8). Za
gotova Zivila, namenjena neposrednemu uZi-
vanju v prodaji, velja, da Stevilo L. monocy-
togenes do konca roka uporabe ne sme preseci
100 CFU/g (angl. colony-forming units). V pri-
pravljenih Zivilih, ki so namenjena dojenckom
ali za posebne zdravstvene namene, bakteri-
ja vrste L. monocytogenes ne sme biti prisotna
v 25 g, prav tako bakterij L. monocytogenes ne
sme biti v vzorcih iz proizvodnje (8).

V Evropi in Sloveniji se delez pozitivnih
vzorcev Zivil v zadnjih letih skoraj ni spremi-
njal. Najvecje tveganje za zdravje ljudi pred-
stavljajo meso, delikatesna Zivila, mleko in
mlecni izdelki, siri ter ribe in proizvodi iz rib,
zato so drZavni nadzori usmerjeni prav na te
vrste Zivil (4). Vletu 2010 je podatke v EFSA
posredovalo 19 drzav danic EU in Svica (ta-
bela 1). Stevilo preiskanih in neskladnih
vzorcev je od drZave do drZave moc¢no niha-
lo. Neskladnih vzorcev iz prometa je bilo zelo
malo, glede na kategorijo Zivil je deleZ nihal
od 0 do 1%. Neskladnih vzorcev, odvzetih
v proizvodnji, ki morajo zadostiti kriteriju po
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Tabela 1. Prisotnost bakterij L. monocytogenes v Zivilih v Eviopi (podatki za lefo 2010) (4).

Skupina Zivil Stevilo preiskanih Delez pozitivnih Variiranje deleza pozitivnih
vzorcev vzoreev (v %) vzorcev po driavah (v %)

Ribe (prekajene, kuhane) 2.938 6 0-28,3

Drugi proizvodi iz rib 1.092 57 1,5-18,9

Meso in mesni izdelki — prasicje meso 22.158 2,0 0-31,3

Meso in mesni izdelki — goveje meso 1.450 15 0-5,9

Meso in mesni izdelki — pistancje meso 3.636 1,5 0-11,8

Gotova Zivila za neposredno uZivanje 5.488 1,5 0-16,7

Gotova Zivila za neposredno uZivanje — solate 811 42 0-7,1

Gotova Zivila za neposredno uZivanje — slastice 372 0,5 0-0,9

Tivila rastlinskega izvora 386 0,5 0-1,4

Razlicni siri 18.183 0,5 0-7,5

Tivila za neposredno uZivanje, namenjena

dojenckom in za posebne zdravstvene namene 1.262 0 /

Tabela 2. Prisotnost L. monocytogenes v Zivilih v Sloveniji (podatki za leto 2009) (7).

Skupina Zivil Stevilo preiskanih vzorcev Delei pozitivnih vzorcev (v %)
Meso goveda in prasicev ter mesni izdelki, vzorceno v proizvodnii 100 25
Drugi izdelki Zivalskega izvora, vzoreno v prodaji 61 49
Gotovi mesni izdelki za neposredno uZivanje, vzorceno v prodaii 256 7.8
Prekajene ribe, vzorceno v prodaji 40 35
Gotova Zivila za neposredno uZivanje — sendvici, vzorceno v prodaii 138 0
Gotova Zivila za neposredno uZivanje — solate, vzorceno v prodaii 128 1,6
Gotova Zivila za neposredno uZivanje — slasice, vzorteno v prodaji 250 0
Siri, vzorCeno v prodaji 20 0
Iiila rastlinskega izvora (zamrznjena zelenjavo) 18 56
odsotnosti bakterij L. monocytogenesv25g,je  PATOGENEZA OKUiB

bilo od 0 do 11,5% (4).

V Sloveniji je za spremljanje Zivil Zivalske-
ga porekla v procesu proizvodnje zadolZena
Veterinarska uprava Republike Slovenije (RS)
(tabela 2). Zdravstveni in§pektorat je pristo-
jen za nadzor nad Zivili v prodaji (7).

V letu 2010 se je program vzoréenja in
laboratorijskih preizkusov Zivil Zdravstvene-
ga inSpektorata RS skrcil. Na bakterije vrste
L. monocytogenes je bilo pregledanih 333 Zi-
vil. Od tega je bilo 210 vzorcev pripravljenih
delikatesnih Zivil, v katerih je bila prisotnost
L. monocytogenes ugotovljena v 1,9 % prime-
rov. V 10 vzorcih Zivil za posebne zdravstvene
namene, 10 vzorcih Zivil za dojencke in 103 vzor-
cih slascic prisotnost L. monocytogenes ni bila
ugotovljena (9).

Z LISTERIJO MONOCYTOGENES

Okuzbe pri ljudeh so redke, vendar je stopnja
umrljivosti pri invazivnih oblikah visoka (3).
Prenos poteka v glavnem preko okuZenih
Zivil. Potrjeni so bili redki primeri kontaktne-
ga prenosa. V vecini primerov gre za koZzno
obliko bolezni pri ljudeh, ki so poklicno izpo-
stavljeni, npr. veterinarji, mesarji (10). Zasle-
diti je nekaj porocil o bolni$ni¢nem prenosu
s kontaminiranim materialom z bolnika na
bolnika in preko rok bolni$ni¢nega oseb-
ja (4). Skupine s povecanim tveganjem pred-
stavljajo novorojenci, nosecnice, osebe z os-
labljeno celicno imunostjo in ljudje, starejsi
od 65let (4). Pri nosec¢nicah je tveganje za
listeriozo 12-krat visje kot pri zdravi popula-
ciji (11).
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Inkubacijska doba je zelo razli¢na, od 2
do 88 dni, povprecno 17 dni. Navadno je kraj-
$a pri obolenju osrednjega Zivéevja (povprec-
no 10dni), dalj$a pa pri okuzbah nosecnic
(povprecno 28 dni) (12).

KLINICNA SLIKA

Bolezen se lahko kaZe na razli¢ne nacine, od
blagih, gripi podobnih oblik in diareje, do
hujsih, invazivnih oblik, kot so septikemija,
meningitis, romboencefalitis. Pri nosec¢ni-
cah navadno ne pride do okuZbe osrednjega
Ziv¢evja. Bolezen lahko poteka asimptomat-
sko ali z nekoliko poviSano temperaturo, zato
je listeriozo tezko diagnosticirati. Pomemb-
no je pomisliti na moznost okuzbe z listerijo
in testirati prisotnost bakterij v krvi.

Listerije se lahko razsirijo na plod intra-
uterino in povzrocijo splav, prezgodnji porod,
mrtvorojenega otroka ali generalizirano okuz-
bo (lat. granulomatosis infantiseptica). Neona-
talna oblika lahko poteka kot zgodnja, ¢e se
plod okuZi intrauterino, ali kot pozna, ¢e pride
do okuzbe pri prehodu skozi porodni kanal.
Nastopi lahko sepsa ali meningitis.

Obolenje je lahko tudi Zaris¢no. Opisani
so primeri konjunktivitisa, dermatitisa, lim-
fadenitisa. Bakteriemija lahko pripelje do
peritonitisa, arteritisa, perikarditisa in okuzb
drugih organov (4).

Pri imunsko kompetentnih ljudeh lahko
L. monocytogenes povzroci akutno obliko febril-
nega gastroenteritisa. Najpogoste;jsi opisani
simptomi so vrocina, vodeno blato, bole¢ine
v sklepih in glavobol. Drugi, manj pogosti
simptomi so izpuscaji, povecane bezgavke,
vrtoglavica in retrobulbarna bolecina. Prvi
simptomi se pojavijo v manj kot 24 urah, inku-
bacija se lahko podalj$a na 6-10 dni. Navad-
no pride do samoozdravitve brez resnejsih
zapletov. Bolezen traja 1-3 dni, lahko pa se
zavleCe do 1 tedna. V¢asih lahko pride do bak-
teriemije (13).

DIAGNOSTIKA

Listeriozo lahko dokaZemo s prisotnostjo liste-
rij v navadno sterilnem vzorcu, kot je kri ali
mozganska tekocina. Osamimo jih lahko tudi
iz amnionske tekocine, posteljice, mekonija,
lohij ter pri novorojencu iz Zelod¢nega izpir-
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ka ali brisov u$es. Glede na to, da je 1-15%
Jjudi asimptomatskih prenasalcev, imajo vzor-
ci blata in vzorci brisov nozZnice zmanjsan
diagnosti¢ni pomen. Pri nosecnicah se liste-
rioza kaZe z blagimi gastrointestinalnimi ali
gripi podobnimi simptomi (4).

Za epidemioloske raziskave je pomemb-
na osamitev bakterije in njena tipizacija. Zla-
ti standard genotipizacije predstavlja gelska
pulzna elektroforeza (angl. pulse-field gel
electrophoresis, PFGE). Namesto klasi¢ne sero-
tipizacije se zadnje Case uporablja mnogokrat-
na serotipizacija z verizno reakcijo s polime-
razo (angl. polymerase chain reaction, PCR).
S tipizacijo izolatov dobimo pomembne infor-
macije o raznolikosti sevov in njihovi sorodno-
sti. Bakterije vrste L. monocytogenes sestavljajo
4 evolucijske linije (I, IT, IIT in IV). Veéina jih
spada v linijo I in II, vklju¢no s serotipom 1/2a
(linija IT) in serotipoma 1/2b in 4b (linija I).
Za izbruhe zastrupitev so navadno odgovor-
ne manjse gruce genetsko povezanih sevov,
ki spadajo v linijo I. Seve linjje II najdemo
v okolju in Zivilih, obi¢ajno so izolirani v pri-
merih listerioze pri Zivalih in sporadi¢nih pri-
merih pri ljudeh (14). Najvec od 66 izolatov
bakterije vrste L. monocytogenes, osamljenih
iz razlicnih 7ivil na InStitutu za varovanje
zdravja (IVZ) med letoma 2007 in 2010, je
pripadalo serotipoma 1/2a (46,3 %) in 1/2c
(23,9 %), preostali izolati so pripadali e sero-
tipom 1/2b, 4e, 4b. Enajst izolatov, osamljenih
v letu 2010 v Sloveniji iz humanih vzorcev,
pa je pripadalo serotipom 1/2a, 1/2c in 4e (15).

ZDRAVLIJENJE

L. monocytogenes je znotrajcelicna bakterija.
RazmnozZuje se v retikuloendotelijskem siste-
mu in prezZivi v fagocitnih celicah. Dolo¢eni
antibiotiki ne doseZejo bakterij, kar razlozi raz-
like med testiranji obcutljivosti in vitro in in
vivo (4). In vitro naj bi bila L. monocytogenes
obcutljiva za celo vrsto protimikrobnih zdravil
z izjemo fosfomicina, prve generacije kino-
lonov, tretje generacije cefalosporinov in na-
lidiksi¢ne kisline (4). Standarda CLSI (angl.
Clinical laboratory standards institute) in
EUCAST (angl. European Committee on Anti-
microbial Susceptibility Testing) podajata merila
za testiranje obcutljivosti za penicilin, ampi-
cilin in trimetoprim-sulfametoksazol. V stan-
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dardu EUCAST je navedeno $e merilo za
meropenem (16).

Zdravilo izbora je penicilin ali ampicilin,
lahko samostojno ali v kombinaciji z genta-
micinom. Sinergija kombinacije je bila doka-
zana samo in vitro. Pri bolnikih z alergijo na
betalaktamske antibiotike predstavljata alter-
nativo za zdravljenje trimetoprim-sulfameto-
ksazol ali eritromicin, vendar eritromicin sla-
bo prehaja skozi placentarno bariero. Listerije
so obcutljive tudi za vankomicin, vendar ta
ni ucinkovit pri okuzbah osrednjega Zivcev-
ja. Drugi dve protimikrobni zdravili, ki sta
se izkazali za uspesni in vitro, sta linezolid in
meropenem. Moksifloksacin in levofloksacin
predstavljata obetajoci zdravili, vendar je za
zdaj z njima malo klini¢nih izku$enj (4).

Ceprav ni podatkov o zdravljenju listerioz-
nega gastroenteritisa, priporocajo za osebe
s povecanim tveganjem, ki so zauZile sumljivo
Zivilo, povezano z izbruhom bolezni, 7-dnev-
no preventivno zdravljenje z amoksicilinom
ali trimetoprim-sulfametoksazolom (4).

PRIMERI LISTERIOZE PRI LJUDEH

Ceprav naj bi se v Sloveniji primeri listerioz
prijavljali skladno z Zakonom o nalezljivih
boleznih, se predvideva, da je primerov vec¢
od prijavljenih. Podatki za obdobje med leto-

ma 2000 in 2004 kaZejo, da je bilo prijavlje-
nih le 41 % primerov (17, 18). O kongenital-
nih primerih v zadnjih letih ni podatkov. Od
leta 1990 do 2009 je bilo v Sloveniji letno pri-
javljenih od 0 do 38 primerov. V letu 2009 so
bili trije primeri smrtni (7). Od leta 2010 seve
listerij, osamljene iz humanih vzorcev iz cele
Slovenije, zbirajo in nadalje tipizirajo v labora-
toriju IVZ. Tako so leta 2010 zbrali in tipizi-
rali 11 izolatov, leta 2011 pa Stiri (19).

V Avstriji, Spaniji in Latviji od leta 2006
do 2010 incidenca statisti¢no znacilno raste,
upad je bil zaznan v Belgiji, Cedki, Luksem-
burgu in Slovaski. Po podatkih EFSA je v Ev-
ropi incidenca med 0,35 in 0,4 potrjenih
primerov na 100.000 prebivalcev. V letu 2010
je bilo prijavljenih in potrjenih 1.602 prime-
rov. Najvisji deleZ so predstavljali oboleli,
stari nad 65let (60,2 %), 6,7 % primerov je bilo
v starostni skupini od 0 do 4 leta, v vecini pri-
merov je $lo za dojencke, mlajSe od enega
leta. Vzrok okuZbe je bil pojasnjen v 132 pri-
merih (8,26 %). Najpogosteje so kot vir okuzb
omenjeni siri, mleko in ribe. Smrtnih prime-
v starostni skupini od 0 do 5let (22,9 %), sle-
dila je starostna skupina 45 do 64 let (19,1 %)
in skupina nad 65 let (17,3 %) (3). V zadnjih
letih so porocali o ve¢ izbruhih invazivne in

Tabela 3. Izbruhi invazivne listerioze v letih 2005—2010 v Evrapi (20).

Leto Driava Stevilo primerov Vir zastrupitve
(3tevilo smrtnih primerov)

2005 Svic 1203) mehki sir

2006 Ceska 78 (13) mehki sir
2006-2007 Nem¢ija 16 (5) klobasa

2007 Norveska 21 (5) mehki sir

2009 Danska 8(2) pripravljeno Zivilo z govedino
2009-2010 Avstrija, Nemija, Ceska 34 (8) sir (vquargel«)

Tabela 4. Izbruhi neinvazivne listerioze v letih 1993 —2008 v Fvropi.

Lefo Driava Stevilo primerov Vir zastrupitve
1993 Italija 18 solata z rizem
1997 Finska 5 prekajena postrv
1997 Italija 1.566 solata s tuno in koruzo
2001 Svedska 48 svei si

2008 Avstrija 12 aspik

o7
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neinvazivne oblike listerioze po Evropi (ta-
bela 3, tabela 4).

Konec leta 2009 so se v Avstriji in Nem-
¢iji pojavili primeri listerioze, katerim bi brez
molekularnega tipiziranja lahko pripisali
sporadicen znacaj. Primeri so bili geografsko
nepovezani, klasi¢ne epidemioloske preiska-
ve niso odkrile povezav. Zaradi doslednega
tipiziranja sevov so strokovnjaki povezali posa-
mezne primere, razkrili izbruh in posledi¢no
vir okuzb (21, 22).

ZAKLJUCEK

Epidemioloska slika na podro¢ju okuzb z listeri-
jo se je v Evropi v zadnjih letih moc¢no spre-
menila. Spremembe so verjetno bolj kot s spre-
membami listerij povezane s socialno-eko-
nomskimi trendi (4). Populacija s povec¢anim
tveganjem za okuzbe z listerijami se zaradi
demografskih sprememb in uporabe imuno-
supresivnih zdravil §iri. K temu so prispevale
tudi ekonomske migracije v Evropi. V Veliki
Britaniji so ugotovili vi§ji porast kongenital-
ne listerioze pri priseljenkah, visji delez obo-
levnosti so pripisali prebivalcem revnejsih
sosesk (11, 23).

Prav tako so se spremenile prehranjeval-
ne navade in ravnanje s hrano. Vedno vec je
hitro pripravljene hrane. Pojavil se je trend
po zmanj$evanju soli. Spremembe v tehno-
logiji in industrijski proizvodnji Zivil vodijo do
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Brucellosis and Its Diagnostics — Problem of Veterinary
and Human Medicine

IZVLECEK
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Bruceloza je kuzna bolezen Zivali in ljudi, ki povzroca velike izgube v rejah prezvekovalcev in
prasicev. Brucele so zelo kuZne in nevarne za rejce, veterinarje in laboratorijske delavce, saj
so med najpogostejSimi povzroditelji laboratorijskih okuzb. Za diagnostiko bruceloze se poleg
osamitve povzrocitelja uporabljajo predvsem varnej$e seroloske in molekularne metode. Bru-
celoze, ki bi ogrozala zdravje ljudi, pri domacih Zivalih v Sloveniji Ze dolgo ni. Zaradi vse vec-
je migracije ljudi in trgovanja z Zivalmi s podrocij, kjer je bruceloza endemicna, pa je verjetno,
da se bo v prihodnje ob¢asno pojavljala tako pri ljudeh kot pri Zivalih. Zato je pomembno,
da je obvescanje dobro in da so diagnosti¢ni laboratoriji usposobljeni za hitro in zanesljivo
ter za laboratorijskega delavca varno diagnostiko.

ABSTRACT

KEY WORDS: brucellosis, diagnostics, laboratory-acquired infections

Brucellosis is a contagious disease affecting animals and humans. It causes serious losses in
the breeding of ruminants and pigs. The bacteria of the genus Brucella are very infectious
and dangerous for breeders, veterinarians and laboratory personnel, since they are among
the most common agents causing laboratory-acquired infections. In addition to the isolation
of the agent, safer serological and molecular methods are more often being employed for the
diagnostics of brucellosis. In Slovenia, brucellosis that could endanger human health has not
been present in domestic animals for a long time. However, due to increasing migration of
people and trade of animals from areas where brucellosis is endemic, its occasional occur-
rence in the future is probable both in humans and in animals. It is therefore important that
the information is timely and that diagnostic laboratories are qualified for rapid and reliable
diagnostics, which is also safe for laboratory workers.
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Bruceloza je kuzna bolezen Zivali in ljudi, ki
jo povzroajo bakterije iz rodu Brucella. Za
bolezen so dovzetne Stevilne Zivalske vrste.
V rejah goveda, ovc, koz in prasi¢ev povzro-
Ca velike izgube. Slednje so toliko vedje, ker
je bruceloza zelo pomembna, saj je v svetov-
nem merilu najpogostej$a zoonoza in so zato
ukrepi za zatiranje bolezni zelo strogi. Ljud-
je se okuZijo predvsem z mlekom in mle¢ni-
mi izdelki, pa tudi z neposrednim stikom
z Zivalmi, zlasti ob abortusih, ki so najbolj zna-
Cilen znak bolezni pri Zivalih. Za ¢loveka so
patogene Brucella abortus, B. melitensis, B. suis
in B. canis.

Brucella abortus

Brucella abortus povzroca brucelozo pred-
vsem pri govedu (goveja bruceloza). Bolezni
v Sloveniji ni; nazadnje je bila ugotovljena
leta 1961. Znadilni za bolezen so abortusi, ki
se pojavljajo v drugi polovici brejosti. Najbolj
so dovzetne spolno zrele Zivali. Do okuzbe pri-
de z okuZeno krmo ali ob pripustu. Ob abor-
tusu, pa tudi ob normalnem porodu bolnih
Zivali, se sprosti veliko klic, ki so predvsem
v plodovih vodah, posteljici in v plodu samem.
Brucele se pogosto izlocajo z mlekom, tudi ¢e
v vimenu ni patologkih sprememb.

Brucella melitensis

Brucella melitensis povzroca brucelozo pred-
vsem pri ovcah in kozah (melitokokoza).
Pojavljajo se abortusi, drugih simptomov pa
ni. Brucella melitensis je med vsemi brucela-
mi najbolj nevarna ¢loveku, ker je najpogo-
stej$a in povzroca najtezje oblike bolezni.
Vir okuZbe so najpogosteje mleko in mle¢ni
izdelki. Bolezni v Sloveniji pri Zivalih ni od
leta 1951.

Brucella suis

Brucella suis je patogena predvsem za prasi-
Ce. Povzroca abortuse, pri merjascih pa vnet-
je mod in obmodkov. Veckrat povzroca tudi
vnetja sklepov. V Sloveniji je ni, razen bioti-
pa 2, ki se sporadi¢no pojavlja pri zajcih in
ki naj ne bi bil, za razliko od ostalih biotipov
B. suis, patogen za ¢loveka.
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Brucella canis in druge brucele

Brucella canis povzroca abortuse in vnetja
nadmodka pri psih. V Sloveniji Se ni bila ugo-
tovljena.

Brucella ovis se najpogosteje kaZe z vnet-
jem nadmodka pri ovcah, patogena je samo
za ovce. V Sloveniji smo jo prvi¢ ugotovili
leta 1990 in jo tudi hitro zatrli.

Brucella neotomae se pojavlja samo pri pus-
Cavskih podganah, B. phocae, B. phoecoenae in
B. delphini pa so bili ugotovljene pri morskih
sesalcih. Avstrijci so pred nedavnim odkrili novo
vrsto, B. microti, in sicer pri voluharjih (1, 2).

ZGODOVINA IN TRENUTNO
STANJE

Bruceloza je razsirjena na razlicnih geograf-
skih podrodjih. Pojavljanje bruceloze je v naj-
vedji meri odvisno od veterinarskega nadzora;
Ce je ta ucinkovit, se bruceloza ne pojavlja niti
pri Zivalih niti pri ljudeh. Zato pojavnost in
pogostnost bolezni moc¢no nihata od drzave
do drzave. Slovenija ima od leta 2005 status
drzave uradno proste bruceloze pri ovcah in
kozah, od leta 2007 pa status drZave uradno
proste goveje bruceloze. Ceprav sta bili obe
bolezni dejansko izkoreninjeni pred vec kot
60 oz. 50 leti, je morala drZava za pridobitev
statusa (ki je eden od pogojev za nemoten
promet z Zivalmi) izvesti s strani Evropske
unije (EU) predpisan nadzor (monitoring)
nad obema boleznima. Vedji del tega nadzo-
ra (za pridobitev statusa) je bil opravljen v le-
tih pred vstopom Slovenije v EU in po njem,
v manj$em obsegu (za vzdrZevanje statusa)
pa se Se vedno nadaljuje. Bolezen je mogoce
nadzirati z ustrezno toplotno obdelavo Zivil,
predvsem mleka in mle¢nih izdelkov, ter zako-
lom Zivali s pozitivno serolosko reakcijo na
brucelo. Za zascito goveda, koz in ovac so na
razpolago cepiva.

Ukrepi za prepreCevanje vnosa bolezni
z uvozom Zivali temeljijo predvsem na kon-
troli zdravstvenih certifikatov, ki spremljajo
Zivali; uvoznih karanten, kakr$ne so bile pred
vstopom Slovenije v EU, pa prakti¢no ni vec.
To lahko predstavlja doloceno tveganje za (po-
novni) vnos bolezni v drZavo, saj je brucelo-
za prisotna v vecini balkanskih in mediteran-
skih drzav, sporadi¢no pa se pojavlja tudi
v nekaterih zahodnoevropskih drzavah, v sve-
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tovnem merilu pa $e na BliZnjem in Srednjem
vzhodu, v Aziji, Afriki in v JuZni Ameriki. Pap-
pas poroca, da letno v svetovnem merilu zbo-
li za brucelozo 500.000 ljudi. Avtohtone bru-
celoze pri nas nimamo. Obc¢asno pri ljudeh
diagnosticiramo vnesene primere, predvsem
iz Bosne, s Kosova, iz Makedonije, Srbije in
Albanije, ki se okuZijo v mati¢nih drzavah.
Seveda pa tudi v Sloveniji, tako kot drugje po
svetu, moZzno nevarnost za okuzbo domacih
Zivali predstavljajo divje Zivali, kjer pa je
stanje glede bruceloze precej manj poznano.
Najvec¢ porocil o tem se nanasa na primere
prenosa B. suis z divjih na domace prasice, izje-
moma pa tudi na druge Zivali (npr. na govedo).

BRUCELOZA PRI LJUDEH

Ker je bruceloza zoonoza, se z Zivali lahko pre-
nese na ljudi, ki prihajajo v stik z obolelo Ziva-
Jjo ali zauZijejo okuZena Zivila. Brucele se
s ¢loveka na cloveka obicajno ne prenasajo.
Clovek se okuZi na ve¢ na&inov. Najpogoste-
je pridejo bakterije v ¢loveska prebavila z zau-
Zitjem okuZenega mleka ali mle¢nih izdelkov,
mozZen pa je tudi prenos z neposrednim sti-
kom skozi poskodovano koZo in z vdiha-
vanjem ter preko ocesne veznice. To velja
predvsem za ljudi, ki so zaradi narave svoje-
ga dela (veterinarji, kmetje) dnevno v stiku
z Zivalmi, in za laboratorijske delavce, ki
delajo z bakterijskimi kulturami. Pot mikro-
ba se iz prebavil nadaljuje skozi prebavno sluz-
nico v limfo ter dalje do bezgavk in kon¢no
v kri. Fagocitne celice (monociti, makrofagi)
poZirajo mikrobe in jih raznesejo do razlicnih
tkiv. Mikrobi se razmnoZujejo v makrofagih
(so fakultativno znotrajceli¢ni), kar povzro-
¢i nastanek kroni¢ne granulomske vnetne
reakcije, predvsem v bezgavkah, jetrih, vra-
nici, kostnem mozgu, ledvicah in osrednjem
Zivéevju. Bakterija nima toksinov, toksicen je
njen lipopolisaharid. Izlo¢a tudi protein, ki
sodeluje pri nastanku granulomov.
Inkubacijska doba pri ljudeh traja od ene-
ga do Sestih tednov, ¢eprav je tezko doloclji-
va. Okuzba spodbudi celi¢no in humoralno
imunost. Specifi¢na protitelesa IgM se poja-
vijo Ze v prvem tednu, protitelesa IgG pa
v drugem tednu bolezni. Pri ve¢ini bolnikov
se pojavijo simptomi v enem do treh tednih.
Ce je povzroditelj B. melitensis, se bolezen ime-

nuje malteska ali mediteranska mrzlica, e je
B. abortus, se bolezen imenuje Bangova bole-
zen. Smrtnost je od 1 do 2 %.

Potek okuzbe je zelo razlicen; lahko je aku-
ten, kronicen ali asimptomatski. V primeru
akutnega poteka se bolezen zacne z vroc¢ino
in mrzlico, splo$no utrujenostjo, znojenjem,
slabostjo, izgubo apetita, nespecnostjo, glavo-
bolom, bruhanjem, zaprtostjo ali driskami,
kasljem, pogosto z bole¢inami v miSicah, skle-
pih in kriZu, hujSanjem, motnjami koncentra-
cije in depresijo. Glavni znak akutne bruceloze
je dolgotrajna in valujoca vrocdina z mrzlico
(lat. febris undulans), ki proti veCeru naraste,
proti jutru pa upade. Bolniki imajo lahko
povecane bezgavke, jetra in vranico, vnetje
sklepov, lahko se pojavi meningitis ali celo
endokarditis. Bolezen je kroni¢na, kadar dolo-
Ceni znaki trajajo vec kot eno leto; prevladuje
subfebrilna temperatura, glavobol, simptomi
kroni¢ne utrujenosti, vnetja sklepov, vnetje
enega ali ve¢ vretenc in depresija. Ponovitve
se lahko pojavijo pri manj kot 10 % bolnikov
v obdobju enega leta po okuzbi, tudi pri zdrav-
Jjenih primerih.

LABORATORIJSKA _
DIAGNOSTIKA PRI ZIVALIH

Seroloska diagnostika

Za ugotavljanje bruceloze pri Zivalih se dale¢
najvec uporablja seroloska diagnostika, kjer
protitelesa dokazujemo v krvi ali v mleku (sku-
pinski hlevski vzorci pri govedu). V serolos-
kih testih uporabljamo antigene, pripravljene
iz brucel v obliki S (B. abortus) ali R (B. ovis
ali B. canis), odvisno od tega, katero Zivalsko
vrsto preiskujemo. Metodologija v veterinar-
ski seroloski diagnostiki je predpisana in
standardizirana (rezultati se pri nekaterih
metodah izraZajo v mednarodnih enotah).
V preteklosti se je najvec uporabljala aglu-
tinacija, v dolo¢eni meri je v uporabi tudi
danes. Klasi¢na aglutinacija (Wrightov test)
je premalo obcutljiva in specifi¢na. Veckrat
se pojavljajo navzkriZzne reakcije s protitele-
si proti drugim bakterijam. Najvedji problem
je bakterija Yersinia enterocolitica serotip O:9,
pa tudi nekatere druge. Navzkrizne reakcije
(ki se pojavljajo tudi pri drugih seroloskih
testih, vendar redkeje) lahko v dolo¢eni meri
odpravimo tako, da antigenu za aglutinacijo
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dodamo npr. etilendiaminotetraocetno kisli-
no (angl. ethylenediaminetetraacetic acid,
EDTA), merkaptoetanol ali pufer. Zato se
danes od aglutinacijskih testov vse ve¢ upo-
rabljajo hitri testi (npr. test Rose bengal, test
s »puferiranim antigenome), kjer je antigenu
dodan pufer (pH 3,6-4), antigen sam pa je
obarvan. Reakcijo izvajamo na predmetnem
stekelcu ali impregniranem belem kartonu in
jo od¢itamo po nekaj minutah. Ta metoda se
kot presejalni test v veterini uporablja najpo-
gosteje. Podobna hitra aglutinacija se uporab-
lja tudi pri diagnostiki okuzbe z B. canis.

Za preiskave hlevskih vzorcev mleka se je
do nedavnega veliko uporabljal mle¢no prsta-
nasti preizkus (MPP), v zadnjem casu pa ga
vse bolj izpodriva encimski imunski test
(angl. enzyme linked immunosorbent assay,
ELISA), ki je bolj obcutljiva in specifi¢na
metoda. ELISA se vse vec uporablja tudi pri
preiskavah serumov, kot presejalni in hkrati
tudi potrditveni test.

Reakcija vezanja komplementa je bolj
specifi¢na in se zaradi zahtevnosti izvedbe
uporablja predvsem kot potrditveni serolos-
ki test. Fluorescen¢ni polarizacijski test
(angl. fluorescence polarization assay, FPA) je
tudi dobro obcutljiva in specificna metoda,
ki pa se za razliko od drugih seroloskih metod
ne uporablja prav pogosto. Precipitacija v agar-
skem gelu se lahko (poleg ELISA) uporablja
pri diagnostiki okuzbe z B. ovis.

Poleg seroloskih testov se lahko v diagno-
stiki bruceloze uporablja tudi alergijski test.
Reakcija temelji na poznem tipu preobcutlji-
vosti. Na mestu vnosa brucelina pride do eri-
tema in edema. Test je slabo obcutljiv, vendar
zelo specificen (1, 2).

Bakterioloska diagnostika

Najbolj zanesljiv dokaz bruceloze je osamitev
brucel iz patoloskega materiala. Brucele naj-
laZe osamimo iz organov abortiranega plodu
(predvsem iz Zelodca, vranice in pljuc) in
posteljice, pa tudi iz mleka ali okuZb na orga-
nih (modo, nadmodek, bezgavke). Primeren
material (katerega odvzem je veliko manj
nevaren za okuZbo) za preiskavo so tudi noz-
nicni ali (Se bolje) brisi materni¢nega vratu,
ki se lahko posiljajo v preiskavo brez trans-
portnega gojisca.
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Iz kuZnega materiala lahko pripravimo
razmaze in jih obarvamo (barvanje po Macc-
hiavellu, Kosterju, prilagojeno barvanje po
Ziehl-Neelsenu). Ta metoda je le orientacij-
ska, saj brucel v razmazu ne moremo razli-
kovati od nekaterih drugih mikrobov. Poleg
barvanja lahko brucele v razmazih i§¢emo
tudi's pomocjo oznacenih (fluorokromi, enci-
mi) protiteles.

Za osamitev brucel uporabljamo kom-
pleksna gojisca, ki vsebujejo razli¢ne amino-
kisline, tiamin, nikotinamid in ione magnezija.
Rast je boljsa, ¢e gojis¢u dodamo 5-10% seru-
ma ali krvi. Za osamitev iz kontaminiranega
materiala uporabljamo selektivna gojisca
z antibiotiki. Za prvo orientacijo pri doloca-
nju rodu opravimo nekatere osnovne bioke-
mijske teste, med katerimi je najbolj uporaben
test sinteze ureaze, ki je za brucele (razen
B. ovis) zelo znacilna (test je navadno pozitiven
ze v 0,5-2 urah).

Vrste in biotipe brucel lahko dolo¢amo
z ugotavljanjem oksidativnega metabolizma
nekaterih aminokislin in ogljikovih hidra-
tov. V ta namen nam sluzi Warburgov ali Gil-
sonov respirometer, ki v zaprtem sistemu
meri porabo kisika in s tem pove, ali pride do
oksidacije doloCenih substratov. Metoda je
zelo zahtevna in draga, pa tudi nevarna (moz-
nost okuzbe!), zato je primerna le za referen-
¢ne laboratorije.

Druga metoda za dolocanje vrste oz. bio-
tipa, ki jo tudi izvaja malo laboratorijev, je
fagotipizacija. Rutinsko se uporablja pet sku-
pin fagov: Thilisi, Weybridge, Firenze, Berke-
ley in R, vcasih pa Se Izatnagar in Nepean.

Pri dolocanju vrste si lahko pomagamo
tudi s specifi¢nimi antiserumi (A, M, R) pro-
ti doloCenim antigenom. Med enostavnejse
metode spada tudi barvni preizkus, pri kate-
rem kulture, ki jih opredeljujemo, nasajamo
na gojisca, ki vsebujejo bazicni fuksin oz. tio-
nin. Glede na to, ali na doloenem gojis¢u
rastejo ali ne, sklepamo, za katero vrsto oz.
biotip gre (1, 2).

Molekularna diagnostika

Zaradi zahtevnosti nekaterih klasi¢nih metod
in zaradi nevarnosti okuzbe laboratorijskega
osebja se danes pri determinaciji in tipizaci-
ji ve¢inoma uporabljajo molekularne meto-
de. Le-te se lahko uporabijo tudi za neposred-



MED RAZGL 2012; 51: SUPPL 6

no dokazovanje brucel v klini¢nih vzorcih
(3-5). Zaradi zelo majhnih razlik med genomi
razli¢nih vrst brucel so molekularne metode
omejene na ugotavljanje genov, ki so znacil-
ni za celoten rod brucel oz. za vrsti B. abor-
tus in B. melitensis. Z modifikacijo protokolov
pa lahko za neposredno dokazovanje brucel
v klini¢nih vzorcih z veriZno reakcijo s poli-
merazo (angl. polymerase chain reaction, PCR)
uporabimo zaletne oligonukleotide, ki sta
jih opisali Brickerjeva in Hallingova in so
prvenstveno namenjeni diferenciaciji brucel -
t.i. AMOSPCR (6). Ker je slednji lahko
dolocal le biovare 1, 2 in 4 B. abortus, biovar 1
B. suis, B. melitensis in B. ovis, so ga veckrat izpo-
polnjevali, dokler ni bil razvit nov postopek
multipleks PCR, imenovan Bruce-ladder, ki
ga trenutno uporablja veéina veterinarskih
laboratorijev (7).

Za molekularno epidemiologijo se je v pre-
teklosti najvec uporabljala tehnicno zelo zah-
tevna metoda ugotavljanja polimorfizma
dolZin restrikcijskih fragmentov (angl. re-
striction fragment length polymorfism, RFLP)
(IS711 RFLP), ki pa jo je danes nadomesti-
la predvsem hkratna analiza vecjega Stevila
lokusov z variabilnim $tevilom tandemskih
ponovitev (angl. multiple-locus variable num-
ber tandem repeat analysis, MLVA) (8, 9).

LABORATORIJSKA
DIAGNOSTIKA PRI LJUDEH
IN ZDRAVLIJENJE

Brucele so zelo kuzZne in nevarne za labora-
torijske delavce in so najpogostejse povzroci-
teljice laboratorijskih okuzb. Pri mikrobioloski
diagnostiki je pomembno, da klinik posumi
na brucelozo in na to opozori laboratorij. Obi-
¢ajno je to tezko, saj je klini¢na slika nezna-
¢ilna in tudi sicer je bolezen pri nas redka.
Okuzbo z brucelami obic¢ajno odkrijemo slu-
¢ajno, zato so laboratorijski delavci ob tem
izpostavljeni tveganju za okuzbo. Da bi pre-
precili laboratorijske okuZbe, svetujemo upo-
rabo molekularne in posredne seroloske
diagnostike, kjer bakterije predhodno inakti-
viramo. Kadar je kultivacija nujna, bolniku
odvzamemo hemokulture, redkeje pa druge
kuZnine, npr. punktate sklepov, kostnega moz-
ga, likvor itd., in jih zasejemo na obogatena
gojisca (10).

Brucele so po Gramu negativni kokoba-
cili, ki se slabo razbarvajo. V kulturi rastejo
pocasi, nekatere vrste bolje v prisotnosti
5% CO,. Imajo oksidazo in katalazo ter poziti-
ven ureazni test. Doloditev vrste poteka v re-
feren¢nem laboratoriju s seroloskimi ali z mo-
lekularnimi metodami. Delo mora potekati
v laboratoriju 3. stopnje bioloske varnosti.

V novejSem ¢asu se za hitro in varno mikro-
biolosko diagnostiko bruceloze uporabljajo
razlicne molekularne metode. Na Institutu za
mikrobiologijo in imunologijo Medicinske
fakultete v Ljubljani (IMI-MF) smo v ta namen
uvedli metodo PCR v realnem c¢asu, ki omo-
goca hitro, obcutljivo in specifi¢no dokazo-
vanje brucel v razli¢nih kuzninah bolnikov.
Metoda zazna pridelke reakcije PCR na pod-
lagi vezave specifi¢nih oligonukleotidnih lovk,
oznacenih s fluorokromom FAM. Prav tako
uporabljamo interno kontrolo, ki omogoca
nadzorovanje uspe$nosti reakcije v vsakem
vzorcu. Interna kontrola ima vezano fluores-
centno barvilo JOE. Spodnja meja obcutljivo-
sti testa, ki e daje zaupanja vredne rezultate,
je 104 kopij/ml DNA.

Posredno dokazujemo okuzbo z brucela-
mi z encimskim imunskim testom (angl. enzy-
me immunoassay, EIA), kjer dolo¢amo speci-
fi¢na protitelesa razreda IgM in IgG. Diagnozo
akutne okuZbe z brucelami potrdimo z doka-
zom specifi¢nih protiteles razreda IgM in IgG
ali le z dokazom specifi¢nih protiteles razre-
da IgM v akutnem serumskem vzorcu in/ali
s serokonverzijo specifi¢nih protiteles razreda
IgG v parnem serumskem vzorcu. Za diagno-
stiko kronic¢ne ali trajne okuZbe priporo¢amo
tudi dokazovanje specifi¢nih protiteles raz-
reda IgA.

Na IMI-MF smo med letoma 2006 in 2012
mikrobiolosko dokazali brucelozo pri Sestih
bolnikih (pri treh z osamitvijo iz krvi in z doka-
zom specifi¢nih protiteles, pri treh pa samo
z dokazom specifi¢nih protiteles). Vsi bolni-
ki so bili okuZeni z vrsto B. melitensis.

Brucelozo zdravimo s kombinacijo dok-
siciklina $est tednov in streptomicina prve tri
tedne ali rifampicina Sest tednov. Izpostav-
ljenim laboratorijskim delavcem svetujemo
serolosko testiranje takoj po izpostavitvi, nato
pa v dvotedenskih razmikih do tri mesece in
v mesecnih razmikih v nadaljnjih 3-9 mese-
cih po izpostavitvi. Ce pride do masivne izpo-
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stavitve bakterijam, preventivno dobijo anti-
biotike (11).

ZAKLJUCEK

Bruceloze pri Zivalih, ki bi ogrozala tudi lju-
di, v Sloveniji Ze dolgo ¢asa ni vec. Seveda pa
se polozaj lahko zelo hitro sprementi, saj trgo-
vanje z Zivalmi kljub strogemu nadzoru pred-
stavlja groznjo za vnos bolezni. Ob¢asno pri
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ljudeh diagnosticiramo vnesene primere,
predvsem iz Bosne, s Kosova, iz Makedonije,
Srbije in Albanije, ki se okuZijo v mati¢nih
drzavah. Brucele so tudi najpogostej$e pov-
zroliteljice laboratorijskih okuzb. Zato je
pomembno, da je obve$¢anje dobro in da so
diagnosti¢ni laboratoriji usposobljeni za hitro
in zanesljivo ter za laboratorijskega delavca
varno diagnostiko.
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Odpornost proti protimikrobnim zdravilom
pri bakterijah, izoliranih iz Zivali in Zivil

Antimicrobial Resistance of Bacteria Isolated from Animals and Food

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: odpornost profi antibiotikom, profi meficiinu odporni stafilokoki, betalaktamaze z razirienim spekirom delovanja,
zivali, veterinarska medicina

V zadnjem Casu je odpornost bakterij proti antibiotikom v veterinarski medicini postala velik
problem tako pri ekonomskih kot tudi pri ljubiteljskih vrstah Zivali. Veterinarji za male Zivali
pogosto ostajajo nemocni pri zdravljenju okuZzb z bakterijami, proti katerim nimajo na voljo
ucinkovitih antibiotikov, registriranih za veterinarsko uporabo. Pri Zivalih, ki so namenjene
za prehrano ljudi, imajo velik zoonoti¢ni pomen proti meticilinu odporni stafilokoki, ki so
raz$irjeni predvsem v rejah prasicev. V zadnjih letih postajajo problem tudi enterobakterije,
ki izlo¢ajo betalaktamaze z razsirjenim spektrom delovanja. Vsi omenjeni problemi imajo lahko
zelo velik vpliv na zdravje ljudi, zato jih je mogoce resevati le z odgovornim in usklajenim delom
vseh vpletenih strok.

ABSTRACT

KEY WORDS: antimicrobial resistance, methicillin-resistant Staphylococcus aureus, extended spectrum beta-lactamases, animals,
veterinary medicine

Recently, bacterial resistance to antibiotics has become a major problem in veterinary medi-
cine for both economic and pet animals. Veterinarians in small animal practices are often help-
less when treating infections against which there are no effective antibiotics, registered for
veterinary use. In food-producing animals, methicillin-resistant Staphylococcus aureus (live-
stock-associated), found mainly among pig population, is of great zoonotic significance. Recently,
Enterobacteriaceae have also become clinically and epidemiologically troublesome. They are
capable of producing extended-spectrum beta-lactamases. All these problems can have a tre-
mendous impact on human health, which is why they can only be solved with responsible
and coordinated work of all involved professions.
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V veterinarski medicini se je uporaba antibio-
tikov zacela Ze zelo kmalu po uvedbi antibio-
ti¢nega zdravljenja pri ljudeh. Sprva so se
antibiotiki uporabljali le za zdravljenje posa-
meznih bolnih Zivali, kasneje pa tudi za
preprecevanje okuzb v populacijah z vecjim
tveganjem za pojav bakterijskih bolezni, pred-
vsem za preprecevanje okuzb dihal in preba-
vil v intenzivnih rejah perutnine, prasic¢ev
in telet. Najvedji problem pa je v preteklosti
pomenilo dodajanje antibiotikov v krmo z na-
menom pospesevanja rasti Zivali (angl. growth
promotors, GP). Zaradi potreb po intenzivni
pridelavi hrane Zivalskega izvora je v neka-
terih drZavah poraba antibiotikov za rejske
namene celo presegla porabo v veterini in
medicini. V drZavah Evropske unije (EU) je
sicer uporaba v rejske namene od leta 2006
popolnoma prepovedana, vendar je skupna
uporaba antibiotikov $e vedno prevelika (1).

Vecina antibiotikov, ki se uporablja za
zdravljenje Zivali, spada v iste ali podobne far-
makoloske skupine kot tisti antibiotiki, ki se
uporabljajo za ljudi. Zato bakterije pri Ziva-
lih pogosto razvijejo podoben nacin sekundar-
ne odpornosti, kar lahko privede do tezav pri
zdravljenju ljudi in Zivali, ne glede na to, v ka-
terih populacijah je bila odpornost pridob-
Jjena. To je $e posebno nevarno pri nekaterih
povzrociteljih zoonoz (npr. iz rodov Salmonel-
la in Campylobacter) ali pa v primerih, ko se
geni za odpornost prenasajo iz Zivalskih v so-
rodne ¢loveske bakterije in obratno. Pojav vec-
kratno odpornih bakterijskih sevov pri Zivalih
je pomemben s stali$¢a zdravja Zivali in hkra-
ti varovanja zdravja ljudi. Nacin in pogostnost
uporabe antibiotikov v veterinarski medici-
ni sta mo¢no odvisna od ljubiteljskega ali eko-
nomskega namena reje, zato se pri razliénih
zivalskih vrstah in celo kategorijah Zivali pre-
cej razlikujeta (2, 3).

ODPORNE BAKTERIJE PRI
LJUBITELJSKIH VRSTAH ZIVALI

Pri ljubiteljskih vrstah Zivali postaja zdravs-
tvena problematika zelo podobna kot pri lju-
deh. Pri psih in mackah je pogostejse bolni-
$ni¢no zdravljenje in s tem povezane okuzbe,
zaradi daljSe Zivljenjske dobe je vec Zivali
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s slab$im imunskim odzivom (bolniki z raka-
vimi in kroni¢nimi boleznimi), ve¢ je tudi
invazivnih posegov v telo. Uporaba antibio-
tikov je individualna in je namenjena le zdrav-
ljenju bolnih Zivali, izjemoma pa kot pre-
ventivni ukrep. Hisni ljubljenci Zivijo v zelo
tesnem stiku z ljudmi, zato je moZen nepo-
sredni prenos bakterij z Zivali na ¢loveka in
obratno (4-6).

Staphylococcus avreus in
Staphylococcus pseudintermedius

Pri domacih Zivalih so stafilokoki razmeroma
pomembne oportunisti¢no patogene bakte-
rije in pogosti povzrocitelji razli¢nih lokalnih
in sistemskih okuzb (7-9). Podobno kot pri
ljudeh so kliniéno pomembne predvsem koa-
gulazno pozitivne vrste stafilokokov (KPS). Pri
domacih Zivalih so poleg vrste Staphylococ-
cus aureus pomembni $e stafilokoki skupine
Staphylococcus intermedius (angl. Staphylococ-
cus intermedius group, SIG), kamor spadajo
Staphylococcus pseudintermedius, Staphylo-
coccus intermedius in Staphylococcus delphini.
Pri stafilokokih je zaradi izlo¢anja betalakta-
maz pogosto izrazena odpornost proti peni-
cilinom, ki lahko dosezZe preko 70% (8, 9).
Zdravljenje je uspesno z betalaktamskimi anti-
biotiki v kombinaciji z inhibitorji betalakta-
maz, poleg tega pa so taki sevi obi¢ajno dobro
obcutljivi tudi za vecino ostalih antibiotikov
(8, 9). Vedji problem predstavljajo stafiloko-
ki, ki so odporni proti meticilinu (angl. met-
hicillin-resistant staphylococci, MRS), kar pome-
ni, da so odporni tudi proti vsem ostalim beta-
laktamskim antibiotikom (penicilini, cefalos-
porini, monobaktami in karbapenemi), razen
proti novej$im cefalosporinom, ki ucinkuje-
jo tudi na proti meticilinu odporni Staphylo-
coccus aureus (angl. methicillin-resistant Staphy-
lococcus aureus, MRSA) (10).

Proti meticilinu odporni Staphylococcus
aureus

Pri psih in mackah je okuzba ali kolonizacija
z MRSA razmeroma redka, sevi pa so navad-
no enaki kot tisti, ki prevladujejo v popula-
ciji judi, s katerimi Zivali Zivijo. Pri Zivalih in
njihovih lastnikih je navadno izoliran isti tip
MRSA, vendar je smer prenosa tezko dokaza-
ti (4, 11). V Sloveniji je bil doslej ugotovljen
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edini primer MRSA pri macki s kroni¢nim
vnetjem usesa, kjer sta bila izolirana dva raz-
licna fenotipa (hemoliti¢ni in nehemoliti¢ni).
Vendar sta oba izolata pripadala istemu geno-
tipu (ST 1327, spa t005), ki ga sicer najdemo
pri ljudeh (neobjavljeni podatki).

Proti meticilinu odporni Staphylococcus
pseudintermedius

Za pse in macke je mnogo bolj pomemben
proti meticilinu odporen S. pseudintermedius
(angl. methicillin-resistant Staphylococcus pseu-
dintermedius, MRSP), ki ima identi¢no vlogo
kot MRSA pri ljudeh (5). Podobno kot pri ¢lo-
veskih izolatih je za odpornost odgovoren gen
mecA, ki je del velikega genskega elementa
SCCmec (angl. staphylococcal cassette chromo-
some mec). Na tem elementu so prisotni tudi
zapisi za druge lastnosti, lahko tudi za odpor-
nost proti drugim antibiotikom. Sevi MRSP
so lahko hkrati odporni proti nekaterim ne-be-
talaktamskim skupinam antibiotikov (npr.
kinolonom, tetraciklinom), obi¢ajno so izjem-
no odporni proti ve¢ skupinam antibiotikov
in se v nekem okolju verjetno $irijo klonalno.
Prevalenca pri psih je po podatkih iz litera-
ture 0—-17 %, vendar je v resnici verjetno pre-
cej visja (2, 5, 8, 9). Eden izmed mozZnih
razlogov je dejstvo, da pri osnovni rutinski
diagnostiki take izolate lahko spregledamo.
S. pseudintermedius je morfolosko in bioke-
mijsko zelo podoben S. aureus in S. schleiferi
subsp. coagulans, vendar ima drugacne feno-
tipske kriterije za doloCanje odpornosti proti
meticilinu. Zato je pravilna identifikacija izo-
lata do vrste zelo pomembna zaradi pravil-
ne izbire kriterijev za odpornost (10). Pri disk
difuzijski metodi so za testiranje MRSP (za
razliko od MRSA) bolj zanesljivi rezultati, ki
jih dobimo z oksacilinskim diskom (R=17 mm),
medtem ko je test s cefoksitinskim diskom
manj zanesljiv (R=23 mm).

Pri sevih, ki so bili doslej izolirani v Slo-
veniji, so bili ugotovljeni razli¢ni vzorci odpor-
nosti. Najbolj pogosti so sevi, ki so poleg proti
betalaktamom odporni $e proti kinolonom
(ciprofloksacin, enrofloksacin, marboflok-
sacin), makrolidom (eritromicin, azitromicin),
linkozamidom (klindamicin), aminoglikozi-
dom (gentamicin, neomicin), kombinaciji tri-
metoprima s sulfonamidom, nekateri pa poleg

tega $e proti tetraciklinom, razen doksicikli-
nu (12, 13).

Pri psih in mackah se pojavljajo Se proti
meticilinu odporni S. schleiferi subsp. coagu-
lans in razli¢ni koagulazno negativni stafilo-
koki (KNS), predvsem S. felis, S. haemolyticus,
S. sciuri, S. epidermidis in S. warneri. Verjetno
so to prvotni nosilci gena mecA, ki je odgovo-
ren za odpornost proti meticilinu, vendar so
kot povzrocitelji okuzb obicajno manj pomemb-
ni (2,8 9).

Zoonoti¢ni pomen

Objavljenih je vec raziskav o kolonizaciji lju-
di in Zivali z istimi vrstami in celo tipi stafilo-
kokov (11). Kadar so psi in macke kolonizirani
z MRSA, gre navadno za klone, ki evolucijsko
pripadajo ¢loveku, medtem ko so kloni MRSP
popolnoma Zivalskega izvora (5). Opisani so
redki primeri okuzb z MRSP pri ljudeh, ki so
v tesnem stiku z Zivalmi, vendar temu razi-
skovalci ne pripisujejo vedjega zoonoticnega
pomena, ker so okuzbe ljudi z MRSP pravi-
loma pogojene s stanjem zmanj$ane imunske
sposobnosti bolnika. Ne smemo pa zanema-
riti potencialne moZnosti prenosa genskega
elementa SCCmec na druge stafilokoke, pred-
vsem S. aureus.

Enterokoki

Enterokoki so normalni predstavniki ¢reve-
sne mikroflore, ki naseljujejo tudi koZo in sluz-
nice, povzrocajo pa lahko razli¢ne bolezni tako
pri ljudeh kot pri vseh vrstah domacih Zivali.
Pri Jjubiteljskih Zivalih najpogosteje povzro-
¢ajo enteritis, okuZbe secil, septikemijo, endo-
karditis, okuzbe ran in mastitis. V zadnjem
Casu so tudi v Sloveniji opisani posamezni pri-
meri okuZb z veckratno odpornimi enteroko-
ki pri psih (sepsa, okuzbe se¢nega mehurja),
ki so dokaz, da postajajo enterokoki tudi pri
Zivalih vse pogostejsi povzrocitelji ponavlja-
jo¢ih se, tezko ozdravljivih okuzb (14, 15).
Zdravljenje enterokoknih okuzb je zaradi
intrinzi¢ne odpornosti enterokokov proti Ste-
vilnim skupinam antibiotikov Ze sicer precej
oteZeno (10). Poleg tega lahko med zdravlje-
njem hitro razvijejo mehanizme odpornosti
proti uporabljenim antibiotikom, hkrati pa
predstavljajo rezervoar genov za odpornost, ki
se lahko predvsem s plazmidi prenasa tudi na
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druge, bolj patogene bakterije (npr. S. aureus,
vklju¢no z MRSA, in S. pseudintermedius,
vklju¢no z MRSP). Prisotnost enterokokov pri
ljubiteljskih vrstah Zivali pa lahko predstav-
lja potencialni vir okuzbe za ljudi (16).

Escherichia coli

Escherichia coli lahko pri ljudeh in domacih
zivalih povzroca razli¢na obolenja. Vecina
sevov je del normalne mikrobne flore v raz-
liénih organskih sistemih, nekateri pa imajo
razlicne dejavnike patogenosti. Sevi E. coli iz
zivali in okolja so lahko nosilci genov za odpor-
nost, ki se lahko prenesejo na cloveku prila-
gojene patogene seve E. coli. V takih primerih
je zdravljenje tezje, daljSe in pogosto manj
uspesno (2).

Najvedji problem predstavljajo sevi E. coli,
ki izlo¢ajo plazmidno kodirane betalaktamaze
z raz$irjenim spektrom delovanja (angl. exten-
ded-spectrum beta-lactamases, ESBL). Nas-
protno pa je zapis za betalakatamaze AmpC
kodiran na kromosomu in omogoca odpor-
nost proti drugi in tretji generaciji cefalospo-
rinov (vklju¢no s kombinacijo antibiotika in
inhibitorji betalaktamaz) ter cefamicinom
(npr. cefoksitin), sevi pa so obi¢ajno obc¢utlji-
vi $e za Cetrto generacijo cefalosporinov (npr.
cefepim, cefkvinom) in karbapeneme. Enci-
mi AmpC so lahko kodirani tudi plazmidno
(17, 18). Pomembne so plazmidno kodirane
betalaktamaze AmpC CMY in ESBL razre-
da A (TEM, SHV, CTX-M). Vecina sevov, izo-
liranih pri Zivalih, je hkrati odporna tudi proti
kinolonom.

TeZave z odpornimi sevi E. coli tipa ESBL
so bile omejene predvsem na bolni$ni¢ne
okuzbe ljudi, porocila o okuzbah Zivali pa so
bila redka (2). V Sloveniji je bilo do leta 2010
pri Zivalih na voljo le omejeno $tevilo podat-
kov, ki so se nanasali predvsem na klini¢ne
vzorce ljubiteljskih vrst. Opisani so bili pri-
meri izolacije E. coli, ki izlo¢a ESBL, iz sluho-
voda psa s kroni¢nim vnetjem uses (CTX-M1),
pri macki z vnetjem fascij (CTX-M2) in iz bla-
ta budre (CTX-M1). Pri nobeni Zivali ni bil
ugotovljen vir okuzbe (2, 13). V zadnjih letih
se vse enterobakterije, izolirane iz klini¢nih
vzorcev zivali (najvedji deleZ predstavlja urin),
testirajo tudi na prisotnost ESBL/AmpC.
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Psevdomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je pogojno patogen
mikroorganizem, ki povzroca resne okuzbe
predvsem pri Zivalih z oslabljenim imunskim
sistemom in po dolgotrajnem antibioticnem
zdravljenju, je pa tudi pomemben povzrodi-
telj bolni$ni¢nih okuzb. Pri mesojedih Ziva-
lih, $e posebej pri psih, najpogosteje povzroca
obsezna vnetja zunanjega sluhovoda. V pri-
meru neuspes$nega zdravljenja lahko prodre
v globja tkiva in povzrodi vnetje srednjega use-
sa, poSkodbe moZganskega Zivca in osteomie-
litis (19).

Za P. aeruginosa je znacilno, da je odporen
proti Stevilnim antibiotikom, kar je lahko
posledica bodisi intrinzi¢ne odpornosti proti
dolo¢enim skupinam antibiotikov ali pa pri-
dobljene odpornosti posameznih sevov. V li-
teraturi je opisano, da lahko posamezni sevi
P. aeruginosa razvijejo odpornost proti anti-
biotikom med terapijo celo v nekaj dneh (10).
Pri vecini sevov ugotavljamo odpornost vsaj
proti enemu antibiotiku, ki se ponavadi upo-
rablja za zdravljenje. V zadnjem casu je opazna
povecana odpornost proti fluorokinolonom, ki
je v preteklosti dosegala najvec 5%, po letu 2009
pa je strmo narasla do 25 % za ciprofloksacin,
za enrofloksacin pa celo ¢ez 40% (19).

Acinetobacter baumannii

Do nedavnega je bila bakterija Acinetobacter
baumannii znana le v humani medicini kot
oportunisti¢na patogena bakterija in ena
izmed povzrociteljic bolni$ni¢nih okuzb.
Okuzbe Zivali so opisane zelo redko in vloga
A. baumannii je v veterinarski medicini Se
zelo nejasna. Za okuzbo so dovzetni predvsem
bolniki, ki imajo zmanjsano imunsko sposob-
nost oz. so podvrZeni dolgotrajnemu zdrav-
ljenju zaradi drugih vzrokov. Prvi dokazan
klini¢ni primer okuzbe Zivali z bakterijo
A. baumannii je bil v Sloveniji opisan leta 2012
pri psu z akutnim vnetjem komol¢nega sklepa.
Zaradi odpornosti proti vsem antibiotikom,
ki so registrirani za uporabo v veterinarski
medicini, je bil pes uspesno zdravljen z imi-
penemom. Zaradi tega je bil ta primer posebej
dokumentiran, hkrati pa sta bila izpostavlje-
na problem naras¢ajo¢e odpornosti Zival-
skih bakterij in vprasljivost upravicenosti
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uporabe antibiotikov, ki so namenjeni za kri-
ti¢no rabo v humani medicini (20).

ODPORNE BAKTERIJE PRI
GOSPODARSKIH VRSTAH
ZIVALI

Pri gospodarskih Zivalih je osebni stik s ¢lo-
vekom manj izrazit, vendar lahko prihaja do
prenosa odpornih bakterij (ali njihovih genov)
preko hrane, kar pomeni, da se hkrati lahko
kolonizira ali okuzi vedje Stevilo ljudi. Med
domacimi Zivalmi, ki so namenjene za prehra-
no ljudi, najdemo najvedji delez Zivali z vec-
kratno odpornimi bakterijami predvsem
v rejah prasicev, perutnine in govedi (1, 17, 18).

Staphylococcus auvreus in proti
meticilinu odporni Staphylococcus
avreus

Podatki o razirjenosti MRSA med gospodar-
skimi zivalmi v ve¢ini drzav EU in drugod po
svetu so odprli novo poglavje v razumevanju
vloge Zivali pri razvoju in Sirjenju odpornih
bakterij. Do nedavnega so seve MRSA pri lju-
deh razvr$cali na osnovi epidemiologkih in
genetskih znacilnosti na tiste, ki so pridobljeni
v bolni$nicah (angl. hospital-associated MRSA,
HA-MRSA) in druge, pridobljene zunaj njih
(angl. community-associated MRSA, CA-MRSA).
V zadnjih letih pa je postala pomembna Se
tretja skupina izolatov (angl. livestock-asso-
ciated MRSA, LA-MRSA), ki je epizootiolos-
ko povezana s prasici oz. s posebnim klonom
ST398 (6, 8, 12).

Proti meticilinu odporni Staphylococcus
aureus pri prasicih

Pri prasicih je najpomembnejsi KPS Staphy-
lococcus hyicus, ki povzroca sajavost (spe-
cifi¢na oblika eksudativnega dermatitisa),
medtem ko S. aureus nima vedjega klini¢ne-
ga pomena. Prvotna porocila, da so prasic¢i
pomemben vir okuzbe z MRSA pri ljudeh, se
zato najprej niso zdela posebej pomembna.
Prvi primeri so bili ugotovljeni le pri ljudeh,
ki so bili v tesnem stiku s prasici, predvsem
pri delavcih na farmah ali njihovih druZinskih
¢lanih. Na Nizozemskem so ugotovili, da je
pri ljudeh, ki so v stiku s prasici, prevalenca
MRSA kar 23 %, identi¢ne seve pa so izolira-

li tudi pri njihovih Zivalih (21). Kasneje so
seve tega klona zasledili tudi pri ljudeh, ki niso
imeli neposredne povezave s prasici. Na Nizo-
zemskem je LA-MRSA pomembno prispevala
k skupnemu povecanju deleza okuzb z MRSA
pri ljudeh (22-24).

Z uporabo ustaljenih protokolov teh izo-
latov najprej ni bilo mogoce uvrstiti v tedaj
znane skupine, kasneje pa so jih s tipizacijo
na osnovi multilokusnih zaporedij (angl. mul-
tilocus sequence typing, MLST) uvrstili v sku-
pino ST398. Na osnovi gena za stafilokokni
protein A (spa) izolati LA-MRSA pripadajo
razli¢nim spa tipom, med katerimi so najpogo-
stejsi t011, t034, t108 in t1245. Ker je vedina
izolatov odporna proti tetraciklinu, predvi-
devajo, da je bila uporaba tega antibiotika
verjetno eden izmed selekcijskih dejavnikov.
Price s sodelavci je za pojasnitev tega prime-
ra izbral in gensko analiziral 89 Zivalskih in
¢loveskih izolatov S. aureus CC398 iz 19 dr-
Zav, med njimi tudi dva slovenska (23). Na
podlagi sekvenc celotnega genoma je ugotovil,
meticilin obc¢utljiv S. aureus (angl. methicil-
lin-sensitive Staphylococcus aureus, MSSA),
ki je pod antibioti¢nim selekcijskim pritiskom
v populaciji prasicev pridobil odpornost pro-
ti meticilinu.

V Sloveniji je bilo na osnovi monitoringa
iz leta 2008 izoliranih prvih 8 sevov iz hlev-
skega prahu, kar je po statistiki Evropske agen-
cije za varnost hrane (angl. European food
safety authority, EFSA) pomenilo manj kot
10-odstotno prekuzenost slovenskih farm in
nas uvrstilo med drZzave z manj$o tveganost-
jo za okuZzbe ljudi. Sevi so pripadali trem naj-
pogostejsim spa tipom (t011, t034, t108) in so
bili vsi odporni proti tetraciklinu. Pri preiska-
vah prasicjega mesa leta 2011 je bila ugotov-
ljena 33-odstotna kontaminacija prasi¢jega
mesa z MRSA (13). V okviru projektne naloge
(e neobjavljeni delni podatki) je bilo leta 2012
pregledanih $e 50 brisov nosu prasicev na
okuzeni farmi, kjer je bila ugotovljena 94-od-
stotna prekuZenost Zivali. Hkrati so bili pre-
gledani $e brisi nosu §tirih delavcev (vsi pozi-
tivni) in $tirih veterinarjev vzorcevalcev (trije
pozitivni, en negativen ob uporabi maske). Pri
slednjih je 8lo o¢itno le za kontaminacijo, ker
s0 bili ob naslednjih dveh pregledih (po enem
oz. dveh tednih) vsi brisi negativni. Pregledani
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so bili $e brisi nosu petih delavcev v labora-
toriju, kjer so pregledovali prah, in vsi rezul-
tati so bili negativni (neobjavljeni podatki).

Kljub pogosti kolonizaciji prasi¢ev z MRSA
pa veterinarji pri Zivalih ne zaznavajo resnih
Klini¢nih stanj. Opisani so redki primeri okuzb
koZe, se¢nih poti in maternice ter mastiti-
sa (25). V Sloveniji sta bila zabeleZena le dva
primera izolacije MRSA ST398 s koZe prasi-
¢a z eksudativnim dermatitisom (sajavost),
vendar verjetno nista imela klini¢nega pome-
na, ker je v kulturi obakrat mocno prevladoval
S. hyicus, osnovni povzrocitelj te bolezni (13).

Proti meticilinu odporni Staphylococcus
aureus pri govedu

Staphylococcus aureus je pri govedu najpogo-
stej$i povzrocitelj mastitisa, ki se obic¢ajno
uspesno zdravi z antibiotiki. Prva izolacija
MRSA pri kravi je bila opisana Ze leta 1972,
kasneje pa so bila porocila dokaj redka, kar
je mogoce pripisati tudi pomanjkljivi diagno-
stiki (8, 26-28). V Sloveniji je bila opravljena
raziskava o prisotnosti MRSA v mleku 57 kli-
nic¢no zdravih krav iz rej, kjer je bilo v prete-
klosti vecje Stevilo primerov stafilokoknega
mastitisa. Skupno je bilo pregledanih 228 vzor-
cev, ki so bili sicer kljub velikemu $tevilu izo-
latov S. aureus (56 %) vsi negativni na MRSA.
Nimamo pa podatkov o primerih MRSA pri
kravah s klini¢nim mastitisom. Znano je, da
se pri govedu pojavlja tudi klon ST398, kar
je verjetno posledica prenosa s prasicev (28).
Leta 2011 je bil pri kravah in ljudeh v Veliki
Britaniji ugotovljen poseben tip MRSA, pri
katerem so odkrili nov gen za odpornost proti
meticilinu mecA, ,,-,- Gen se nekoliko razli-
kuje od obicajnega mecA, zato je za mole-
kularno potrditev potrebna modificirana
metoda (29). Zaradi dejstva, da so za okuz-
bo dovzetni tudi ljudje, in strahu, da bi se klon
raz$iril podobno kot LA-MRSA, bo potreb-
no goveje izolate testirati tudi na prisotnost
gena mecA -
Proti meticilinu odporni Staphylococcus
aureus pri perutnini

Staphylococcus aureus in drugi stafilokoki lah-
ko povzrocajo pri perutnini razli¢na bolezen-
ska stanja, vendar so okuzbe z MRSA verjetno
manj pogoste. Opisani so primeri okuZb pis-
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¢ancev na gospodarstvu s kombinirano rejo
perutnine in prasicev, kjer je zelo verjetno
prislo do prenosa bakterij z delavcev in opre-
me (30, 31).

Proti meticilinu odporni Staphylococcus
aureus pri konjih

Konji imajo le $e redko status gospodarskih
Zivali in namesto tega pridobivajo pomembno
vlogo druznih in $portnih Zivali. Zaradi tega
so se prva porocila o okuzbah z MRSA pri
konjih nana$ala na sporadi¢ne klini¢ne pri-
mere, ki so jih obravnavali v veterinarskih bol-
ni$nicah. Najve¢ porocil prihaja iz Kanade,
predvsem o tipu ST8, ki je verjetno v osnovi
cloveski klon, dobro prilagojen na konje (9).
Iz drugih drZav porocajo tudi o primerih kolo-
nizacije konj z MRSA ST398, ki se je med konje
verjetno razsiril z drugih gospodarskih Ziva-
li, ni pa znano, ¢e ima za konje tudi klini¢ni
pomen. Z Nizozemske porocajo tudi o prvem
primeru prenosa ST398 s konja na clove-
ka (32). V Sloveniji sta bili o MRSA pri konjih
doslej opravljeni dve raziskavi. Prvo je leta 2006
opravil Vengust s sodelavci na 300 konjih iz
razli¢nih populacij in vse pregledane Zivali so
bile negativne na MRSA (33). Leta 2009 je bila
na Veterinarski fakulteti opravljena dodatna
raziskava na 76 plemenskih Zrebcih (152 vzor-
cev), ki so bili prav tako vsi negativni. Na pod-
lagi teh podatkov sklepamo, da je stanje glede
MRSA pri slovenskih konjih v primerjavi
z nekaterimi drugimi drZavami zelo ugodno.
Vendar pa je bil ugotovljen zelo velik delez
(37 %) zivali, ki so bile nosilci proti meticili-
nu odpornih koagulazno negativnih stafilo-
kokov, predvsem S. sciuri (12, 13).

Pomen proti meticilinu odpornih
stafilokokov za zdravje ljudi

S stafilokoki kontaminirana hrana je lahko
zdravju Skodljiva iz dveh razlogov. Prva nevar-
nost je, da stafilokoki lahko izlocajo enterotok-
sine (proizvodnja toksinov pri MRSA je enaka
kot pri MSSA). Znana so porocila o zastrupi-
tvah s kontaminiranim svinjskim mesom,
vendar so primarni vzroki za kontamina-
cijo bolj verjetno z MRSA okuZeni delavci.
Ce pride do vnosa Zivih bakterij MRSA s hra-
no, lahko to povzrodi kolonizacijo prebavil
z MRSA (3, 17). Drugi problem je kontami-
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nirana hrana kot nosilec $irjenja zunajcreve-
snih okuzb pri ljudeh, kar lahko vodi do ena-
kih zapletov kot pri ostalih okuzbah z MRSA.

Enterobakterije

Enterobakterije, predvsem Salmonella spp. in
E. coli, so v vseh drzavah EU vkljucene v siste-
mati¢no spremljanje odpornosti proti antibio-
tikom (17, 18).

Salmonella spp.

Salmonele so pomembne kot povzroditeljice
zoonoz in so na sreco ohranile razmeroma
dobro obcutljivost za antibiotike. V Sloveni-
ji ugotavljamo podobne serovare kot drugod
v Evropski skupnosti, med njimi so najpogo-
stejsi Infantis, Typhimurium, Enteritidis,
Tennessee, Derby, Saintpaul in drugi. Med
posameznimi serovari salmonel se glede na
odpornost proti antibiotikom pojavljajo zelo
razli¢ni vzorci obcutljivosti, vendar pa je na
splosno lahko opaziti manjsi delez veckratno
odpornih izolatov kot pri drugih bakterijah
(stafilokoki, kampilobaktri, E. coli). Najvedji
deleZ odpornosti je bil ugotovljen proti tetra-
ciklinom, sulfonamidom, fluorokinolonom in
ampicilinu, najmanjsi pa proti tretji genera-
ciji cefalosporinov (34). Podobno stanje je
zabeleZeno tudi v drugih drZavah EU, razen
za skupino fluorokinolonov, kjer so podatki
znotraj posameznih drzav ¢lanic zelo razlic-
ni. Ob¢utljivost salmonel je na nivoju Evrop-
ske skupnosti v zadnjih letih (2005-2010) bolj
ali manj stabilna. Opazni so trendi narasca-
nja odpornosti proti posameznim skupinam
antibiotikov na nacionalni ravni (17, 34).

Escherichia coli

Escherichia coli je za gospodarske Zivali lah-
ko pomembna patogena bakterija, poleg tega
pa je tudi indikatorski mikroorganizem pri
izvajanju monitoringov za spremljanje odpor-
nosti proti antibiotikom. Podobno kot pri dru-
gih bakterijah je tudi pri E. coli opazen trend
naras¢anja odpornosti proti razli¢nim antibio-
tikom, predvsem proti fluorokinolonom in
cefalosporinom. Problematika pojavljanja
ESBL pa je vecje razseznosti dobila Sele, ko
so seve zaceli ugotavljati tudi pri gospodar-
skih Zivalih, predvsem pri govedu in perut-
nini, $e posebej pri brojlerjih (18, 24, 35-37).

Bakterije, ki izlo¢ajo ESBL/AmpC v mesu

Opozorila, da so ekonomske Zivali lahko nosil-
ke odpornih sevov E. coli, ki se s hrano lahko
prenasajo tudi na ljudi, so vedno bol;j stevil-
na in podkrepljena z rezultati obseznih razi-
skav (1). Na podlagi molekularne tipizacije so
dokazali, da se podobni tipi odpornosti kazejo
pri bakterijah ¢loveskega, Zivalskega in okolj-
skega izvora in je tako moZen prenos odpor-
nih bakterij ali njihovih genov v vseh fazah
prehranske verige (18, 35). Podatki iz razlic-
nih drzav so slabo primerljivi, ker so bile razi-
skave narejene v razli¢nih populacijah Zivali
in z uporabo razlicnih metod izolacije. Primer-
java ni mogoca predvsem zaradi neenotnega
sistema vzorcenja. Individualni vzorci Zivali
praviloma kazejo bolj$o sliko kot vzorci mesa,
kar je verjetno posledica naknadne kontami-
nacije v klavnicah in trgovinah. Vse to nare-
kuje uvedbo enotnega in stalnega monitoringa
prisotnosti ESBL v razli¢nih vrstah Zivil (18).

V Sloveniji so bila v letu 2011 opravljena
preliminarna testiranja o prisotnosti veckrat-
no odpornih bakterij v mesu. Z usmerjeno
preiskavo (tj. z uporabo selektivnih gojis¢
v vseh fazah izolacije bakterij) je bilo pregleda-
nih 80 vzorcev perutninskega mesa in E. coli
tipa ESBL/AmpC je bila izolirana iz vec kot
70 % vzorcev. Nasprotno pa v 60 pregledanih
vzorcih prasi¢jega mesa bakterije, ki izloca-
jo ESBL/AmpC, niso bile ugotovljene (13). Na
podlagi preliminarnih rezultatov je pristojna
veterinarska sluzba za leto 2012 odredila dodat-
ni monitoring na veéjem Stevilu vzorcev, ki
bo omogocal statisti¢no ovrednotenje stanja.

ZAKLJUCEK

Preprecevanje odpornosti bakterij proti antibio-
tikom je v veterinarski medicini pomembno
s stali$¢a ohranjanja ucinkovitih antibiotikov
za zdravljenje Zivali in preprecevanja preno-
sa odpornih bakterij oz. genov za odpornost
na ljudi. Hisni ljubljenci so glede koli¢ine
porabljenih antibiotikov sicer manj pomemb-
ni kot velike Zivali, vendar bivajo v tesnem
stiku s lovekom in so dovzetni za okuZbe z is-
timi ali podobnimi bakterijami. Poleg tega se
za njihovo zdravljenje ob¢asno uporabljajo
antibiotiki, ki so registrirani samo za ljudi, zato
lahko z nepravilno uporabo prispevajo k razvo-
ju odpornosti. Zaradi tega bo potrebno zelo
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natancno opredeliti, v katerih primerih bo (¢e
sploh) dovoljeno za Zivali uporabljati rezerv-
ne antibiotike, katerih uporaba je pri ljudeh
omejena samo na najbolj kriti¢ne primere.
Poraba antibiotikov pri ekonomskih Zivalih se
je v EU koli¢insko Ze zmanjsala s prepoved-
jo uporabe za pospesevanje rasti, vendar se
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morajo ukrepi nadaljevati tudi na drugih
podrogjih, predvsem pri zmanj$anju porabe
za preventivno zdravljenje.

V prispevku so bili uporabljeni tudi po-
datki, ki smo jih pridobili pri delu v okviru pro-
jektne naloge CRP V4-1080.
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Zoonotski potencial nekaterih enteri¢nih
virusov in vloga vodnih virov pri njihovem
kroZenju v naravi

Zoonotic Potential of Some Enteric Viruses and the Role
of Water Sources in Their Circulation in Environment

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: entericni virusi, virusi v hrani in vod, zoonoze, virus hepafifisa A, virus hepatitisa E

Enteri¢ni virusi predstavljajo heterogeno skupino virusov iz razli¢nih virusnih druZin, kot
so Caliciviridae, Reoviridae, Astroviridae, Picornaviridae. Ceprav spadajo v razli¢ne virusne druzi-
ne, imajo nekatere skupne lastnosti, ki jim omogocajo obstojnost v okolju in s tem mozZnosti
posrednih okuZzb s kontaminirano vodo in hrano. Med pomembne virusne predstavnike, ki
se prenasajo z vodo in hrano, spadata tudi virus hepatitisa A in virus hepatitisa E. Najpogostej-
§i vzrok posrednih okuzb s tovrstnimi virusi so kontaminirani vodni viri. Vsaj za rotaviruse
in virus hepatitisa E je dokazan tudi zoonotski prenos. Vnos Zivalskih iztrebkov v okolje ali neu-
strezno ravnanje z njimi je $e dodaten vir mogocih okuzb. Kontrolirano ravnanje s ¢loveski-
mi ali Zivalskimi iztrebki ter ustrezen nadzor nad kvaliteto pitne vode sta pomembna dejavnika
pri preprecevanju Sirjenja okuzb z enteri¢nimi virusi ter virusom hepatitisa A in E.

ABSTRACT

KEY WORDS: enteric viruses, foodbome viruses, zoonoses, hepatitis A virus, hepatifis E virus

The enteric virus group is composed of heterogeneous members of various virus families, such
as Caliciviridae, Reoviridae, Astroviridae, Picornaviridae. They however express some common
characteristics. Enteric viruses are stable in the environment, enabling them to infect the host
indirectly through contaminated food and water. Among food-borne viruses, hepatitis A and
hepatitis E are also important. The most common source of food-borne infections is a con-
taminated water source. Zoonotic transmission has been proven for rotaviruses and the hepa-
titis E virus. Inappropriate handling of animal excreta or fertilizing with animal slurry raises
the possibility of zoonotic viruses to be transmitted and infect human hosts. Controlled hand-
ling of human or animal excreta and monitoring the quality of drinking water are important
factors for preventing enteric viruses, the hepatitis A virus and the hepatitis E virus infections.
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uvobD

Enteri¢ni virusi so Siroka skupina virusov z ne-
katerimi skupnimi lastnostmi, ki jim omogo-
Cajo uspeSen prenos med gostitelji. Mednje
pristevamo Stevilne povzroditelje gastroente-
ritisov (rotavirusi, kalicivirusi, astrovirusi,
enteri¢ni adenovirusi idr.) kakor tudi viruse,
ki se sicer razmnoZzujejo v ¢revesni sluznici,
a se lahko razsirijo po telesu in povzrocijo
bolezni v drugih organih (npr. Stevilni ente-
rovirusi). Okuzba poteka fekalno-oralno, nji-
hovo glavno mesto razmnoZevanja je sluznica
tankega Crevesja. Virusi se izlo¢ajo z iztrebki
v visokih koncentracijah, kar omogoca kon-
taminacijo okolja in pove¢ano moznost okuzb
vnjem (1). K hitremu prenosu dodatno pri-
pomorejo $e fizikalno-kemijske lastnosti viru-
sov, predvsem njihova stabilnost v okolju,
neobcutljivost na temperaturno nihanje in
kislo okolje (nizka vrednost pH) (1, 2).

Stevilni enteri¢ni virusi se pojavljajo ne
samo pri ljudeh, ampak tudi pri $tevilnih
Zivalskih vrstah. Najve¢ podatkov o zoonot-
skem potencialu imamo predvsem za rotavi-
ruse skupine A, ki kljub uspesnemu cepivu
na trziscu $e vedno veljajo za glavne pov-
zrocitelje gastroenteritisov pri dojenckih in
majhnih otrocih. Z uvedbo novih, predvsem
molekularnih tehnik se pojavnost enteri¢nih
virusov pri Zivalih vedno pogosteje obravna-
va v raziskovalnih prispevkih mednarodnih
revij (3).

V $ir$o skupino virusov, ki se prenasajo
fekalno-oralno, s kontaminiranimi povrsina-
mi, hrano in vodo, pri$tevamo tudi dva pred-
stavnika virusnih povzrociteljev hepatitisov,
in sicer virus hepatitisa A in virus hepatiti-
saE (4,5).V prispevku bomo ve¢ pozornosti
namenili predstavitvi virusa hepatitisa E, saj
se pogosto pojavlja pri raznih Zivalskih vrstah,
se prenasa na ¢loveka s hrano in vodo, pred-
vsem dolodeni genotipi v azijskih drZavah
pa lahko povzrocijo tudi vecje epidemije (6).
Preucevanje zoonotskega potenciala virusov
je v danasnjem casu velikega pomena ne le
zaradi poznavanja Sirjenja okuZb in poskusa
preprecevanja, ampak tudi zaradi ustrezne
za§Cite ljudi z uspe$nim cepivom. Pri Zivalih
lahko velikokrat najdemo Stevilne virusne
seve z drugacnimi molekularnimi znacilnost-
mi od tistih, ki kroZijo pri ljudeh. Vnos tovrst-
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nih sevov med ljudi lahko po eni strani pov-
zroCi obsirne epidemije, po drugi strani pa
predstavlja veliko oviro uspesnim cepivom,
saj le-ti lahko obidejo vzpostavljeno zas¢ito.
Zoonotske prenose je zato pomembno sprem-
Jjati, preucevati uspe$nost pomnoZevanja
Zivalskih virusnih sevov pri ljudeh in iskati
ustrezne odgovore na obstojece spremembe.

Pogosto obolevnost z enteri¢nimi virusi
strokovnjaki pojasnjujejo predvsem z virusno
stabilnostjo in njihovo odpornostjo na razli¢-
ne fizikalno-kemijske vplive, kar omogoca nji-
hovo obstojnost v okolju (1, 2). Glavna pot
prenosa okuZb sicer ostaja neposreden pre-
nos med gostitelji, vendar pripisujejo vedno
vedji pomen posrednemu nacinu prenosa, tj.
z okuZenimi povrS§inami, hrano in vodo (1).
Podrodje raziskav virusov v vodi in hrani se
je pricelo razvijati $ele v 60-ih letih prej$nje-
ga stoletja. Domnevno je bila prva zabeleZena
virusna hidri¢na epidemija leta 1896 v Angli-
ji povezana z virusom hepatitisa A, a seveda
takrat brez jasne razlage. Z leti so ob vzposta-
vitvi epidemioloskih raziskav, raziskovalnih
mreZ in z razvojem okoljske virologije pot pre-
nosa nekaterih virusov s hrano in vodo posta-
vili na prioritetno listo preucevanja. Tako so
se znanstveniki Ze v 60-ih letih prej$njega sto-
letja strinjali, da je pri okuzbah s hepatitisom
A zelo pomemben prenos s kontaminirano
vodo (7). Svetovna zdravstvena organizacija
(SZO) ocenjuije, da bi v svetovnem merilu z do-
stopom do neoporecne vode lahko preprecili
1,5 milijona smrti otrok zgolj zaradi ¢revesnih
okuzb (8). Najpomembnejsi patogen, ki v Zdru-
Zenih drzavah Amerike (ZDA) povzroca okuzbe
s hrano in vodo, je po ocenah Centra za prepre-
¢evanje in obvladovanje bolezni (angl. Centers
for disease control and prevention, CDC) prav
norovirus, saj ga povezujejo z vec¢ kot 51 %
vseh izbruhov, povzrocenih z uZivanjem kon-
taminirane hrane ali vode (9). Virusi v hrani
in vodi so torej vzrok velike smrtnosti, pred-
vsem v drZavah v razvoju. V razvitem prede-
lu sveta je smrtnost nizka, predstavljajo pa
veliko ekonomsko breme v javnem zdravstvu.
Zato je naloga okoljske virologije predvsem
ugotavljanje vrst prenosov in virov kontami-
nacij ter predlaganje in spremljanje ucinko-
vitih sanacij virov okuzb (7).

V naSem prispevku bomo predstavili
pomembnejse predstavnike enteri¢nih viru-
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sov in virusov hepatitisa A in E, ki se pre-
nasajo z vodo in hrano, ter podali najnovej$a
spoznanja o njihovem zoonotskem rezervoar-
ju. Raziskave na tem podrod¢ju smo pred leti
zaceli tudi v Sloveniji. V povezavi z gospodars-
tvom, zdravstvenimi ustanovami in razisko-
valnimi instituti smo prispevali pomemben
delez pri razvoju stroke na tem podrodju.

ENTERICNI VIRUSI IN NJIHOV
ZOONOTSKI POTENCIAL

Rotavirusi

Rotavirusi skupine A so glavni povzrocitelji
drisk pri otrocih do petega leta starosti. Po
ocenah SZO so letno rotavirusne driske vzrok
za 453.000 smrti otrok po svetu (10).
Rotavirusi so brez ovojnice, 18,5 kilo-
baz (kb) velik genom iz 11 odsekov je obdan
s troslojno beljakovinsko kapsido. Zunanyji sloj
je sestavljen iz beljakovin VP4 in VP7, ki
dolocata serotip P in G in sta glavna nevtra-
lizacijska antigena (11). Za laZjo in hitrejso kla-
sifikacijo rotavirusov se v zadnjih dvajsetih
letih uporablja molekularna tipizacija genov
za ti dve beljakovinski molekuli, s katero dolo-
¢amo genotipe G in P. Zaradi koordinirane in
poenotene klasifikacije ter poimenovanja
genotipov in rotavirusnih sevov smo leta 2008
ustanovili posebno delovno skupino za kla-
sifikacijo rotavirusov (angl. Rotavirus Classi-
fication Working Group, RCWG), ki uvaja kla-
sifikacijo na podlagi analize celotnega genoma
in dodeljuje genotipe vsem 11 odsekom
genoma. Na zunanji kapsidni beljakovini je do
danes s strani RCWG priznanih in opisanih
27 genotipov G in 39 genotipov P (12). Pri lju-
deh so najpogostejsi genotipi: G1P[8], G2P[4],
G3P[8], G4P[8] in GIP[8]. Velika variabilnost,
predvsem genov za beljakovini zunanjega
sloja kapside, sproza mnoga vprasanja, pove-
zana predvsem z imunskim odgovorom in tip-
sko-specifi¢no zas$cito ter molekularnimi
mehanizmi, ki prispevajo k variabilnosti teh
virusov. Ze v 90-ih letih prejinjega stoletja so
ugotavljali, da se rotavirusi pojavljajo v Ste-
vilnih G-P genotipskih kombinacijah in da naj-
verjetneje k temu pripomore prerazporejanje
genoma, saj je le-ta segmentiran in to omo-
goca (11). Slednje smo preucevali in potrdi-
li tudi v obseznejsi raziskavi v Sloveniji, kjer
smo dokazali zoonotski prenos rotavirusov na

Jjudi in s primerjalnimi analizami ¢loveskih
in Zivalskih rotavirusnih sevov dokazali pre-
razporejanje genoma med njimi (13).

Danes je znano, da pri ljudeh najdemo
Stevilne rotavirusne genotipe, ki se pojavlja-
jo pri mnogih Zivalskih vrstah (prasici, gove-
do, ovce, macke, psi, Zirafe, antilope), vendar
je njihova pojavnost pri ljudeh razmeroma
nizka (3). Zoonotsko preneseni rotavirusi
pri ljudeh, najverjetneje zaradi neprilagoje-
nosti na novo okolje, niso sposobni tako uspe-
$nega pomnozevanja kot pri Zivalskih vrstah,
kjer se obicajno pojavljajo. Zato obicajno clo-
vek kljub okuZzbi ne izraza tezje oblike bolez-
ni (14). Le v redkih primerih dokazemo Zival-
ske rotavirusne seve pri otrocih s hudo obliko
bolezni. Ob socasni okuzbi celice s cloveskim
in Zivalskim rotavirusnim sevom se lahko ob
virusnem pomnoZevanju njun genom preraz-
poredi in izvorno Zivalski rotavirusni sev
z nekaterimi lastnostmi ¢loveskega seva lah-
ko pridobi ali poveca sposobnost pomnoZe-
vanja v Cloveskih tkivih (11). Tovrstno pot
vnosa novega Zivalskega rotavirusnega geno-
tipa med ljudmi so Ze dokazali, npr. vnos in
globalno Sirjenje genotipov G9, G12, G6 in G8.
Genotipa G9 in G12 najverjetneje izvirata iz
prasicev, od koder sta z medvrstnim preno-
som presla na ljudi in se priblizno 101let od
prve zaznave pri ljudeh razgirila iz JV Azije
na vse kontinente. Genotip G9 predstavlja
celo peti najpogostejsi rotavirusni genotip pri
ljudeh na svetu (15). Genotipa G6 in G8 Ze
dlje ¢asa zaznavajo pri ljudeh. Kljub nekate-
rim prerazporeditvam v genomu se oba geno-
tipa pojavljata le sporadi¢no v man;jsih odstot-
kih primerov okuzb. Vsaj za genotip G6 domne-
vajo, da je s prenosom z goveda ali drugih par-
kljarjev na ¢loveka in z manj$imi molekular-
nimi spremembami postal delno prilagojen
na razmnoZevanje v ¢loveskih celicah, a ne
dosega tako visoke uspe$nosti pomnozevanja
kot drugi pogosti rotavirusni genotipi, zato je
Sirjenje tega virusa omejeno (16, 17). Nadalj-
nje spremljanje genotipov G6 in G8 pri lju-
deh je pomembno predvsem z vidika uspe-
$ne zasCite z obstoje¢imi cepivi. Obe cepivi,
tako Rotarix® (GlaxoSmithKline) kot RotaTeq®
(Merck Sharp&Dohme) sta namrec¢ dosegli
nekoliko niZji nivo zas¢ite pred genotipom
G2P[4], ki spada v genomski tip DS-1 podob-
no kot sevi genotipov G6 in G8 (12).
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V Sloveniji smo med letoma 2006 in 2012
analizirali 2.359 vzorcev iztrebkov otrok s po-
trjenim rotavirusnim gastroenteritisom. Pri
95,21 % primerov smo dolo¢ili obicajne rotavi-
rusne genotipe, ki se pogosto pojavljajo pri
ljudeh, pri 0,17% smo dokazali rotaviruse
z neobicajno kombinacijo genotipov G-P, kar
nakazuje na prerazporejanje genoma. Mesa-
ne okuzbe smo dokazali pri 1,57 % primerov
in pri 0,89 % rotavirusne seve Zivalskega izvo-
ra. Med sevi Zivalskega izvora smo najpogo-
steje dokazali genotipa G10P[14] in G6P[9], ki
najverjetneje izvirata iz goveda. Zanimiva je
bila pojavnost genotipa G10P[14], ki smo ga
vecinoma dolocili v poletnih mesecih leta 2007
na razli¢nih obmodjih Slovenije. Na podlagi
genomske analize sevov G10P[14] smo doka-
zali, da se G10P[14] v Sloveniji ni razsiril z en-
kratnim prenosom z Zivali na ¢loveka, ampak
je verjetnejsa teorija veckratnih posameznih
medvrstnih prenosov (18). Zivali, pri katerih
smo dokazali rotaviruse, ostajajo rezervoar
potencialno novih rotavirusnih genotipov, ki
se prav zaradi molekularnih mehanizmov pre-
razporejanja lahko pojavljajo kot pogost pov-
zroCitelj drisk pri ljudeh.

Kalicivirusi

V druzini Caliciviridae so za ¢loveka najpo-
membnejsi virusi v rodovih Norovirus in Sapo-
virus. Norovirusi so najpogostejsi povzrocitelji
gastroenteritisov pri ljudeh ne glede na sta-
rostno skupino ter najpogoste;jsi povzrocite-
lji ¢revesnih okuzb s hrano in vodo. Sapovirusi
povzrocajo predvsem sporadi¢ne primere
okuzb z drisko, ¢eprav so jih sicer redko doka-
zali tudi v izbruhih ¢revesnih okuZb. Noro-
virusi in sapovirusi so majhni ikozaedri¢ni
virusi brez ovojnice, z genomom iz pozitivho
usmerjene enovijatne molekule RNA, velike
7,3-8,3kb (19).

Genetska variabilnost norovirusov je veli-
ka. Opisanih je pet genskih skupin noroviru-
sov (GI-GV), znotraj katerih so glede na nukleo-
tidno podobnost norovirusi razdeljeni $e na
Stevilne genotipe. Pri ljudeh so doslej dokaza-
li 20 genotipov znotraj GI, GII in GIV. Najpo-
gosteje se pojavlja genotip GIL4, pri katerem
se periodi¢no, okvirno na dve leti, pojavlja-
jo nove antigenske razli¢ice (20). Variabilnost
norovirusov mocno pripomore k povisanju
Stevila okuzb, saj je vzpostavljena imunost po
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okuZbi kratkotrajna, k dojemljivosti za novo
okuzbo pa doprinesejo nove porajajoce se raz-
licice istega genotipa. To pojasnjuje veliko Ste-
vilo obolelih ob norovirusnih izbruhih. Z epi-
demioloskim spremljanjem norovirusnih
okuZb so ugotovili, da se pogosteje pojavljajo
v zimskih mesecih. Glavna nacina prenosa sta
stik z obolelo osebo ter uzivanje kontamini-
rane hrane in vode (21). Zaradi stabilnosti
v okolju se lahko okuZimo tudi s kontamini-
ranimi povrsinami ter z aerosoli, ki se ustvar-
jajo ob bruhanju okuZene osebe (1).

Zoonotski potencial norovirusov $e ni
popolnoma raziskan. V literaturi je objavljenih
veliko raziskav o norovirusih pri razlicnih
Zivalskih vrstah, najve¢ pri prasicih in gove-
du, dokazali pa so jih $e pri mackah, levih in
psih. Ceprav je opisanih veliko primerov noro-
virusnih okuzb pri Zivalih, pa do sedaj niso
dokazali dovolj visoke podobnosti med ¢loves-
kimi in Zivalskimi norovirusnimi sevi, ki bi
nakazovala na nedavni neposredni prenos
z Zivali na ¢loveka. Kljub temu obstajajo dolo-
¢ene podobnosti med njimi in s tem domne-
ve o Zivalskem izvoru norovirusov, ki bi se
lahko pojavljali pri blagih oblikah gastroen-
teritisov pri ljudeh (22). Omenjeno bi lahko
dokazali ali ovrgli zgolj z obsezZno raziskavo,
ki bi vkljucevala ljudi z gastroenteritisi kakor
tudi osebe brez bolezenskih znakov. Zanimivo
bi bilo pregledati tudi osebe s poklicno izpo-
stavljenostjo prasi¢em, govedu in drugim Zival-
skim vrstam.

Pri sapovirusih je opisanih pet genskih
skupin (GI-GV), ki se podobno kot noroviru-
si delijo $e na genotipe. Pri ljudeh najdemo
predvsem sapoviruse znotraj genskih sku-
pin GI, GII, GIV in GV (23). Poleg ¢loveka lah-
ko sapovirusi okuZijo in povzrocajo bolezen
predvsem pri prasicih, dolo¢ili pa so jih tudi
pri kunah. Pragi¢ji sapovirusi se med seboj
zelo razlikujejo, vecina jih spada v gensko sku-
pino GIII, v obsezni raziskavi po evropskih pra-
predlaganih genskih skupin GVI-GX (24).
Pri tej in drugih raziskavah niso dokazali pri-
merov, ki bi nakazovali na zoonotski prenos
sapovirusov na Cloveka (22).

V Sloveniji smo v obdobju 2000-2009
spremljali sporadi¢ne primere in izbruhe
norovirusnih in sapovirusnih okuzb. Z mole-
kularnimi analizami smo najpogosteje doka-
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zali norovirus genske skupine II, genotip 4
(GIL4). Dokazali smo tudi norovirusne pred-
stavnike genske skupine I, vendar v manjsem
odstotku, ter nekatere redke rekombinantne
tipe. Med sapovirusi je prav tako prevladoval
genotip GII.4. Veliko bolj raznolika slika noro-
virusnih in sapovirusnih genotipov je bila pri
prasicih in govedu. Medvrstnih prenosov med
testiranimi virusi nismo dokazali (25).

Virus hepatitisa E

Po ugotovitvah Stevilnih avtorjev je virus
hepatitisa E (angl. hepatitis E virus, HEV) naj-
pogostejsi povzroditelj akutnega hepatitisa
pri ljudeh. Ocenjujejo, da je na leto vec kot
3,3 miljjonov primerov simptomatskega hepa-
titisa E, od tega samo v Indiji 2,2 milijona, in
vec kot 70.000 smrti. Prenasa se fekalno-oral-
no, s kontaktom z okuZenimi osebami, Zivalmi
ali z uZivanjem kontaminirane hrane in vode
(26, 27).

HEV je majhen ikozaedri¢ni virus (27-
34 nm), njegov genom je sestavljen iz enovi-
ja¢ne, pozitivno usmerjene molekule RNA.
Zaradi podobne organizacije genoma in struk-
ture virusa so ga sprva uvrscali v druzino Cali-
civiridae, vendar so pozneje ugotovili, da je
nukleotidno zaporedje obeh genomov pre-
cej razli¢no. Danes HEV uvr$¢amo v druZino
Hepeviridae, rod Hepevirus (4).

Glede na podobnost nukleotidnega zapo-
redja genoma razvr§¢amo HEV v §tiri geno-
tipe (genotipi 1-4), ki se pojavljajo pri ljudeh
in $tevilnih Zivalskih vrstah (28). Genoti-
pa 1in 2 se pojavljata izklju¢no pri ljudeh,
geografsko sta omejena na Azijo, Afriko in
Srednjo Ameriko ter povzrocata epidemi¢no
pojavljanje hepatitisa E. Epidemije so pove-
zane z uzivanjem kontaminirane vode v drza-
vah v razvoju. Najvec tovrstnih okuZb zazna-
jo prav v Indiji in na Kitajskem (27). Genotip 3
je raz8irjen povsod po svetu, genotip 4 pa so
dokazali predvsem v jugovzhodni Aziji, $ele
pred kratkim tudi v Evropi (29). Genotipa 3
in 4 se pojavljata tako pri ljudeh kot pri doma-
¢ih in divjih prasicih ter jelenih, dokazali pa
so ga tudi pri podganah (30). Povzrocata spo-
radi¢ne primere hepatitisa E. Pri domacih
in divjih prasicih poteka okuzba vecinoma
asimptomatsko. Prisotnost virusa najpogoste-
je ugotavljajo pri mladih Zivalih. V $tevilnih
raziskavah so dokazali, da je akutna okuzba

zizloCanjem virusa najpogostejsa pri prasicih
v starostni skupini 2-3 mesece (28). Podob-
no smo ugotovili tudi v rejah na slovenskih
farmah. Med letoma 2004 in 2008 smo v tej
starostni skupini na Sestih slovenskih farmah
dokazali prisotnost virusa pri 10,6-28,6%
prasicev (31). Dokazali smo tudi novo, $e neo-
pisano linijo znotraj genotipa 3. Po pregledu
redkih primerov potrjenega hepatitisa E pri
ljudeh v Sloveniji te nove opisane linije nismo
dokazali (31). Vletih 2010 in 2011 je bilo v re-
jah na podro&ju Stajerske in Pomurja pregle-
danih 99 vzorcev iztrebkov domacih prasicev,
starih 2-4 mesece, ki so bili zbrani v 56 raz-
li¢nih rejah. Prisotnost RNA HEV smo z me-
todo obratne transkripcije in veriZne reakcije
s polimerazo (angl. reverse transcriptase-poly-
merase chain reaction, RT-PCR) v realnem ¢asu
dokazali v 25,2 % vzorcih, pozitivni vzorci pa
so bili odvzeti v 20 razli¢nih rejah.

Velik zoonotski potencial HEV je dokazan
v §tevilnih raziskavah. Posredni dokaz so raz-
ne seroloske raziskave, v katerih so dokazali
vi§jo seroprevalenco med ljudmi, poklicno
izpostavljenim stikom z domacimi prasici. Kot
neposredni dokaz zoonotskega prenosa so opi-
sani primeri visoke podobnosti ali celo identic-
nosti nukleotidnega zaporedja HEV, dokazani
pri bolnikih in v kontaminirani hrani Zivalske-
ga izvora, predvsem v jetrih okuZenih prasi-
¢ev (6). Polemike o pomenu dokazane virusne
izdelki so razjasnili z raziskavami amerigkih
znanstvenikov (32). Ti so dokazali, da se v je-
trih z RNA virusa hepatitisa E nahajajo infek-
tivni virusi, sposobni okuzbe po injiciranju
v poskusne Zivali. Tudi v Evropi so Ze doka-
zali okuzbe s HEV, ki izvirajo iz Zivali (doma-
¢i prasici, divji prasici), predvsem z uZivanjem
mesnih izdelkov brez ali s pomanjkljivo pred-
hodno termi¢no obdelavo. V novejSem ¢asu
se zavedamo vedno vecéjega pomena osvesca-
nja ljudi o moznostih okuzb s HEV, Se posebej
pri imunsko oslabljenih bolnikih, pri katerih
se lahko razvije kroni¢na okuzba (33, 34).

V Sloveniji nimamo uradnih podatkov
o Stevilu okuzb s HEV pri ljudeh. Na voljo je le
podatek Laboratorija za molekularno mikro-
biologijo, diagnostiko hepatitisov in aidsa na
Institutu za mikrobiologijo in imunologijo
Univerze v Ljubljani, kjer letno dokazejo do
sedem primerov okuzb (35).

Q1



Q2

A. STEYER, 1. TOPLAK, M. POLISAK - PRIJATELI ZOONOTSKI POTENCIAL NEKATERIH ...

Virus hepatitisa A

Virus hepatitisa A (angl. hepatitis A virus,
HAV) je uvrscen v rod Hepatovirus druzine
Picornaviridae. Virus je ikozaedricen, brez
ovojnice, velikosti 27 nm in ima genom iz
enovijacne RNA, velikosti 7,5 kb. Prenasa se
fekalno-oralno in je odporen proti Stevilnim
fizikalno-kemijskim vplivom iz okolja (36). Ce-
prav je serolosko dolocen en serotip, ga po ge-
netskih kriterijih delimo v $est genotipov (I-VI).
Genotipe I-III so opisali pri ljudeh, genotipe
IV-VI pa pri primatih (37). HAV ne uvr§¢amo
med zoonoticne viruse. Za okuzbe s HAV je
znano, da v 80-95 % potekajo asimptomatsko
v otro§tvu, v odrasli dobi pa se v 75-90 % raz-
vije zlatenic¢na oblika (36).

Poglavitna vira okuzb s HAV sta kontami-
nirani voda in hrana. V drZavah v razvoju, kjer
je hepatitis A endemicen, se ¢lovek okuZi Ze
v Casu otrostva in je vecina odraslih Ze za$-
Citena (36). Tezave se pojavijo pri potovanjih
neprekuZenih ali necepljenih oseb v endemska
obmocja. Osnovna preventiva v omenjenih
krajih je dobra higiena rok, pitje usteklenice-
ne vode, pranje sadja in zelenjave z ustekle-
nic¢eno vodo, izogibali naj bi se tudi uZivanju
$koljk (1). Opisanih je namrec veliko prime-
rov okuzb s HAV zaradi termi¢no neobdela-
nih kontaminiranih $koljk. Najvedji izbruh
okuZb s HAV doslej so zabeleZili na Kitajskem,
ko se je v povezavi z uZivanjem kontaminira-
nih $koljk okuzilo vec¢ kot 292.000 oseb (38).
V endemskih obmodjih je kontaminirana voda
glavni vir okuzb z virusom hepatitisa A, pred-
vsem v krajih brez urejene kanalizacije. V Slo-
veniji je v zadnjih letih incidenca okuzb s HAV
zelo nizka (0,5-1,0/100.000 prebivalcev), prav
tako nismo zaznali izbruhov okuzb (35).

Manj pogosti enteriéni virusi

Med enteri¢nimi virusi, ki se pojavljajo pri
ljudeh in Zivalih, je pomembno omeniti $e
astroviruse, majhne ikozaedri¢ne viruse brez
ovojnice z enovija¢nim genomom RNA. V zad-
njem Casu so jih dokazali pri $tevilnih Zival-
skih vrstah. Nekateri izsledki genomskih
raziskav nakazujejo celo moZnost medvrstnih
prenosov in porajanje novih Zivalsko-clo-
veskih rekombinantnih astrovirusnih sevov.
Zaradi Sirokega kroga Zivalskih vrst kot gostite-
ljev, obstojnosti v okolju ter njihovega pojavlja-
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nja pri ljudeh in v okoljskih vzorcih je teore-
ti¢na mozZnost medvrstnih prenosov mocno
podkrepljena. Trdnega dokaza o tem do danes
znanstvenikom $e ni uspeli pridobiti (39).

Kot mogo¢ zoonotski patogen se omenja
tudi pikobirnavirus, ikozaedri¢ni virus brez
ovojnice, velikosti 35-40 nm, z genomom iz
dveh molekul dvovijatne RNA. Prvi¢ so ga
opisali v poznih 80-ih letih prej$njega stolet-
ja pri otrocih z drisko. V poznejsih raziskavah
povezava z gastroenteritisom ni bila nedvom-
no potrjena, so pa dokazali pojavljanje tega
virusa tudi pri prasi¢ih. Podobnost prasicjih
in ¢loveskih pikobirnavirusov so Ze nakazali
v raziskavi pikobirnavirusov pri otrocih z dri-
sko v Kalkuti v Indiji (40).

VODNI VIRI IN OKUZBE
Z VODO IN HRANO

Obstojnost virusov v okolju omogoca njiho-
vo kroZenje v naravi — od gostitelja, z izlocki
v okolje ter tako do novega gostitelja. Pomem-
ben c¢len v verigi prenosov enteri¢nih virusov
je voda, ki se kontaminira z izlocki ljudi in
Zivali. Zaradi tega se poudarja preudarno rav-
nanje s fekalnimi odpadki, njihovo primerno
zbiranje in precis¢evanje v Cistilnih napra-
vah (41). Neustrezno zbiranje, poskodovani
ali neustrezni kanalizacijski sistemi in spira-
nje fekalnih odpadkov so poglavitni viri kon-
taminacije povr$inskih in podtalnih vodnih
virov (42). Fekalne odplake tako ¢loveskega
kot zZivalskega izvora je treba ustrezno preci-
stiti in $ele po tem izpustiti v okolje z iztoki
v reke. TeZave prestavlja predvsem nadzor
ucinkovitosti delovanja Cistilnih naprav, saj se
entericni virusi iz fekalnih odplak ne odstra-
nijo v tolik$ni meri, kot bi pric¢akovali ali Zele-
li 0z. nad tem trenutno tudi nimamo nadzora.
V nekaterih raziskavah je bilo ugotovljeno, da
je nivo zmanj$anja koncentracije enteri¢nih
virusov po postopku ¢is¢enja v bioloski Cistil-
ni napravi le do 10° virusnih delcev/ml in da
so v iztokih distilnih naprav e vedno infektiv-
ni virusi v koncentraciji do 1.000 virusov/ml
iztoka (43-45). Precisceni izpusti odplak iz
¢istilnih naprav v vodotoke, ki bi se uporablja-
li v verigi pridelave hrane ali celo kot vir pit-
ne vode, predstavljajo tveganje za okuzbe (3).

Razli¢ni vodni viri predstavljajo vedje ali
manjse tveganje za okuzbe z virusi. Najmanj
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Tabela 1. Nekateri entericni virusi v vodnih virih v Sloveniji (31, 46). RVA - rotavirusi skupine A, NoV-, NoV-II — norovirusi genskih
skupin | in Il, HAsV — cloveski astrovirusi (angl. human astroviruses), HEV — virus hepatitisa E (angl. hepatitis E virus), Nt — ni festiran.

SKUPAJ Stevilo (%) pozitivnih Skupaj pozitivni
RVA NoV-I NoV-Il HAsV HEV

Vzorci Reke 57(905) 10(17,5 19(333) 22(386) 13(228) 3(53) 32 (56,1)
povisinskih ~ Potoki 69,5 1067 2333 4(66,]) 4.(66,7) 0 6 (100)
vod SKUPAJ 63(1000 113175 21333 26(41,3) 172700  3(48) 38 (60,3)
Vzord Individualna
pitnih vod vodno zajefio 728090  27(375)  2(2,8) 0 1(1,4) Nt 30 (41,7)

(podtalnice)

Vedji vodovodi 17 (19,1) 0 0 15,9 Nt 1(5,9

SKUPAJ 89 (1000  27(30,3) 2(22 0 2(2,2) Nt 31(34,8)
SKUPAJ 152(100)  38(2500 23(151) 26(17,1) 19125  3(489 69 (45,4)

Y odstotek, izratunan glede na Stevilo vzorcev povisinskih vod (3/63)

tveganja predstavljajo veliki vodovodni siste-
mi, kjer se voda pred izpustom v vodovodni
sistem dodatno precisti in obdela. Ve¢ tvega-
nja predstavljajo manjsi vodovodni sistemi,
kjer sanitarna kontrola ni tako pogosta. Naj-
vedjemu tveganju za okuzbo so izpostavljeni
ljudje z lastnimi vodnimi viri, najveckrat
podtalnice, ki ni kontrolirana in se pred upo-
rabo dodatno ne obdela.

V Sloveniji smo v letih 2008-2009 testi-
rali Stevilna vodovodna zajetja na nekatere
enteri¢ne viruse, od srednje velikih vodovod-
nih sistemov do individualnih vodnih zajetij
ter povrsinskih vod, rek in potokov. V indivi-
dualnih vodnih zajetjih, ki so predstavljala
podtalno vodo, smo enteri¢ne viruse dokaza-
li pri 41,7% vzorcev, v vecjih vodovodnih
zajetjih pri 5,9 %, v povrsinskih vodnih vzor-
cih pa smo viruse dokazali pri 60,3 % (tabe-
la 1) (46). Neobdelane povrsinske vode se
seveda ne uporabljajo za pitje, lahko pa ente-
ri¢ne viruse v prehransko verigo prenesemo
z zalivanjem ali drugimi oblikami stika Zivil
s tako vodo. Primeri, ko povrsinske vode lah-
ko predstavljajo vir okuzb, so tudi rekreativne
aktivnosti v onesnaZenih rekah in jezerih (47).
S fekalijami kontaminirane reke s svojimi
iztoki vnasajo enteri¢ne viruse tudi v morski
ekosistem, zaradi ¢esar so tu problemati¢na
predvsem $kolj¢isca. Kontaminirane skoljke
so bile Ze velikokrat vir okuZb z raznimi ente-
ri¢nimi virusi, najveckrat norovirusi, zabeleZili

pa so tudi okuZbe s hepatitisom A in hepati-
tisom E. UZivanje termi¢no neobdelanih ali
pomanjkljivo obdelanih kontaminiranih skoljk
je povzrocilo velike izbruhe gastroenteritisov
ali hepatitisov mednarodnih razseZnosti, tudi
zaradi izvoza (1).

ZAKLJUCEK

Po pregledu dosedanjih raziskav na podroc-
ju enteric¢nih virusov lahko zaklju¢imo, da je
pomen teh okuZb velikokrat podcenjen. Ste-
vilnih okuZb ne zaznamo zaradi blagih kli-
nic¢nih znakov, ki ne potrebujejo zdravniske
obravnave ali celo hospitalizacije. Vsekakor
povzrocdajo okuzbe z enteri¢nimi virusi velike
stroske v zdravstvu, posredno pa tudi stros-
ke, povezane z izostanki od dela in podobno.
Vedje teZave lahko povzrocijo izbruhi okuzb,
povezani s hrano in vodo. Tovrstne okuzbe je
zaradi velikega Stevila obolelih oseb potrebno
preprecevati z ustreznimi sanitarnimi ukrepi.
Enteric¢ni virusi, ki se uspe$no prenasajo z 7i-
vali na ¢loveka, predstavljajo dodaten izziv
predvsem za razvoj in/ali ohranjanje uspe-
$nega cepiva. Variabilnost virusov se namre¢
z medvrstnimi prenosi pri doloenem gosti-
telju lahko mocno poveca. Poglavitna dejav-
nika pri prepreCevanju prenosov Zivalskih
enteri¢nih virusov na ljudi sta preudarno rav-
nanje z Zivalskimi iztrebki in skrb za ¢isto pit-
no vodo.
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Stanka Lotrié - Furlan', Petra Bogovic?

Klini¢na obravnava bolnikov z vrocéinsko
boleznijo po vbodu klopa v Sloveniji

Clinical Treatment of Patients with Febrile Iliness
after Tick Bite in Slovenia

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: vrotinska bolezen, klop, obravnava, Slovenija

Klopi prenasajo bolezni, ki jih povzrocajo virusi, bakterije in prazivali. Slovenija predstavlja
endemsko obmogdje za klopni meningoencefalitis, ki ga povzroca virus klopnega meningoen-
cefalitisa, lymsko boreliozo, ki jo povzroca bakterija Borrelia burgdorferi sensu lato, in huma-
no granulocitno anaplazmozo, ki jo povzroca bakterija Anaplasma phagocytophilum. Glavni
prenasalci povzrociteljev vseh treh bolezni pri nas so §¢itasti klopi vrste Ixodes ricinus. Pri klini¢ni
obravnavi bolnika z vroc¢insko boleznijo po vbodu klopa je treba opraviti preiskave, s kateri-
mi dokaZemo okuZbo z virusom klopnega meningoencefalitisa in/ali bakterijo A. phagocytop-
hilum. V Sloveniji namrec¢ lymska borelioza zelo redko poteka kot akutna vrocinska bolezen,
medtem ko se tularemija in vrocica Q na splo$no pojavljata zelo redko.

ABSTRACT

KEY WORDS: febrile illness, tick, treatment, Slovenia

Ticks are known to transmit diseases that are caused by viruses, bacteria and protozoa. Slo-
venia presents an endemic region for tick-borne encephalitis, lyme borreliosis and human
granulocytic anaplasmosis. The hard ticks, Ixodes ricinus, are the principal vector for the aetio-
logical agents, such as tick-borne encephalitis virus, Borrelia burgdorferi sensu lato and Ana-
plasma phagocytophilum. In clinical treatment of patients with a febrile illness after a tick
bite, tests need to be carried out to prove the infection with tick-borne encephalitis virus and/or
bacteria A. phagocytophilum. This is because in Slovenia, lyme borreliosis only seldom takes
the course of a febrile illness, while tularemia and Q fever are very rare.

1 Prof. dr. Stanka Lotri¢ - Furlan, dr. med., Klinika za infekcijske bolezni in vroc¢inska stanja, Univerzitetni
klini¢ni center Ljubljana, Japljeva ulica 2, 1525 Ljubljana; stanka.lotric-furlan@mf.uni-lj.si

2 Mag. Petra Bogovi¢, dr. med., Klinika za infekcijske bolezni in vrodinska stanja, Univerzitetni klini¢ni
center Ljubljana, Japljeva ulica 2, 1525 Ljubljana

Q7



Q8

S. LOTRIC - FURLAN, P. BOGOVIC KLINICNA OBRAVNAVA BOLNIKOV Z VROCINSKO ...

uvobD

Bolezni, katerih povzrocitelje na ljudi prena-
$ajo klopi, predstavljajo pri nas in tudi drugod
po svetu pomemben vzrok obolevnosti odra-
slih in otrok. V zmernem podnebnem pasu
se pojavljajo sezonsko; pri nas vec¢inoma v ob-
dobju od maja do oktobra, kar je povezano
z biolosko aktivnostjo klopov. OgroZene so
predvsem osebe, ki se poklicno ali rekreativno
pogosto zadrzujejo v naravi. Klopi so prena-
$alci bolezni, ki jih povzrocajo virusi, bakte-
rije in prazivali (tabela 1).

EPIDEMIOLOGIJA

Slovenija je Ze skoraj 60let poznana kot del
velikega srednjeevropskega endemicnega
podrodja za klopni meningoencefalitis (KME).
Endemicéno podrodje je bilo do pred deseti-
mi leti zemljepisno omejeno in se ni bistve-
no spreminjalo, v zadnjih letih pa se $iri (1).
Slovenija, poleg Litve, Latvije in Estonije,
spada med evropske drZave z najvisjo obolev-
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nostjo (2). V zadnjih petih letih je bila pov-
pre¢na incidenca 14,1 na 100.000 prebivalcev,
s precej$njimi razlikami med posameznimi
predeli. Obolevnost je najvi§ja v kranjski
regiji in na Koroskem, kjer sta bili inciden¢ni
stopnyji leta 2009 38,0 oz. 26,1 na 100.000 pre-
bivalcev (3). Incidenca lymske borelioze pri
nas je 200-300 primerov na 100.000 prebival-
cev letno in ima tendenco narascanja (4). Ker
se simptomi in znaki bolezni lahko pojavijo
tudi ve¢ mesecev po okuzbi, se primeri pojav-
Jjajo tudi izven sezone aktivnosti klopov. Vrh
primerov pa je tako kot pri KME v poletnih
mesecih. V Evropi je bilo do sedaj opisanih ne-
kaj vec kot sto bolnikov s humano granulocit-
no anaplazmozo, ki jo povzro¢a Anaplasma
phagocytophilum, najvec v Sloveniji (ve¢ kot
70 primerov) in na Svedskem (5, 6).

Glavni prenasalci povzroditeljev vseh
treh bolezni pri nas so $¢itasti klopi vrste Ixo-
des ricinus. Virus KME in boreljje se v klopih
prenasajo transstadialno (preko razvojnih
oblik klopa) in transovarialno (samica klopa
izlo¢a okuZena jajéeca), medtem ko se A. pha-

Tabela 1. Bolezni, ki jih na fud prenasajo klopi, njitovi povzroditeliin geografska razsirjenost. TIBOLA — klopna limfadenapatiia (angl. ick-bome

lymphadenopathy), ZDA — ZdruZene diZave Amerike.

Bolezen Povzrotitelj

Geografska razsirjenost

klopni meningoencefalitis® Flaviviridae /flavivirus

srednja in juzna Evropa, Skandinavija, Rusijo

lymska borelioza®

humana granulocitna anaplazmoza®
humana monocitna erlihioza
tularemijo®

vrotica Q°

babezioza®

sredozemska mrzlica®

afriska klopna mrzlica

mrzlica Skalnega pogorja
klopna limfadenopatija (TIBOLA)
izraelska klopna mrzlica
japonska klopna mrzlica
severnoazijska klopna mrzlica
queenslandska mrzlica

povratna mrzlica®

Borrelia burgdorferi sensu lato
Anaplasma phagocytophilum
Ehrlichia chaffeensis
Frandisella tularensis

Coxiello burnetii

Babesia spp. (B. microti, B. divergens,
B. bovis, WAI)

Rickettsia conorii

Rickettsia africae
Rickettsia rickettsii
Rickettsia slovaca
Rickettsia conorii Israeli
Rickettsia japonica
Rickettsia sibirica
Rickettsia australis

Borrelia (B. dutfoni, B. hermsii, B. turicatae)

1DA, Evropa, nekdanja Sovietska zveza, Azija
ZDA (Wisconsin, Minnesota), Evropa, Slovenija
jugovzhodni in centralni del ZDA

severna polobla (med 30. in 71. vzporednikom)
ves svet

1DA, Evropa

mediteransko podrocje, Hrvaska, Bliznji in Srednji
vzhod, Afrika, Indija

podsaharska Afrika

ZDA (osrednji in juzni del), Mehika

Evropa, Azija

|zrael

Japonska

Sibirija, osrednja Azija, Mongolija, Pakistan
Avstralija

sredozemske drzave, Srednja in Juzna Amerika,
Afrika

“holezni, ki so v Sloveniji zanesliivo prisotne
b bolezni, ki so v Sloveniji morebiti prisofne
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gocytophilum prenasa samo transstadialno.
Ocenjujejo, da je v Evropi z virusom KME
okuzenih 0,1-5 % klopov, odvisno od geograt-
ske lokacije in letnega c¢asa (7). Pri nas je po
podatkih raziskave, opravljene leta 2006,
z virusom KME okuZenih 0,6 % klopov (8).
V nekaterih predelih Slovenije je z borelija-
mi okuZenih ve¢ kot 50% klopov, z A. phagocy-
tophilum pa priblizno 9 % klopov (9, 10).

Tularemija je v Sloveniji redka bolezen.
V zadnjem 10-letnem obdobju je bilo pri nas
prijavljenih le 11 primerov bolezni. O zmanj-
$anju pojavljanja tularemije porocajo tudi iz
drugih predelov Evrope. Pogostejsa je v skan-
dinavskih drzavah (4).

Vrocica Q je zoonoza, razsirjena po vsem
svetu. Obolevajo domace in divje Zivali, zla-
sti drobnica, tudi govedo, pri katerih okuzba
lahko poteka brez simptomov. Povzrocitel;
vrocice Q (Coxiella burnetii) se prenasa z oku-
Zene Zivali z neposrednim stikom, posredno
pa z vdihavanjem aerosola, ki vsebuje bakte-
rije, zelo redko preko klopov. Stevilo prijav-
Jjenih primerov je v Sloveniji zelo majhno,
letno zaznamo 2-5 primerov. Vrocica Q se
pojavlja tudi v obliki epidemij, zadnja pri nas
je bila spomladi 2007 (11).

RAZISKAVE O VZROKIH
VROCINSKIH BOLEZNI, Kl JIH
PRENASAJO KLOPI V SLOVENUI

V Sloveniji so bile opravljene tri raziskave
o vzrokih vrocinske bolezni po vbodu klopa,
dve pri skupini odraslih bolnikov in ena pri
otrocih (12-14). V prospektivni raziskavi, ki
je potekala med odraslimi bolniki na Kliniki
za infekcijske bolezni in vrocinska stanja
v Ljubljani v letih 1995 in 1996, so poleg okuz-
be z virusom KME (27,7 %) in bakterijo Bor-
relia burgdorferi sensu lato (20 %) kot vzrok
vrocinske bolezni po vbodu klopa dokazali
tudi prvi primer okuZzbe z bakterijo Anapla-
sma phagocytophilum v Evropi. Kar polovica
vrocinskih bolezni po vbodu klopa je v ome-
njeni raziskavi ostala vzro¢no nepojasnje-
nih (12). V podobni raziskavi, ki je potekala
pri otrocih, je vzrok vrocinske bolezni ostal
neopredeljen v 47 % primerov (14). Poleg
okuzbe z virusom KME, bakterijama B. burg-
dorferi sensu lato in A. phagocytophilum so pri
obeh raziskavah iskali tudi prisotnost proti-

teles proti bakteriji Rikettsia conorii in para-
zitu Babesia microti, pri otrocih pa tudi pri-
sotnost protiteles proti bakteriji Francisella
tularensis. V raziskavi o okuzbah z babezija-
mi priljudeh z ohranjeno imunostjo v Slove-
niji so bile opravljene Se dodatne preiskave
za dokaz prisotnosti babezij (dokaz protiteles
proti B. divergens, dokaz dednega materiala
z verizno reakcijo s polimerazo (angl. polyme-
rase chain reaction, PCR) B. microti in B. diver-
gens ter pregled razmaza krvi). Pri nobenem
od njih akutna okuzba ni bila potrjena z me-
todo PCR ali s pozitivnhim razmazom krvi,
obarvanim po Giemsi (13).

KLINICNA SLIKA,
LABORATORLISKE ZNACILNOSTI,
DIAGNOSTICNE PREISKAVE
IN ZDRAVLIJENJE VROCINSKIH
BOLEZNI, KI JIH PRENASAJO
KLOPI V SLOVENUI

Znadilnosti klini¢ne slike in laboratorijskih
preiskav, diagnosti¢ne preiskave ter zdravlje-
nje vrocinskih bolezni, ki jih prenasajo klopi
in so v naSem okolju zanesljivo prisotne, pri-
kazuje tabela 2. V Sloveniji lymska borelioza
zelo redko poteka kot akutna vrocinska bole-
zen, zato je v tem prispevku ne bova obrav-
navali (15).

Obravnava kliniénega primera

Petinpetdesetletni gospod iz okolice Skofje
Loke, ki se zdravi zaradi arterijske hiperten-
zije, je v zacetku meseca maja leta 2009 obi-
skal izbranega zdravnika zaradi nekaj dni
trajajoe poviSane telesne temperature nad
39 °C, bolec¢in v Zrelu, bruhanja in driske.
V okolici ni imel nihée podobnih teZav. Bolnik
je navajal ve¢ vbodov klopov, zadnjega pred
enim tednom. Cepljen proti virusu KME ni
bil. Zdravnik mu je predpisal antiemetik in
aktivno oglje. TeZave so izzvenele, vendar so
se Cez par dni ponovile. Izbrani zdravnik je
bolnika napotil na pregled k specialistu.

V urgentni ambulanti Klinike za infekcij-
ske bolezni in vrocinska stanja Univerzitetne-
ga klini¢nega centra Ljubljana je bil bolnik
pregledan zaradi $tiri dni trajajoCe poviSane
telesne temperature do 40 °C z mrzlico, mo¢-
nega glavobola, slabosti, bruhanja, fotofobije
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ter bolecin v misicah in sklepih. Ob pregle-
du je imel povisano telesno temperaturo
(38,4 °C) in pozitivne meningealne znake.
Opazen je bil tremor rok in jezika, drugih
posebnosti niso ugotovili. Rutinske laborato-
rijske preiskave so pokazale levkopenijo
(2,1 x10°/1; normalno 4-10 x 10°/1), tromboci-
topenijo (34 x 10°/1; normalno 140-340 x 10°/1),
povisano koncentracijo C-reaktivnega prote-
ina (97 mg/l; normalno <5 mg/1) in prokal-
citonina (1,56 pg/l; normalno <0,5 pg/1) ter
povecane vrednosti serumske aspartat ami-
notransferaze (AST) (0,93 pkat/l; normalno
<0,58 pkat/l) in alanin aminotransferaze
(ALT) (1,05 pkat/l; normalno <0,74 pkat/1).
Opravili so lumbalno punkcijo. Laboratorij-
ski pregled likvorja je pokazal limfocitno
pleocitozo (428 celic/mm3; normalno <5 ce-
lice/mm?) od tega vecina limfocitov (378 ce-
lic/mm?), ostalo monociti (50 celic/mm?),
normalen nivo glukoze in proteinov. Bolnik
je bil sprejet na zdravljenje v bolni$nico.

Ob sprejemu so opravili mikrobioloske
preiskave za ugotovitev okuzbe z virusom
KME, bakterijami B. burgdorferi sensu lato in
A. phagocytophilum. Z encimskim imunskim
testom (angl. enzyme linked immunosorbent
assay, ELISA) so v serumu ugotovili pozitivna
specifi¢na protitelesa razreda IgM proti viru-
su KME (2,007; negativno: <0,247; pozitivno:
>0,347), medtem ko specifi¢nih protiteles raz-
reda IgG niso dokazali. V serumu in likvorju
prav tako niso dokazali specifi¢nih protite-
les razreda IgM in IgG proti borelijam. Tudi
poskus izolacije borelij iz likvorja je bil negati-
ven. Z barvanjem vzorca periferne krvi po
Giemsi niso nasli morul (skupki erlihij) v nev-
trofilnih granulocitih. V vzorcu polne krvi so
z metodo PCR dokazali DNA bakterije A. phago-
cytophilum. V vzorcu seruma z metodo posredne
imunofluorescence (angl. indirect immuno-
Sfluorescence assay, IFA) niso dokazali speci-
fi¢nih protiteles proti bakteriji Ehrlichia chaf-
Sfeensis (IgM negativno, IgG negativno; mejni
titer IgM 1:20, mejni titer IgG 1:64), so pa
ugotovili mejno vrednost specifi¢nih protite-
les razreda IgG proti bakteriji A. phagocytop-
hilum (IgG 1:32; mejni titer 1:32).

Zaradi suma na akutno humano granu-
locitno anaplazmozo (zvisana koncentracija
C-reaktivnega proteina in prokalcitonina,
pozitiven PCR) so bolnika sedem dni zdravi-

li z doksiciklinom, v odmerku 100 mg 2-krat
dnevno. Bolnik je bil v bolni$nici devet dni,
povisana telesna temperatura in tremor sta
izzvenela Sesti dan bolni$ni¢nega zdravljenja.
Ob odpustu je bolnik imel $e trombocitope-
nijo (100 x 10°/1), ostali laboratorijski izvidi so
bili normalni.

Ob kontrolnem pregledu, dva tedna po
odpustu, so ponovili seroloske preiskave za
dokaz specifi¢nih protiteles proti virusu KME
in proti bakteriji A. phagocytophilum, ki so
pokazale serokonverzijo protiteles razreda IgG
proti virusu KME (IgG 18,8 U/ml, mejna
vrednost: 5,0 U/ml) in serokonverzijo protite-
les razreda IgG proti bakteriji A. phyagocytop-
hilum (IgG 1: 512). Na osnovi mikrobiologkih
preiskav so pri bolniku potrdili so¢asno akut-
no okuzbo z virusom KME in bakterijo A. pha-
gocytophilum.

RAZLAGA

Na Kliniki za infekcijske bolezni in vro¢inska
stanja v Ljubljani pri vseh bolnikih s seroz-
nim meningitisom rutinsko ugotavljamo spe-
cificna protitelesa razreda IgM in IgG proti
virusu KME in proti bakteriji B. burgdorferi
sensu lato. Pri bolnikih s seroznim menin-
gitisom potrdimo diagnozo KME z dokazom
specifi¢nih protiteles razreda IgM in IgG
v serumu z metodo ELISA (16). Pri bolni-
ku z vrocinsko boleznijo (obic¢ajno po vbodu
klopa) dokaZemo akutno okuZbo z bakterijo
A. phagocytophilum s serokonverzijo ali §tiri-
kratnim porastom titra specifi¢nih protiteles
IgG in/ali pozitivnim testom PCR v vzorcu
polne krvi ali z osamitvijo bakterije A. pha-
gocytophilum iz krvi (17).

V Sloveniji je pomembno, da lo¢imo prvo
fazo KME od humane granulocitne anaplaz-
moze, saj je to bakterijska bolezen, bolnike je
treba zdraviti z antibiotikom. Bolniki s huma-
no granulocitno anaplazmozo imajo v primer-
javi z bolniki, ki prebolevajo prvo fazo KME,
pogosteje artralgije, mialgije ter povisane vred-
nosti C-reaktivnega proteina in laktatne dehi-
drogenaze v serumu (16).

ZAKLJUCEK

V Sloveniji je treba pri bolniku z vroc¢insko
boleznijo po vbodu klopa najpogosteje pomisliti
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na klopni meningoencefalitis, redkeje nahuma-  bolezen. MozZne so tudi soc¢asne akutne okuzbe
no granulocitno anaplazmozo. Prinaslymska  zrazli¢nimi povzroditelji bolezni, ki jih prena-
borelioza redko poteka kot akutna vro¢inska  $ajo klopi, kot je bilo v primeru nasega bolnika.
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Novosti v mikrobioloski diagnostiki klopno
prenosljivih mikroorganizmov

Update on Microbiological Diagnostics of Tick-Borne Pathogens

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: lymska borelioza, klopni meningoencefalitis, humana granulocitna anaplazmoza, mikrobioloska diagnostika

Klopi prenasajo Stevilne porajajoce se patogene mikroorganizme, ki povzrocajo bolezni tako
pri ljudeh kot tudi Zivalih. Najpogostejse klopno prenosljive bolezni v Sloveniji so lymska bore-
lioza, klopni meningoencefalitis in humana granulocitna anaplazmoza. Pri vseh treh bolez-
nih je klini¢na slika in etiologija vboda klopa pogosto nezadostna za dokon¢no postavitev klinicne
diagnoze, zato je razvoj novih sodobnih mikrobiologkih pristopov nujno potreben. Ceprav je
hitra diagnostika $e vedno odvisna od dokaza specifi¢nih protiteles, ima uporaba seroloskih
metod tudi slabe plati. Zato pridobiva razvoj obcutljivih in standardiziranih molekularnih
metod vedno vecjo veljavo predvsem pri diferencialni diagnostiki vrocinskih bolezni na podroc-
jih, kjer je endemic¢nih vec¢ klopno prenosljivih bolezni.

ABSTRACT

KEY WORDS: Lyme borreliosis, tick-borne encephalitis, granulocytic anaplasmosis, microbiological diagnosis

Tick-borne diseases are common occurrences in both medical and veterinary clinical settings.
Besides impossible control and prevention of these diseases, there are also a lot of constraints
related to their diagnosis and clinical management. In Slovenia, the most important tick-tran-
smitted diseases are Lyme borreliosis, tick-borne encephalitis and granulocytic anaplasmo-
sis. In all three diseases, the actual diagnosis must be established in the laboratory since
non-specific clinical features are present. The early diagnosis still depends on the detection
of specific IgM and IgG antibodies in clinical samples, yet there are also several drawbacks.
With the development of more specific and standardized molecular techniques, the latter
are gaining value in differential diagnosis of fevers after tick bites in endemic areas.

1 Dr. Misa Korva, univ. dipl. mikrobiol., Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta,
Univerza v Ljubljani, Zaloska cesta 4, 1000 Ljubljana

2 Dr. Tjasa Cerar, univ. dipl. mikrobiol., Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta,
Univerza v Ljubljani, Zaloska cesta 4, 1000 Ljubljana

3 Katja Strasek - Smrdel, univ. dipl. mikrobiol., Indtitut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta,
Univerza v Ljubljani, Zaloska cesta 4, 1000 Ljubljana

4 Prof. dr. Eva Ruzi¢ - Sablji¢, dr. med., Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta,
Univerza v Ljubljani, Zaloka cesta 4, 1000 Ljubljana; eva.ruzic-sabljic@mf.uni-lj.si

5 Prof. dr. Tatjana Av&i¢ - Zupanc, univ. dipl. biol., Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta,
Univerza v Ljubljani, Zaloska cesta 4, 1000 Ljubljana; tatjana.avsic@mf.uni-lj.si



M. KORVA, T. CERAR, K. STRASEK - SMRDEL, E. RUZIC - SABLIIC, T. AVSIC - ZUPANC NOVOSTI V...

uvobD

Klopi so bili prvi ¢lenonoZci, pri katerih so
dokazali, da prenasajo patogene mikroorga-
nizme. Poleg komarjev so najpomembnejsi
prenasalci (vektorji) Stevilnih mikroorga-
nizmov (1). V zadnjih dveh desetletjih se je
pojavnost bolezni, katerih povzrocitelje pre-
nasajo klopi, povsod povecala. Poleg tega
odkrivajo v klopih tudi Stevilne nove povzro-
Citelje bolezni (2). Pri vedini zoonoz je clovek
nakljucni gostitelj, ki se lahko okuZi preko pre-
nasalca, okuZenega okolja ali s stikom z okuZeno
Zivaljo. V Evropi je najpomembnejsi prena-
$alec mikroorganizmov klop vrste Ixodes rici-
nus, ki predstavlja kar 95 % populacije klopov.
Poleg klopov iz rodu Ixodes spp. so medicinsko
pomembni Se rodovi Dermacentor spp., Hae-
maphysalis spp. in Rhipicephalus spp. Klopi
se s patogeni okuZijo med sesanjem krvi oku-
Zene Zivali, ki je naravni gostitelj mikroorga-
nizma, nato s slino prenesejo mikroorganizme
na naslednjega gostitelja.

Klopi prenasajo Stevilne porajajoce se
patogene, med katerimi so v Sloveniji najpo-
gostejsi: Borrelia burgdorferi sensu lato, virus
klopnega meningoencefalitisa in Anaplasma
phagocythophilum (3-5). Pri vseh treh povzro-
¢iteljih je klini¢na slika in etiologija vboda
klopa pogosto nezadostna za dokon¢no posta-
vitev klini¢ne diagnoze, zato je sodobna mikro-
bioloska diagnostika nujno potrebna.

KLOPNI MENINGOENCEFALITIS

Virus klopnega meningoencefalitisa povzro-
¢a klopni meningoencefalitis (KME), ki je
v Evropi najpomembnejsa virusna okuzba
osrednjega Zivcevja. Klopi so prenasalci in tudi
naravni rezervoar virusa, zato je endemicno
obmocje KME tesno povezano z Zivljenjskim
prostorom in biologijo klopov. V Sloveniji je
KME prepoznan Ze od leta 1953, obvezno pri-
javljanje bolezni pa je bilo uvedeno leta 1977.
Kljub temu da poteka vecina okuZb z virusom
KME asimptomatsko, zboli v Sloveniji vsako
leto od 200 do 300 Jjudi. S povpreéno stopnjo
incidence 13,5/100.000 prebivalcev sodi Slove-
nija v sam vrh obolevnosti s KME v Evropi (6).

Pri dveh tretjinah bolnikov, ki kaZejo pri-
zadetost osrednjega ZivCevija, je potek bolez-
ni dvofazen. Viremicna faza bolezni nastopi
po 7-14-dnevni inkubaciji in traja en teden.
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Znadilni so nespecifi¢ni znaki: vrocina, gla-
vobol, slabo pocutje, utrujenost, bruhanje in
prehlad.

Sledi asimptomatsko obdobje, ki traja prib-
lizno teden dni, nato nenadno nastopi dru-
ga faza bolezni s klini¢nimi znaki meningitisa,
meningoencefalitisa ali meningoencefalo-
mielitisa. Znacilni znaki druge faze bolezni so:
mocan glavobol, slabost, bruhanje, otrdelost
vratu in kognitivne motnje. Akutna faza bolez-
ni lahko traja tudi ve¢ tednov. Vecina bolni-
kov si po dolgotrajnem okrevanju opomore,
vseeno je smrtnost 1-5% (7).

Okuzbo z virusom KME je mogoce natanc-
no potrditi le z mikrobioloskimi metodami,
saj so klini¢ni znaki bolezni pogosto nezna-
¢ilni in nezadostni za postavitev diagnoze.
Glede na dvofazni potek bolezni poiscejo
bolniki zdravnisko pomo¢, ko nastopijo prvi
nevroloski simptomi. Ker takrat virus ni ve¢
prisoten v krvnem obtoku, je neposreden
dokaz okuzbe omejen (8). Kljub temu lahko
z metodo obratne transkripcije in veriZne
reakcije s polimerazo (angl. reverse transcrip-
tase-polymerase chain reaction, RT-PCR) v real-
nem ¢asu v prvi fazi bolezni, ko bolnik $e nima
protiteles, virus KME neposredno dokaZze-
mo v vzorcih krvi in seruma. Najvecji pomen
RT-PCR v realnem casu je v diferencialni diag-
nostiki; za dokazovanje okuzb z virusom KME
pri bolnikih z nepojasnjenim vroc¢inskim sta-
njem po vbodu klopa, a brez izraZenih znakov
meningitisa, ter pri tistih, ki tudi po nastopu
nevroloskih simptomov ne razvijejo protite-
les (8, 9).

V nasprotju s tem v dnevni diagnostiki naj-
pogosteje uporabimo encimski imunski test
(angl. enzyme-linked immunosorbent assay,
ELISA), ki temelji na dokazovanju specific-
nih protiteles razreda IgM in IgG v serumu
ali likvorju bolnika (10). Protitelesa se v seru-
mu pojavijo Ze v zacetku druge faze bolez-
ni (11). Specifi¢na protitelesa razreda IgM
lahko v serumu dokaZemo Ze po Sestih dneh
po nastopu nevroloskih znakov bolezni, proti-
telesa razreda IgG pa nekoliko kasneje. Poleg
seruma lahko specifi¢na protitelesa proti
virusu KME dokaZemo tudi v likvorju, vendar
nekoliko kasneje in v niZjih koncentracijah kot
vserumu (10). Okuzbo z virusom KME potr-
dimo s prisotnostjo protiteles razreda IgM in
IgG v serumu bolnika ali z dokazom intrate-



MED RAZGL 2012; 51: SUPPL 6

kalne tvorbe specifi¢nih protiteles (12). Kljub
temu moramo pri interpretaciji seroloskih
rezultatov upostevati doloCena dejstva, kot
npr. okuzbe z ostalimi flavivirusi (npr. virus
denga, virus rumene mrzlice ali virus zahod-
nega Nila) ali cepljenje, ki lahko povzrocita
nastanek navzkrizno reaktivnih protiteles.
Predvsem moramo biti pozorni na podatek
o morebitnem cepljenju proti virusu KME, saj
so protitelesa razreda IgM v serumu prisot-
na $e nekaj mesecev po cepljenju (13). Prav
zato je dobra anamneza bolnika in kvalitetna
komunikacija med mikrobiologom in infek-
tologom klju¢na za pravilno tolmacenje rezul-
tatov. Eden od obetavnejsih na¢inov za razlo-
Cevanje med navzkriZno reaktivnostjo proti-
teles razreda IgM in akutno okuzbo z virusom
KME je kvantitativna inacica metode ELISA.
Rezultati nedavne Studije kaZejo, da imajo bol-
niki, ki so okuZeni z virusom KME visoke
vrednosti protiteles razreda IgM (>500 AU
(angl. arbitrary unit)) za razliko od tistih, ki
so cepljeni ali imajo protitelesa proti ostalim
flavivirusom (14). Mikrobiolosko najzahtev-
nejsi je dokaz okuzbe z virusom KME pri bol-
nikih, ki so bili predhodno cepljeni proti viru-
su KME, a so vseeno zboleli (t.i. vaccination
breakthroughs). Poleg nepopolnega cepljenja
sta $e dva razloga za nezadostno za$cito
po cepljenju, in sicer: slab odziv na cepivo ali
hiter propad protiteles razreda IgG po kon-
Canem cepljenju. Okuzbo z virusom KME
dokazujemo v takih primerih z avidnostjo pro-
titeles razreda IgG, saj pri¢akujemo visoko
avidnost protiteles razreda IgG in zakasnel
razvoj protiteles razreda IgM (12, 14).

HUMANA GRANULOCITNA
ANAPLAZMOZA

Humana granulocitna anaplazmoza je po-
rajajoca se klopno prenosljiva bolezen, ki jo
povzroca bakterija Anaplasma phagocytophi-
lum (15). Ljudje se ve¢inoma okuZijo z vbo-
dom klopa, ki prenese bakterijo v krvni obtok,
kjer se le-ta nato razmnoZuje. Opisali so tudi
okuzbe s transfuzijo s kontaminirano krvjo ter
perinatalni prenos bakterije z okuZene mate-
re na otroka (16-18). Po inkubacijski dobi
(7-10dni) se lahko pojavijo klini¢ni znaki,
podobni gripi; visoka vro¢ina (> 39 °C), mra-
zenje, glavobol in boledine v miSicah in skle-

pih. Pojavi se lahko tudi suh kaselj, znaki ati-
pi¢ne pljucnice in gastrointestinalne teza-
ve (17). Redko se razvije kozni izpu$éaj na
mestu vboda klopa, kar zahteva diferencial-
no diagnostiko z lymsko boreliozo (16).

Za dokaz okuZbe pregledujemo bele krvne
celice in serum bolnika. V klini¢nih laborato-
rijskih testih imajo bolniki pogosto levkopeni-
jo, trombocitopenijo, spremenjene vrednosti
jetrnih encimov in povisane vrednosti C-reak-
tivnega proteina (CRP). Za uspesno mikrobio-
losko diagnostiko je zelo pomembna pravilna
izbira metode, saj je obcutljivost metod v veli-
ki meri odvisna od dneva odvzema Klini¢nega
vzorca (19). V prvih dneh po okuzbi je pre-
gled krvnega razmaza, obarvanega z Giemso,
najhitrejsa diagnosti¢na metoda. V preparatu
iS¢emo znacilne, temno modro do vijolicno
obarvane bakterije, ki se nahajajo v citoplaz-
mi in tvorijo t.i. morule. Za direktni razmaz
je treba vzeti bolniku kri pred zacetkom anti-
bioti¢nega zdravljenja (20).

Ker bolniki ve¢inoma ne poiscejo zdrav-
niske pomodi takoj, v prvih dneh po nastopu
klini¢nih znakov, za dokaz okuZbe pogosteje
uporabljamo metodo posredne imunofluores-
cence (angl. indirect immunofluorescence assay,
IFA). Protitelesa se v serumu bolnika pojavijo
1-2 tedna po pojavu klini¢nih znakov okuz-
be (21). Za potrditev diagnoze potrebujemo par-
ni serum (na zacetku bolezni in po 15-21 dneh),
da lahko spremljamo spreminjanje titra proti-
teles razreda IgG. Akutna okuZba z bakterijo
A. phagocytophilum je potrjena, ¢e dokaZzemo
Stirikratni porast titra specifi¢nih protiteles
razreda IgG oz. serokonverzijo (20). Metoda
IFT je za dokazovanje protiteles razreda IgG
zelo obcutljiva (82-100 %) in precej manj za
dokazovanje protiteles razreda IgM (27-37 %).
Slabost metode je tudi navzkriZna reaktivnost
med posameznimi vrstami erlihij, npr. Ehr-
lichia chaffeensis. Protitelesa proti A. phagocy-
tophilum ostanejo v krvi bolnika $e vec let po
preboleli okuzbi, zato je treba rezultate tolma-
¢iti skladno z ostalimi kazalci klini¢ne okuz-
be (20).

Trenutno najobcutljivej$a metoda v diag-
nostiki granulocitne anaplazmoze je dokaz
DNA z metodo PCR, kjer pomnoZujemo raz-
licne tar¢ne odseke genoma bakterije (groESL,
16S rRNA). Ob koncu prvega tedna bolez-
ni bakterij obicajno ni ve¢ v krvi, kar omeji
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ucinkovitost metode PCR (20). Sicer je obcut-
ljivost metode odvisna tudi od izbire gena in
zacdetnih oligonukleotidov za pomnoZevanje,
poleg tega moramo rezultate PCR potrditi tudi
z dolocitvijo nukleotidnega zaporedja (19, 22).

LYMSKA BORELIOZA

Lymska borelioza, ki jo povzroca Borrelia burg-
dorferi sensu lato, se najpogosteje izraza kot
koZni izpu$caj, imenovan erythema migrans.
Med okuzbo se borelije lahko razsejejo v dru-
ge organe ali tkiva, kot so osrednje Zivéevije,
misice, srce in sklepi (23). Klini¢na diagno-
za lymske borelioze je enostavna ob prisot-
nosti znacilnega erythema migrans, pri vseh
drugih klini¢nih slikah pa je teZavna zaradi
neznacilnih znakov in simptomov. Mikrobio-
loska diagnostika je tako potrebna pri vseh
Klini¢nih slikah lymske borelioze z izjemo eryt-
hema migrans (23). Za laboratorijsko potrdi-
tev borelijske okuzbe uporabljamo Stevilne
mikrobioloske metode, kot so: dokaz specific-
nih protiteles, dokaz molekule DNA borelij
in/ali osamitev B. burgdorferi sensu lato. Me-
tode lahko zdruZujemo glede na potek bolezni
in trajanje teZav, vedno jih vrednotimo v po-
vezavi s klini¢no sliko bolnika.

Dokazovanje specifi¢nih protiteles v kuz-
ninah bolnikov (kri, likvor, sinovijska tekocina)
je najpogostejsi nacin potrjevanja borelijske
okuZzbe. Specifi¢na protitelesa nastanejo tri
tedne do ve¢ mesecev po okuzbi in so lah-
ko prisotna tudi vec let po okuZbi. Seroloske
metode razlikujemo glede na uporabljen anti-
gen (razli¢ne vrste borelij in razli¢ni sevi zno-
traj vrste) in metode (posredni imunofluores-
cen¢ni, encimski imunski, kemiluminiscen¢ni
test ali imunoblot). Veliko Stevilo borelijskih
antigenov nadomescajo rekombinatni antige-
ni, tako je v zadnjih letih vse pogostejsa upo-
raba rekombinantne beljakovine VIsE, v kom-
binaciji z beljakovino OspC. Posebno vrednost
imajo seroloki testi, ki lahko podajo informa-
cijo o morebitni intratekalni tvorbi specific-
nih protiteles, ki potrjujejo okuzbe osrednje-
ga zivéevja (24). Klasi¢ne seroloske metode
vse pogosteje nadomescajo z avtomatizirani
testi, ki zmanjsujejo verjetnost ¢loveske napa-
ke. Trenutne raziskave usmerjajo k razli¢énim
vnetnim dejavnikom (interlevkini IL-6, IL-8,
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IL-12, IL-18, interferon vy, kemokina CXCL12
in CXCL13), ki jih dokazujemo v krvi in lik-
vorju bolnikov z razli¢nimi klini¢nimi slika-
mi lymske borelioze (25). Najbolj obetaven
je kemokin CXCL 13, katerega poviSane kon-
centracije v likvorju lahko zaznamo dneve
pred intratekalno tvorbo protiteles in ki bi lah-
ko bil pokazatelj zgodnje okuZbe osrednjega
Zivéevja (26).

PCR uporabljamo v neposredni diagno-
stiki borelijske okuZbe, ker je neprimerno
hitrej$a od metode kultivacije (1-2 dni v pri-
merjavi z devetimi tedni). DNA borelij lah-
ko dokaZemo v razli¢nih klini¢nih vzorcih:
v kozi, krvi, likvorju ali sklepni tekocini. Za
pridobitev zanesljivih rezultatov PCR je bis-
tvena uporaba primernih postopkov izbire in
odvzema vzorcev, prenosa v laboratorij in osa-
mitve DNA, saj je tevilo spirohet v klini¢nih
vzorcih majhno. Obcutljivost metode PCR
v vzorcih koZe je med 36 in 88 % za erythema
migrans, 54-100 % za acrodermatitis chronica
atrophicans, 10 % obcutljivost v vzorcih krvi
in 23 % obcutljivosti v primeru likvorja (27).
Najpogosteje uporabljamo metodo klasi¢ne
vgnezdene reakcije PCR, ki poveca obcutlji-
vost metode. Tar¢na regija je gen za zunanjo
povrsinsko beljakovino OspA ali medgenski
odsek 558-23S rRNK. Izbira tarénega odseka
vpliva na obcutljivost in specifi¢nost. Tudi
v molekularni diagnostiki vse pogosteje kla-
sicne metode nadomescajo z avtomatizirani-
mi metodami; avtomatizirani in s tem bolj
standardizirani so osamitev DNA iz vzorca,
pomnozZevanje DNA in analiza pridelka pom-
nozevanja.

Borelije lahko osamimo iz razli¢nih kli-
ni¢nih materialov bolnika (koza, likvor, kri,
sinovijska tekocina, drugi) tako pri vseh obli-
kah okuzbe (zgodnjih in kroni¢nih). Osami-
tev boreljj iz klini¢nih vzorcev je dolgotraj-
na (9-12 tednov), cenovno neugodna, zaradi
majhnega Stevila borelij v vzorcih ima meto-
da nizko obcutljivost, predvsem pri klini¢nih
vzorcih telesnih tekocin. Prednost metode je
visoka specifi¢nost in pridobitev Zivih bore-
lij, zato je metoda zlati standard (27). Bore-
lije najpogosteje osamimo iz koZe bolnikov
s klini¢no sliko erythema migrans (70 % in vec),
veliko manj so uspe$ne osamitve iz krvi, lik-
vorja, sklepne teko¢ine (manj kot 10%) pri
drugih klini¢nih slikah.
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Dejavniki, ki vplivajo na pojavnost klopnega
meningoencefalitisa v Sloveniji

Factors Affecting the Incidence of Tick-Borne Encephalitis in Slovenia

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: klopni meningoencefaliti, incidenca, klopi, mali sesaldi, diviad, podnebni dejovniki, antropogeni dejavniki

Klopni meningoencefalitis je virusna bolezen, ki se pojavlja na omejenih endemskih obmoc-
jih. Za oblikovanje endemskega obmodja je potrebna kombinacija ve¢ dejavnikov: prenasalec,
primerni gostitelji in habitat. Zaradi pojava novih endemskih podrocij in povecanja Stevila
primerov klopnega meningoencefalitisa v Evropi so $tudije, ki raziskujejo vzroke za pojavnost
bolezni, zelo pomembne. V nasih raziskavah smo proucevali pojavnost klopnega meningoence-
falitisa v povezavi s Stevilnimi dejavniki ter vplivom ¢loveka na pojavljanje bolezni. Raziskave
so pokazale, da sezonska aktivnost in prekuZenost klopov vrste Ixodes ricinus neposredno vpli-
vata na incidenco bolezni, na klope pa pomembno vpliva podnebje. Ugotovili smo, da na pojav-
Jjanje bolezni vpliva tudi prisotnost in Stevilénost gostiteljev klopov, tako malih sesalcev kot
divjadi, predvsem jelenjadi. Prikazali smo, da lahko uporabimo stopnjo prekuZenosti malih
sesalcev in njihovo prostorsko razporeditev za napoved endemskih obmodij. S proucevanjem
antropogenih dejavnikov, ki so odraz posegov ¢loveka v naravo in tako spreminjanja biotske-
ga okolja, in tistih, ki vplivajo neposredno na moznost stika med klopom in ¢lovekom, smo
dokazali njihov pomen za samo intenziteto posameznega endemskega obmocja. Raziskave
raznolikih dejavnikov pripomorejo k spoznavanju okolis¢in, ki vplivajo na pojavnost bolez-
ni v Sloveniji in drugod po Evropi. Potrebne so $e dodatne raziskave, ki bodo omogocile razu-
mevanje kompleksnih dejavnikov, ki vplivajo na pojavnost in intenziteto endemskih podrodij.

ABSTRACT

KEY WORDS: tick-borne encephalitis, incidence, ticks, small mammals, deer, climate factors, anthropogenic factors

Tick-borne encephalitis is a viral disease that occurs in limited endemic areas. A combina-
tion of several factors is necessary for an area to become endemic: a carrier, a suitable host
and an appropriate habitat. Due to the emergence of new endemic areas and an increase in
the number of tick-borne encephalitis cases in Europe, studies that explore the impact of indi-
vidual factors on the incidence of the disease are very important. Our research focused on
the incidence of tick-borne encephalitis in conjunction with several factors and the impact
of humans on the occurrence of the disease. Seasonal activity of Ixodes ricinus ticks and the
prevalence of the infection affect the incidence of the disease. Climate has a significant effect
on tick species. Presence and abundance of tick hosts, small mammals and deer also affect
the occurrence of the disease. The prevalence rate of tick-borne encephalitis in small mam-
mals can be used to predict endemic areas. Anthropogenic factors, which correspond to human
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interference in nature and his affect on biotic habitat and the interaction between humans
and ticks, are important for the intensity of tick-borne encephalitis foci in nature. Studies of
various factors contribute to the knowledge of virus circulation in nature. Additional studies
are needed to provide an understanding of complex factors that influence the incidence and

the intensity of endemic areas.

uvobD

Klopni meningoencefalitis (KME) je najpo-
membnejsa klopno prenosljiva bolezen v Ev-
ropi, ki prizadene osrednje Zivéevje. Povzroca
jo virus klopnega meningoencefalitisa, ki
spada v skupino flavivirusov (1). Bolezen so
v Evropi dokazovali Ze od tridesetih let prejs-
njega stoletja; prve primere v Sloveniji so pre-
poznali Ze leta 1946 (1, 2). Virus so v Sovjetski
zvezi zgodaj osamili iz vzorcev bolnikov, misi
in klopov vrste Ixodes persulcatus, kasneje so
ga v osrednji Evropi osamili tudi iz klopov vr-
ste Ixodes ricinus (3, 4). Ti dve vrsti klopa pre-
nasata tri razli¢ne podtipe virusa: I ricinus
prenasa evropski podtip virusa, razsirjen v os-
rednji, vzhodni in severni Evropi, I. persulca-

tus pa sibirski (sever Rusije in Finske) in dalj-
novzhodni podtip (Rusija, sever Kitajske in
Japonska) (5, 6). V Evropi letno potrdijo
okrog 3.000 primerov bolezni, vendar inci-
denca moc¢no niha po letih in pokrajinah (7).
V zadnjih dveh desetletjih je prislo do veli-
kega porasta Stevila primerov v Evropi; let-
no zabeleZijo tudi do 8.000 primerov (8, 9).
Pojavila so se nova Zari$¢a bolezni v Italiji,
Nemdiji in Svici. Bolezen so zaznali tudi na
vi§jih nadmorskih visinah in zemljepisnih iri-
nah (8, 10, 11).

Slovenija je ena izmed drZzav v Evropi, ki
imajo najvisje incidence KME. Letno zabele-
Zimo od 200 do 300 primerov. Endemsko
obmodje se razteza ¢ez celoten severni del Slo-
venije od Jesenic do Sentilja, se nato nadalju-
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Slika 1. Stevilo bolnikov s klopnim meningoencefalitisom v Sloveniji v letih od 1970 do 2010. KME — klopni meningoencefalii.
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je po Celjski kotlini in Savinjski dolini ¢ez Ljub-
ljansko kotlino na Gorenjsko, proti jugu naprej
vse do Cerknice in Postojne ter Kocevja (12).
V zadnjih desetletjih so se pojavila nova Zaris-
¢a v okolici Nove Gorice (13). Incidenca
moc¢no niha iz leta v leto, vendar je kljub temu
opazen trend narascanja (slika 1) (13).

V zadnjih letih so raziskovalci objavili Ste-
vilne $tudije, ki pripisujejo klju¢no vlogo za
spremembe v pojavnosti KME po eni strani
podnebnim spremembam, po drugi strani
spremembam v socialno-ekonomskih raz-
merah in $tevilnim drugim zelo raznolikim
dejavnikom (14-16). Zaradi kompleksnosti
dejavnikov, ki vplivajo na pojavnost bolezni,
so Studije raznovrstnih dejavnikov zelo zah-
tevne. Veliko ugotovitev temelji le na posred-
nih podatkih.

V nasi $tudiji smo proucevali pojavnost
KME v povezavi s Stevilnimi biotskimi in abiot-
skimi dejavniki ter vplivom ¢loveka na pojav-
ljanje bolezni. Opisali smo vlogo vecjega Stevila
dejavnikov v kroZenju virusa KME, predvsem,
kako in ali sploh vplivajo na prenasalce in
gostitelje in ali imajo posledi¢no vpliv na inci-
denco KME.

POMEN PRENASALCEV -
KLOPOV ZA PRISOTNOST
VIRUSA V NARAVI

Ixodes ricinus (navadni gozdni klop) je prena-
$alec virusa KME v Evropi. Razvojni krog
klopa traja od dve do $Sest let in obsega Stiri
razvojne stopnje: jajéece, larvo, nimfo in odra-
slo Zival. Larva, nimfa in odrasla Zival so aktiv-
ne, zajedavske stopnje klopa. Za svoj razvoj
v naslednjo stopnjo (larve v nimfe in nimfe
v odraslo Zival) oziroma za tvorbo jajc¢ec (odra-
sla samica) se mora klop enkrat hraniti na
ustreznem gostitelju (17). Klope vrste I. rici-
nus najdemo povsod po Evropi, vklju¢no
z Anglijo in Irsko. Na jugu je vrsta razsirjena
do severa Afrike (AlZirija, Tunizija), na seve-
ru po Skandinaviji, na vzhodu do Volge in vse
do Bliznjega vzhoda (18, 19). Kljub temu je
evropski podtip virusa KME razsirjen le po
omejenem obmodju v osrednji, vzhodni in
severni Evropi (6). Klop se lahko okuZi z vi-
rusom KME na ve¢ nacinov: viremic¢en nacin
(zauzitje krvi viremicne Zivali), transovarial-
ni prenos (prenos z okuZene samice na jajce-

ca) in neviremicen prenos, do katerega pri-
de med soCasnim hranjenjem nezrelih stadi-
jev klopa na gostitelju (20, 21).

KME je sezonska bolezen, ki se pojavlja
predvsem v pomladnih in jesenskih mesecih,
kar je posledica bioloske aktivnosti klopov (3).
Ker se vecina ljudi okuZi z virusom KME
z vbodom okuZenega klopa, redkeje z zauZit-
jem toplotno neobdelanega mleka oziroma
mlecnih izdelkov viremicne Zivali, je pomemb-
no, da dobro poznamo njihove sezonske aktiv-
nosti in druge dejavnike, ki vplivajo na pre-
kuzenost klopov z virusom KME.

Slovenija je sicer majhno podrodje, ven-
dar je raznolikost tako vremenskih pogojev
kot tipov habitatov v razli¢nih regijah zelo
velika in posledi¢no so Zivljenjski pogoji za
klope zelo variabilni in pogojujejo razli¢ne
vzorce sezonske aktivnosti. To smo potrdili,
ko smo v obdobju od aprila 2005 do novem-
bra 2008 mesecno vzorcili klope na vec loka-
cijah v Sloveniji (22). V celinski Sloveni-
ji imajo klopi vrste L. ricinus znacilen dvofazni
ali bimodalen sezonski vzorec z dvema vrho-
ma aktivnosti; prvi vrh aktivnosti je v pom-
ladanskih mesecih (april, maj, junij), drugi vrh
nastopi v jesenskih mesecih (september,
oktober) (slika 2a). Klopi za¢nejo iskati gosti-
telje, takoj ko se stali sneg in maksimalne
dnevne temperature presezZejo 4 °C (odrasli
klopi) oziroma 7 °C (nimfe) (23). V poletnih
mesecih klopi niso tako $tevilni kot spomla-
di in jeseni, saj zaradi visokih temperatur in
nizke vlage ne zmorejo dolgo iskati gostite-
Jjev. Klopi i$¢ejo gostitelje tako, da splezajo na
rastlinje in ¢akajo. Pri tem so izpostavljeni
okoljskim dejavnikom in so $e posebej obcut-
ljivi na izsusitev, ki nastopi, ko je relativna
vlaznost pod 80% (24). Saturacijski deficit,
ki predstavlja integrirano mero moci izsuseva-
nja atmosfere in ga izra¢unamo na podlagi
temperature in vlage, kaZe, da sta ta dva dejav-
nika kriti¢na in odgovorna, da klopov ne naj-
demo v poletnih mesecih na odprtih obmoc-
jih (22). Primorska regija ima submedite-
ransko podnebje, z vro¢imi, suhimi in dolgi-
mi poletji ter s kratkimi, suhimi in hladnimi
zimami. Tu je sezonska aktivnost klopov
nekoliko drugacna kot drugod po Sloveniji (sli-
ka 2b). Klopi so aktivni ez celo zimo, vrh
aktivnosti se je pojavil v zgodnjih pomladnih
mesecih (marec). Nimf ne najdemo ¢ez poletje.
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Slika 2. Sezonska akfivnost lary, nimf in odraslih klopov od leta 2005 do 2008 na dveh lokaciiah: Mozire (a) in Cimi Kal (b). Meseci
si sledijo po vrsti: oznaceni so januar, marec, maj, julij, september, november. Stolpci predstavijajo odrasle klope, prekinjena crta lar-

ve, polna ¢rfa nimfe.

Tukaj je vzorec aktivnosti enofazen ali unimo-
dalen. Nizka vlaga in visoka temperatura sta
tista dejavnika, ki tak vzorec narekujeta (22).
Spremenjen vzorec aktivnosti vpliva na stop-
njo okuzbe z virusom KME.

Po Evropi so v dosedanjih Studijah okuz-
bo z virusom KME dokazali pri 0-5 % klopov
vrste I ricinus, odvisno od obmo¢ja in nadi-
na dokazovanja prisotnosti virusa (25-27).
Slovenija je drzava z eno najvi§jih incidenc
KME v Evropi. Vendar incidenca KME ni ena-
ka po vsej drzavi. Povprecna stopnja okuzbe
klopov z virusom KME v Sloveniji je glede na
Stiriletno Studijo okrog 0,3 %; odstotek oku-
Zenih klopov se spreminja glede na lokacijo
vzorcenja ter po letih vzoréenja, od 2% na
cerkniskem obmod¢ju do 0% na primorskem
(28, 29). Klopi so v najvi§jem odstotku oku-

Zeni tam, kjer je tudi najvec bolnikov s KME,
obmocdja, kjer virusa pri klopih nismo doka-
zali, so tista, kjer je incidenca KME najnizja
oziroma ni bolnikov s KME (28).

Odstotek okuZenih klopov vrste I persulca-
tus je nekoliko vigji, ob&asno so virus dokazali
tudi v drugih vrstah klopov, kot je Dermacen-
tor reticulatus, klopih iz rodu Haemaphysalis
in drugih (30, 31). V klopih vrste D. reticula-
tus in Haemaphysalis concinna, ki smo jih nas-
li v Prekmurju, virusa z molekularnimi meto-
dami nismo dokazali (28, 29). Ti dve vrsti
klopov imata nekoliko drugac¢en model sezon-
ske aktivnosti kot I ricinus po Sloveniji. Sezon-
ska aktivnost, kot jo ima L. ricinus v celinskem
delu Slovenije, zagotavlja, da nimfe in larve
v istem obdobju i$¢ejo gostitelje. Zato obsta-
ja moZnost, da se hrani na isti zivali ve¢ klo-
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pov hkrati in je veja verjetnost prenosa viru-
sa med socasnim hranjenjem z okuZenih nimf
na neokuzene larve (32, 33). Tak nacin pre-
nosa virusa med klopi je izredno pomemben
za ohranjanje virusa v naravi in tak$no sezon-
sko sinhronijo nimf in larv v Sloveniji vidimo
na obmodjih, kjer je KME prisoten. Ni je na
Primorskem, kjer tudi virusa KME nismo
dokazali v klopih (slika 2).

Tveganje ljudi in Zivali, da zbolijjo za klop-
no prenosljivimi boleznimi, kot je KME, je
neposredno povezano z aktivnostjo klopov
vrste L ricinus. Odstotek klopov, okuZenih z vi-
rusom KME, je dober pokazatelj za prisotnost
virusa KME ter za oceno tveganja na nekem
obmodju. Zato je pomembno prepoznati pove-
zavo med $tevilénostjo in sezonsko aktivnost-
jo klopov in podnebnimi dejavniki.

POMEN GOSTITELJEV ZA
KROZENJE VIRUSA KLOPNEGA
MENINGOENCEFALITISA

Pomemben dejavnik za oblikovanje naravne-
ga ZarisCa so tudi gostitelji virusa (34). Dose-
danje raziskave so omenjale veliko razli¢nih
vretencarjev v povezavi s kroZenjem virusa
KME v naravi. Pomembna gostitelja nedora-
slih stopenj klopov sta rumenogrla mis, Apo-
demus flavicollis, in gozdna voluharica, Myodes
glareolus. Obe vrsti najdemo na obmodjih, kjer
je KME prisoten, in zdi se, da sta nujno potreb-
ni tako za viremicen prenos virusa na klope,
saj razvijeta dovolj visoko viremijo, kot tudi
za neviremicen prenos virusa z nimf na lar-
ve (32, 35). Mali glodavci razvijejo protitele-
sa le nekaj dni po okuzbi z virusom KME in
ta se ohranijo vse Zivljenje, vendar tudi te
Zivali omogocajo prenos virusa med soasnim
hranjenjem (36).

V Sloveniji smo protitelesa proti virusu
KME dokazali v 5,53 % serumov malih sesal-
cev. Stopnja okuzbe se je razlikovala glede na
vrsto in obmocje ulova malih sesalcev. Dokaz
specifi¢nih protiteles proti virusu KME v se-
rumih malih sesalcev je dober pokazatelj pri-
sotnosti virusa na nekem obmodgju. Studije
z dovolj velikim $tevilom analiziranih Zivali
pokaZejo tudi intenziteto naravnega Zaris-
¢a (37).

V najvi$jem odstotku so okuZene gozdne
voluharice, v nekoliko niZjem odstotku misi

iz rodu Apodemus (37, 38). Stevilne Zivali, pri
katerih so prisotna protitelesa proti virusu
KME, so $e vedno v viremicni fazi oziroma je
virus $e prisoten v organih (37, 39, 40). V Stu-
dijah, ki so jih izvajali pred ¢asom, so za dokaz
prisotnosti virusa KME uporabljali metodo
osamitve virusa. Z novejso, obc¢utljivej$o in
natanc¢nejs$o metodo obratne transkripcije in
veriZzne reakcije s polimerazo (angl. reverse
transcriptase-polymerase chain reaction, RT-PCR)
v realnem casu laZje dokaZemo virus ali RNA
virusa. Nova odkritja v zadnjih letih kaZejo,
da je viremicna faza dalj$a, kot so predvideva-
li pred leti (37, 39, 40). Rezultati teh Studjj
nakazujejo, da igrajo mali sesalci pomembno
vlogo v kroZenju virusa KME v naravi ne le
kot gostitelji klopov, temvec tudi kot gostite-
Jji virusa.

Druga pomembna skupina gostiteljev so
veliki gostitelji. Veliki gostitelji, kot so jelenjad,
govedo in druge vedje Zivali, so pomembni,
ker se na njih prehranjujejo predvsem odra-
sli klopi. Divjad ne razvije dovolj visoke vire-
mije, da bi omogocala prenos virusa nazaj na
klope (41). Dosedanje $tudije odvisnosti div-
jadi in Stevil¢nosti klopov niso dale nedvoum-
nih dokazov o neposredni povezavi med tema
dvema dejavnikoma. Medtem ko so nekatere
Studije podprle teorijo o mocni linearni odvi-
snosti med $tevilénostjo klopov in divjadjo,
druge Studije te povezave niso nasle (42—44).
Studije, opravljene v Italiji, so potrdile, da
gostota srnjadi vpliva neposredno na inciden-
co KME (10, 45). Odstranitev srnjadi na vec-
jem obmodju tako vodi v zniZanje koncentracije
virusa ali njegovo izkoreninjenje (46, 47).

Tudi v Sloveniji smo dokazali povezavo
med Stevilénostjo divjadi in $tevilom bolni-
kov s KME (29). Stevilénost obeh skupin
divjadi nara$ca v zadnjih Stirih desetletjih,
prav tako tudi incidenca KME. Ker so tovrst-
ne povezave, ki se pokazejo skozi cas, lahko
posledica drugih dejavnikov, je smiselno ana-
lizirati podatke tudi s prostorsko Studijo.
Le-ta je pokazala, da gostota srnjadi ni pove-
zana z incidenco KME, obstaja pa znacilna
povezava med gostoto jelenjadi in incidenco
KME. Na obmogjih z nizko gostoto jelenjadi
zboli veliko manj ljudi za KME kot na obmo¢-
jih z visoko gostoto jelenjadi (slika 3).

Nekaj $tudjj se je nanasalo tudi na pomen
drugih gostiteljev za kroZenje virusa KME;
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Slika 3. Incidenca klopnega meningoencefalitisa na obmodjih Slovenije glede na gostoto smjadi (a) in jelenjadi (b). KME — klopni

meningoencefalitis.

tak$no tudijo so naredili na Svedskem in opi-
suje pomen plenilcev, kot sta lisica (Vulpes
vulpes) in ameriski nerc (Mustela vison) za
pojavnost virusa KME v naravi (48, 49).
Tovrstnih Studij ni veliko in so izvedene v zelo
omejenem obsegu. Potrebne so $e Stevilne
raziskave, ki bodo dolo¢ile pomen posamez-
ne vrste gostitelja najprej za kroZenje virusa
KME v naravi in ne nazadnje tudi za klope,
prenasalce virusa.

VPLIV CLOVEKA NA
POJAVNOST KLOPNEGA
MENINGOENCEFALITISA

Vigja incidenca KME je posledica dveh sku-
pin vzrokov: najprej takih, ki vplivajo na povi-
Sanje potenciala virusa za prenos na gostitelje,
in nato takih, ki vplivajo na relativno povisa-
nje tveganja, se pravi povecano verjetnost za
stik med ¢lovekom in okuZenim klopom (50).

Na obe skupini vzrokov vpliva ¢lovek s svo-
jimi posegi v naravo ter s samo aktivnostjo
v naravi. Posegi ¢loveka v naravo imajo lah-
ko za posledico zarasc¢anje gozdov ali zmanj-
$evanje kmetijskih povrsin. Take spremembe
vplivajo na dostopnost in $tevilcnost Zivali, se
pravi gostiteljev. V baltskih drZavah je zara-
di opuscanja velikih kmetij prislo do zarasca-
nja obdelovalnih zemljis¢ z grmovjem in
mladim drevjem. Tovrstni habitati so zelo pri-
merni za glodavce, le-ti pomembno vplivajo
na kroZenje virusa KME v naravi (50, 51). Tudi
v Sloveniji se povr$ina gozdov veca Ze vse od

leta 1970; hkrati lahko dokaZemo vecje Stevi-
lo bolnikov s KME v ob¢inah, ki so v ve¢jem
odstotku pokrite z gozdom (slika 4). Vedja
povrsina gozdov zagotavlja primerno okolje
za prenasalce virusa KME - klope. Hkrati s po-
vrdino gozda raste tudi ustrezno okolje za veli-
ke in male gostitelje klopov. Jelenjad in srnjad
ter misi Apodemus sp., gozdne voluharice
(M. glareolus) in drugi mali sesalci so nujno
potrebni gostitelji za klope; nekateri so pri-
merni tudi za nesistemski in sistemski prenos
virusa (29).

Druga skupina dejavnikov so dejavniki, ki
vplivajo na povecanje tveganja za okuzbo
s KME zaradi povecane verjetnosti za stik med
okuZenim klopom in naivnim gostiteljem, ¢lo-
vekom. To so dejavniki, ki vplivajo na aktiv-
nost v naravi oziroma predvsem v gozdu. Ti
so lahko posledica socialno-ekonomskih dejav-
nikov, ki kaZejo, da sta povisana brezposelnost
in revscina lahko vzroka za vedji obisk goz-
da (52). Vreme je drugi dejavnik, ki lahko
spodbudi &oveka h gibanju v naravi. Studija,
opravljena tako v Sloveniji kot drugod po Evro-
pi, kaZe, da se v obdobjih z lepim vremenom
aktivnost ljudi v naravi izrazito poveca, kar
posledi¢no vodi v vedje Stevilo stikov med klo-
pi in ¢lovekom in ne nazadnje v povec¢ano Ste-
vilo bolnikov s KME (53). Prepoznavanje
skupin ljudi, ki so izpostavljene ve¢jemu tve-
ganju, je izredno pomembno, saj lahko tako
usmerimo nase ukrepe za preprecevanje KME,
kot je cepljenje ter obvescanje ljudi o tvega-
nem obnasanju, ki ga je treba omejiti.
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KME — klopni meningoencefalis.

ZAKLJUCEK

Raziskave, opravljene v Sloveniji, znatno pris-
pevajo k znanju o vzrokih tako za pojavnost
KME kot tudi za spremembe v incidenci KME
v Sloveniji, ugotovitve lahko razsirimo tudi na
endemska obmocja KME drugod v Evropi.
Klopi vrste Ixodes ricinus, ki so razsirjeni po
vsej Sloveniji, so v manj kot enem odstotku
okuzeni z virusom KME, vendar se stopnja
okuzbe moc¢no razlikuje po razli¢nih obmoc-
jih v Sloveniji in tako neposredno vpliva na
incidenco KME. Stevilénost klopov je odvisna
od temperature in vlage. Ta dva dejavnika
vplivata na vzorec sezonske aktivnosti klopov
in s tem na sinhroni pojav larv in nimf. S tem
je omogoceno socasno hranjenje teh stadijev
na gostiteljih in nesistemski prenos virusa.
Manj raziskan je pomen gostiteljev. V Slo-
veniji so specifi¢na protitelesa proti virusu
KME prisotna pri nekaj ve¢ kot pet odstotkih
malih sesalcev. Prostorska $tudija je pokaza-
la, da so tovrstne raziskave primerne za doka-
zovanje prisotnosti virusa na nekem obmocju.
Novejse raziskave kaZejo, da so mali gostite-
lji pomembni tudi pri ohranjanju virusa
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Tuberkuloza kot zoonoza:
pomen in diagnostika

Tuberculosis as a Zoonosis: Importance and Diagnostics

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: mikobakterie, ljudie, Zivali, okolie, prenos

Tuberkuloza pri ljudeh je e vedno ena od najpogostejsih nalezljivih bolezni. Velja ocena, da
sta z bacili tuberkuloze okuZeni priblizno dve milijardi ljudi. Divje Zivali imajo pomembno
vlogo v epidemiologiji tuberkuloze, ker predstavljajo naravni rezervoar bacilov tuberkuloze
in vir okuzbe za domace Zivali, bolezen pa se lahko (bodisi neposredno ali posredno) prene-
se z 7ivali na ljudi, redkeje tudi obratno. V prispevku omenjamo nekaj vrst mikobakterij, ki
so pomembne z vidika zoonoz (Mycobacterium bovis, M. caprae, M. tuberculosis, M. avium, M. ma-
rinum in M. genavense), in podajamo pregled o teh vrstah pri ljudeh in Zivalih v Sloveniji.
Ker $e zdale¢ ne poznamo vseh mikobakterij, ki nas obkroZajo in potencialno ogrozajo zdrav-
je ljudi, domacih in divjih Zivali, se bo seznam mikobakterij, ki povzrocajo zoonoze, v prihod-
nosti zagotovo $e dopolnjeval. Na koncu prispevka podajamo tudi kratek opis laboratorijskih
diagnosti¢nih metod za odkrivanje in identifikacijo omenjenih vrst mikobakterij.

ABSTRACT

KEY WORDS: mycobacteria, humans, animals, environment, fransmission

Tuberculosis in humans is still one of the most frequent infectious diseases. Approximately
two billion people are estimated to be infected with tubercle bacilli. Wildlife plays an impor-
tant role in the epidemiology of tuberculosis, as it represents a natural reservoir of tubercle
bacilli and a source of infection for domestic animals. Tuberculosis may directly or indirectly
be transmitted from animals to humans, yet rarely vice versa. In this paper, some of the myco-
bacterial species which are important from the viewpoint of zoonoses are listed (Mycobac-
terium bovis, M. caprae, M. tuberculosis, M. avium, M. marinum and M. genavense). An overview
of these species in humans and animals in Slovenia is given. Our knowledge of mycobacte-
ria, which are found in the environment and may potentially threaten the health of humans,
domestic and wild animals, is limited. Therefore, we believe that the list of mycobacteria which
may act as zoonotic agents will grow in the future. The paper ends with a short description
of laboratory diagnostic methods for detection and identification of the aforementioned myco-
bacterial species.
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Tuberkuloza (TB), ki jo povzroc¢ajo mikobak-
terije sklopa Mycobacterium tuberculosis
(angl. Mycobacterium tuberculosis complex), je
resna kronic¢na bolezen ljudi in Zivali. V sklop
M. tuberculosis sodijo vrste M. tuberculosis,
M. bovis, M. bovis BCG (bacil Calmette-Gué-
rin), M. africanum, M. microti, M. canetti,
M. pinnipedii in M. caprae. Divje Zivali ima-
jo pomembno vlogo v epidemiologiji TB, ker
marsikdaj predstavljajo naravni rezervoar
bacilov TB in vir okuZbe za domace Zivali,
bolezen pa se lahko bodisi neposredno ali
posredno prenese z Zivali na ljudi, redkeje tudi
obratno.

Dovzetnost za mikobakterije omenjene-
ga sklopa je pri razli¢nih gostiteljih odvisna
od nacina izpostavljenosti, vrste mikobakte-
rij, doze mikrobov in virulence seva. Ljudje,
primati in morski prasicki so zelo dovzetni za
okuzbo z mikobakterijami vrste M. tubercu-
losis. Po doslej znanih podatkih ta vrsta nima
Zivalskega rezervoarja v naravi. Divji parkljar-
ji so v splosnem dovzetni za okuZzbo z miko-
bakterijami vrste M. bovis in tako predstavljajo
pomemben naravni (neposredni ali posredni)
rezervoar za ¢loveka. Porocila o okuzbi divjih
parkljarjev z mikobakterijami vrste M. tuber-
culosis so redka. Domace govedo, zajci in
macke so dovzetni za okuzbo z mikobakteri-
jami vrste M. bovis in precej odporni proti
okuzbi z mikobakterijami vrste M. tuberculo-
sis. Prasici in psi so dovzetni za okuzbo tako
z mikobakterijami vrste M. bovis kot z miko-
bakterijami vrste M. tuberculosis (1).

Mikobakterije vrste M. caprae so bile prvi¢
izolirane pri kozah pred dobrim desetlet-
jem (2). Odslej so jih ugotovili pri razlicnih
Zivalih (govedo, jelenjad, domadi in divji pra-
$i¢i, bizoni, tigri, pume, kamele) in pri ljudeh.
Sodec po retrospektivnih raziskavah nekate-
rih izolatov iz ljudi in Zivali iz Casa Se pred opi-
som te vrste, ki so bili naknadno identificirani
kot M. caprae, je mozno, da so bile mikobak-
terije te vrste Ze v preteklosti pogosto povzro-
citeljice goveje TB, vendar zaradi pomanjklji-
vega znanja in laboratorijske diagnostike niso
bile pravilno identificirane. Z mikobakterija-
mi sklopa M. tuberculosis se lahko okuZijo tudi
Zivali v Zivalskih vrtovih (primati, sloni, ekso-
ti¢ni parkljarji, mesojedi, morski sesalci, papi-
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ge), ki bi naj bile dovzetnejse za tak$no okuz-
bo kot prosto Zivece divje Zivali (3-5).

Med mikobakterijskimi vrstami, ki so
pomembne s stali§¢a zoonoz, je treba ome-
niti vsaj $e tiste, ki povzrocajo TB pri pticah
in ribah. TB pri pticah po do sedaj znanih
podatkih v vedini povzrocajo mikobakterije
vrst M. avium in M. genavense, redkeje pa tudi
vrste M. intracellulare, M. scrofulaceum ali
M. fortuitum (6). Mikobakterije teh vrst prek
okuZenih ptic prehajajo v okolje (voda, zem-
lja), to pa predstavlja pomemben vir okuzbe
za Cloveka (predvsem za osebe z oslabljenim
imunskim sistemom). Tuberkulozo pri ribah
povzrocajo mikobakterije vrste M. marinum,
ki predstavljajo posredni ali neposredni vir
okuzbe za ¢loveka. Namen nasega prispevka
je podati pregled mikobakterijskih vrst, ki lah-
ko po doslej znanih podatkih neposredno ali
posredno povzrocajo zoonoze pri Cloveku, ter
na kratko opisati metode laboratorijske diag-
nostike teh vrst mikobakterij.

MYCOBACTERIUM BOVIS IN
MYCOBACTERIUM CAPRAE

Mikobakterije vrst M. bovis in M. caprae pov-
zrocajo govejo TB, ki je raz§irjena po vsem sve-
tu in Se vedno povzroca znatne ekonomske
izgube v drZavah, v katerih ni izkoreninjena.
Goveja TB je pomembna s socialno-ekonom-
skega vidika in z vidika javnega zdravja, vpli-
va pa tudi na mednarodni promet z Zivalmi
in njihovimi proizvodi. Vecina razvitih drzav
je zato uvedla programe za izkoreninjenje
bolezni oziroma za nadzor nad $irjenjem okuz-
be, katerih uspes$nost je razli¢na. Incidenca
goveje TB se je po koncanih programih v ve-
¢ini srednjeevropskih drZzav mocno znizala.
Ker pa so za okuzbo z mikobakterijami vrst
M. bovis in M. caprae dovzetne tudi druge
vrste domacih in divjih Zivali, Sirok spekter
gostiteljev oteZuje prizadevanja za nadzor in
izkoreninjenje bolezni pri govedu (7).

V Sloveniji smo pogoje za status drza-
ve proste goveje TB dosegli tako rekoc Ze
leta 1973. Od takrat deleZ v tuberkulinskem
testu pozitivnih ¢red oziroma Zivali ni bil vec-
ji od 0,8 % oziroma 0,7 %. Uradno pa je nasa
drzava, zaradi v preteklosti neustreznega
oznacevanja Zivali, prosta goveje TB $ele od
leta 2009. V zadnjih dveh desetletjih je bil
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z bakteriolosko preiskavo potrjen le en primer
goveje TB pri govedu slovenskega izvora. Ven-
dar se tako ugodna situacija lahko Ze v kratkem
spremeni, saj so bile z vstopom v Evropsko
unijo (EU) odpravljene karantene ob uvozu
Zivali. Za primerno zdravstveno stanje uvo-
Zenih Zivali jamdi prodajalec. Tako v leto$njem
letu Ze beleZimo primer TB, povzrocene z ba-
cili M. caprae v reji, ki jo sestavljajo izklju¢no
Zivali, uvoZene iz novejse ¢lanice EU, v kate-
ri imajo visoko prevalenco goveje TB.
Tuberkuloza pri ljudeh je $e vedno ena
od najpogostejsih nalezljivih bolezni. Velja
ocena, da sta z bacili TB okuZeni priblizno dve
milijardi ljudi, ki so pomemben rezervoar
aktivne oblike bolezni. Po podatkih Svetov-
ne zdravstvene organizacije (SZO) je bilo
v letu 2010 na svetu med 8,5 in 9,2 milijona
bolnikov s TB, zaradi te bolezni pa je umrlo
od 1,2 do 1,5 milijona oseb (8). To je $e vedno
veliko, saj je TB v vecini primerov ozdravlji-

va bolezen, ¢e jo odkrijemo dovolj zgodaj. TB
pri ljudeh najveckrat povzroc¢ajo mikobakte-
rije vrste M. tuberculosis, redkeje pa mikobak-
terije vrst M. africanum, M. canetti, M. bovis
in M. caprae, zlasti v drzavah v razvoju, v ka-
terih je goveja TB prisotna v ve¢jem obsegu
in v katerih je veliko ljudi, okuZenih z virusom
humane imunske pomanjkljivosti (angl. hu-
man immunodeficiency virus, HIV). Tako so
v Sloveniji v obdobju 1990-2010 TB pri lju-
deh v 99,89 % povzrocili bacili M. tuberculo-
sis in samo pri sedmih bolnikih (0,11 %) druge
mikobakterije sklopa M. tuberculosis (tabe-
la 1). Mikobakterije vrste M. caprae so pov-
zroCile TB pri $tirih bolnikih in vrste M. bovis
samo pri enem bolniku (v letu 1992). Vsi ti
bolniki so bili ob diagnozi stari preko 801let
in so se z bacili goveje TB verjetno okuZili
v mladosti, ko je bila goveja TB e pogostejsa.
V dveh primerih so TB pri ljudeh v omenje-
nem obdobju povzrocile mikobakterije vrste

Tabela 1. Tuberkuloza, potijena s kultivacijo pri bolnikih v Sloveniji v obdobju 1990—2010 glede na visto mikobakterij iz sklopa M. tu-

berculosis. BCG — bacil Calmette-Guérin, NN — neznano Stevilo.

Leto Diagnoza tuberkuloza, potriena s kulfivacijo

Stevilo holnikov Vista mikobakterij

M. tuberculosis M. bovis M. caprae M. bovis B(G

1990 419 419 0 0 NN
1991 363 363 0 0 NN
1992 388 387 ] 0 NN
1993 420 420 0 0 NN
1994 334 334 0 0 NN
1995 345 345 0 0 NN
1996 423 423 0 0 0
1997 356 356 0 0 0
1998 346 346 0 0 0
1999 352 352 0 0 0
2000 320 320 0 0 0
2001 308 307 0 ] 0
2002 292 292 0 0 0
2003 259 258 0 0 ]
2004 231 231 0 0 0
2005 245 245 0 0 0
2006 184 183 0 ] 0
2007 189 187 0 2 0
2008 201 201 0 0 0
2009 179 179 0 0 0
2010 155 155 0 0 0
Skupno stevilo (%) 6.310(100,00) 6.303 (99,89) 1(0,02) 4(0,06) 1(0,015)
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M. bovis BCG. Pasterizacija mle¢nih izdelkov,
stremljenje k izkoreninjenju goveje TB ter
nadzor okuzb divjih Zivali so najpomembnejsi
ukrepi za varovanje zdravja ljudi pred gove-
jo TB.

MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS

Mikobakterije vrste M. tuberculosis sicer pri-
marno povzroc¢ajo TB pri ljudeh (v Sloveni-
ji v 99,89 %), vendar so opisani tudi $tevilni
primeri okuZb in celo bolezni pri razli¢nih
domacih in divjih Zivalih. V ve¢ini primerov
gre za Zzivali, ki dolgo ¢asa Zivijo v tesnem sti-
ku z obolelimi osebami, éeprav je bila okuzba
z mikobakterijami vrste M. tuberculosis opisa-
na tudi pri prosto Zivecih divjih Zivalih (3, 9).
Mikobakterije vrste M. tuberculosis naj med
Zivalmi ne bi imele primarnega gostitelja ali
rezervoarja; Zivali, ki se okuZijo, so najverjet-
neje nakljucni gostitelji (10). Zato danes
velja, da naj bi ljudje z aktivno TB predstav-
ljali glavni vir okuZbe za Zivali, pri katerih se
obcasno lahko razvije klasi¢na oblika TB (10).

Med domacimi zivalmi je bila okuzba
z mikobakterijami vrste M. tuberculosis naj-
veckrat opisana pri govedu (10). Se zlasti veli-
ko tovrstnih okuzb Zivali je v drzavah z visoko
incidenco cloveske TB, npr. na Kitajskem (11).
Neposreden dokaz prenosa bolezni med obo-
lelim lastnikom Zivali in govedom, ki je teme-
Jjil na moderni genotipizacijski metodi, smo
kot prvi v svetu opisali v Sloveniji ob odli¢-
nem sodelovanju strokovnjakov z medicinske-
ga in veterinarskega podrodja (12).

Med domacimi Zivalmi so zlasti znani pri-
meri okuzb psov. V nedavnem porodilu iz Juz-
ne Afrike, kjer je pogostost TB pri ljudeh med
najvisjimi v svetu (600/100.000), navajajo, da
so pri 1% preiskanih psov, ki so Ziveli z oseba-
mi, obolelimi za TB, ugotovili klini¢no zaznav-
no TB, pri kar 50 % psov pa so vimunoloskem
testu dokazali okuzbo z bacili TB (13). Opisan
je tudi prenos okuzbe z mikobakterijami vr-
ste M. tuberculosis s psa na ljudi, ki se je zgodil
med obdukcijo Zivali z diseminirano TB (14).
Se bolj zanimiv pa je primer, pri katerem se
je TB prek psa, ki se je okuZil z mikobakteri-
jami vrste M. tuberculosis pri prej$njem last-
niku, prenesla na otroka novih lastnikov
Zivali (15). Znano je, da se lahko z mikobak-
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terijami vrste M. tuberculosis okuZijo tudi
papige, vendar pa v takih primerih povratna
okuZba ljudi $e ni bila opisana. Med divjimi
Zivalmi pa so za okuzbe z mikobakterijami
vrste M. tuberculosis mo¢no dovzetni sloni
v zivalskih vrtovih (3).

MYCOBACTERIUM MARINUM

Tuberkuloza rib, ki jo povzrocajo mikobakte-
rije vrste M. marinum, je pogosto spregleda-
na in podcenjena zoonoza, ki se pojavlja
predvsem pri ljudeh, ki imajo ljubiteljsko ali
poklicno opraviti z ribami, npr. pri akvaristih,
ribicih, kopalcih v morju, rekah, jezerih,
ipd. (16). V vecini primerov okuzb z mikobak-
terijami vrste M. marinum nastanejo po dolo-
¢enem Casu koZne spremembe na mestih
predhodno poskodovane koze (najveckrat
okoncin), ki se razvijejo v t.i. koZno mikobak-
teriozo. Lahko se pojavijo tudi sekundarne
lezije vzdolZ limfnih poti, tendosinovitis in
osteomielitis. Zdravljenje poteka s kombina-
cijo ve¢ antibiotikov, v primeru prizadetosti
globljih tkiv pa je potreben kirurski poseg.
V Sloveniji vsako leto dokaZemo nekaj pri-
merov mikobakterioz, povzrocenih z mikobak-
terijami vrste M. marinum, priljudeh. Za veci-
no od njih je znacilna dolga pot do postavitve
konc¢ne diagnoze in ozdravitve, kar pomeni,
da o mozZnosti te mikobakterioze $e prema-
lo razmisljamo. Eden taks$nih slovenskih pri-
merov je podrobno opisan (17). V nedavno
koncani raziskavi o prisotnosti mikobakterij
pri akvarijskih ribah v Sloveniji smo mikobak-
terije vrste M. marinum ugotovili pri 10 od
102 preiskanih ribah, medtem ko smo pred
leti porocali, da je bila pribliZzno petina preiska-
nih rib (6/29) okuZena z omenjeno vrsto (18).

MYCOBACTERIUM AVIUM

Mikobakterije vrste M. avium lahko Zivijo pro-
sto v naravi in se tam tudi razmnoZujejo: zem-
lja, voda, stelja in krmila predstavljajo mozZen
vir okuzbe za razli¢ne vrste Zivali ter za lju-
di (19). Pri domacdi perutnini in drugih pti-
cah mikobakterije vrste M. avium povzrocajo
aviarno TB, druga obolenja — mikobakterio-
ze — pa pri Stevilnih drugih vrstah divjih in
domacih Zivali. Pri prasicih okuzbe z miko-
bakterijami vrste M. avium prestavljajo veli-
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ko vecino vseh okuzb z mikobakterijami, pri
ljudeh pa so — med pogojno patogenimi miko-
bakterijami — najpomembnejsi vzrok miko-
bakterioz. Kot vir okuzbe za ljudi navajajo
predvsem vodo, pa tudi zemljo in Zivali, pred-
vsem ptice in prasice (20).

V razvitih drzavah sveta in tudi v Slove-
niji, kjer se pogostost TB zmanjsuje, se pove-
Cuje Stevilo mikobakterioz, ki jih povzrocajo
netuberkulozne mikobakterije. Vzrokov za to
je ved, najpomembnejsi pa je zagotovo naras-
Canje Stevila oseb z oslabljenim imunskim
sistemom (21). V nasi drZavi so tako v obdob-
ju 2000-2011 klini¢no pomembne mikobak-
terioze najpogosteje povzrocili bacili vrste
M. kansasii, sledita pa vrsti M. avium in
M. intracellulare (22). Delez mikobakterioz,
povzrocen z mikobakterijami vrste M. avium,
v nasi drZavi nara$¢a predvsem zaradi novega
pojava bezgavénih mikobakterioz pri otrocih.
Vzrok za to je pricakovan, saj smo leta 2005
ukinili obvezno cepljenje novorojenckov s ce-
pivom BCG (22).

Pri zivalih so bile mikobakterije vrste
M. avium v obdobju 2000-2011 dale¢ najvec-
krat izolirane pri domacih pragi¢ih (n=157,
vecina do leta 2003, ko je bil ukinjen obvezen
pregled ¢revesnih bezgavk prasicev na TB),
sledijo govedo (n=10), kokosi (n=5) in papige
(n=4). V zadnjih dveh letih beleZimo posa-
mezne okuZzbe pri razli¢nih vrstah domacih
in divjih Zivali (gos, udav, slon, damjak, jelen).

MYCOBACTERIUM GENAVENSE

Ta vrsta je bila opisana $ele leta 1993. Prvi pri-
mer (in nato $e precej podobnih) je bil opi-
san pri bolnikih z aidsom, pozneje tudi pri
bolnikih s presajenimi organi, pri katerih ta
mikobakterija najpogosteje povzro¢i disemi-
nirano obliko bolezni. V istem letu so bili
objavljeni tudi prvi dokazi o tem, da lahko ta
vrsta povzro¢i tudi TB pri pticah — domacih
ljubljenckih (23). Zanimivo je, da mikobak-
teva obogatena tekoca gojisca, kar je verjetno
tudi najpomembnejsi vzrok, da je bila odkri-
ta tako pozno.

Danes je nesporno jasno, da mikobakte-
rije vrste M. genavense najdemo v okolju (voda,
zemlja, iztrebki ptic) in da zanesljivo poleg
drugih vrst mikobakterij povzro¢a TB pri

pticah. Se posebno pogosta bi naj bila pri pti-
cah — hi$nih ljubljenckih, pri katerih povzro-
¢a veéino mikobakterijskih okuzb (tudi do
80%). Tudi pri pticah lahko povzroci disemi-
nirano obliko bolezni, ki jo na podlagi mor-
fologkih patohistoloskih preiskav ne moremo
loc¢iti od sprememb, povzrocenih z mikobak-
terijami vrste M. avium. V literaturi so opisani
tudi primeri okuzbe drugih hi$nih ljubljen¢-
kov (pes, macka) (6).

Prvi klinicno pomemben izolat vrste M. ge-
navense pri ljudeh smo v leto$njem letu osa-
mili tudi v Laboratoriju za mikobakterije
Klinike Golnik, in sicer pri bolniku z aidsom.
Mikobakterija je porasla iz kostnega mozga.
Pri zivalih mikobakterij omenjene vrste v Slo-
veniji za zdaj $e nismo ugotovili.

DIAGNOSTIKA

Humana medicina lo¢i med okuZbo z bacili
TB (latentna TB) in boleznijo (aktivna TB).
Sodobna gamainterferonska testa QuantiFe-
ron TB Gold (Cellestis, Victoria, Avstralija)
in T-SPOT. TB (Oxford Immunotec, Oxford,
Velika Britanija) sta v zadnjih letih povsem
zamenjala vec kot 100 let star tuberkulinski
kozni test za ugotavljanje latentne TB. Za
dokazovanje aktivne TB in ostalih mikobak-
terioz pa tudi v 21. stoletju ostaja zlati stan-
dard kultivacija na razli¢nih gojiscih (tekocih
in trdih, inkubacija goji$¢ pri razli¢nih tempe-
raturah). Pri najbolj kuznih bolnikih bakterije
$e vedno odkrijemo z mikroskopskim pregle-
dom, pa tudi s testi pomnozevanja nuklein-
skih kislin (24).

Ucinkovit nadzor goveje TB pri Zivih Ziva-
lih temelji na ugotavljanju okuzbe v zgodnjem
stadiju z uporabo obcutljivih imunodiagno-
sti¢nih testov. Trenutno se v EU uporabljata
dva testa: in vivo tuberkulinski (koZni) test in
in vitro test, ki temelji na interferonu gama.
S prvim odkrivamo reakcijo pozne preobcut-
Jjivosti na vbrizgani tuberkulin pri Zivali,
z drugim pa z encimskim imunskim testom
(angl. enzyme linked immunosorbent assay,
ELISA) ugotavljamo spro$canje interferona
gama kot posledico stimulacije limfocitov s tu-
berkulinom.

Klasi¢na posmrtna diagnostika goveje
TB kot tudi ugotavljanje drugih vrst mikobak-
terij temeljita na osamitvi povzrocitelja na
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umetnih gojis¢ih. Poleg ugotavljanja morfo-
loskih in biokemijskih lastnosti izolatov so
nam Ze skoraj dve desetletji tako v humani kot
veterinarski medicini v veliko pomo¢ razli¢ni
molekularni testi. Z njimi neposredno doka-
zujemo bacile TB v kuZninah, si pomagamo
pri hitrejSem odkrivanju in identifikaciji
mikobakterijskih vrst, pri testiranju obcutljivo-
sti ter na podrod¢ju molekularne epidemiologi-
je (spremljanje prenosa bacilov med bolniki).
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ko Stejemo med povzrociteljice zoonoz, je ved-
no daljsi. Vzrokov za to je ve¢. Po eni strani
znanstveniki vsako leto odkrijejo nekaj novih
vrst mikobakterij, po drugi strani pa zaradi
napredka medicine in veterine narasca Ste-
vilo imunsko oslabljenih ljudi in Zivali, bolj
dovzetnih za pogojno patogene mikrobe. Poleg
tega $e zdaleC ne poznamo vseh mikobakte-
rij, ki nas obkroZajo in lahko ogroZajo zdrav-
je ljudi, domacih in divjih Zivali. Zato se bo

ZAKLJUCEK

seznam mikobakterij, ki povzrocajo zoonoze,
v prihodnosti zagotovo e dopolnjeval.

Seznam mikobakterij, ki povzrocajo bolezni
tako pri ¢loveku kot pri Zivalih in jih zato lah-
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Klini¢na obravnava bolnika s sumom
na leptospirozo ali hemoragicno
mrzlico z renalnim sindromom

Clinical Approach to Patients with Suspected Leptospirosis
or Hemorrhagic Fever with Renal Syndrome
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KLJUCNE BESEDE: leptospiroza, hemoragina mrzlica  renlnim sindromorn, virus Puumala, virus Dobrava, diagnoza

Hemoragi¢na mrzlica z renalnim sindromom in leptospiroza sta pomembni bolezni, ki sta pri-
sotni v Sloveniji. Zaradi pestrosti klini¢nih simptomov in znakov sta pogosto spregledani. Dobro
poznavanje epidemioloskih podatkov, klini¢ne slike in ustrezno zdravljenje lahko pomembno
vplivajo na izhod bolezni. Zgodnje zdravljenje z antibiotiki lahko prepreci tezZji potek lepto-
spiroze.

ABSTRACT

KEY WORDS: leptospirosis, hemorthagic fever with renal syndrome, Puumala virus, Dobrava virus, diagnosis

Hemorrhagic fever with renal syndrome and leptospirosis are important diseases. They are
also present in Slovenia. However, due to their diverse clinical symptoms and signs, they are
often overlooked. Good knowledge of epidemiological data, clinical picture and appropriate
treatment may significantly affect the outcome of the disease. Early treatment with antibiotics
can prevent a severe course of leptospirosis.

1 Mag. Emil Pal, dr. med., Splo$na bolni$nica Murska Sobota, Ulica dr. Vrbnjaka 6, 9000 Murska Sobota;
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Leptospiroza in hemoragi¢na mrzlica z renal-
nim sindromom (HMRS) sta zoonozi, ki se
endemsko pojavljata v Sloveniji (1-3). Obe
bolezni imata lahko zelo podoben potek in
epidemioloske znacilnosti (1, 3, 4-6). Okuz-
be s hantavirusi pri ljudeh belezimo po vsej
drzavi, najve¢ v endemskih podro¢jih Ljub-
ljane z okolico, Dolenjske in Prekmurja (Av-
§i¢ - Zupanc, Korva, neobjavljeni podatki). Tri
Cetrtine slovenskih bolnikov z leptospirozo
prihaja iz Pomurja (2).

V Sloveniji HMRS povzrocata virusa Puu-
mala (PUU) in Dobrava (DOB) (1, 7-9). Blaz-
je oblike bolezni so obi¢ajno posledica okuzb
z virusom PUU, medtem ko je potek bolezni
po okuzbi z virusom DOB navadno teZji s smrt-
nostjo okoli 8% (1, 9-11). Obe bolezni se
pojavljata spomladi, poleti in v zgodnji jese-
ni (1, 2, 12). V letu 2012 smo zabelezZili do
sedaj najvecjo epidemijo HMRS v Sloveniji.
Zbolelo je vet kot 150 bolnikov (Avsié - Zupanc,
Korva, neobjavljeni podatki, julij 2012). Epi-
demije HMRS se pojavljajo ob porastu popu-
lacije malih glodavcev. Dejavniki tveganja
za okuzbo so povezani s poklicem in Zivljenj-
skim slogom. Najpogosteje zbolevajo osebe,
ki so pri svojem delu izpostavljene glodavcem
in njihovim izlockom (1, 2). Clovek se okuzi
z vdihovanjem kuZnega aerosola izlockov glo-
davcev (hantavirusi) ali z neposrednim ozi-
roma s posrednim stikom z okuZeno Zivaljo in
njenimi izlo¢ki (Ieptospire). V vodi in zemlji
lahko leptospire preZivijo tudi vec tednov (13).
Leptospire pri neposrednem stiku vstopijo
v telo skozi poskodovano (izjemoma tudi
skozi neposkodovano) koZo ali prodrejo sko-
zi sluznico oCesne veznice (2, 14). Opisani so
tudi primeri dvojnih okuZb s hantavirusi in
z leptospirami (15, 16). Pri patogenezi HMRS
in leptospiroz ima pomembno vlogo okvara
endotelijskih celic (10, 17, 18).

KLINICNE ZNACILNOSTI
LEPTOSPIROZ

Klini¢na slika leptospiroz je pri ljudeh zelo
pestra. Vecina okuZb poteka brez simptomov
kot kratkotrajno vrocinsko stanje (18). Od 85
do 90 % primerov bolezni je blagih in izzveni
spontano. MoZen je tudi teZji klini¢ni potek
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z zlatenico, akutno ledvi¢no odpovedjo, pri-
zadetostjo pljud, krvavitvami in vec¢organsko
odpovedjo (Weilov sindrom) (2, 19-23).

Leptospiroza ima obi¢ajno dve fazi. Inku-
bacija traja ve¢inoma 1-2 tedna, z razponom
od 2-26dni (2). Akutni septikemicni fazi, ki
traja teden dni, sledi imunska faza bolezni,
s pojavom protiteles v krvi in izlocanjem lep-
tospir v secu (2, 18, 20, 24). Imunska faza traja
1-30dni (25). Le manjsi delez okuzb z lepto-
spirami, a vecina prepoznanih, nastopi nenad-
no, z mo¢no povisano telesno temperaturo
z mrzlicami, splo$no prizadetostjo, glavobo-
lom, bole¢inami v trebuhu, retrobulbarno in
s fotofobijo. Bole¢ine v miSicah in sklepih so
lahko zelo mocne. Najizrazitej$e so v mecih,
stegnih in ledveno (2, 14, 18). Episkleralno inji-
ciranost o¢i so opisovali pri 40-97 % obolelih,
v Pomurju v40% (13, 18). Pogosto so pridru-
Zeni slabost, bruhanje, bole¢ine v trebuhu in
driska. Bolniki lahko tudi kasljajo.

V drugi fazi leptospiroze, ki obicajno
nastopi v drugi polovici prvega tedna bolez-
ni, se pojavijo znaki prizadetosti razlicnih
organov. Najpogosteje so prizadeta jetra, led-
vice, mozganske ovojnice, misice, srce, pljuca,
koza in ozilje. Po nasih izku$njah ima pribliz-
no polovica bolnikov z leptospirozo serozni
meningitis (13, 14). Ta se najpogosteje poja-
viod 5. do 6. dne bolezni (z razponom od 1. do
29. dne). Znaki meningitisa so lahko jasno
izraZeni z glavobolom, bruhanjem, vrocino,
otrplostjo tilnika ali pa so prisotni samo posa-
mezni znaki. Povecane vrednosti levkocitov
v likvorju lahko ugotovimo tudi v odsotnosti
znakov meningitisa (2, 13). Izpuscaji, ki so lah-
ko makulozni, papulozni, podobni koprivnici
ali hemoragi¢ni, se pri vecini bolnikov poja-
vijo od 4. do 7. dneva bolezni (13). Obicajno
izzvenijo v 24 urah (18). Krvavitve se lahko
pojavijo v razli¢nih organih ali telesnih vot-
linah, obi¢ajno po 5. dnevu bolezni, redkeje
tudi v obdobju okrevanja (2, 13, 18).

V laboratorijskih izvidih so prisotni znaki
jetrne in ledvi¢ne okvare s pove¢animi vred-
nostmi bilirubina, transaminaz in kreatinina
v serumu (hepatorenalni sindrom). V seu
ugotovimo prisotnost beljakovin, levkocitov,
eritrocitov, hialinih oz. granuliranih cilindrov.
Stevilo levkocitov v krvi je lahko normalno,
povecano ali zmanj$ano. Prevladujejo nevtro-
filci. Hitrost sedimentacije eritrocitov je pos-
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pesena (2). Vrednosti prokalcitonina in C-reak-
tivnega proteina so povecane (26). Znacilna
je trombocitopenija. Prisotna je v polovici pri-
merov leptospiroze in sovpada s pojavom pri-
zadetosti ledvic (20). Akutna ledvi¢na odpo-
ved je prisotna v 16-40 % primerov. Ve¢inoma
je neoliguri¢na (20). Pri znakih prizadetosti
osrednjega Zivéevja ugotavljamo v likvorju
blago povisane vrednosti celic s prevlado lim-
focitov in obic¢ajno normalne vrednosti slad-
korja in beljakovin (2).

Plju¢no obliko leptospiroze opisujejo
v 20-70% primerov bolezni. KaZe se s kasljem,
dispnejo, bole¢inami v prsnem kosu, hemop-
tizami. V ospredju so znaki krvavitev v pljucih.
Lahko je hitro napredujoca z znaki dihalne
stiske, spremembami v plinski analizi arterij-
ske krvi (respiratorna alkaloza, hipoksemija,
metabolna acidoza). Ve¢inoma teza plju¢ne
prizadetosti ni v sorazmerju s stopnjo zlate-
nice (25).

Zlateni¢na oblika leptospiroze (Weilov
sindrom) poteka s teZjo klini¢no sliko in lah-
ko hitro napreduje, s smrtnostjo od 5 do 20 %
(18, 23). Vrednosti bilirubina v krvi so lahko
tudi 10-20-krat nad normalno. Ob izraziti zla-
tenici, ki ni posledica nekroze hepatocitov,
so vrednosti transaminaz le zmerno poveca-
ne (13). Zapleti kaZejo sistemsko naravo bolez-
ni. Leptospiroza lahko v nose¢nosti povzro¢i
okuZzbo ploda in znotrajmaternic¢no smrt (23).

Bolezen je treba potrditi z mikrobiolos-
kimi preiskavami. Najpogosteje uporabljamo
test mikroaglutinacije z Zivimi leptospirami.
Izvidi testa so ob prvem stiku z bolnikom
pogosto negativni. Za potrditev diagnoze je tre-
ba odvzeti parna seruma v razmiku 10-14 dni.
Protitelesa v krvi se pri¢nejo pojavljati 5.-7. dan
po pojavu simptomov bolezni. Z zacetkom
drugega tedna bolezni lahko poskusamo lep-
tospire osamiti iz seca. Pozitiven izvid osa-
mitve leptospir iz krvi lahko prejmemo, Se
preden nam uspe potrditi okuzbo s serolos-
kimi metodami. V primeru teZjega poteka
z zgodnjim smrtnim izhodom so pozitivne
osamitve iz krvi lahko edini dokaz okuZbe. Za
hitro diagnostiko leptospiroze lahko upora-
bimo metodo veriZne reakcije s polimerazo
(angl. polymerase chain reaction, PCR) (2, 27).

Zdravilo izbora za zdravljenje leptospiro-
ze je penicilin. Na zacetku bolezni ni mogo-
¢e napovedati, v kaks$ni obliki bo leptospiroza

potekala. Zato priporocajo pri vseh bolnikih
zdravljenje z 12 milijoni IE penicilina, razde-
Jjenega v Sest odmerkov, sedem dni, ne glede
na Cas, ki je pretekel od zacetka bolezni. S tak-
$nimi odmerki doseZemo nagel padec vroci-
ne in izboljSanje splo§nega stanja. Preprecimo
tudi nastanek meningitisa in pozne zaplete
na o€eh, ki jih neposredno povzrocajo lepto-
spire. Priakujemo tudi zmanj$anje ali prepre-
¢itev poznih, verjetno avtoimunskih zapletov.
Pri bolnikih, ki so preobcutljivi za penicilin,
priporo¢amo zdravljenje s tetraciklini (13).
Ceftriakson se je v raziskavah izkazal za ena-
kovrednega penicilinu (28, 29).

KLINIENI POTEK
HEMORAGICNE MRZLICE
Z RENALNIM SINDROMOM

Hemoragi¢na mrzlica z renalnim sindro-
mom se obic¢ajno kaZe kot vecsistemska bole-
zen. V patogenezi sodeluje imunski odziv
gostitelja, moteno delovanje trombocitov in
okvarjena funkcija endotelija. Preucevali so
vlogo CD8+ T celic, dejavnika tumorske nekro-
ze o (angl. tumor necrosis factor a, TNF-ot),
vnetnih citokinov, B3-integrinov, viremije,
aktivacije komplementnega sistema, disfunk-
cije trombocitov, tkivnih antigenov, humanih
levkocitnih antigenov (HLA) (10, 11). Izsled-
ki raziskav so si bili veckrat nasprotujo¢i. Pri
HMRS je primarno mesto razmnozevanja viru-
sa zilni endotelij malih krvnih 7l (30). Veli-
ka vecina okuzb je asimptomatskih ali z blago
izraZzenimi bolezenskimi znaki (7).

Inkubacijska doba je obicajno 24 tedne,
lahko pa vse od nekaj dni do dveh mesecev.
Hemoragi¢na mrzlica z renalnim sindromom
znacilno poteka v petih fazah (vrocinska,
hipotenzivna, oliguri¢na, poliuri¢na in faza
okrevanja), ki pa niso vedno vse klini¢no izra-
Zene (tabela 1) (9, 31).

Za prvo, vrocinsko fazo so znacilni zna-
ki splos$ne prizadetosti, ki ji sledijo znaki pri-
zadetosti ledvic in drugih organov oziroma
organskih sistemov (jetra, dihala, prebavila,
osrednje Zivéevje) (4). Bolezen nastopi nenad-
no, z gripi podobnimi znaki, z mo¢no povi-
$ano telesno temperaturo, mrzlicami, splo$no
prizadetostjo, glavobolom, zaspanostjo. Bol-
niki imajo moc¢ne bolecine ledveno, v hrbtu
in trebuhu. Ze prve dni bolezni ugotovimo
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injicirane konjunktive, rdecino lic, vratu in
zgornjega dela trupa. Ostali znaki krvavitev,
ki so v prvi fazi obic¢ajno blagi, nastopijo
3.-5. dan bolezni (4). KaZejo se v obliki pete-
hij, manjsih krvavitev iz prebavil, sluznic in
hematurije. V tej fazi so pomemben znak
bolezni motnje vida z akutno miopijo (1). Po
drugem dnevu bolezni se pridruZijo znaki pri-
zadetosti prebavil z bole¢inami v spodnjem
delu trebuha, slabostjo, bruhanjem in drisko.
Trajajo 3-7 dni. Polovica bolnikov ima znake
prizadetosti dihal (izcedek iz nosu, blaZje bole-
¢ine v Zrelu, suh kaselj, hripavost) (4). V la-
boratorijskih izvidih izstopajo trombocito-
penija, proteinurija, eritrociturija in cilindri
v sedimentu seca. NajniZje vrednosti trombo-
citov opaZzamo ob koncu vrocinske faze (32).

Hipotenzivna faza nastopi hitro s padcem
krvnega tlaka in traja od nekaj ur do dva dni.
V hujsih primerih bolezni lahko nastopijo zna-
ki Soka, tudi smrt. V krvni sliki se pojavi lev-
kocitoza s pomikom v levo. Narascajo vred-
nosti secnine in kreatinina. Patoloski so jetrni
testi, predvsem alanin aminotransferaze
(ALT). Povecane so tudi vrednosti prokalci-
tonina (33). Spremljajo jih trombocitopeni-
ja in proteinurija, ki sta se pojavili Ze pre;j.
Osnovni mehanizem je okvara endotelija s po-
veCano prepustnostjo Zilja (angl. vascular
leak syndrome). Prisotna je hemokoncentra-
cija z zniZanimi vrednostmi hematokrita (30).

Po 3-4 dneh (obicajno v zacetku druge-
ga tedna bolezni) se pojavi oliguri¢na faza
bolezni. Prevladujejo znaki odpovedi ledvic
z oligurijo, anurijo. Vrednosti kreatinina dose-
Zejo najvisje vrednosti. Pri bolnikih s teZjim
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potekom bolezni je potrebno zacasno nado-
mestno zdravljenje s hemodializo. Bolniki
imajo hude bolecine po celem telesu, najizra-
zitejSe v hrbtu in trebuhu. Pojavijo se motnje
elektrolitskega, tekocinskega in kislinsko-ba-
zinega ravnovesja. Lahko nastopijo blazje
krvavitve, ki se kaZejo kot petehije po koZi in
sluznicah, subkonjunktivalne krvavitve ter
tudi obsezZne krvavitve (hemoptize, hemate-
meza, melena, hematurija, mozganske krva-
vitve). OpaZamo zaplete v osrednjem Ziv&evju
(dezorientacija, somnolenca, halucinacije,
epilepti¢ni napadi, nemir) in pljucih (plevral-
ni izliv, plju¢ni edem, sekundarne bakterijske
okuzbe) (4, 34). Pri 41 % (7/17) bolnikov v Po-
murju, okuZenih s PUU, smo ugotovili sinu-
sno bradikardijo, ki se je pojavila v oliguri¢ni
fazi HMRS (1).

Sledi poliuri¢na (diureti¢na) faza, kjer se
ledvi¢na funkcija postopoma izbolj$uje. Bol-
niki izloc¢ajo obilne kolic¢ine seca (tudi do 15 li-
trov dnevno) z nizko specifi¢no teZo. Klini¢ni
znaki bolezni so v izzvenevanju. Izvidi labo-
ratorijskih preiskav se normalizirajo.

Faza okrevanja (rekonvalescence) lahko
traja nekaj tednov ali celo mesecev (31). Bole-
zen ve¢inoma mine brez trajnih posledic.

OkuZbo s hantavirusi je treba dokazati
z mikrobioloskimi preiskavami. Najpogoste-
je uporabljamo posredne seroloske metode,
kjer dokazujemo specifi¢na protitelesa razre-
dov IgM in IgG (metode posredne imunofluo-
rescence, encimski imunski test). Diagnostika
temelji na dokazu protiteles razreda IgM,
ki se pojavijo Ze v prvih dneh po okuzbi ali
porastu titra specifi¢nih protiteles razreda IgG

Tabela 1. Faze hemoragicne mrzlice z renalnim sindromom z znacilnostmi.

Faza Febrilna faza Hipotenzivna faza Oliguriéna faza Poliuriéna faza Faza okrevanja

Trajanje 3—6dni od nekaj ur do 2 dni 35 dni 7-14dni 36 tednov

Inatilnosti nenaden nastop, hiter padec krvnega  oligurija, hemodializa, izlocanje tudi ponavadi brez
visoka vroing, tlaka, 3ok, motnje elektrolitoy, do 15 litrov seca trajnih posledic

mrzlica, glavobol,
boletine ledveno,

hemokoncentacija,
okvara ledvitne

v trebuhu, driska, funkdije,
akutna miopija, sindrom Zilne
rdetina obraza, vratu, prepustosti

zgomjega dela trupa,
konjunkfivalna injekcija,
trombocitopenija,
proteinurija, eritrociturija

boleine v trebuhu, dnevno, set nizke
hrbtu, krvavitve, specifine
prizadetost osrednjega teze
Fivcevia, metabolne
spremembe, akutni
pliutni edem
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Tabela 2. Najpomembnejse razlike med bolniki z leptospirozo in s hemoragicno mrzlico z renalnim sindromom (4). HMRS — hemoragicna

mrzlica z renalnim sindromom.

Inadilnosti Leptospiroza HMRS
Pojavljanje poleti, jeseni spomladi, polefi
Najizrazitejse bolecine v misicah v medih ledveno
Motnje vida relativno pogosto
Ilatenica da (v teZjih oblikah) ne
Respiratorni simptomi redko relativno pogosto
Hemoragije redkeje pogosteje
Trombocitopenija redko zelo pogosto
Pospesena sedimentacija eritrocitov skoraj vedno redkeje

(potrebna sta dva vzorca). Vedno vec se upo-
rabljajo tudi molekularne metode (PCR) (35).
Zdravljenje je simptomatsko.

LEPTOSPIROZA ALl
HEMORAGICNA MRZLICA
Z RENALNIM SINDROMOM?

Klini¢ni potek in epidemioloske znacilnosti
leptospiroze oziroma HMRS so zelo podobne.
Pojavljata se na istih geografskih podrodgjih,
najpogosteje poleti in jeseni. Okuzbe s PUU
se vecinoma pojavljajo Ze v spomladanskih
mesecih. Najveckrat zbolijo mlajsi moski, ki
so pri delu izpostavljeni izlockom glodavcev.
Zacetek bolezni pri obeh okuzbah je zelo podo-
ben gripi. Pomembno je lokalno spremljanje
pojavnosti gripe, ki se najpogosteje pojavlja
v poznih jesenskih in zimskih mesecih.
Priljudeh so moZne dvojne okuzbe z lep-
tospirami in s hantavirusi, kjer lahko pricaku-
jemo teZji potek bolezni. O prevalenci dvojnih
okuzb pri glodavcih ni podatkov (16). Pri obeh
boleznih lahko v laboratorijskih izvidih ugo-
tovimo levkocitozo z nevtrofilijo, znake okvare
ledvic in jeter (hepatorenalni sindrom), trom-
bocitopenijo, proteinurijo s piurijo ter cilindre
v sedimentu seca. Ceprav HMRS povzrocajo
virusi, so izvidi laboratorijskih preiskav podob-
ni bakterijskim okuZbam z levkocitozo, nevtro-
filijo, s pomikom v levo v diferencialni krvni
sliki, z visokimi vrednostmi C-reaktivnega pro-
teina in prokalcitonina. V nasih krajih v di-
ferencialni diagnostiki pomislimo na sepso,
okuzbe secil, prebavil, hepatitis, serokonver-
zijo pri okuZbi z virusom humane imunske

pomanjkljivosti, razli¢ne serozne meningiti-
se, okuzbe z Epstein-Barrovim virusom, cito-
megalovirusom, na anaplazmozo ali prvo fazo
klopnega meningitisa. Pri potnikih dodatno
posumimo na malarijo, rikecioze, okuzbe z ar-
bovirusi (denga, rumena mrzlica itd.) (20).
Pri istoCasnem seroloskem testiranju na
leptospirozo in hantaviruse v zgodnji fazi
bolezni obc¢asno ugotovimo lazno pozitivna
protitelesa proti hantavirusom. Priporo¢amo
ponovno serolosko testiranje na hantaviruse
in leptospirozo Cez 10-14dni (izvidi prvih
seroloskih preiskav na leptospirozo so pravi-
loma negativni) oziroma uporabo molekular-
nih metod (Pal, neobjavljeni podatki) (5).
Pri razlikovanju leptospiroze in HMRS
nam lahko pomagajo nekatere podrobnosti,
ki so navedene v tabeli 2. Za HMRS so zna-
¢ilnejSe mocne bolecine ledveno in spodnjem
delu trebuha, motnje vida (akutna miopija),
nagnjenje h krvavitvam in izrazita tromboci-
topenija v zacetku bolezni. Pri leptospirozi
izstopajo bolecine v mecih, zlatenica in pos-
pesena sedimentacija eritrocitov (4).

ZAKLJUCEK

Hemoragi¢na mrzlica z renalnim sindromom
in leptospiroza sta pomembni bolezni, ki sta
prisotni v Sloveniji. Zaradi pestrosti klinicnih
simptomov in znakov sta leptospiroza in HMRS
pogosto spregledani. Dobro poznavanje epi-
demioloskih podatkov, klini¢ne slike in ustrez-
no zdravljenje lahko pomembno vplivajo na
izhod bolezni. Zgodnje zdravljenje z antibio-
tiki lahko preprecdi tezji potek leptospiroze.
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Pomen mikrobioloske diagnostike leptospiroze

The Importance of Microbiological Diagnosis of Leptospirosis

1ZVLECEK
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Leptospiroza je najbolj razsirjena zoonoza na svetu, opisana je tudi v Sloveniji. Glavni rezervoar
leptospir predstavljajo glodavci, okuZene so tudi $tevilne druge domace in prostoZivece Zivali,
ki bakterije izlocajo s se¢em v okolje. V okuZenem okolju (polja, travniki, stojece in tekoce
vode) lahko leptospire preZivijo ve¢ mesecev. Clovek se z leptospirami okuZi ob stiku s krvio,
seCem in organi okuZene Zivali ali preko kontaminiranega okolja. Pri vecini bolnikov se okuzba
pozdravi spontano, pri nekaterih pride do teZjega klini¢nega poteka z zlatenico, akutno led-
vi¢no odpovedjo, krvavitvami in vecorgansko odpovedjo. Pri diagnostiki leptospiroze je zelo
pomembna epidemioloska anamneza. V zgodnji fazi okuZbe lahko leptospire izoliramo iz bol-
nikovih vzorcev ali dokaZemo leptospirino DNA; protitelesa v tej fazi okuzbe e niso prisotna.
V drugi fazi okuzbe pride do tvorbe specifi¢nih protiteles, kar pripomore k odstranjevanju
leptospir iz telesa. Mikrobioloska diagnoza okuzbe ima bistveno vlogo pri opredelitvi zgod-
njega antibioticnega zdravljenja.

ABSTRACT

KEY WORDS: leptospirosis, microbiological diagnosis, isolation, DNA detection, serology

Leptospirosis is the most widespread zoonosis in the world. It is also present in Slovenia. Rodents
represent the main reservoir of leptospira, but many other domestic and wild animals are
also infected; infected animals secrete bacteria into the environment through urine. In con-
taminated environments (fields, pastures, standing and running water), leptospira can sur-
vive for several months. Humans can be infected through contact with blood, urine, organs
of infected animals, and contaminated environment. In most patients, the infection heals spon-
taneously, while in others the infection results in a serious clinical course with jaundice, acute
renal failure, bleeding and multiple organ failure. Epidemiological history is very important
for the diagnosis of leptospirosis. In the early stage of the infection, leptospira can be isola-
ted from patient samples, or may be confirmed by evidence of leptospira’s DNA; at this sta-
ge of the infection, antibodies are not yet present. In the second stage of the infection, specific
antibodies help remove leptospira from the body; they can be detected with different sero-
logical tests. Microbiological diagnosis of the infection plays a crucial role in early antibio-
tic treatment of the infection.
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Leptospirozo povzrocajo zelo gibljive spiro-
hete z znacilno kljukasto zakrivljenimi kon-
ci, ki jih imenujemo Leptospira interrogans
sensu lato. Leptospiroza je najbolj razsirjena
zoonoza na svetu, v Sloveniji endemicna v Po-
murju; letno se okuZi od 0 do 30 oseb (1, 2).
Glavni rezervoar leptospir v naravi so glodav-
ci, okuZene so tudi Stevilne druge domace in
prostoZivece zivali, ki bakterije izlo¢ajo s se-
¢em v okolje. Kontaminirana so polja, travni-
ki, stojece in tekoce vode, kjer lahko leptospire
preZivijo ve¢ mesecev (3).

Clovek je naklju¢ni gostitelj. Z leptospi-
rami se lahko okuZi ob stiku s krvjo, se¢em
in organi okuZene Zivali ali preko kontamini-
ranega okolja (3, 4). Posebej so ogroZene ose-
be, zaposlene v kmetijstvu, delavci pri kopanju
jarkov, vodovodni delavci, delavci na riZzevih
poljih, rudarji, delavci v klavnicah, veterinar-
ji in vojaki, pogosto obolevajo tudi otroci in
mladostniki, ki se kopajo v jezerih, potokih
in rekah (4). Tretjina obolenj je poklicnega
izvora, dve tretjini okuZb pa lahko pripisemo
rekreaciji (5).

Klini¢na slika leptospiroze je zelo pestra
in spremenljiva (4-6). Pri veCini bolnikov se
okuZba pozdravi spontano, pri nekaterih pa
pride do tezjega klini¢nega poteka z zlateni-
co, akutno ledvi¢no odpovedjo, krvavitvami in
vecorgansko odpovedjo (Weilov sindrom) (5).
Klini¢na slika bolezni ni odvisna od serova-
ra, ki je okuzbo povzrocil (5).

Pri diagnostiki leptospiroze je zelo pomemb-
na epidemioloska anamneza: poznavanje raz-
Sirjenosti leptospir in moZnost izpostavitve
bolnika okuzbi (5, 6). Epidemioloski podat-
ki so pomembni pri izkljuéitvi drugih bolez-
ni, ki ravno tako potekajo z vro¢ino: malarija,
tifus, rumena mrzlica, denga, drugo (4, 7).
Leptospirozo dokaZemo z osamitvijo bakte-
rije iz telesnih tekocin, z dokazom zvi$anja
titra specifi¢nih protiteles ali z dokazom DNA
leptospir v bolnikovih kuzninah (5, 6).

Zgodnje antibioti¢no zdravljenje leptospi-
roze igra bistveno vlogo pri ozdravitvi. Lepto-
spire so zelo obcutljive za penicilin in tetracikli-
ne. Pomembno je tudi sprotno simptomatsko
zdravljenje in redno spremljanje bolnikove-
ga stanja (5).
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Leptospiroze ne moremo popolnoma izko-
reniniti, lahko pa s cepljenjem preprecimo
bolezen pri Zivalih in posledi¢no tudi izlo¢anje
leptospir v okolje (3). Za preprecevanje lep-
tospiroze je zelo pomembna redna deratizaci-
ja, sprotna drenaZza urina v hlevih in izlocanje
bolnih Zivali iz hlevov; ¢lovek se lahko za$ci-
ti z noSenjem zas¢itne obleke in obuvala, zaZe-
leno je izogibanje plavanju v potokih, jezerih
in rekah, ki so lahko kontaminirane (5).

MIKROBIOLOSKA
DIAGNOSTIKA LEPTOSPIROZE

OkuZbo z leptospiro lahko dokaZemo z osa-
mitvijo bakterije, dokazom specifi¢nih proti-
teles ali z dokazom DNA leptospir, odvisno
od faze bolezni (5, 6). V prvi (akutni ali sep-
ti¢ni) fazi, ki traja pribliZzno teden dni, lahko
leptospire osamimo iz bolnikove krvi in/ali lik-
vorja ali dokazemo leptospirino DNA v ome-
njenih vzorcih. Protitelesa v tej fazi okuzbe
$e niso prisotna. V drugi, imunski fazi pride
do tvorbe specifi¢nih protiteles, kar pripomo-
re k odstranjevanju leptospir iz telesa. Lep-
tospire se zadrZijo v ledvicah, predvsem ce
bolnik ni bil zdravljen z antibiotiki, zato lah-
ko pride do izlo¢anja leptospir z urinom. V tej
fazi okuzbe lahko leptospire osamimo iz uri-
na ali v urinu dokaZemo njihovo DNA, hkrati
lahko dokaZemo specifi¢na protitelesa v krvi
bolnika (5).

Posredna mikrobioloska
diagnostika

V rutinski laboratorijski diagnostiki se upo-
rabljajo predvsem seroloske metode, s kate-
rimi dokazujemo specifi¢na protitelesa proti
leptospiram, ki se v krvi bolnika pri¢nejo
pojavljati Sele 7-10 dni po pojavu simptomov
ali kasneje. Primerne kuZnine za serolosko
diagnostiko so polna kri, plazma in serum. Pro-
titelesa so specifi¢na za serovar leptospir, ki
je okuzbo povzrodil. Pomemben je odvzem par-
nih serumov v razmiku 10-14 dni, saj na ta
nadin ovrZemo moznost stare okuzbe (5, 6).
Nivo protiteles nara$¢a nekaj tednov, nato zac-
ne pocasi padati. V telesnih tekoc¢inah lahko
protitelesa ostanejo prisotna tudi vec let po
okuzbi (5).

Testi, ki dolocajo protitelesa proti leptos-
piram, so lahko specifi¢ni za rod ali za posa-
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mezni serovar (5). Za rod specifi¢ni testi naj
bi bili pozitivni ne glede na to, kateri serovar
je okuzbo povzrodil, saj vsebujejo antigene, ki
so skupni mnogim leptospiram, medtem ko
je za serovar specifi¢ne teste znacilno, da pro-
titelesa iz seruma bolnikov reagirajo le s se-
rovari iste seroloske skupine, ki je povzrodila
okuzbo. Pri testih, ki vkljucujejo posamezne
serovare, je pomembno, da poznamo najpo-
gostejse serovare na dolocenem geografskem
podrodju in jih vkljué¢imo v test (5). Zaradi
navzkriZnih reakcij lahko zaznamo protitelesa,
usmerjena proti ve¢jemu Stevilu serovarov,
vendar v razli¢nih titrih. Poznamo $tevilne
metode za dokazovanje protiteles: mikro-
aglutinacijski test, encimski imunski testi,
indirektni hemaglutinacijski test, lateksni
aglutinacijski test, makroaglutinacijski test,
imunofluorescencni test in imunokromato-
grafski test na membrani.

Mikroaglutinacijski test

Referencni seroloski test za dokazovanje okuz-
be z leptospirami je mikroaglutinacijski test,
kjer serum bolnika inkubiramo s sveZo kul-
turo leptospir. Katere serovare bomo vklju-
¢ili v test, je odvisno od epidemiologke slike
dolocenega geografskega podrocja. Obicajno
vklju¢imo 8-16 serovarov, ki so prisotni na
dolo¢enem geografskem podrocju. Inkubaci-
ji sledi mikroskopiranje kapljice suspenzije.
V primeru, da so v serumu bolnika prisotna
protitelesa, pride do aglutinacije ali lize lep-
tospir, kar se z mikroskopiranjem v temnem
polju zelo lepo vidi v primerjavi s kulturo.

Mikroaglutinacijski test doloca celokup-
na protitelesa, je precej drag, njegova izvedba
pa zapletena, dolgotrajna ter dokaj subjektiv-
na, poleg tega zahteva stalno zalogo in vzdrZe-
vanje kultur leptospir, zaradi ¢esar so mozne
okuzbe laboratorijskih delavcev, pri preveli-
kem $tevilu klini¢nih vzorcev pa sta vpraslji-
va tudi sama izvedba in natan¢nost testa (6).
Slabost testa je tudi v tem, da je bolnik lah-
ko okuZen s serovarom, ki v test ni vkljucen,
posledi¢no pride do lazno negativnih rezul-
tatov ali nizkih titrov protiteles (7). Taksni pri-
meri so pogosti, kadar se bolniki okuZijo na
potovanjih po razli¢nih delih sveta, testirajo
pa se v svoji drZzavi po vrnitvi domov.

Test indirektne hemaglutinacije

Zaizvedbo testa indirektne hemaglutinacije
se uporabljajo ¢loveski eritrociti skupine 0,
ki so senzibilizirani s specificnimi antigeni
L. biflexa sensu lato, sev Patoc I (sev nepatoge-
ne leptospire), ki naj bi vseboval vecino anti-
genov, ki jih imajo tudi patogene leptospire,
in bil tako primeren za izvedbo testa. Z indi-
rektno hemaglutinacijo dokazujemo celokup-
na protitelesa in ne protiteles posameznega
razreda (8).

Encimski imunski test

Encimski imunski test izvedemo tako, da izbra-
ni bakterijski antigen veZemo na trden nosi-
lec ter dodamo bolnikov serum. Test poleg
protiteles IgG dokaj hitro in zanesljivo doloci
tudi protitelesa IgM, ki so pomemben poka-
zatelj akutne okuzbe (5). Slaba stran testa je,
tako kot pri hemaglutinacijskem testu, moz-
nost lazno negativnih rezultatov, saj je v te-
stu zajet le en sev, navadno Patoc I, ki v¢asih
ne veze vseh specifi¢nih protiteles, ki nastane-
jo pri okuzbi z drugimi serovari (6). Drugi
problem je morebitna prisotnost revmatoid-
nega faktorja, ki lahko ovira dokaz specific-
nih protiteles IgM, saj tudi sam najveckrat
sodi v razred protiteles IgM. MnoZica avto-
imunskih protiteles lahko privede do bodisi
lazno negativnih bodisi lazno pozitivnih rezul-
tatov.

Lateksni aglutinacijski test

Z lateksnim aglutinacijskim testom doloc¢amo
specifi¢na celokupna protitelesa proti lepto-
spirinim antigenom v ¢loveskem serumu. Na
testni listi€ so pritrjeni modri lateksni delcki,
kamor je vezan leptospirin antigen, sev Patoc
1 (9). Test je hiter in enostaven, doloca celo-
kupna protitelesa.

Makroaglutinacijski test

Makroaglutinacijski test dolo¢a celokupna
protitelesa. Za izvedbo se uporabljajo mrtve
leptospire, inaktivirane s formalinom. Rezul-
tate lahko od¢itamo s prostim ocesom, zato
je ta metoda manj obcutljiva od mikroagluti-
nacijskega testa, poleg tega so nizji tudi agluti-
nacijski titri (10). Test je zahteven za uporabo
in se ga vse pogosteje nadomesca z enostav-
nej$imi tehnikami.
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Imunokromatografski test

Imunokromatografski test se izvede na test-
ni membrani, ki je vgrajena v plasti¢no plos-
Cico. Test doloca le protitelesa razreda IgM.
V primeru, da so v vzorcu prisotna protitele-
sa IgM, le-ta reagirajo z za rod specificnimi
leptospirinimi antigeni, vezanimi na membra-
no. Test je hiter in razmeroma enostaven.

Molekularna diagnostika
leptospiroze

V zadnjem casu se v dnevni laboratorijski
diagnostiki vse pogosteje uporablja dokazo-
vanje leptospirine DNA z veriZno reakcijo
s polimerazo (angl. polymerase chain reaction,
PCR), ki ima pomembno vlogo pri zgodnjem
odkrivanju leptospiroze, preden pride do
nastanka specifi¢nih protiteles, ko so leptos-
pire prisotne v bolnikovi krvi (5, 11). Meto-
daje v primerjavi z osamitvijo leptospir zelo
hitra, saj so rezultati na voljo v 24 urah, kar
igra pomembno vlogo pri potrditvi okuzbe in
nadaljnjem antibioticnem zdravljenju bolni-
ka. Ce je metoda dobro zasnovana, je visoko
obcutljiva in specifi¢na; slabost se kaze v zah-
tevnosti in visoki ceni, pa tudi v nezmoznosti
identifikacije serovara, ki je povzro¢il okuzbo.

Dokazovanje leptospirine DNA s PCR
poteka v treh zaporedno izvedenih korakih:
izolacija DNA iz kuZnine, pomnoZevanje
zazelenega odseka leptospirine DNA in potr-
ditev produkta PCR. Mnogi laboratoriji upo-
rabljajo hkrati dva testa: prvi del je enosto-
penjska klasi¢na PCR-reakcija, ki pomnoZuje
DNA patogenih in nepatogenih leptospir,
drugi del je t.i. vgnezdeni (angl. nested) test,
ki poveca obcutljivost testa in poteka v dveh
stopnjah z dvema paroma zacetnih oligonu-
kleotidov, s katerima dokazujemo specifi¢ne
dele DNA patogenih leptospir. Oba testa mora-
ta biti pozitivna, da potrdimo prisotnost lep-
tospirine DNA v kuZnini.

V zadnjem ¢asu se v molekularni mikro-
biologki diagnostiki leptospiroze pojavlja
$e hitrejsa PCR-metoda, PCR v realnem ¢asu.
PomnoZevanje tar¢nega odseka in analiza
nastalega produkta potekata soasno v zapr-
tem homolognem sistemu, kar zmanj$a moz-
nost kontaminacije (12). Poro¢ila o ob¢utlji-
vosti in specifi¢nosti metode so zelo razli¢na.
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Zaradi nizke koncentracije leptospir v kuz-
nini ima prednost vgnezdena PCR-metoda.
Vsekakor negativni rezultat PCR-testa ne
izkljucuje leptospiroze. Izvajajo se intenziv-
ne raziskave, katerih cilj je poiskati ¢im bolj
obcutljiv in specifi¢en PCR-test za dokaz okuz-
be z leptospirami.

Osamitev leptospir

Osamitev leptospir iz kuZnine velja za zlati
standard v diagnostiki leptospiroze. Vzorci za
osamitev leptospir morajo biti odvzeti pred
antibioti¢nim zdravljenjem in kultivirani v za
to posebej pripravljenem gojis¢u (npr. EMJH,
Korthoffovo gojisce, Fletcher). V prvi fazi
bolezni sta ustrezna vzorca kri in likvor, v dru-
gi fazi bolezni pa lahko leptospire osamimo
iz bolnikovega seca, ampak le v primeru, da
bolnik ni bil zdravljen z antibiotiki (5). Kuz-
nino inkubiramo vsaj $est tednov pri 28 °C.
Cepiti moramo ¢im ve¢ vzorcev iste kuZni-
ne. Enkrat tedensko kapljico gojis¢a z doda-
no kuznino pregledamo z mikroskopiranjem
v temnem polju, izolirane leptospire pa shra-
njujemo v teko¢em dusiku (13).

Osamitev leptospir se zaradi nekaterih
pomanjkljivosti, kot so zahtevnost, nizka ob¢ut-
ljivost in ¢asovna zamudnost, le redko upo-
rablja v klini¢ni diagnostiki, pomembno vlogo
pa igra pri epidemioloskih $tudijah o razsir-
jenosti leptospir, pri preucevanju samega
povzrocitelja (vrsta, sev, virulen¢ni dejavni-
ki), kakor tudi pri preucevanju patogeneze
okuzbe. Zazeleno je, da se v mikroaglutinacij-
ski test vkljucujejo sevi leptospir, osamljeni
iz klini¢nih vzorcev, saj je imunski odziv bol-
nika usmerjen proti antigenom serovara, s ka-
terim je bolnik okuZen, zato je lokalni izolat
primerno vkljucevati v teste za dokaz speci-
fi¢nih protiteles (13).

Leptospire lahko osamimo tudi iz telesnih
tekotin Zivali (npr. se¢a). Zivali, okuZene z lep-
tospirami, najveckrat okuzbo preZivijo. Tra-
janje izlo¢anja leptospir s se¢em pri okuZeni
Zivali je odvisno od gostitelja in od serovara,
ki je okuzbo povzrocil - domace Zivali lahko
izlo¢ajo leptospire v okolje ve¢ mesecev, glo-
davci pa tudi vec kot eno leto. Leptospire lah-
ko osamimo iz povrsinskih voda, kamor jih
izlo¢ajo okuZene Zivali. V nevtralnih in rah-
lo alkalnih vodah lahko leptospire preZivijo
vec mesecev (3).
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Opredelitev izoliranih leptospir nam poda
informacije o tem, kateri sevi so prisotni na
doloc¢enem geografskem podrocju, katere
seve je treba vkljuciti v test mikroaglutinaci-
je, in morebitno povezanost sevov leptospir
s klini¢no sliko bolnikov. Za opredelitev lep-
tospir so na voljo serotipizacijske identifika-
cijske metode, s katerimi opredelimo serovar
in serolosko skupino ter genotipizacijske
identifikacijske metode, ki omogocajo opre-
delitev do nivoja vrste (5).

Serotipizacija temelji na analizi antigen-
skih lastnosti seva. Leptospire so antigensko
precej heterogene, lahko jih uvrstimo v 230 raz-
li¢nih serovarov in 23 seroloskih skupin. Naj-
bolj uporabljana genotipizacijska metoda za
opredelitev serovarov leptospir je gelska
pulzna elektroforeza (angl. pulsed field gel elec-
trophoresis, PEGE) po rezanju celokupne lep-
tospirine DNA, za katero je znacilna dobra
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Na svetu je trenutno znanih preko 20 za ¢loveka patogenih hantavirusov ter $e trikrat toliko
nepatogenih hantavirusov. Razvijali so se skupaj s svojimi naravnimi gostitelji in se prilagaja-
li okoljskim spremembam, zato danes ugotavljamo med njimi veliko genetsko raznolikost. Za
razliko od ostalih virusov v druZini Bunyaviridae hantavirusi nimajo znanega ¢lenonoznega
prenasalca in kroZijo v naravi med trajno okuZenimi glodavci in Zuzkojedimi sesalci. Pri naravnih
gostiteljih povzrocdajo trajno okuzbo, brez razvoja klini¢ne slike. Ljudje so nakljucni gostite-
Iji hantavirusov in se z njimi okuZijo z vdihovanjem aerosoliziranih kuzZnih izlo¢kov glodav-
cev. V Sloveniji kroZi pet hantavirusov: Puumala, Dobrava, Saaremaa, Tula in Seewis, tako
med glodavci kot tudi med Zuzkojedimi gostitelji. Kljub raznovrstni ekologiji hantavirusov
v Sloveniji pa povzroc¢ata hemoragi¢no mrzlico z renalnim sindromom le virusa Puumala in
Dobrava. Virus Puumala povzroca blaZjo obliko bolezni, okuzba z virusom Dobrava pa povzro-
Ci teZjo obliko bolezni ter lahko doseZe do 12 % smrtnost. Posamezni primeri bolezni se veci-
noma pojavijo pozno spomladi in poleti ter ob jesenski ohladitvi. Takrat je ¢lovek dejavne;jsi
v naravi in je verjetnost stika z naravnimi gostitelji vecja, hkrati pa se zaradi prihajajoce zime
glodavci selijo v naselja, kjer je hrane v izobilju.

ABSTRACT

KEY WORDS: hantavirus, rodents, Dobrava, Puumala, Tula, Seewis, Saaremaa, epidemiology

Over the past few decades, understanding and recognizing hantavirus infections has greatly
improved worldwide, yet both the amplitude and the magnitude of hantavirus outbreaks have
been increasing. In contrast with other bunyaviruses, hantaviruses are not transmitted by
an arthropod vector, but are carried by persistently infected rodent or insectivore hosts. In
general, it is accepted that the infection of a natural host is not apparent and does not pro-
duce a disease. Humans are not the natural hosts of hantaviruses, and an infection normally
occurs accidentally by inhalation of virus-containing aerosols from rodent excretions such
as urine, faeces, and saliva. The co-existence of five different hantaviruses — Puumala, Dobrava,
Saaremaa, Tula and Seewis — in a single endemic region in Slovenia has been demonstrated,
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but despite that only Puumala and Dobrava hantaviruses cause haemorrhagic fever with renal
syndrome in humans. The severity of the disease caused by Puumala virus is usually lower
than that of Dobrava virus, which can exceed the fatality rate of 12%. Most of the cases are
usually recorded during late spring, summer and during autumn chills, when humans spend

more time in nature.

uvoD

Hantavirusi so razsirjeni po vsem svetu in so
domnevno prisotni v naem okolju Ze stolet-
ja. Razvijali so se skupaj s svojimi naravnimi
gostitelji in se prilagajali okoljskim spremem-
bam, zato danes ugotavljamo med njimi veli-
ko genetsko raznolikost. Za razliko od ostalih
virusov v druzini Bunyaviridae hantavirusi
nimajo znanega ¢lenonoznega prenasalca in
krozijo v naravi med trajno okuzZenimi mali-
mi sesalci (1).

Pri naravnih gostiteljih hantavirusi pov-
zrocajo trajno okuzbo brez razvoja klini¢ne sli-
ke (2). Kljub temu da poteka okuZba v narav-
nem gostitelju brez opaznih bolezenskih
znakov, so nekatere Studije pokazale, da virus
zmanj$a preZivetje gostitelja ¢ez zimo ter upo-
Casnjuje rast in razvoj okuZene Zivali (3-5).
Po okuzbi gostitelja sledi kratkotrajna viremi-
ja, nato pa razsoj virusa v skoraj vse notranje
organe, kjer se virus trajno razmnozZuje vse
Zivljenje, tudi po razvoju specifi¢nih protite-
les (6, 7). OkuZeni glodavci izlo¢ajo virus v sli-
ni, fecesu in urinu tudi mesec dni po okuzbi
(8, 9). Poleg tega so hantavirusi zelo obstojni
v okolju, zato posredni prenos virusa preko
okuZenih izlo¢kov na naklju¢nega gostitelja
ni presenetljiv (10). Med naklju¢ne gostite-
lje hantavirusov $tejemo lisice, domace mac-
ke in pse (11-13). Vendar je naklju¢no gosti-
teljstvo le prehodne narave in ne predstavlja
resni¢nega tveganja za okuzbo ali ohranjanje
virusa v naravi.

Tudi ¢lovek je naklju¢ni gostitelj v kroZe-
nju hantavirusov v naravi. S hantavirusi se
lahko okuzi na dva nacina: najpogostejsa pot
vnosa virusa je vdihavanje kuznih aerosolov
iz izlo¢kov glodavcev, ali neposredno, z ugri-
zom okuZene podgane (14). Prenos virusa
s Cloveka na ¢loveka je zelo redek in so ga opi-
sali le pri virusu Andes (AND), ki velja za ene-
ga najbolj patogenih hantavirusov (15, 16).

Teorija o koevoluciji hantavirusov pravi,
da se ohranja v naravi vsak hantavirus v to¢no
dolo¢enem glodavcu, zato lahko pri filogenet-
skih analizah hantavirusov opazimo koevo-
lucijo virusa in gostitelja. To se odraza tudi
v zemljepisni razsirjenosti virusov, ki sovpa-
da z ekolosko niso njihovih gostiteljev (17).
Kljub temu da filogenetske analize odrazajo
vez med naravnim gostiteljem in evolucijo
hantavirusov, so pri podrobnejsih analizah
opazili doloCene »nepravilnosti«, ki nakazuje-
jo, da je med hantavirusno evolucijo prislo do
zamenjav gostitelja (18, 19). Danes vemo, da
je ekologija hantavirusov mnogo kompleksnej-
$a, kot so sprva predvidevali, saj ne le glodav-
ci, temvec tudi Zuzkojedi (rovke in krti) lahko
sluZijo kot naravni rezervoar virusa, s ¢imer
je virus pridobil mnogo $irSo ekolosko niso.
K temu sodi tudi odkritje, da so hantavirusi
poleg v Aziji, Evropi in Ameriki raz§irjeni tudi
v Afriki (20, 21). Nedavno so z molekularni-
mi metodami dokazali hantavirusni genom
tudi v vzorcih netopirjev, ujetih v Sierra Leo-
ni in na Slonoko$ceni obali (22, 23). Prav ugo-
tovitev, da so hantavirusi, ki so jih dokazali
v vzorcih netopirjev, filogenetsko oddaljeni
od ostalih evropskih in azijskih hantavirusov,
nakazuje na moznost, da so netopirji pravi in
ne le naklju¢ni gostitelji hantavirusov.

Na svetu je trenutno znanih preko 20 za
¢loveka patogenih hantavirusov ter $e trikrat
toliko nepatogenih hantavirusov. Pri ljudeh
hantavirusi povzrocajo dva bolezenska sindro-
ma: hemoragi¢no mrzlico z renalnim sindro-
mom (HMRS) (angl. hemorrhagic fever with
renal syndrome) v Evropi in Aziji, ter hantavi-
rusni sr¢no-pljucni sindrom (angl. hantavirus
cardio-pulmonary syndrome, HCPS) v Ameri-
ki (2, 24). Letno porocajo o okoli 150.000 pri-
merih HMRS po svetu, pri cemer je vedina
bolnikov s Kitajske. V Evropi vec¢ino okuzb
povzrocata hantavirusa Puumala (PUU) in
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Dobrava (DOB), ki se ohranjata v gozdni volu-
harici, Myodes glareolus, in rumenogrli misi,
Apodemus flavicollis. Bolezen se pojavlja na en-
demicnih obmodjih, in prizadene samo v Evro-
pi ve¢ kot 10.000 posameznikov letno (25).
V Severni in Juzni Ameriki porocajo o prib-
lizno 1.000 primerih HCPS letno, vendar pa
je smrtnost kar 40 % (21).

Patogeneza HMRS je nepoznana pred-
vsem zaradi koevolucije virusa z naravnim
gostiteljem in ker ni na voljo primernega Zival-
skega modela. Vedina $tudij je omejenih na
pogoje in vitro, ki zahtevajo laboratorij tret-
je stopnje bioloske varnosti. Kljub temu so
z razli¢nimi laboratorijskimi in klini¢nimi ra-
ziskavami nakazali, da imata v patogenezi
HMRS pomembno vlogo tudi genetski status
in imunski odziv posameznika (26-30).

EKOLOGIJA HANTAVIRUSOV
V SLOVENUI

V Sloveniji kroZijo hantavirusi tako med glo-
davci kot tudi ZuZkojedimi gostitelji. Med glo-
davci krozijo kar $tirje tipi hantavirusov: PUU,
DOB, Saaremaa (SAA) in Tula (TUL) (31-33).
Nedavno smo v gozdni rovki, Sorex araneus,

dokazali tudi hantavirus Seewis (SWS) (neob-
javljeni podatki). S sodelovanjem Laborato-
rija za diagnostiko zoonoz, Instituta za mikro-
biologijo in imunologijo, Medicinske fakultete
v Ljubljani in Prirodoslovnega muzeja Sloveni-
je poteka aktivno spremljanje kroZenja hanta-
virusov v naravi Ze od leta 1990.

Hantavirusi v glodavcih
Virus Puumala

Vecino primerov HMRS v Sloveniji, tako kot
po vsej Evropi, povzroca virus PUU, ki se ohra-
nja v naravi v gozdni voluharici, M. glareo-
lus (31). Virus so izolirali leta 1980 na Finskem
in ga prepoznali kot povzrocitelja bolezni,
imenovane nephropathia epidemica (34).
Gozdna voluharica je razsirjena po vsej
Evropi, razen ob obalah Sredozemskega morja,
nji je razsirjena po celinskem delu, od 80 do
2.000 m nadmorske visine. Njeno Zivljenjsko
okolje predstavljajo predvsem vlazni iglasti
in mesani gozdovi, ¢eprav jo najdemo tudi
v listnatem gozdu, barjanskem grmiscu in
gostem rastlinju ob vodah in Zivih mejah (35).
V juznem delu Evrope so populacije gozd-
nih voluharic stabilne, z znacilnim sezonskim

Slika 1. Zemljepisna razporeditev hantavirusov Puumala in Tula v Slovenii. S svetlo sivo barvo so oznacene preiskovane lokacije. S o
barvo so oznacene lokacije, na katerih smo dokazali virus Puumala v naravnem gostitelju (obcine Kanal ob Soci, Medvode, Brezovica,
llirska Bistrica, Cerknica, Kocevje, Dolenjske Toplice, Novo mesto, Sentierej, Kostanjevica na Krki, Videm, Viansko, Lovrenc na Pohoju,
Benedikt, Puconci, Murska Sobota, Beltinci, Salovci, Hodos). S temno sivo barvo so oznacene lokacile, na katerih smo dokazali virus
Tula v naravnem gostitelju (obéine lg, Semic, PodCetrtek, Majsperk, Sredisce ob Dravi, Crensovai).
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gibanjem, zato vecino primerov zabelezimo
spomladi in poleti. Epidemije HMRS so pogo-
stejSe v letih, ko je v naravi veliko Zeloda in
zato tudi ve¢ voluharic (24). Hantavirus PUU
kroZi v gozdnih voluharicah, ujetih v goriski,
notranjsko-kraski, jugovzhodni, podravski in
pomurski regiji (slika 1). S filogenetsko anali-
zo smo dokazali vsaj dve genetski liniji virusa
PUU, ki kaZeta znacilno zemljepisno zdruZze-
vanje v monofiletsko linijo. Prva genetska
linija pokriva obmoc¢je Prekmurja in sodi
v t.1. alpe-adrijsko genetsko linijo, druga genet-
ska linija pa se razteza ¢ez veliko $irse podroc¢-
je Slovenije — od jugovzhodne do goriske regi-
je (31, 36, 37). Nukleotidna zaporedja virusa
PUU so si, znotraj posamezne genetske linje,
podobna v 93-100 %. Dokazali smo tudi, da
se vecina bolnikov s HMRS okuZi v okolici
doma, saj smo potrdili povezavo v nukleo-
tidnem zaporedju virusa, pomnoZenega iz
bolnika in voluharice z istega zemljepisnega
obmodja (31).

Virus Tula

Virus TUL izvira iz Rusije in naj bi bil patogen
tudi za cloveka (38, 39). Naravni gostitelji
virusa so voluharice iz rodu Microtus subsp.,
poddruZine Avicolinae, ki jih najdemo Sirom
sveta: Severna Amerika, Evropa in Azija. Virus
TUL so sprva osamili iz M. arvalis in M. levis
v osrednji Rusiji, kasneje pa so virus dokaza-
li v $tevilnih evropskih drzavah. Virus TUL
smo dokazali v treh gostiteljih: poljski volu-
harici, M. arvalis, travniski voluharici, M. agre-
stis, in vrtni voluharici, M. subterraneus, uje-
tih v osrednjeslovenski, savinjski, podravski,
jugovzhodni in pomurski regiji (slika 1). Narav-
no Zivljenjsko okolje vseh treh vrst voluharic
so suhi in odprti habitati, kot so alpski trav-
niki nad gozdno mejo, pasniki, obdelovalne
povrsine, polja in travniki (35). S filogenet-
sko analizo smo potrdili zemljepisno razno-
likost virusa TUL tudi v Sloveniji (86,9-100 %
podobnost na nukleotidnem nivoju) in virus
uvrstili v isto genetsko linijo s hrvaskimi in
z avstrijskimi izolati (33). Kljub temu da so
protitelesa proti virusu TUL dokazali v posa-
meznih primerih HMRS, si raziskovalci Se
vedno niso edini, ali je virus TUL za ¢loveka
nevaren ali ne (38, 40). Tudi v Sloveniji smo
virus dokazali le v naravnem gostitelju.
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Virus Dobrava

V Sloveniji najbolj razsirjen hantavirus je virus
DOB, ki tudi izvira iz Slovenije. Odkrili so ga
v rumenogrli misi, A. flavicollis, ujeti v vasi
Dobrava na Dolenjskem (41). Virus DOB in
njegovega gostitelja lahko najdemo povsod po
Sloveniji, vendar vecina primerov bolezni
izvira predvsem iz dolenjske in ljubljanske regi-
je (slika 2) (32). Prevalenca virusa DOB v na-
ravnem gostitelju variira 5,5-27,2 %, odvisno
od lokacije in endemic¢nega obmodja (32). S fi-
logenetskimi analizami virusa, pomnoZene-
ga iz vzorcev rumenogrlih misi in bolnikov,
smo dokazali, da kroZi ve¢ monofiletskih sku-
pin virusa DOB, ki se med seboj razlikujejo
0-5,8 %, na nukleotidnem nivoju (32). Tako
kot pri virusu PUU smo tudi pri virusu DOB
dokazali zemljepisno raznolikost virusa ter
visoko filogenetsko sorodnost med virusom,
pomnoZenim iz naravnega gostitelja, in viru-
som bolnika z istega obmocja. Kljub temu da
virus kroZi po celotni osrednji Evropi, je veci-
na smrtnih izidov bolezni prav na Balkanu,
zato ena od hipotez predpostavlja, da na Bal-
kanu kroZi bolj patogena razlic¢ica virusa
DOB (42). Kljub temu z obsezno analizo viru-
sov, pomnoZenih neposredno iz bolnikov,
mutacij v nukleotidnem zaporedju virusa
nismo uspeli povezati ne z vi§jim bremenom
virusa v krvi ne s klini¢no raznolikim pote-
kom bolezni (43).

Virus Saaremaa

Poleg virusa DOB kroZi v naravi med dima-
stimi mi$mi, A. agrarius, virus SAA. Virus so
prvi¢ odkrili v dimasti misi, ujeti na otoku Saa-
remaa v Estoniji, in je razsirjen po osrednji
in vzhodni Evropi (44, 45). Virus SAA pov-
zroca blaZjo obliko HMRS, brez znanih smrt-
nih primerov. O bolnikih so porocali iz Rusije,
Nemcije, Estonije, Danske ter Slovaske (38,
46-51). V Sloveniji so dimaste misi razsirjene
predvsem v Prekmurju in na Goriskem (32).
V obeh regijah so virus SAA dokazali v na-
ravnem gostitelju, medtem ko ga iz bolnikov
niso osamili (slika 2) (32). S filogenetsko ana-
lizo so ugotovili, da se virusa DOB in SAA, izo-
lirana z istega obmocdja, med seboj razlikujeta
12,6-13,7 %, kar pomeni, da je prilagoditev
virusa na gostitelja pomembneje vplivala na
evolucijo virusa kot zemljepisna razporeditev
vzorcev (32).
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Slika 2. Zemljepisna razporeditev hantavirusov Dobrava in Saaremaa v Sloveniji. S svetlo sivo barvo so oznacene preiskovane lokacije.
S ¢mo barvo so oznacene lokacije, na katerih smo dokazali virus Dobrava v naravnem gostitefju (obcine Bovec, Cerkno, Idrija, Bled,

Kranj, Medvode, g, Cerknica, llirska Bistrica, Kocevie, Crmomelj, Semic, Metlika, Dolenjske Toplice, Novo mesto, Sentjemej, Kostanjevi-
ca na Krki, Kisko, Kozje, Vransko, Majsperk, Kidricevo, Podlehek, Moravske Toplice, Dobrovnik, Hodos). S temno sivo barvo so oznace-

e lokacije, na katerih smo dokazali virus Saaremaa v naravnem gostitelju (Ajdovsting, Stedisce ob Dravi, Beltingi, Murska Sobota, Lendava).

Hantavirusi v Zuikojedih
sesalcih

Pravzaprav je bil prvi odkriti hantavirus
virus Thottapalayam (TPM), ki so ga izolira-
li leta 1964 iz tkiva azijske hisne rovke, Sun-
cus murinus, ujete v Indiji, vendar so ga Sele
desetletje kasneje uvrstili v hantavirusni rod
(52, 53). Prav zato je dolgo veljalo, da je virus
TPM izjema v rodu Hantavirus, saj virus ni
povezan z glodavcem, ampak z Zuzkojedim
rezervoarjem. Mejnik v raziskovanju han-
tavirusov je predstavljalo odkritje virusa Tan-
ganya (TGN), leta 2007, ki so ga odkrili v Te-
resini rovki, Crocidura theresae, v Gvineji (54).
Danes poznamo Ze ve¢ kot 10 ZuZkojedih
gostiteljev, med katere spadajo tako rovke kot
tudi krti. Hantaviruse, povezane z Zuzkojedim
rezervoarjem, so odkrili povsod po svetu: virus
Camp Ripley v kratkorepi rovki, B. brevicau-
da, virus Ash River v maskirani rovki, S. ci-
nereus, v Severni Ameriki, virus Cao Bang
(CBN) v kitajski krtni rovki, A. squamipes,
v Vietnamu, virus Asama v japonski krtni rov-
ki, U. talpoides, ter virus Seewis v gozdni rov-
ki, S. araneus, v Svici (55-59). Prav zadnji je
zemljepisno zelo razsirjen v Evropi (60, 61).
Kljub $tevilnim novim odkritjem pa Se ved-

no ni znano, ali so ti hantavirusi patogeni za
¢loveka ali ne (20).

Virus Seewis

Virus SWS so prvi¢ dokazali leta 2007 v tkivih
gozdne rovke, S. araneus, v Svici (62). Kmalu
za tem so dokazali virus SWS tudi na Finskem
in MadZarskem, v Rusiji ter v drZavah osred-
nje Evrope (60, 61, 63). Gozdna rovka je
raz$irjena v severni Evropi, vklju¢no s Skan-
dinavijo in Veliko Britanijo, z izjemo Irske, in
v Rusiji. Zaradi agresivnih teritorialnih navad
in mesojedega prehranjevanja se verjetno
prenasajo hantavirusne okuzbe med gostite-
Jji preko ran (62). S filogenetskimi analizami
so pokazali, da je virus SWS najbolj soroden
virusu CBN in virusu TGN. Kljub temu da je
virus SWS precej genetsko razlien od evrop-
skih hantavirusov, izoliranih iz glodavcev, pa
je $e manj soroden z virusom TPM, ki je prav
tako izoliran iz Zuzkojede rovke (62). To
pomeni, da je zemljepisna razporeditev han-
tavirusov bolj vplivala na evolucijo virusa kot
prilagoditev na posameznega gostitelja.

V Sloveniji smo virus SWS dokazali v gozd-
nih rovkah, ujetih v treh slovenskih regijah:
v notranjsko-kraski, goriski in podravski regiji,
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Slika 3. Zemljepisna razporeditev bolnikov s hemoragicno mizlico z renalnim sindromom po Sloveniji od leta 1985 do julija 2012,
Vsaka cima pika predstavija enega bolnika.

ter dokazali dve genetski liniji virusa. Prvo  zaradi prihajajoce zime glodavci selijo v na-
genetsko linijo tvorijo zelo sorodni virusniizo-  selja, kjer je hrane v izobilju (25).

lati z obmodja Ilirske Bistrice. Druga genetska Kljub raznovrstni ekologiji hantavirusov
linija se razteza po vsej Sloveniji, od goriske v Sloveniji pa povzrocata HMRS le hantavi-
do podravske regije, in jo tvorijo genetsko bolj  rusa PUU in DOB. Virus PUU povzroca blazjo
raznolike razli¢ice virusa (7,8-14,6% razno-  obliko bolezni, imenovano tudi nephropathia
likost na nukleotidnem nivoju). Ne glede na  epidemica, ki zaradi nespecifi¢nih znakov
genetsko linijo pa so slovenske razli¢ice virusa ~ POgosto spominja na vro¢insko bolezen z bole-

SWS najbolj sorodne virusu SWS iz Madzar- ~ ¢inami v trebusni votlini. Bolezen v Sloveniji
ske, kar samo potrjuje znacilno zemljepisno i smrtna, kljub temu pa ima virus v Evropi
raznolikost hantavirusov. 2% smrtnost. Okuzba z virusom DOB pov-

zrodi teZjo obliko bolezni ter doseze do 12 %
smrtnost. Potek bolezni vkljucuje Sirok spek-
EPI DEM'OLQGUA ter klini¢nih simptomov od blagega vrocinske-
HEMORAGICNE MRZLICE ga stanja do fulminantnega hemoragi¢nega

Z RENALNIM SINDROMOM poteka z akutno odpovedjo ledvic in s Sokom
(64, 65). Prvi primer HMRS so v Sloveniji

Bolezen je endemicna na podrodjih, kjer liudje  zabelezili 7e leta 1954 (66). Do danes je pri-
sobivajo z naravnimi gostitelji virusa, do izbru-  javljenih vet kot 470 bolnikov. Kljub temu da
ha pa lahko pride zaradi nenadnega okoljske-  se pojavlja HMRS v Sloveniji po vsej drZavi,
ga pojava, ki prisili glodavce, da se zateCejo  je vecina bolnikov iz $tirih endemiénih regij:
v clovekovo blizino (21). Posamezni primeri  Ljubljana z okolico, Dolenjska, Prekmurje in
bolezni se vecinoma pojavijo pozno spomla-  Pohorje (slika 3). Poleg povecane aktivnosti
di in poleti ter ob jesenski ohladitvi. Takrat v naravi je izpostavljenost hantavirusom
je clovek dejavnejsi v naravi in je verjetnost sti-  pogosto povezana tudi s poklicnim tveganjem,
ka z naravnimi gostitelji vecja, hkrati pa se  predvsem pri gozdarjih in kmetovalcih (67).
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Influenza Virus - When Can We Expect the Next Pandemic?
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Pandemije influence A se po podatkih zgodovinskih virov pojavljajo Ze ve¢ kot 5001et. Od
leta 1510 je Zemljo obkrozilo vsaj 15 pandemij, zadnja leta 2009 s pojavom pandemskega virusa
HIN1 z izvorom v prasi¢ih. Novejse raziskave so odkrile pomembna mesta v genomu virusa,
ki so klju¢na za pojav hude oblike bolezni z visoko smrtnostjo, in tista, ki virusu omogocajo
preskok vrste gostitelja. Spremljanje okuzb v Zivalskih rezervoarjih in pri cloveku z najnovej-
$imi metodami molekularne biologije lahko pripomore k pravo¢asnemu ukrepanju ob more-
bitnem novem pojavu pandemije.
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up to these days, 15 major pandemics have been adequately described. The last pandemic
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led hot spots in the influenza virus genome associated with severity and mortality of infec-
tions as well as those required to jump host species. Strict surveillance of influenza infections
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Influenco ali gripo povzrocajo virusi influen-
ce, ki spadajo v druZino Orthomyxoviridae,
katerih naravni gostitelji so ptice in nekatere
druge Zivali. V tej virusni druZini je pet rodov:
Influenzavirus A, Influenzavirus B, Influenza-
virus C, Thogotovirus in Isavirus. Ker je za ¢lo-
veka s stalis¢a epidemij in predvsem pandemij
najbolj pomemben virus influence A, se v tem
prispevku omejujeva zgolj nanj. Samo za
virus influence A namrec obstaja nevarnost
zoonotske okuZbe, zamenjave gostitelja viru-
sa in moZnost za nastanek novih pandemskih
sevov virusa (1).

Za virus influence A je znacilen segmen-
tiran genom, sestavljen iz 8 delov negativno
polarne enovijacne molekule RNA, ki kodira
zapis za 11 ali 12 beljakovin. Virusi influen-
ce A so razdeljeni v podtipe glede na antigen-
ske znacilnosti zunanjih glikoziliranih belja-
kovin hemaglutinina (HA) in nevraminida-
ze (NA) (1). Obstaja 17 tipov HA in 9 tipov
NA. Edina Zivalska vrsta, ki je lahko okuZena
s katerim koli podtipom virusa, so divje ptice,
ki so tudi naravni rezervoar virusa influen-
ce A.

Pri ¢loveku so se nanj prilagojeni virusi
pojavljali le pri podtipih hemaglutinina H3,
H2 in H1 in podtipih nevraminidaze N1 in
N2. Le izjemoma so se v preteklosti na cloveka
prenesli drugi podtipi virusa kot npr. virus
pti¢je gripe H5N1 v Aziji in H7N7 na Nizozem-
skem, ki pa se na ¢loveka niso prilagodili (2, 3).
Eno od najresnejsih groZenj predstavlja moz-
nost, da bi se visoko patogeni tip virusa pticje
influence prilagodil na ¢loveka in tako postal
prenosljiv med ljudmi.

Zelo pomembna Zivalska vrsta so za virus
influence tudi prasici, ki imajo v smislu celi¢-
nega tropizma taksne biologke znacilnosti, da
so sprejemljivi za okuzbo tako s pticjimi kot
s Cloveskimi virusi influence A. To jim omo-
goca posebno vlogo »mesalne posodes, ki je
klju¢na za nastanek novih podtipov virusa, ki
nastanejo ob soCasni okuzbi celic z dvema raz-
licnima virusoma in izmenjavi genomskih seg-
mentov (1). Taksno veliko preurejanje geno-
ma imenujemo virusni premik (angl. shift).
Novo nastali podtipi virusa kot posledica viru-
snega premika so podlaga za nastanek pan-
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demij, saj ¢lovestvo nima ustreznih protite-
les za zas¢ito pred takim virusom.

Med replikacijo genoma in prenosom
med gostitelji pod vplivom selekcijskega priti-
ska predvsem v molekuli HA nastajajo tockov-
ne mutacije, ki zadostujejo za to, da se virus
neprestano izmika imunskemu sistemu, in so
podlaga za vsakoletne epidemije influence. Za
razliko od vedjega preurejanja jih imenujemo
virusni odmik (angl. drift). Epidemije obi¢ajno
zajamejo od 10 do 20% populacije. Prizadetost
je lahko veliko visja v posebnih starostnih ali
rizi¢nih skupinah populacije. Epidemije inf-
luence so pogost vzrok za okuzbe dihal $ol-
skih otrok in oseb v domovih za starostnike
in so povezane tudi s pove¢ano umrljivostjo.
Ocenjujejo, da epidemije influence vsako
leto zahtevajo 500.000 Zivljenj po vsem svetu.
Skupno breme epidemij med obdobji pande-
mij je primerljivo s tistim ob pojavu pande-
mije (4).

VLOGA BELJAKOVIN VIRUSA
INFLUENCE A

Za razumevanje biologije, patogeneze in dru-
gih lastnosti je nujno temeljno poznavanje
osnovne zgradbe virusa influence A.

Hemaglutinin ali beljakovina HA je najpo-
membnejsi dejavnik nabora gostiteljev in pa-
togenosti dolo¢enega seva virusa influence.
Beljakovine HA visoko patogenih virusov
vsebujejo multibazi¢no cepilno mesto, ki ga
prepoznajo ubikvitarne proteaze. To vodi v si-
stemsko okuZbo in vecorganski razsoj virusa
pri pticah. Pri nizko patogenih sevih viru-
sa ima cepilno mesto samo eno bazi¢no ami-
nokislino, zato nanj deluje zelo omejen nabor
proteaz, ki so omejene na epitel dihal in pre-
bavil (5). Nabor gostiteljev za dolocen podtip
virusa doloc¢a beljakovina HA s svojo speci-
fi¢nostjo vezave na receptor, ki prepoznava
sialoligosaharide, zakljucene z N-acetilsalicil-
no kislino, ki je povezana z galaktozo preko
vezi alfa 2, 6 ali alfa 2, 3. Cloveski virusi inf-
luence imajo vi$jo afiniteto za povezavo alfa
2, 6, pticji virusi pa se bolje veZejo na poveza-
vo alfa 2, 3. Epitelne celice ¢loveskega sapni-
ka izraZajo na povrsini oligosaharide z vezmi
alfa 2, 6, epitelne celice v ¢revesu rac pa alfa 2, 3.
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Pomembno dejstvo je, da epitelne celice
v sapniku prasi¢ev izraZajo oba tipa poveza-
ve, kar zelo verjetno pojasnjuje mozZnost
okuzbe prasicev s ¢loveskimi in ptic¢jimi viru-
si influence.

Beljakovina PB2

Beljakovina PB2, ki predstavlja del polimera-
ze RNA, je poglavitni dejavnik patogenosti
virusa za sesalce. V primeru, da je na mestu
627 aminokislina lizin, to omogoca ucinkovi-
to razmnoZevanje virusa v spodnjih in zgor-
njih dihalih, kar je verjetno klju¢no za uspesen
prenos virusa. V primeru, da je na tem mestu
glutamska kislina, kot je to v primeru pticjih
virusov, se virus ne razmnozuje v zgornjih,
ampak samo v spodnjih dihalih (5).

Beljakovina NS1

Beljakovina NS1 zavira delovanje z interfero-
nom pogojene protivirusne celi¢ne aktivno-
sti. Ista beljakovina moti tudi aktivacijo
RNAze L, ki je kriti¢ni dejavnik pri aktivaciji
prirojenega imunskega odziva. NS1 zavira tudi
virusno pogojeno aktivacijo RIG-, ki je pogla-
vitni receptor za prepoznavo patogenov (5).

Beljakovina PB1-F2

Beljakovino PB1-F2 kodira drugi bralni okvir
segmenta PB1 pri ¢loveskih in pticjih viru-
sih. Inducira pojav apoptoze z delovanjem na
mitohondrijske beljakovine. Sprememba ene
same aminokisline v beljakovini PB1-F2 klju¢-
no vpliva na virulenco visoko patogenega seva
H5NT1 in tudi izvornega virusa HINT1, ki je
povzrocil pandemijo leta 1918 (5).

ZGODOVINA PANDEMIJ
INFLUENCE A

Zgodovina okuzb pred letom 1918 temelji
predvsem na pisnih virih in zelo malo na kon-
kretnih viroloskih podatkih. Kljub temu stro-
kovnjaki iz pisnih virov utemeljeno sklepajo,
da je moc Stevilne zgodovinske zapise o izbru-
hih bolezni pri ljudeh in Zivalih nedvomno
pripisati pandemijam influence. Strokovnja-
ki menijo, da je bilo v zadnjih 500 letih vsaj
14 pandemij. V zadnjih 120 letih so bile pan-
demije vletih 1889, 1918, 1957, 1968 in 2009.

Nekateri raziskovalci med pandemije priste-
vajo tudi izbruh ruske influence leta 1977 (6).

Tako kot zelo verjetno prvo pandemijo
opisujejo okuzbo, ki se je pojavila meseca juli-
ja leta 1510 na Siciliji, kamor je prispela s tr-
govskimi ladjami iz Afrike, in se bliskovito
razsirila po Evropi. Zanimivo je, da so se tudi
v preteklosti epidemije $irile po doloc¢enih
zemljepisnih vzorcih. Vse tri pandemije so se
v 16. stoletju zacele v Sredozemlju in se po
trgovskih poteh $irile iz smeri jugovzhoda na
severozahod. Dvesto let kasneje pa se je smer
popolnoma spremenila. Pandemije, ki so naj-
verjetneje nastale v Aziji v letih 1729, 1733,
1781, 1833-1836 in 1889, so se Sirile na zahod,
preko Rusije na sever Evrope in $ele kasneje
na jug Evrope. Tudi v ¢asu, ko $e ni bilo letal-
skega prometa, so se pandemije $irile z izjem-
no hitrostjo. Iz opisov sodec so tudi v daljni
zgodovini nastanek veéine pandemij pripiso-
vali azijskemu kontinentu (6).

Pandemija spanske gripe
leta 1918

V letih 1918 in 1919 je svet obsla epidemija
gripe, ki je zahtevala med 20 in 80 milijonov
Zivljenj, predvsem mlajsih ljudi. Okuzbo je
povzrocil virus influence A tipa HIN1. Izola-
ti virusa se iz Casa pandemije niso ohranili,
saj takrat pravzaprav $e ni bilo jasno, kaj je
povzrocilo pandemijo.

Leta 2005 so znanstveniki objavili rezul-
tate raziskave, v kateri so s tehnikami reverz-
ne genetike iz parafinskih blokov tkiv, odvze-
tih bolnikom, ki so umrli zaradi influence, in
tkiv, pridobljenih iz trupel pokopanih na Alja-
ski v stalno zamrznjeno zemljo v letu 1918,
znova sestavili vse segmente genoma virusa
in virus tudi uspesno pomnozili v celicah (7).
To je omogocilo natanc¢no analizo virusa, ki
je povzrodil najvec¢jo pandemijo v zgodovini
clovestva. Raziskovalci so potrdili, da je imel
virus HIN1 svoj izvor v pticah in se je verjet-
no Ze pred pandemijo dolo¢en ¢as pomnoZe-
val v sesalcih. Znanstveniki so ugotovili, da
so glavni dejavniki, ki kriti¢no vplivajo na viru-
lenco virusa influence A, beljakovina HA,
replikacijski kompleks in beljakovini NS1 in
PB1-F2. Zanimivo je, da pri tem virusu manj-
kajo nekatera znacilna zaporedja aminokislin
(npr. multibazi¢no cepilno mesto na HA in ami-
nokislina lizin na mestu 627 beljakovine PB2),
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ki so sicer znacilna za viruse influence A z vi-
soko patogenostjo (5).

Najbolj zanimivo je dejstvo, da je virus
H1NT1 iz leta 1918 ostal izhodiscCe, t.i. »mati«
vseh pandemij v dvajsetem stoletju, saj so vsi
pandemski tipi virusa potomci virusa HIN1
iz leta 1918 (8).

Azijska influenca 1957

Leta 1957 se je pojavil nov virus influence A
s prerazporejenim genomom med cloveskim
virusom HIN1 in pti¢jim virusom H2N2.
Nastal je nov ¢loveski virus H2N2, ki je vse-
boval dele virusa iz ptic H2 HA, N2 NA, in
PB1. Virus so poimenovali azijska influenca,
ki je zahtevala vec kot milijon Zivljenj po vsem
svetu (8).

Influenca Hongkong 1968

Leta 1968 se je pojavil pandemski sev H3N2,
ki je vseboval H3 HA- in PB1-gene pti¢jega
virusa v sicer$nji osnovi ¢loveskega virusa.
Virus je v ZdruZenih drZzavah Amerike zahte-
val 33.800 Zivljenj, kar je manj kot v prejsnjih
pandemijah. Verjetno so k temu pripomogla
protitelesa proti N2 iz prej$nje pandemije (8).

Pandemija virusa HIN1-SOIV
v letv 2009

Leta 2009 se je v Mehiki v februarju zacela
zadnja pandemija virusa influence A, ki jo je
povzrocil virus HIN1-SOIV (angl. swine ori-
gininfluenza virus, SOIV) z izvorom v svinjah.
Predvidevajo, da je virus Ze nekaj mesecev
pred izbruhom v omejenem obsegu krozil
med ljudmi. Pandemske razseZnosti novega
virusa so postale oCitne konec meseca apri-
la 2009, ko je Mehiko prizadel prvi val §irjenja
bolezni. Virus se je bliskovito razsiril po vsem
svetu in 27. aprila 2009 je Svetovna zdravs-
tvena organizacija uradno razglasila pande-
mijo (5).

Virus HIN1-SOIV, ki je povzrodil pande-
mijo leta 2009, ni enak virusu HIN1, ki je pred
tem povzrocal vsakoletne epidemije influen-
ce priljudeh, ¢eprav imata oba virusa hema-
glutinin, ki neposredno izvira iz virusa HIN1
iz leta 1918 (9). Hemaglutinin »¢loveskega«
virusa HIN1, ki je kroZil v ljudeh kot sezonski
virus influence, je bil namrec vec kot sedem
desetletij izpostavljen antigenskemu in dru-
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gim selektivnim pritiskom kroZenja v istem
gostitelju - ¢loveku. Nasprotno se je virus, ki
je leta 1918 med pandemijo influence presko-
¢il na svinje in postal avtonomen virus, v svi-
njah razmnozeval brez evolucijskega pritiska,
saj zaradi kratkega Zivljenja svinj ni verjet-
na ponovna okuzba te Zivali z istim virusom
in posledicen pritisk imunskega sistema na
evolucijo virusa (10). Razmeroma genetsko
stabilen virus se je v svinjah razvil v t.i. virus
klasi¢ne gripe svinj v Severni Ameriki in je
v njih krozil vse dvajseto stoletje. Pred zacet-
kom pandemije 2009 pa se je ta virus rekom-
biniral z drugimi virusi, a kljub temu zadrzal
90 % aminokislinsko identi¢nost beljakovine H
s svojim virusnim predhodnikom iz leta 1918.
Beljakovina H ¢loveskega sezonskega virusa
H1NT1 pa se je v Casu od leta 1918 pod priti-
skom tako spremenila, da je z izvornim viru-
som v aminokislinskem zaporedju podobna
le $e v 79 %. Taka razli¢nost v zunanji belja-
kovini virusa pa ne omogoca ve¢ navzkrizne
za$Cite s protitelesi, ki so jih ljudje pridobili
v desetletjih kroZenja ¢loveskega virusa HIN1,
proti novemu pandemskemu virusu, ki je
nastal leta 2009. Novo nastali virus vsebuje
Sest segmentov (PB2, PB1, PA, HA, NP in NS)
iz originalnih pti¢jih, cloveskih in svinjskih
trojno prerazporejenih virusov. Segmenta NA
in M novega virusa izhajata iz evropskega
»pti¢jemu podobnega« virusa prasicev (10).

Vecina klini¢énih primerov bolezni je bila
blagih in ni potrebovala bolni$ni¢nega zdrav-
Jjenja. Bolezen je izrazito prizadela mlajse lju-
di in otroke ter zelo redko starejse od 60 let.
Kljub temu so bili odkriti nekateri novi dejav-
niki, ki so vplivali na teZo in smrtnost bolezni,
kot sta nosecnost in debelost. Drugi dejavniki
tveganja so bili astma, kroni¢na plju¢na bole-
zen, imunska oslabljenost in sladkorna bole-
zen. Kljub temu je zaradi pandemije virusa
H1N1-SOIV na svetu umrlo okrog 20.000 lju-
di, mnogi med njimi brez jasnih dejavnikov
tveganja za hudo bolezen (9).

DEJAVNIKI, KI VPLIVAJO
NA POJAV PANDEMUJ

Do pojava zadnje pandemije leta 2009 je velja-
lo dokaj trdno prepricanje, da je nujni ali vsaj
prevladujo¢i mehanizem za pojav novega
pandemskega virusa influence A preurejanje
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(angl. reassortment) virusnega genoma (4).
Danes pa je jasno, da je za pojav pandemij inf-
luence A krivo veliko Stevilo zapletenih dejav-
nikov, ki lahko v dolo¢enih primerih vodijo
v nastanek novih virusnih sevov z velikimi
mozZnostmi hitrega Sirjenja in visoke patoge-
nosti in smrtnosti (4). Zal je vecina teh dejav-
nikov $e zelo slabo poznanih.

Pandemije so v preteklosti nastale zara-
di razli¢nih mehanizmov genske sprementlji-
vosti virusa influence A:

* prenosa genov virusa pti¢je influence v ¢lo-
veku prilagojen virus s preurejanjem genov
(leta 1957 in leta 1968),

* s prilagoditvijo drugim sesalcem prilago-
jenih virusov na ¢loveka (leta 2009) in

* s prilagoditvijo pti¢jih virusov influence na
Cloveka (leta 1918).

Virologi $e vedno ne razumejo osnovnih meha-
nizmov nastanka, kako ti novi virusi nastane-
jo, koliko Casa potrebujejo za prilagoditev na
¢loveka in v kaksnih okoli$¢inah sploh nasta-
nejo razmere za preskok na novega gostite-
lja (4).

NOVEJSE RAZISKAVE
O PRENOSLJIVOSTI
VIRUSA H5N1

V letu 2011 sta za veliko razburjenje v stro-
kovni in lai¢ni javnosti poskrbeli dve razisko-
valni skupini, ki sta neodvisno raziskovali
patogenezo okuzb z virusom H5N1 (11). V teh
raziskavah so poskusili natanéno ugotoviti,
katere genetske spremembe so potrebne, da
se visoko patogeni virus, ki v osnovi ni pre-
nosljiv preko aerosola, lahko spremeni tako,
da postane prenosljiv z aerosolom. Se pred
objavo rezultatov je prislo do posredovanja
ameriSke Nacionalne znanstvene komisije za
biolosko varnost (angl. National Science Advi-
sory Board for Biosecurity) in Svetovne zdrav-
stvene organizacije. Najprej je bil sprejet celo
moratorij na objavo natancnih rezultatov obeh
raziskav, ki pa so ga kasneje po posvetovanjih
z raziskovalci umaknili (12). Nekateri strokov-
njaki so zagovarjali tezo, da je javna objava
natanc¢nih podatkov o genetskih mestih, ki se
morajo spremeniti, da virus postane preno-
sljiv z aerosolom, podobna objavi nacrta za
izdelavo jedrskega orozja (13). Nasprotniki

take odlocitve, vrhunski strokovnjaki s podro¢-
ja raziskav influence, so nasprotovali z moc¢-
nimi argumenti, da je treba poznati vsa taka
mesta, ki klju¢no prispevajo k patogenezi in-
fluence, da bi bolje razumeli patogenezo bo-
lezni in omogo¢ili razvoj novih cepiv in zdravil
(14, 15). Spomnili so tudi, da so bile vse izmed
odkritih mutacij Ze odkrite posami¢no pri
t.1. divjih virusih (angl. wild type), osamlje-
nih iz Zivali v divjini (16, 17).

ZAKLJUCKI

Ceprav se pandemije influence pojavljajo Ze
vsaj 500 let, se klini¢na slika in potek okuzbe
z virusom influence A nista spremenila (18).
Prav tako se niso bistveno spremenile osnov-
ne epidemioloske znacilnosti, kot sta usmerje-
no zemljepisno Sirjenje ter eksplozivno Sirje-
nje z visokim $tevilom okuZenih in s povecano
umrljivostjo. Kljub temu pa je sodoben pogled
na pojav pandemij influence A komplek-
sen (4). Zaradi Stevilnih neznank in spremen-
ljivk, ki vplivajo na pojav pandemskih virusov,
je ¢asovno napovedovanje pojava naslednje
pandemije influence nemogoce.

Najnovejsi izsledki raziskav in izku$nje iz
nedavne pandemije narekujejo obsirno sprem-
Jjanje virusa influence A na molekularnem
nivoju v naravnih rezervoarjih pticah, v pra-
Sicih in tudi pri ljudeh (17). Dejstvo je, da si
samo tako lahko zagotovimo nekaj prednosti
pred virusom pri pripravi ukrepov, kot so
ustrezno cepivo, zaloga u¢inkovitih zdravil in
pripravljenost SirSega zdravstvenega sistema.
Kljub temu pa strokovnjaki dvomijo v verjet-
nost, da bi s temi podatki lahko preprecili
naslednjo pandemijo ali da bi se lahko v popol-
nosti pripravili na vse posledice nove pande-
mije virusa influence A (19).

Z novimi tehnikami, npr. globokega sek-
veniranja, bo mogoce ugotoviti Stevilne Se
neznane, a pomembne dejavnike, ki na stra-
ni virusa ali gostitelja vplivajo na hud ali celo
smrten potek bolezni (17). Zaradi tega bo
v prihodnosti mogoce sprejeti natancnejse,
ucinkovitejse in ekonomsko vzdrZnejse ukre-
pe kot pri pojavu zadnje pandemije leta 2009.
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ProstoZivece ptice so lahko okuZene z vrsto mikroorganizmov, ki lahko povzrocijo obolenja pri
ljudeh in domacih Zivalih. Ptice lahko zbolijo same ali pa so le prenasalke in rezervoar teh pato-
genov. Aviarna influenca in vrocica zahodnega Nila sta zoonozi, kjer ptice igrajo pomemb-
no vlogo. V ¢lanku so prikazani rezultati spremljanja okuZenosti prostoZivecih ptic z virusom
zahodnega Nila in virusi aviarne influence v zadnjih petih letih. Z raziskavo smo protitele-
sa proti virusu zahodnega Nila potrdili pri 3,66 % ptic pevk, prav tako tudi pri fazanih. Zani-
manje za morebitno okuZenost prostoZivecih ptic z virusi aviarne influence v svetu je vzpodbudil
predvsem pojav H5N1. Tako kot v drugih drzavah tudi pri nas izvajamo aktivni in pasivni
monitoring divjih ptic. V obdobju od leta 2008 do 2011 smo pri pticah potrdili 39 virusov aviarne
influence. Vecino virusov, ki so pripadali razlicnim podtipom, smo ugotovili pri racah mla-
karicah, pozitivni pa so bili tudi labodi grbci, bela $torklja in rumenonogi galeb. Visoko pato-
genega virusa aviarne influence v tem obdobju nismo potrdili.

ABSTRACT
KEY WORDS: wild birds, West Nile virus, influenza virus type A

Wild birds can be infected with a number of pathogenic microorganisms that are transmis-
sible to humans and domestic animals. They carry emerging zoonotic pathogens either as reser-
voir hosts or by dispersing infected arthropod vectors. Two very important pathogens with
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zoonotical potential are the influenza A virus and the West Nile virus. In the paper, the results
of monitoring free-living birds either with the West Nile virus or the avian influenza virus
in last five years are presented. Specific antibodies against the West Nile virus were detec-
ted in 3.66% of the examined wild birds. Pheasants from two different locations were also
serologically positive. The emergence of H5N1 in different animal species and humans led
to global surveillance of the avian influenza viruses. Slovenia, like other countries, accepted
the surveillance program for the early detection of avian influenza viruses in birds. In the
period from 2008 to 2011, 39 avian influenza viruses were detected using molecular met-
hods. All of them were low pathogenic strains. The highest prevalence of avian influenza viru-
ses was in mallard ducks, although some were also detected in mute swans, yellow-legged

gulls and white storks.

uvobD

ProstoZivece ptice lahko prenasajo Stevilne
povzrocitelje bolezni. Ob tem lahko zbolijo
same ali pa so vir okuzb za domaco perutnino,
druge vrste Zivali in ¢loveka.

Bolezen ali vrocica zahodnega Nila
(angl. West Nile fever, WNF) je zoonoza in jo
povzroca arbovirus (angl. arthropod-borne
virus). Praviloma se omenjeni virusi ne $iri-
jo z vretencarja na vretencarja brez pomoci
denonozca. ClenonoZec ima vlogo prenagalca
in se ponavadi okuZi s pitjem krvi na gostite-
lju v ¢asu viremije. Prenasalec prenese virus
s pikom ali ugrizom na obcutljivega gostite-
lja ptice pevke, $e posebej prostoZivece vrste,
ki so glavni gostitelji virusa zahodnega Nila
(angl. West Nile virus, WNV). WNV je bil ugo-
tovljen pri ve¢ kot 326 razli¢nih vrstah ptic
in pri perutnini. Glavni prenasalci virusa so
komariji, ki se hranijo na pticah. Naklju¢ni,
kon¢ni gostitelji so predvsem konji in ljudje,
ki za obstoj WNV v naravi niso pomembni (7, 2).

Pojavi okuzb z virusi influence A (angl. avian
influenza virus, AIV) pri ljudeh in Zivalih so
v zadnjem desetletju postali skrb vzbujajoce
dejstvo. Virus je razsirjen med pticami po
vsem svetu. Divje ptice, posebno vodne, ki so
nosilci in prenasalci, razsirjajo virus z izlocki
in iztrebki. Mnoge med njimi nikoli ne zbolijo,
predstavljajo pa vir okuZbe za druge vrste ptic
in sesalce.

ALV uvr$¢amo v druzino Orthomyxoviridae.
Genom virusa influence A je sestavljen iz
osmih kosov linearne, enovijacne RNA. Glav-
ni antigenski determinanti sta transmembran-
ska glikozilirana proteina hemaglutinin (H)
in nevraminidaza (N). Viruse influence A de-

limo na podlagi antigenosti teh dveh povr-
S$inskih proteinov v razli¢ne podtipe — obsta-
ja 16 podtipov H (H1-H16) in 9 podtipov N
(N1-N9). Tako H kot N sta podvrZena muta-
cijam predvsem v antigenskih mestih, kar
zmanj$uje ali inhibira vezavo nevtralizacijskih
protiteles in tako omogoca neovirano razmnoZze-
vanje novih virusnih podtipov. Okuzbe z raz-
licnimi podtipi AIV se pri pticah in sesalcih
kaZejo v razli¢nih oblikah bolezni, od asimpto-
matskih do resnih obolenj z visoko smrtnost-
jo. Nekateri sevi, $e posebno sevi podtipa H5
in H7, povzrocajo bolezen in visok pogin pri
domaci perutnini in tudi pri sesalcih (3-6).

Nadzor morebitnih okuzb prostoZivecih
ptic z AIV se izvaja v nasi drZavi bolj ali manj
intenzivno Ze od leta 2005, vse od pojava viru-
sa H5N1 (tabela 1). Nadzor izvajamo tako pri
poginjenih (pasivni monitoring) kot tudi pri
Zivih prostoZivecih pticah (aktivni monito-

ring).

MATERIAL IN METODE
Virus zahodnega Nila
Vzorci

Ptice pevke in druge manj$e vrste ptic smo
lovili v obdobju jesenske in pomladanske seli-
tve ptic v letih 2008 in 2009. Ptice smo kli-
nic¢no pregledali in jim odvzeli vzorce krvi.
Uspesno smo odvzeli vzorce 464 Zivalim, ki
so pripadale 27 vrstam (tabela 2). Najstevil¢-
nejse so bile zastopane ¢rnoglavke (Sylvia atri-
capilla), vrtne penice (Sylvia borin), poljski
vrabci (Passer montanus), taséice (Erithacus
rubecula) in rumeni vrtniki (Hippolais icteri-
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na). Od drugih vrst ptic so bile najpogoste;j-
$e bele Storklje (Ciconia ciconia) ter vijeglav-
ke (Jynx torquilla) (tabela 3). Vzorce krvi smo
odvzeli tudi razliénim vrstam ptic dvoris¢ne
perutnine. Vzorcene vrste perutnine so bile
race, koko8i, purani in fazani (tabela 4).

Dokaz protiteles proti virusu
zahodnega Nila

V serumih razli¢nih ptic in perutnine smo
dokazovali specificna protitelesa IgG proti
WNYV z metodo posredne imunofluorescen-
ce (angl. indirect immunofTuorescence, IIF). Kot
antigen smo uporabili virus zahodnega Nila
(WN(E101)01.71), ki nam ga je poslal dr. Her-
ve Zeller (Institut Pasteur, Lyon, Francija).
Virus smo namnoyili v liniji celic Vero E-6. Kot
pozitivno kontrolo smo uporabili vzorec divje
ptice, pozitiven proti WNV, ki smo ga prav
tako dobili z omenjenega instituta. Vse vzorce
serumov smo pregledovali pri razred¢ini 1:10.

Virusi influence A

Vzorci

V obdobju od leta 2008 do 2011 smo v okvi-
ru pasivnega in aktivnega monitoringa pre-
gledali 1.430 vzorcev ptic, ki so pripadale
11 razliénim rodovom (tabela 1). Za virolo$-
ke preiskave - tako za molekularne kot tudi
za izolacijo virusa na kokogjih embrijih -
smo uporabili suhe brise sapnikov in kloake.

Vzorce smo pripravili, kot so opisali Ra¢nik
in sodelavci (7).

Molekularne preiskave

Za izolacijo celokupne RNA iz brisov smo upo-
rabili Qiaamp DNA mini kit (Qiagen GmbH,
Hilden, Nemdija).

Za ugotavljanje AIV smo uporabili delno
modificirano metodo obratne transkripcije in
veriZzne reakcije s polimerazo (angl. reverse
transcriptase-polymerase chain reaction, RT-PCR)
za pomnoZevanje dela gena za M-protein, ki
jo za diagnostiko priporoca referen¢ni labora-
torij Evropske skupnosti (8). Namesto pripo-
rocenega smo uporabili kit Quantifast RT-PCR
(Qiagen GmbH, Hilden, Nemdija) v 15 pl kon¢-
nem volumnu. Temperaturni pogoji so obse-
gali obratno transkripcijo 10 min pri 50 °Cin
denaturacijo pri 95 °C 5 min. Sledilo je 40 po-
novitev po 10 sekund denaturacije pri 95 °C
in 30 sekund pomnozevanja pri 60 °C.

Vzorce, pozitivne na M-gen, smo nadalje
preiskali na podtipe ter poskusali izolirati
virus na koko§jih embrijih. Za ugotavljanje
podtipov H5 in H7 kot tudi za dolocanje
nukleotidnega zaporedja smo uporabili kon-
vencionalni RT-PCR z oligonukleotidnimi
zacetniki, ki jih je opisala Starickova s sodelav-
ci, priporo¢enimi s strani referen¢nega labo-
ratorija Evropske unije (EU) (9, 10). Vzorce,
ki so bili pozitivni na M-gen in hkrati negativ-
ni na podtipa H5 in H7, smo preiskali tudi na
druge podtipe H-gena (11).

Tabela 1. Stevilo prostoZivedih ptic, ki smo jih preiskali na viruse influence A v obdobju 2008-2011.

Skupina ptic Red Stevilo pregledanih prostozivedih pric
2008 2009 2010 201
Vodne ptice Anseriformes 290 283 147 145
Ciconiiformes 61 16 28 22
Charadriiformes 19 20 8 8
Pelecaniformes 2 1 1 3
Podicipediformes 1 0 2 0
Gruiformes 1 2 2 2
Ptice roparice Falconiformes 5 12 53 33
Druge prostozivete ptice Passeriformes 54 66 14 24
drugi rodovi 47 12 28 18
Skupaj 480 412 283 255
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PomnoZene produkte verizne reakcije
s polimerazo (angl. polymerase chain reaction,
PCR) smo z agarozno gelsko elektroforezo
dolocili v 1,8-odstotnem agaroznem gelu.
Specificne pomnozke smo iz gela izrezali in
ocistili s komercialnim kompletom Wizard
PCR Preps DNA Purification System (Pro-
mega, Madison, WI, ZDA). Dolocanje nukleo-
tidnega zaporedja smo izvedli z ABI PRISM
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit (Applied Biosystems, VB).
Nukleotidna in prevedena aminokislinska
zaporedja smo analizirali s programom BLAST
in jih primerjali z Ze znanimi zapored;ji v Gen-
Bank (12, 13).

Izolacija virusov aviarne influence

Vzorce brisov, ki so bili pozitivni na M-gen,
smo nasadili v pet specifi¢nih patogenov pro-
stih (angl. specific pathogen free, SPF) kokos-
jih embrijev, starih 9-11 dni (14). Alantoisno
tekocino smo preiskali na prisotnost hema-
glutinacijske aktivnosti in podtipe (H) dolo¢i-
li v testu inhibicije hemaglutinacije z uporabo
poliklonalnih specifi¢nih serumov (H1-H16,
VLA, VB).

REZULTATI IN RAZPRAVA

Razli¢ne vrste ptic so razlicno dovzetne za
okuzbo z WNV. Ptice pevke (Passeriformes) in
pobrezniki (Charadriformes) so najdovzetnej-
§i ter razvijejo najdalj$o in najvisjo viremijo
med vsemi vrstami ptic. Najmanj dovzetne so
ptice iz redov papig (Psittaciformes) in kur
(Galliformes). ProstoZivece ptice selivke so
vpletene v mehanski prenos in vnos WNV na
razli¢na obmocja Evrope v ¢asu pomladanske
selitve, saj lahko prenesejo WNV iz razli¢nih
prezimovali$¢ v Afriki. Virus lahko vnesejo
med lokalne populacije ptic na novem obmo¢-
ju (15-17).

Prvo vedjo raziskavo o razsirjenosti WNV
pri pticah v Sloveniji je opravil Ra¢nik (18).
Rezultati te obseZzne epidemioloske Studije,
ki je bila opravljena med leti 2003 in 2006,
so pokazali, da v Sloveniji krozi WNV. Sero-
losko pozitivne ptice je ugotovil med ptica-
mi pevkami, mestnimi golobi kot tudi v rejah
fazanov. V tabeli 2 prikazujemo rezultate se-
roloskih preiskav ptic pevk, ki smo jih opra-
vili v letih 2008-2009.
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Tabela 2. Rezultati metode posredne imunofluorescence virusa
zohodnega Nila pri ujetih pticah pevkah. n — Stevilo pfic, +— Stevilo
serolosko pozitinih ptic, % — Stevilo serolosko pozitivnih ptic v od-
stotkih, lIF — posredna imunoflurescenca (angl. indlrect immunof-
lvorescence), WNV —virus zahodnega Nila (angl. West Nile virus).

Ptice pevke IIF WNV 2008-2009

Slovensko ime n + %

Bitja trstnica 15
Cmoglavka 140
Dlesk 1
Drevesna cipa
Grmovstica
Kmetka lostovka
Kobilitar

Kos

Kovatek

Mali slavec
Miinarcek
Motvirska trstica
Modra tastica
Poliski vrabec
Rakar

Riava penica
Riavi srakoper
Rumeni vrinik
Siva vrana

Sivi muhar
Srpitna trstnica
Stinkavec

Tastica

Veliki slavec
Vitbja listnica
Vrtna penica
Zelenec

6,66
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Skupaj

Ptice, pri katerih smo potrdili specifi¢na
protitelesa, so pripadale naslednjim vrstam:
¢rnoglavka, vrtna penica, tascica, bi¢ja trsni-
ca in rumeni vrtnik. Vse ptice so bile mladi,
enoletni osebki, ki so se izlegle v letu ulova.
Le ena serolosko pozitivna ¢rnoglavka je bila
odrasel osebek. Pozitivni kos, ki smo ga uje-
li in vzor¢ili leta 2009, pa je bil Se juvenilni
osebek, kar vzbuja sum, da se je Zival okuZi-
la na obmocju Slovenije. Tudi v $tudijah, ki
so jih opravili raziskovalci v Veliki Britaniji in
Nemdiji, so nekajkrat dokazali protitelesa pro-
ti WNV tudi pri mladih pticah, ki $e niso ime-
le moznosti selitve (19). Med drugimi vrstami
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Tabela 3. Rezultati metode posredne imunofluorescence virusa
zahodnega Nila pri drugih vrstah ptic. n — Stevilo ptic, +— Stevilo
serolosko pozitivnih ptic, % — Stevilo serolosko pozitivnih ptic v odstor
kih, IIF — posredna imunoflurescenca (angl. indirect immunofluo-
rescence), WNV — virus zahodnega Nila (angl. West Nile virus).

Druge vrste ptic 1IF WNV 20082009

Slovensko ime n + %
Vodomec 1 0 0
Miakarica 2 0 0
Veliki detelj 1 0 0
Vijeglavka 8 0 0
Mokoz 1 0 0
Bela storklja 17 0 0
(ma storklia 1 0 0
Labod grbec 6 0 0
Skupaj 37 0 0

ptic nismo ugotovili specifi¢nih protiteles pro-
ti WNV (tabela 3).

Okuzbe z WNV pri domaci perutnini so
zelo redke in na splodno velja, da so kokosi in
purani manj dovzetni za WNV. Ve¢ina podat-
kov o vplivu WNV na njihov organizem je
pridobljenih na podlagi umetne okuzbe. Za
okuzbo z WNV so najbolj dovzetne domace
gosi (rod Anseriformes). Izbruh bolezni zahod-
nega Nila se je pojavil pri domacih goseh
na obmodju Izraela in na Madzarskem (19).
Izmed 268 vzorcev, ki smo jih odvzeli domaci
perutnini, sta bila pozitivna dva fazana, eden
s podrocja Brkinov in drugi s podrocja Bel-
tincev (tabela 4).

Tabela 4. Rezultati metode posredne imunofluorescence WNV pri
dvoriscii perutnini. n — Stevilo ptic, +— Stevilo serolosko pozitivnih
ptic, % — stevilo serolosko pozitivnih ptic v odstotkih, IF — posredna
imunoflurescenca (angl. indirect immunofluorescence), WNV — vius
zahodnega Nila (angl. West Nile virus).

Dvoriscna perutnina 1IF WNV 2008—-2009

Slovensko ime n + %
Domata raca 127 0 0
Fazan 125 2 1,6
Koko3 10 0 0
Puran 6 0 0
Skupaj 268 2 0,74

Rezultati nasih raziskav potrjujejo, da je
virus WNV v Sloveniji endemicen, saj smo
protitelesa potrdili pri mladih pticah in pti-
cah, ki se ne seljjo, kot tudi pri dvoris¢ni perut-
nini. Vse do zadnjega desetletja so bili pojavi
aviarne influence pri perutnini v svetu dokaj
redki. Visoko patogeni (angl. highly pathoge-
nic avian influenza, HPAI) sev H5N1, ki je bil
prvi¢ potrjen pri goseh na Kitajskem leta 1996,
kasneje pa se je raziril na skoraj vse celine
in povzrocil izjemno veliko gospodarsko sko-
do zaradi pomora ve¢ sto milijonov perutnine
in obolenja ljudi, je povsem spremenil odnos
SirSe javnosti do te bolezni (6, 20). Po letu 2005
je v EU prislo do vrste sprememb v zakonoda-
jiin do vecjega poudarka na zgodnjem odkri-
vanju AIV pri pticah. AIV lahko povzrodijo
obolenja prakti¢no pri vseh pticah, potrjeni
so bili pri preko 100 vrstah ptic iz 25 druZin.
Najpogosteje so okuZene prostoZivece vodne
ptice, kot so race, gosi, ¢igre, labodi in galebi.
Sistemati¢ne preiskave divjih ptic omogocajo
spremljanje AIV in s tem boljsi vpogled v eko-
logijo teh virusov (3).

V primerjavi s prvimi leti po potrditvi
virusa HPAT H5N1 v Sloveniji pri labodih grb-
cih, sivi Caplji, raci mlakarici in dolgorepi raci
Stevilo nacrtnih preiskav prostozivecih ptic
upada (tabela 1) (21, 22).

V zadnjem $tiriletnem obdobju (2008-2011)
HPAI virusov nismo potrdili, nizko patoge-
ni (angl. low pathogenic avian influenza, LPAI)
AIV pa so bili ugotovljeni pri 39 pticah. Najpo-
gosteje so bile okuZene race mlakarice (79,5 %),
ki so ena najpogostejsih vrst vodnih ptic v Slo-
veniji. Ornitologi ocenjujejo, da jih letno v na-
§i drzavi gnezdi med 10.000 in 20.000. Splosno
znano je, da veljajo race za gostitelje najsir-
Se palete podtipov AIV. Pri tej vrsti ptic so bili
najpogosteje dokazani podtipi H1, H2, H3, H5,
He, H7, H10, H11 in H12, redkeje pa HY in
H13, ki ju najdemo pretezno pri pobreznikih
in galebih. V Sloveniji smo v obdobju 2008-2011
potrdili virus tudi pri labodih grbcih, beli $tor-
klji in rumenonogem galebu (tabela 5).

Z molekularnimi metodami smo dolo¢i-
li podtip pri 17 od 39 na AIV pozitivnih ptic.
Potrdili smo podtipe H1 (2/17), H2 (1/17),
H3 (3/17), H4 (2/17), H5 (2/17), H7 (1/17),
H8 (2/17), H10 (2/17) in H11 (2/17). Vsi
doloceni podtipi, razen H7 in H5, ki smo ju
dolodili pri dveh poginjenih labodih grbcih,
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Tabela 5. Potrieni virusi influence A pri pticah v Sloveniji v obdobju 2008—2011. AIV — aviarna inflvenca (angl. avian influenza virus),

LPAI = nizko patogeni sevi (angl. low pathogenic avian influenza).

Leto Slovensko ime (latinsko ime) Podtip/stevilo pozifivnih vzorcev Skupno Stevilo pozitivnih AIV
2008 Labod grbec (Cygnus olor) tip A2/1 15/480
Raca mlakarica (Anas platyrhynchos) H3/2
4,1
H8/2
H11/2
tip A°/4
Rumenonogi galeb (Larus michahellis) tip A°/2
Bela Storklja (Ciconia ciconia) tipe A°/1
2009 Labod grbec (Cygnus olor) H7N7 (LPAD /1 12/412
Raca mlakarica (Anas platyrhynchos) H5 (LPAD /1
H/1
H3/1
4,1
tip A°/7
2010 Raca mlakarica (Anas platyrhynchos) H10/2 6/283
H1/2
tip A°/2
2011 Labod grbec (Cygnus olor) H5 (LPAD /1 6/255
tiph/2
Raca mlakarica (Anas platyrhynchos) tipA/3

@ podtip ni bil dolocen

so bili dolo¢eni pri racah mlakaricah. Med
njim je bil najpogostejsi podtip H3.

Razlogi za nizko stopnjo izolacije (2,5 %)
so lahko v nacinu in trajanju transporta vzor-
cev ali pa v nizki koncentraciji virusa. Meto-
da RT-PCR v realnem casu je v primerjavi
z izolacijo dosti bolj ob¢utljiva in z njo lahko
dolo¢imo izjemno nizke koncentracije viru-
sne RNA. Vrednosti Ct v vzrocih so bile v ve-
¢ini primerov vigje od 30.

Najpomembnejsa podtipa AIV sta prav
gotovo podtipa H5 in H7. Virusi teh dveh pod-
tipov so pogosto podvrZeni mutacijam cep-
nega mesta hemaglutinina. Spremembe
aminokislinskega zaporedja privedejo do
nastanka HPAI virusov, ki predvsem pri
perutnini, lahko pa tudi pri sesalcih, povzrodi-
jo hudo klini¢no obolenje in visok pogin. Pod-
tip H5 LPATI s cepnim mestom PQRETR*GLF
smo ugotovili pri raci mlakarici leta 2009, ki
je bila ustreljena v okviru aktivnega monito-
ringa. Primerjava 263 nukleotidov dolgega
odseka gena za H je pokazala 99-odstotno
genetsko podobnost s sevom (A/garganey/Cri-

mea/97/2008 (H5N2)), ugotovljenim pri reg-
1ji, ki so jo nasli v Ukrajini leta 2008. Z ana-
lizo nukleotidnega in aminokislinskega dela
zaporedja gena (263 nt) za H pri podtipu H5,
ki smo ga potrdili pri labodu grbcu v letu 2011,
smo ugotovili 97-odstotno nukleotidno in
100-odstotno aminokislinsko podobnost s se-
vom potrjenim pri raci mlakarici.

Z analizo celotnega zaporedja za gen H seva
H7N7 LPAI s cepnim mestom PELPKGR*GLEF,
ki je bil potrjen pri labodu grbcu, smo ugo-
tovili, da je genetsko najbolj podoben sevu,
ki so ga ugotovili pri domaci goski leta 2009 na
Ceskem (A/goose/Czech Republic/1848-K9/
2009 (H7N9)) in sevu, ki je v Spaniji povzrocil
izbrih HPAI pri perutnini (A/chicken/Spain/
6279-2/2009) (23).

ZAKLJUCKI

AIV in WNV sta povezana s prostoZivecimi
pticami, oba sta povzrocitelja zoonoz, razliku-
jeta pa se po nacinu prenosa in ekologiji. Pre-
nos AIV je povezan z vodo in prostoZivec¢imi
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vodnimi pticami, ki veljajo za njegov glavni
rezervoar. Prenos WNV je povezan s prena-
Salci komarji, ptice pevke pa so pomembni
gostitelji tega virusa v naravi. Stik prostoZive-
¢ih ptic z domaco perutnino, drugimi doma-
¢imi Zivalmi in nenazadnje tudi z ljudmi je
bistvenega pomena pri prenosu omenjenih
dveh virusov, ki pri pticah obi¢ajno ne pov-
zroCata bolezni. Na Zalost je moZnost preu-
Cevanja prostoZecih ptic s strani veterinarske
medicine prepogosto povezana z negativni-
mi ucinki, kot je prenos zelo patogenih viru-
sov ali bakterij na domace Zivali ali zoonoz na
ljudi. Zeleli bi si, da bi bilo kdaj tudi drugace.
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Mikrobioloska diagnostika najpogostejsih
eksoti¢nih zoonoz

Microbiological Diagnostics of Important Exotic Zoonoses

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: eksofitne zoonoze, mikrobioloska diagnostika, krimskokongoska hemoragicna mrzlca, virus denga, virus
zahodnega Nila, virus chikungunya, virus Toscana

Eksoti¢ne zoonoze povzrocajo mikroorganizmi, ki so razsirjeni in obi¢ajno omejeni na dolo-
¢ena endemska podrodja, zvedine tropskega in subtropskega podnebnega pasu. Zaradi glo-
balizacije in vse dostopnejsih potovanj zabeleZimo v Sloveniji pri potnikih iz tujine vsako leto
vec¢ primerov bolezni, ki so sicer endemic¢ne v Afriki, Aziji ali Amerikah. Klini¢na slika in anam-
neza bolnika obic¢ajno nista zadostni za postavitev diagnoze. Zato je za zanesljivo potrditev
okuzbe potrebna obcutljiva, sodobna in zanesljiva mikrobioloska diagnostika. Prispevek pred-
stavlja mikrobiolosko diagnostiko petih virusnih eksoti¢nih zoonoz: krimsko-kongoske hemo-
ragi¢ne mrzlice, okuzbe z virusom denga, okuzbe z virusom zahodnega Nila, okuzbe z viru-
som chikungunya in okuZbe z virusom Toscana, ki jih v Sloveniji pogosto beleZzimo predvsem
pri potnikih iz tujine.

ABSTRACT

KEY WORDS: exotic zoonoses, microbiological diagnostics, Crimean-Congo haemorrhagic fever, dengue virus, West Nile virus,
chikungunya virus, Toscana virus

Exotic zoonoses are caused by pathogens that are geographically distributed in limited ende-
mic regions of the tropics and the subtropics. Due to increased globalization and readily avai-
lable tourism, a dozen of exotic zoonoses cases, albeit endemic in Africa, Asia or the Americas,
are registered in Slovenian travellers each year. Generally, a definite diagnosis of such cases
should not depend solely on clinical presentation and anamnestic data. This is why a sensi-
tive, modern and accurate microbiological diagnostics is necessary to confirm these infec-
tions. The present paper represents microbiological diagnostic approaches in viral zoonoses,
most frequently diagnosed in Slovenian travellers: Crimean-Congo haemorrhagic fever, den-
gue, West Nile virus infection, infection with chikungunya and Toscana viruses.
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Zoonoze so nalezljive bolezni, katerih pov-
zroCitelji se prenasajo z okuZenih ali bolnih
divjih in domacih Zivali na ljudi. Patogeni
mikroorganizmi, ki so povzrocitelji teh bolez-
ni, so lahko razsirjeni po vsem svetu ali pa so
omejeni le na dolo¢ena endemska podrodja,
zvecine tropskega in subtropskega podnebne-
ga pasu, zato jih pogosto imenujemo eksotic-
ne zoonoze (1). Tako zabeleZimo v Sloveniji,
pri potnikih iz tujine, vsako leto ve¢ 10 pri-
merov bolezni, ki so sicer endemic¢ne v Afriki,
Aziji ali Amerikah. Hkrati pa je zaradi globa-
lizacije, dostopnejSega potovanja, preseljeva-
nja ljudi, Zivali in produktov ter podnebnih
sprememb vse manj bolezni, ki bi jih lahko
imenovali »eksoti¢ne«. Vse vec je podatkov, da
se tudi v Evropi pojavljajo avtohtone okuzbe
z»eksoti¢nimi« patogeni (2). Prav zato klinic-
na slika in anamneza bolnika pogosto nista
zadostni za postavitev diagnoze in je razvoj
obcutljive, sodobne mikrobioloske diagnostike
izrednega pomena. Za nedvomen dokaz okuz-
be uporabljamo tako molekularne metode, ki
so hitre in lahko z njimi neposredno dokaze-
mo posameznega povzrolitelja, kot tudi sero-
loske metode, pri katerih je diagnosti¢no okno
$irde, vendar je zaradi navzkrizne reaktivnosti
protiteles v&asih tolmacenje rezultatov zahtev-
no. V prispevku bomo predstavili mikrobio-
losko diagnostiko petih virusnih eksoti¢nih
zoonoz: krimsko-kongoske hemoragi¢ne mrz-
lice, okuzbe z virusom denga, okuzbe z virusom
zahodnega Nila, okuZbe z virusom chikungun-
ya in okuZbe z virusom Toscana, ki jih v Slove-
niji pogosto beleZimo predvsem pri potnikih
iz tujine.

VIRUS KRIMSKO-KONGOSKE
HEMORAGICNE MRZLICE

Krimsko-kongoska hemoragi¢na mrzlica
(KKHM) je zoonoza z znacilnim nenadnim
izbruhom in visoko smrtnostjo, ki sega od 10
do 50 %. Bolezen povzroca virus KKHM, ki ga
uvr§éamo v rod Nairovirus, druzino Bunya-
viridae. Virus KKHM sodi med zemljepisno
najbolj razirjene viruse, ki se prenasajo s cle-
nonoZci (arbovirusi, angl. arthropod borne
viruses), in je endemicen na juznem Balkanu,
v Aziji in Afriki. Zemljepisna razSiritev viru-
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sa KKHM je povezana z razsirjenostjo klopov
iz rodu Hyalomma spp., ki so glavni prenasalci
virusa (3). Virus KKHM je RNA-virus s seg-
mentiranim genomom in je genetsko izjemno
raznolik (4). Clovek se okuZi z vbodom oku-
Zenega klopa ali s stikom z okuZenimi telesni-
mi tekocinami oziroma tkivi Zivali ali ljudi.
Klini¢en potek KKHM je hiter in buren.
Inkubacijski dobi, ki traja od tri dni do dva
tedna, sledijo: poviSana telesna temperatura
z mrzlico, glavobol, bole¢ine v miSicah, sla-
bost, bruhanje, rdecica obraza ter krvavitve.
Med laboratorijskimi kazalci so znacilni trom-
bocitopenija, levkopenija, povi$ani jetrni enci-
mi in motnje v strjevanju krvi (3). Na okuzbo
z virusom KKHM je treba pomisliti pri bolni-
kih z znacilnimi klini¢nimi znaki, ki se vraca-
jo z endemicnih podrodij, predvsem z juZnega
Balkana (Kosovo, Albanija, Bolgarija), iz Azije
(Turdija, Iran, Irak, Afganistan) in podsahar-
ske Afrike.

Mikrobioloska diagnostika

Mikrobioloska diagnostika okuzbe z virusom
KKHM temelji na neposrednem dokazu viru-
sa v krvi ali dokazu specifi¢nih protiteles v se-
rumu bolnika. Za potrditev akutne okuZzbe se
vse bolj uporablja metoda obratne transkrip-
cije in veriZzne reakcije s polimerazo (angl. re-
verse transcriptase-polymerase chain reaction,
RT-PCR) v realnem casu, kjer dokazujemo
virusno RNA. Primerna je predvsem v prvem
tednu bolezni in pri bolnikih s tezZjim pote-
kom bolezni ali s smrtnim izidom, pri kate-
rih specifi¢nega protitelesnega odziva pogosto
ni mogoce dokazati. Kvantitativna razlicica
metode RT-PCR omogoca dolocanje virusne-
ga bremena v serumu in sluZi kot napoved-
ni dejavnik za tezji potek bolezni, saj ima 90 %
smrtnih primerov virusno breme vedje od
108 kopij/ml (5). Posredno dokazujemo okuz-
be z virusom KKHM z ugotavljanjem specifi¢-
nih protiteles razreda IgG in IgM, najpogosteje
z encimskim imunskim testom (angl. enzyme
linked immunoassay, ELISA) in z metodo
posredne imunofluorescence (angl. indirect
immunofluorescent assay, IFA). Posredno
potrdimo okuZbo z dokazom specifi¢nih pro-
titeles razreda IgM ali s serokonverzijo oz. pora-
stom nivoja specifi¢nih protiteles razreda
IgG v parnih serumih. Treba je poudariti, da
so pogosto v zacetni fazi bolezni in pri bol-
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nikih s tezjim potekom bolezni specifi¢na pro-
titelesa odsotna. Zato se v dnevni mikrobio-
loski diagnostiki KKHM poleg posrednega
dokazovanja protiteles socasno dokazuje tudi
virusni genom (6).

VIRUS DENGA

Virus denga (DEN) sodi v druZino Flaviviri-
dae, rod Flavivirus. Lo¢imo $tiri razli¢ne sero-
tipe DEN (DEN-1, DEN-2, DEN-3 in DEN-4),
med katerimi teZje in smrtne primere veckrat
povzrocata virusa DEN-2 in DEN-3. Ljudje
se z virusom DEN okuZijo z vbodi okuZenih
komarjev Aedes aegyptiin A. albopictus. Bole-
zen je endemicna v tropskih in subtropskih
predelih Azije, Afrike in Amerike, na Karib-
skem otodju in delu Pacifika. Z vra¢anjem pot-
nikov z endemic¢nih obmodij se lahko virus
DEN razs8iri tudi v druge drzave. V Evropi je
mrzlica denga vnesena bolezen. Okuzba z vi-
rusom DEN je najpogosteje asimptomatska ali
z blagimi bolezenskimi znaki. Lahko se poja-
vi klasi¢na mrzlica denga ali se razvije smrt-
no nevarna oblika bolezni: hemoragi¢na
mrzlica denga in denga $ok sindrom (7).

Mikrobioloska diagnostika

Virus DEN je RNA-virus, njegov genom nosi
zapis za tri strukturne beljakovine (C, M in E)
ter za sedem nestrukturnih beljakovin (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B in NS5). Gli-
kozilirana ovojnic¢na beljakovina E je glavna
tarca za nevtralizirajoca protitelesa. Glikopro-
tein NS1 se tvori pri vseh flavivirusih in je
nujen za virusno pomnozevanje in prezivet-
je. Ker se protein NS1 izlo¢a v krvni obtok
bolnika, ga lahko uporabimo za zgodnji dokaz
okuzbe z virusom DEN (8). Poleg neposred-
nega dokaza virusnega antigena NS1 lahko
z RT-PCR v serumu bolnika dokaZemo tudi
virusno RNA. Metoda je uporabna le v prvem
tednu po pojavu Klini¢nih znakov, saj v kasnej-
$em obdobju, ko so prisotna tudi specifi¢na
protitelesa, virusa obic¢ajno v krvi in plazmi
bolnikov ni vec (9). Poleg seruma lahko RNA
virusa DEN dokaZemo tudi v urinu. Prednosti
s0, da lahko virusni genom dokaZemo v urinu
dalj ¢asa po okuzbi (tudi do 16. dneva bolez-
ni) kot v serumu. Vzorce urina lahko zberemo
enostavno, brez invazivnih postopkov, zato je
tak odvzem primernejsi za dokazovanje okuzb

z virusom DEN pri novorojenckih, otrocih in
bolnikih s hemoragi¢nimi znaki (10). Pred-
nost molekularnih metod je predvsem hitrost,
visoka obcutljivost in specifi¢nost, saj lahko
dolo¢imo tudi genotip virusa DEN. Slabost je
v tem, da ne moremo razlikovati med primar-
no in sekundarno okuzbo, kar je lahko v pri-
meru teZjih oblik bolezni klju¢nega pomena
(11-13). Po oku7bi z enim od serotipov viru-
sa DEN ostanejo vseZivljenjska protitelesa, ki
so za serotip specifi¢na, zato le delno $¢itijo
pred okuzbo z drugimi serotipi virusa DEN.
V dnevni laboratorijski diagnostiki najpogo-
steje uporabljamo metodo ELISA, saj omogo-
¢a dokaz specifi¢nih protiteles razreda IgM
in IgG, ki so v serumu bolnika obic¢ajno pri-
sotna ob koncu prvega tedna bolezni.

V primerjavi z molekularnimi metodami
so seroloske metode cenejse in enostavnejse,
z njimi lahko razlikujemo med primarno in
sekundarno okuzbo z virusom DEN. Akutno
okuzbo z virusom DEN posredno potrdimo
z dokazom specifi¢nih protiteles razreda IgM
ali s serokonverzijo oz. vsaj Stirikratnim pora-
stom titra protiteles razreda IgG v parnih
serumskih vzorcih. Na endemskih podrogjih
uporabljajo test MAC-ELISA (angl. IgM anti-
body capture, MAC), s katerim lahko dokaZe-
jo tudi bolnike s ponovno okuzbo z virusom
DEN. Ponovno okuzbo lahko dodatno doka-
Zemo tudi z ugotavljanjem avidnosti protiteles
razreda IgG, ki je nizka po primarni okuzbi
in se v tednih in mesecih po okuZbi povecu-
je. Pomembno je poudariti, da je pri vredno-
tenju rezultatov seroloskih metod potrebna
previdnost, saj je na nivoju protiteles razreda
IgG med razlicnimi flavivirusi dokaj visoka
navzkrizna reaktivnost (7).

VIRUS ZAHODNEGA NILA

Virus zahodnega Nila (angl. West Nile virus,
WNV) prav tako sodi v druZino Flaviviridae,
rod Flavivirus. V naravi kroZi virus med pre-
nasalci, komarji iz rodu Culex spp., in pticami.
Ljudje in konji so naklju¢ni in konéni gosti-
telj, ki se okuZijo z vbodom okuZenega komar-
ja (14). WNV je zemljepisno izjemno razsirjen
po celem svetu: v Sredozemlju, Aziji, Afriki,
Avstraliji ter v Severni, Srednji in JuZni Ame-
riki (15). Ceravno so ga prvi¢ izolirali v Ugan-
di leta 1937, je dobil pozornost znanstvene
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skupnosti in $irSe javnosti Sele leta 1999 po
obsirnem izbruhu okuzb v ZdruZenih drza-
vah Amerike (16, 17). Okuzba z WNV se v ve-
¢ini primerov klini¢no ne izrazi ali pa poteka
kot blaga vrocinska bolezen. V redkih prime-
rih je prizadeto osrednje ZivCevje, razvije se
meningitis ali encefalitis s pogosto trajnimi
nevroloskimi posledicami (14).

Mikrobioloska diagnostika

Diagnostika okuzb z WNV temelji na epide-
miologkih podatkih ter klini¢nih in mikrobio-
logkih kazalcih. V zgodnjem obdobju bolezni,
tj. v prvem tednu po pojavu klini¢nih znakov,
najpogosteje uporabimo metodo RT-PCR za
dokaz virusnega genoma, ki omogoca hitro,
obcutljivo in specificno zaznavanje virusa
v serumu ali likvorju bolnika. Glavna slabost
neposrednega dokaza virusa je kratko diagno-
sti¢no okno, v katerem je virus v krvi ali lik-
vorju. Kljub nenehnemu razvoju molekular-
nih metod obstaja mozZnost lazno negativnih
rezultatov, saj je WNV genetsko raznolik in
v naravi kroZi vec¢ genetskih razli¢ic virusa.
Posredno dokazujemo okuzbo z WNV z ugo-
tavljanjem specifi¢nih protiteles razreda IgM
in IgG z metodo ELISA, ki nastanejo Ze v pr-
vem tednu bolezni (18). Akutno okuzbo z WNV
potrdimo z dokazom specifi¢nih protiteles
razreda IgM v serumu in likvorju ali s serokon-
verzijo oz. $tirikratnim porastom protiteles
razreda IgG v parnih vzorcih seruma (14). Pri
dokazu le protiteles razreda IgG moramo
rezultate skrbno tolmaciti, saj so protitelesa
$tevilnih flavivirusov navzkrizno reaktivna.
Podobno kot pri virusu DEN lahko tudi pri
okuzbi z WNV Ze zelo zgodaj po okuzbi doka-
Zemo virusni antigen NS1 (19). Prednost doka-
zovanja antigena NS1 je predvsem v niZji ceni
in hitrej8i diagnostiki v primerjavi z dokazom
virusnega genoma z RT-PCR (18).

VIRUS CHIKUNGUNYA

Virus chikungunya (CHIK) uvr§¢amo v rod
Alphavirus, v druzino Togaviridae. Glede na
zemljepisno razsirjenost uvrs¢amo virus CHIK
med alfaviruse Starega sveta. Virus je ende-
micen v tropskih in subtropskih predelih Afrike,
na otokih Indijskega oceana in v jugovzhod-
ni Aziji (20). Leta 2007 so opisali prvi izbruh
avtohtonih primerov okuZzb z virusom CHIK
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v Italiji in kasneje, leta 2010, tudi v juzni Fran-
ciji (21, 22). V naravi virus kroZi v gozdnem
krogu, med prenasalci (komarji iz rodu Aedes
spp.) in vretencarskimi gostitelji (ve¢inoma
necloveski primati), v urbanem krogu pa
med prenasalci in ljudmi. Ljudje se z virusom
CHIK okuZijo z vbodom okuZenega komarja.
Virus CHIK lahko pri ¢loveku povzroci asimp-
tomatsko okuzbo, blago vrocinsko bolezen ali
vrocinsko bolezen, z izpu$¢ajem in s hudimi
bole¢inami v sklepih ter miSicah (20). Diag-
nostika okuzb z virusom CHIK temelji na zna-
¢ilnih klini¢nih znakih (nenaden pojav povi-
Sane telesne temperature in moc¢ne bolecine
v sklepih ali vnetje sklepov), epidemioloski
anamnezi in dokazu okuZbe z mikrobioloski-
mi preiskavami (23).

Akutno okuzbo z virusom CHIK potrdimo
z dokazom virusnega genoma v vzorcih seru-
ma z RT-PCR, izolacijo virusa na celi¢ni kul-
turi ali z dokazom specificnih protiteles.
Virusni genom lahko dokaZemo le v vzorcih
seruma, ki so odvzeti v prvem tednu po poja-
vu klini¢nih znakov bolezni (24). Posredno
lahko potrdimo okuZbo z virusom CHIK z do-
kazom specifi¢nih protiteles razreda IgM, ki
nastanejo med 2. in 7. dnevom po nara$¢anju
telesne temperature in so dokazljiva tudi do
24 mesecev po okuzbi (22, 23). Protitelesa raz-
reda IgG nastanejo vecinoma 5-6dni po
pojavu klini¢nih znakov bolezni, vendar jih
lahko pri nekaterih bolnikih dokazemo tudi
Ze dva dni po okuzbi. Akutno okuzbo z vi-
rusom CHIK potrdimo z dokazom specific-
nih protiteles razreda IgM ali s §tirikratnim
porastom titra specifi¢nih protiteles razreda
IgG v parnih vzorcih serumov (23). Serolos-
ke preiskave omogocajo zadostno in specific-
no potrditev okuzb z virusom CHIK, saj so
protitelesa navzkrizno reaktivna le z virusom
O’nyong-nyong (25).

VIRUS TOSCANA

Virus Toscana (TOS) uvrsamo v druzino Bun-
yaviridae, v rod Phlebovirus. Virus so prvi¢ izo-
lirali leta 1971 iz pes¢ene muhe Phlebotomus
perniciosus v osrednji Italiji (26). Ljudje se z vi-
rusom TOS okuZijo z vbodom pescene muhe.
Okuzba lahko poteka asimptomatsko, kot
blaga vrocinska bolezen ali kot okuZzba osred-
njega Zivéevja, z razvojem meningitisa oziro-
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ma meningoencefalitisa (27). OkuZbe z vi-
rusom TOS so omejene na podrocje Sredo-
zemlja (Italija, Spanija, Portugalska, Francija,
Ciper, Turcija in Hrvaska) in se najpogoste-
je pojavljajo v poletnih mesecih (28, 29).

Mikrobioloska diagnostika

Pri postavitvi diagnoze okuzbe z virusom TOS
potrebujemo poleg natanéne anamneze tudi
dokaz z mikrobioloskimi preiskavami, pri kate-
rih dokazujemo specifi¢na protitelesa ali
virusni genom v vzorcih seruma, plazme ali
likvorja (30). S seroloskimi metodami lahko
hitro potrdimo okuZbo z dokazom specific-
nih protiteles razreda IgM ali s serokonver-
zijo oz. Stirikratnim porastom titra protiteles
razreda IgG v parnih vzorcih. Protitelesa lah-
ko zaznamo Ze v prvem tednu po pojavu kli-

ni¢nih znakov bolezni. Pri razlagi serologkih
rezultatov moramo predvsem pri nizko pozi-
tivnih ali mejnih in nejasnih rezultatih upo-
Stevati tudi moZnost navzkrizne reaktivnosti
z ostalimi flebovirusi. Dokon¢no potrditev
akutne okuzbe z virusom TOS lahko dobimo
z dokazom virusne RNA z metodo RT-PCR.
Omejitev molekularne metode je predvsem
kratkotrajna viremija, saj se ob pojavu proti-
teles virusno breme obicajno zniza pod mejo
zaznavnosti (30). Tako kot pri mnogih dru-
gih arbovirusih je tudi pri diagnostiki okuzb
z virusom TOS pomembna vkljucitev vseh
epidemiologkih, klini¢nih in mikrobiologkih
podatkov. Kljub trenutni zemljepisni omeje-
nosti okuzb z virusom TOS lahko v prihod-
njih letih, predvsem zaradi podnebnih in eko-
logkih sprememb, pri¢akujemo porast okuzb
tudi v Sloveniji.
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Dasa Stupica’

Sledenje oseb, okuzZenih med izbruhom
vrocice Q leta 2007

Follow-Up of Subjects Infected During Q Fever Outbreak in 2007

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: vrotica Q, Coxiella burmeti izbruh

Vrocica Q je zoonoza, ki jo povzroca znotrajceli¢na bakterija Coxiella burnetii, in ima razli¢ne
klini¢ne pojavne oblike. Najpogosteje poteka kot gripi podobna bolezen. Akutna bolezen vecino-
ma mine spontano, lahko pa napreduje v kroni¢no, ki se najveckrat izrazi kot endokarditis.
Diagnozo potrdimo s seroloskimi preiskavami. Zaradi izjemne kuznosti lahko C. burnetii pov-
zro¢i velike izbruhe bolezni. V Sloveniji se je med srednjesolci in Studenti veterinarske stro-
ke, ki so opravljali vaje na ov¢ji farmi, marca 2007 pojavil izbruh vrocice Q. Pri 68 od 84 (81 %)
izpostavljenih je bila serolosko potrjena akutna okuzba s C. burnetii. Dvainsestdeset (91 %)
okuZenih je akutno zbolelo. Osebe, pri katerih smo ugotovili specifi¢na protitelesa, smo klini¢-
no in laboratorijsko spremljali na Kliniki za infekcijske bolezni in vrocinska stanja v Ljubljani.

ABSTRACT
KEY WORDS: Q fever, Coxiella burnefii, outhreak

Q fever is a zoonosis with protean clinical manifestations. It is caused by the intracellular bac-
terium Coxiella burnetii. The most common clinical presentation is an influenza-like illness.
Acute illness is usually self-limiting; nevertheless it may progress to a chronic infection and
disease. The most frequent chronic presentation is endocarditis. The diagnosis of Q fever is
based on specific serological findings. The extreme infectiousness of the bacterium may result
in large outbreaks. In March 2007, an outbreak of Q fever occurred among high school and
veterinary students who participated in a training program on a sheep farm in Slovenia. Acute
infection with C. burnetii has been serologically documented in 68 of 84 (81%) exposed stu-
dents. The infection was symptomatic in 62 (91%) seropositive cases. Those with positive sero-
logical test results were being followed-up via clinical examinations and laboratory tests at
the Department of Infectious Diseases of the University Medical Centre Ljubljana.

1 Asist. dr. Dasa Stupica, dr. med., Klinika za infekcijske bolezni in vro¢inska stanja, Univerzitetni klini¢ni
center Ljubljana, Japljeva ulica 2, 1525 Ljubljana; cerar.dasa@gmail.com
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uvobD

Vrodica Q je zoonoza, ki jo povzroca znotraj-
celicna bakterija Coxiella burnetii, in je z izjemo
Nove Zelandije prisotna po vsem svetu (1).
Okuzba lahko vodi v asimptomatsko serokon-
verzijo, akutno ali kroni¢no bolezen (2). Raz-
nolikost klini¢nega poteka je predvsem odvi-
sna predvsem od dejavnikov bolnika (imunski
status, okvara sr¢nih zaklopk, nose¢nost, sta-
rost, spol) in manj od velikosti kuznega odmer-
ka, nacina okuzbe ter virulentnih lastnosti
bakterije (3).

EPIDEMIOLOGIJA
IN PATOGENEZA

Najpogostejsi rezervoar C. burnetii so govedo,
ovce in koze. Bakterija se nahaja v secu, bla-
tu, mleku in tkivih, ki se izlo¢ajo ob kotitvi
okuZenih Zivali (4). V ¢asu kotitve okuZena
placenta onesnaZi okolje, v katerem lahko
C. burnetii preZivi ve¢ mesecev (5). Ljudje se
najpogosteje okuZijo z vdihavanjem aeroso-
lov okuZenih Zivalskih izlockov ali onesnaze-
ne volne in le redko z uZivanjem nepasteri-
ziranega mleka ali mle¢nih izdelkov (1, 6).
Prenos okuzbe s ¢loveka na ¢loveka je verjet-
no izjemno redek (7). Z razli¢nih koncev sve-
ta porocajo o razliénem delezu s C. burnetii
okuzenih domacih Zivali; od 3% (govedo
v ZdruZenih drzavah Amerike (ZDA)) do
80% (kamele v Cadu) (8). Prenos okuzbe z 7i-
vali na ¢loveka je odvisen od stika med obe-
ma, deleZa in gostote okuZenih Zivali ter Se
nekaterih dejavnikov okolja (9). Okuzbi so naj-
bolj izpostavljeni ljudje, ki so zaradi svojega
poklica v stiku z Zivalmi: kmetje, veterinarji,
delavci v klavnicah in podobno (8).
Patogeneza bolezni ni povsem razjasnje-
na. Strokovnjaki domnevajo, da vstopno mesto
okuZbe morda vpliva na klini¢ni potek bolez-
ni. Ne glede na vstopno mesto okuzbe se bak-
terije najverjetneje razsejejo po krvnem obto-
ku v razli¢ne organe in jih prizadenejo (7).
Pri sicer zdravem gostitelju okuzbo zamejijo
makrofagi in nastajajo granulomi. Pri neka-
terih bolnikih makrofagom ne uspe uniciti
C. burnetii, in sicer domnevno zaradi ¢ezmer-
nega izlocanja interlevkina-10 (10). Bolniki
z oslabljenim imunskim odzivom, okvaro
srénih zaklopk, arterijsko anevrizmo ali Zilnim

vsadkom ter nosecnice so po okuzbi s C. bur-
netii bolj ogroZeni za nastanek kronic¢ne vro-
¢ice Q (6).

Zaradi velike kuznosti C. burnetii so za rav-
nanje z okuZenim materialom potrebni stro-
gi pogoji. Vecina laboratorijev nima pogojev
za ravnanje s kuznim materialom tretje stop-
nje bioloske varnosti (angl. biosafety level 3),
ki so potrebni za osamitev bakterije (11). Manj
tvegano za pojav laboratorijske okuzbe je do-
kazovanje DNA C. burnetii v klini¢nih vzorcih
z veriZno reakcijo s polimerazo (angl. polyme-
rase chain reaction, PCR) (12).

KLINICNA SLIKA

Klini¢ni potek okuzbe s C. burnetii je zelo raz-
nolik. Inkubacijska doba traja 2-3 tedne in je
odvisna od velikosti kuZznega odmerka (13).
Pogosto se okuzba klini¢no ne izrazi (14). Naj-
pogostejsa klini¢na slika akutne vrocice Q je
samoomejujoca, gripi podobna vrocinska
bolezen in/ali plju¢nica, redkeje granuloma-
tozni hepatitis (15-17). Z razli¢nih koncev sve-
ta porocajo o nekoliko razli¢ni klini¢ni pojav-
nosti vrocice Q, kar pripisujejo razlikam med
podvrstami C. burnetii (18).

Akutna bolezen najpogosteje poteka z vro-
¢ino, mrzlico, glavobolom, bole¢inami v misi-
cah in sklepih ter pomanjkanjem apetita,
redko je prisoten kozni izpuséaj (15, 19). Pri
C. burnetii pljucnici se poleg omenjenih simp-
tomov lahko pojavita $e kaselj in plevriti¢na
bolecina. Plju¢nica je navadno blaga; na rent-
genogramu prsnih organov se v obeh pljuc-
nih krilih lahko pojavi ve¢ okroglih bolezen-
skih sprememb (16). Hepatitis z zlatenico je
redek pojav, pogosteje so prisotna le poveca-
na jetra in poveCana koncentracija jetrnih
encimov. Smrtnost akutne vrocice Q je 1-2 %,
med najpogostej$imi vzroki za smrt je mio-
karditis (7, 15, 20).

Kroni¢na okuzba s C. burnetii se razvije,
¢e bolnikov imunski sistem ne uspe obvlada-
ti povzroditelja (7). V 60-70% primerov se
izrazi kot endokarditis in mnogo redkeje kot
okuzba Zilne anevrizme ali Zilnega vsadka,
kroni¢ni hepatitis ali osteoartritis (1, 21).

DIAGNOSTIKA

Diagnoza vrocice Q temelji na bolezenskih
simptomih in znakih ter na izvidih serolos-
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kih preiskav. Metoda izbire za dokazovanje
okuzbe s C. burnetii je indirektna imunofluo-
rescenca (22). Ob akutni okuzbi se v serumu
pojavijo specificna protitelesa IgM in IgG,
usmerjena pretezno proti nevirulentni obli-
ki C. burnetii (faza IT). Pomemben titer dose-
Zejo Sele 3-4 tedne po okuzbi, kar lahko
povzrodi tezave pri odloCanju glede zdravlje-
nja; priporocljivo je, da z zdravljenjem zacne-
mo Ze ob klinicnem sumu na vrocico Q (1).

Dober pokazatelj kroni¢ne okuzbe je pojav
velikih koncentracij protiteles IgG in IgA,
usmerjenih proti virulentni (faza I) in nevi-
rulentni (faza II) obliki bakterije, vendar mora
diagnoza kroni¢ne vrocice Q temeljiti na hkrat-
nih klini¢nih pokazateljih bolezni (2, 7, 23).
Ob¢utljivost PCR za dokazovanje DNA v vzor-
cih seruma je majhna; med 100 bolniki z vro-
¢ico Q jih je imelo le 18 pozitivno PCR (24).
Obcutljivost PCR je precej vija za tkivne vzor-
ce, npr. sréne zaklopke (25).

ZDRAVLIJENJE

Akutno vro€ico Q zdravimo z doksiciklinom
(100 mg dvakrat dnevno) od 14 do 21dni (13).
Antibioti¢no zdravljenje skrajsa ¢as vrocine
in pospesi ozdravitev pljucnice (16, 26). Poro-
¢ajo tudi o Klini¢ni in in vitro uspesnosti novej-
$ih makrolidov in fluorokinolonov (13, 25, 27).
Domnevamo lahko, da zdravljenje akutne vro-
¢ice Q zmanj$a njeno moznost napredovanja
v kroni¢no obliko bolezni, vendar o tem nima-
mo trdnih dokazov o tem.

Maurin in sodelavci so za endokarditis
predlagali doZivljenjsko antibioti¢no zdrav-
Jjenje, vendar sode¢ po rezultatih kasnejsih
raziskav zadostuje 18-mesecno zdravljenje
s kombinacijo doksiciklina (100 mg dvakrat
dnevno) in hidroksiklorokvina (200 mg trikrat
dnevno) (7, 28).

IZBRUH VROCICE Q
NA OVCJI FARMI

V obdobju od januarja do marca 2007 je 87 di-
jakov in Studentov veterinarske stroke oprav-
ljalo vaje na ov¢ji farmi Vremscica, kjer se je
takrat koncevalo obdobje jagnjitve. Zaradi vro-
C¢inske bolezni je bila v zacetku aprila 2007 na
Kliniko za infekcijske bolezni in vro¢inska sta-
nja v Ljubljani napotena ena od dijakinj, pri

kateri smo serolosko potrdili klini¢ni sum na
akutno okuzbo s C. burnetii. Obvestili smo epi-
demiologe Instituta za varovanje zdravija
Republike Slovenije (IVZ), ki so opravili epi-
demiolosko preiskavo, v katero so zajeli 66 di-
jakov tretjega letnika srednje veterinarske
Sole, od katerih jih je 45 opravljalo prakso na
ovdji farmi, in tri uditelje. Dijaki so bili prib-
lizno §tiri ure v tesnej$em stiku z navidezno
zdravimi ovcami, ko so strigli parklje, dajali
injekcije ali z jodom premazovali rane ovac
po carskem rezu. Pri 35 izpostavljenih osebah
so nasli protitelesa proti C. burnetii, ki so potr-
jevala nedavno okuzbo. Serolosko so testira-
li tudi 20 dijakov, ki prakse na ov¢ji farmi e
niso imeli. Serolosko pozitivni so bili le tisti
dijaki, ki so imeli prakso na omenjeni ovdji far-
mi, zato so sklepali, da je ov¢ja farma nedvom-
no vir okuzbe (29).

Na osnovi porocila Centra za nalezljive
bolezni (CNB) IVZ o izbruhu vrocice Q je pri-
stojni obmocni urad Veterinarske uprave RS
odredil pregled krvi dolo¢enega $tevila ovac
na C. burnetii. Od 50 pregledanih ovac jih je
bilo serologko pozitivnih 29, devet pa sumlji-
vih (encimski imunski test (angl. enzyme-lin-
ked immunosorbent assay, ELISA)) na oku-
zenost s C. burnetii. Veterinarski ukrepi za
preprecevanje novih okuzb so bili: omejitev
gibanja Zivali ov¢je farme, prepoved proda-
je mleka in mlec¢nih izdelkov, loditev seropo-
zitivnih Zivali od tropa, dezinfekcija/dezinsek-
cija/deratizacija prostorov, v katerih so bile
Zivali nastanjene, posebno pozornost je bilo
potrebno posvetiti odstranjevanju splavljenih
plodov, plodovih ovojnic in posteljic. Zapo-
sleni na farmi naj bi ob stiku z Zivalmi upo-
rabljali osebno varovalno opremo. Za pre-
precevanje okuzb priljudeh so epidemiologi
predlagali omejitev obiskov na ov¢ji farmi,
pregled zaposlenih in izdelavo ocene tvega-
nja delovnega mesta.

KLINIéNQ SPREMLJANJE
SEROLOSKO POZITIVNIH
DIJAKOV IN STUDENTOV

Od junija 2007 smo dijake in $tudente klini¢no
in z laboratorijskimi preiskavami spremljali
na Kliniki za infekcijske bolezni in vrocinska
stanja v Ljubljani $e osem mesecev po okuzbi.
Serologke teste — dolocanje protiteles proti
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Tabela 1. Klinicni podatki o preiskovancif, ki so zboleli in smo pri
njih potrdili akutno okuzbo s C. burnetii. n — Stevilo bolnikov.

Inailnost Stevilo bolnikov (n = 62)
Vrotinska bolezen 54 (87,1%)
Pliutnica 4(6,5%)
Kaselj in/ali glavobol® 3(4,8%
Boletine v misicah® 1(1,6%)
Trajanje vrocine (dni) 54+21¢

5(1-10)¢
Najvisja temperatura (°C) 39,4+0,8¢

39,3 (38—41)¢

Asimptomatska okuzba 6(8,8%

o3tevilo bolnikov, pri katerih je bil kasel; in/ali glavobol edini bolezenski znak
b Stevilo bolnikov, pri katerih so bile boletine v migicah edini bolezenski znak
< povpretje + standardna deviacija

¢ mediana (razpon vrednosti)

C. burnetii z metodo indirektne imunofluo-
rescence so opravili na Institutu za mikrobio-
logijo in imunologijo Medicinske fakultete
v Ljubljani.

Pri 68 od 84 (81,0 %) pregledanih dijakih
in Studentih (preiskovancih), ki so opravljali
vaje na ovdji farmi, je bila serolosko potrjena
akutna okuzba s C. burnetii. Od 68 okuZenih

je zbolelo 62 (91,2 %) oseb. V tabeli 1 navaja-
mo nekaj klini¢nih podatkov o poteku okuzbe.

Delezi posameznih bolezenskih znakov
oziroma sindromov, ki so navedeni v tabeli 1,
so okvirni, saj je v akutni fazi bolezni zdrav-
nika obiskalo le 44 od 62 (71,0 %) preiskovan-
cev in so bile le pri majhnem delu pregledanih
opravljene laboratorijske oziroma slikovne
preiskave; seroloske preiskave, ki so omogo-
¢ile odkritje vzroka bolezenskih teZav oziro-
ma diagnozo vrocice Q, so bile narejene le pri
eni (2,3 %) preiskovanki. Stiriindvajset (53,3 %)
preiskovancev je prejelo antibiotik. Ob pre-
bolevanju akutne okuzbe je bilo Sest bolnikov
napotenih na Kliniko za infekcijske bolezni in
vrocinska stanja. Seroloske preiskave so bile
opravljene le pri eni dijakinji. Pri njej smo potr-
dili akutno okuzbo s C. burnetii. Prejela je dok-
siciklin. Dva bolnika sta zaradi rentgensko
potrjene pljuc¢nice prejela moksifloksacin,
en bolnik je zaradi suma na okuzbo seéil pre-
jel ciprofloksacin, dvema bolnikoma pa ob
sumu na virusno okuzbo antibiotikov nismo
predpisali.

Med kasnejs$im spremljanjem so $e Stir-
je preiskovanci prejeli antibiotik: dva zaradi
ultrazvocno ugotovljenih zadebeljenih listi-

100
90
80 1
70
60
50 1
40
30
20
10

Delez preiskovancev (%)

Cas po okuzbi (v mesecih)

——— fazalllgM > 64
----------- fozalllg6 > 256

——— fozallgM > 64
fozallg6 > 256

Slika 1. Spreminjanje fifrov protiteles profi . burnetii, dolocenih z metodo indlirekine imunofluorescence pri okuZenih preiskovancih.



MED RAZGL 2012; 51: SUPPL 6

¢ev mitralne zaklopke, eden zaradi vztrajanja
slabega pocutja in nizko povisane telesne tem-
perature ter eden zaradi vztrajanja suhega
kaglja.

Zadnje ambulantno spremljanje dijakov
in $tudentov smo izvedli osem mesecev po
okuzbi. Pri nobenem od 60 pregledanih prei-
skovancev nismo ugotovili klini¢nih znakov,
ki bi govorili v prid kroni¢ne vrocice Q, in to
kljub temu da so pri precej$njem delu prei-
skovancev izvidi seroloskih preiskav govori-
li v prid kroni¢ne okuzbe s C. burnetii; pri 31
(51,7 %) preiskovancih je bil titer IgG proti-
teles proti fazi I C. burnetii = 1024, kar je visje
od =800, to je od vrednosti, ki jo Fournier in
sodelavci omenjajo kot diagnosti¢no za endo-
karditis (30).

Nassliki 1 prikazujemo spreminajnje titrov
protiteles proti C. burnetii za preiskovance, pri
katerih smo potrdili akutno okuzbo s C. bur-
netii.

ZAKLJUCEK

Vrodica Q je svetovno razsirjena zoonoza, ki
je v Sloveniji prezrta. Njeno podcenjeva-
nje kaZejo tudi dogodki ob izbruhu vrocice Q
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Tigrasti komar v Sloveniji -
biologija in razsirjenost

Asian Tiger Mosquito in Slovenia - Biology and Distribution

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: tigrasti komar, Aedes albopictus, Sloveniia, biologiia, razsirienost

Tigrasti komar (Aedes albopictus (Skuse, 1894)) je primarno tropska in subtropska vrsta komar-
jev, ki izvira iz Azije. V zadnjih tridesetih letih se je razsiril po vsem svetu. V Evropi je bil prvi¢
zabeleZen leta 1979 v Albaniji, v Sloveniji pa leta 2002. Najpomembnejso vlogo pri njegovem
Sirjenju ima prenos jajéec s transportom starih pnevmatik. Najpogostejs$i omejujo¢i dejavni-
ki, ki vplivajo na njegovo razsirjenost, so temperatura, dolZina dneva, vlaznost zraka in koli-
¢ina padavin. Naselitev v zmerno toplem klimatskem pasu so mu med drugim omogodili
sposobnost razvoja v umetnih bivalicih in dormantna jajceca, ki so odporna na izsusevanje
in nizke temperature. Po trenutno znanih podatkih se tigrasti komar pojavlja predvsem v ju-
gozahodnem delu Slovenije, nekaj porodl je tudi iz drugih delov drzave (Stajerska, Dolenjska,
osrednja Slovenija), vendar ti podatki niso preverjeni. Vsekakor obstaja moznost za vzposta-
vitev stabilne populacije tigrastega komarja na skoraj celotnem ozemlju drZave, zaradi Cesar
je nujno potreben celovit in enoten sistem monitoringa na drzavni ravni.

ABSTRACT

KEY WORDS: Asian tiger mosquito, Aedes albapictus, Slovenia, biology, distribution

The Asian tiger mosquito (Aedes albopictus (Skuse, 1894)) is a tropical and subtropical mos-
quito species that has spread worldwide in the last thirty years. In Europe it was first found
in Albania in 1979, whereas in Slovenia it was first recorded in 2002. The transport of eggs
with the trade of used tires played the most important role in its spread. The most common
limiting factors affecting its distribution are temperature, day length, humidity and rainfall.
The colonization in the temperate climatic zone was mainly enabled by the ability to colo-
nize man-made containers and dormant eggs that are resistant to dehydration and low tem-
peratures. According to the currently available data, the Asian tiger mosquito is prevalent
in the Southwestern part of Slovenia, but it was also spotted in other parts of the country
(Styria, Lower Carniola, and central Slovenia). However, these data are not verified. Estab-
lishing a stable population of the Asian tiger mosquito is possible almost in the entire coun-
try. This is why a comprehensive and unified system of monitoring at the state level is essential.
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BIOLOGIJA TIGRASTEGA
KOMARJA

Morfoloski opis tigrastega
komarja

Jajceca tigrastega komarja (Aedes albopictus
(Skuse, 1894)) so ¢rne barve, jajcasto-elipti¢ne
oblike in nekoliko splosc¢ena ob straneh (1).
Njihova povprec¢na velikost je 0,5 mm (2).

Dolocitev licink komarjev do vrste je moz-
na na podlagi zadnje, Cetrte razvojne stopnje
licinke. Na osmem ¢lenu zadka se pri komar-
jih nahajajo luske, ki so vrstno znacilno razpo-
rejene. Za li¢inke tigrastega komarja je znacil-
nih 6-13 lusk, ki so razporejene v ravni vrsti.
Sifon li¢ink je kratek, na bazi nima zajede,
manjkajo tudi §¢etine na hrbtni strani. Hrbt-
ni in bo¢ni del desetega ¢lena zadka pokriva
velik sklerit (sedlo), ki je na spodnji strani pre-
kinjen. Vse §tiri $krge li¢ink tigrastega komar-
ja, ki se nahajajo na desetem ¢lenu zadka, so
enako dolge (3-5). Dolo¢anje komarjev na
podlagi bub je tezZavno, saj imajo te manj izra-
zite dolocevalne znake v primerjavi z licinka-
mi in odraslimi osebki (5).

Odrasli osebki tigrastega komarja so zna-
¢ilno ¢rno-belo obarvani (slika 1). Na glavi
imajo belo progo. Njihovo bodalo oz. sesalo
je v celoti ¢rne barve, medtem ko se na vrhu
¢rnih palpov nahajajo izrazito bele luske. Sa-
mice tigrastega komarja se od samic drugih
vrst komarjev razlikujejo po obarvanosti mezo-
notuma in zadnjih stopalc nog. Mezonotum
je pretezno ¢rne barve z vzdolZzno belo ¢rto.
V zadnjem delu mezonotuma je vzdolZna bela
proga, ki je v sprednjem delu ni. Na robu
mezonotuma se na vsaki strani pred bazo kril
nahaja majhna bela tocka nepravilne oblike

s Sirokimi pravilnimi luskami srebrne barve.
Noge tigrastega komarja so znacilno ¢rno-belo
obarvane (3-5). Odrasle samice tigrastega
komarja so velike 5-10 mm. Samci so obicaj-
no manjsi in imajo v primerjavi s samicami
izrazito peresaste tipalnice (3-5).

Bivalisée tigrastega komarja

Tigrasti komar izvira iz tropske in subtropske
Azije, kjer je pogost v mestnih, primestnih,
vaskih in gozdnih obmo¢jih, kjer samice jaj-
Ceca najpogosteje odlagajo v vodne kotanje
v drevesih (6). V zmerno toplem podnebnem
pasu se vrsta vecinoma pojavlja v urbanem
okolju. Ker vegetacije v mestih pogosto ni
veliko, je omejena na predmestja, kjer je vec
vegetacije in kjer se lahko razmnoZuje v na-
ravnih, najpogosteje pa v umetnih habitatih,
ki so posledica ¢lovekove dejavnosti (7). Med
slednje uvrs¢amo rabljene avtomobilske pnev-
matike, podstavke cvetli¢nih lonckov, vaze,
kopeli za ptice, plocevinke, plasti¢na vedra ter
druge zapu$cene predmete, ki zadrZzujejo
majhno koli¢ino vode (1). Znacilno bivalisce
licink prikazuje slika 2.

Zivljenjski krog tigrastega
komarja

Razvoj tigrastega komarja od jajéeca do odra-
slega osebka traja spomladi od 15 do 20 dni,
poleti pa se ta Cas skrajsa na 6 do 8 dni (sli-
ka 3) (1). Samice tigrastega komarja odlaga-
jo jajéeca posami¢no na temno, hrapavo,
navpi¢no podlago, nekaj centimetrov nad vod-
no gladino. Nekaj jajéec odloZijo tudi nepo-
sredno na vodno povr$ino. Temno obarvana
voda, dodatek listja, sveZe in suhe trave ter
prisotnost komarjevih jajéec in licink privab-

Slika 1. Odrasli samici tigrastega komarja med sesanjem krvi na cloveku.
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Slika 2. Znacilno bivalisce licink tigrastega komarja v zmermo fop

ljajo samice komarjev k odlaganju jaj¢ec. Sami-
ce jajéeca enega cikla odloZijo v ve¢ zadrZeval-
nikov z vodo. Obdobje med dvema odlaganje-
ma jajcec traja pri temperaturi 30 °C od §tiri
do Sest dni, pri niZjih temperaturah pa se ta
Cas podaljsa (6).

Vecina vrst komarjev iz rodov Aedes in
Ochleroatus poleg obicajnih jajcec odlaga
dolocen deleZ dormantnih jajcec, iz katerih
se izleZejo li¢inke $ele ob pojavu ugodnih kli-
matskih in hidrologkih razmer. Dormantna
jajéeca so odporna na izsuSevanje in nizke
temperature, zato komarjem omogocajo pre-
Ziveti zimo v zmerno toplem pasu in razsir-
janje po svetu (5).

1z jajéec se izlezZejo licinke Sele, ko jih pre-
plavi voda. Na cas, ki je potreben za izleganje
iz jajCec, vplivajo temperatura, starost jajéec,
izsusitev, dolZina dneva, spremembe v tem-
peraturi in parcialni tlak kisika v vodi (6).

Trajanje stopnje li¢inke je odvisno od tem-
perature vode, koli¢ine hrane, prostornine
vodnega zadrZevalnika in gostote licink v vod-
nem zadrZevalniku (1). V laboratorijskih raz-
merah, pri temperaturi 25 °C in optimalni
koli¢ini hrane, stopnja li¢inke traja 5-10 dni.

lem pasu.

Ob pomanjkanju hrane in nizkih temperatu-
rah se ta ¢as podalj$a. Razvoj li¢ink naj bi se
zaustavil pri temperaturah, niZjih od 11 °C (6).

Bube so zadnja, zelo gibljiva vodna stop-
nja komarja, ki pri temperaturi 15 °C traja
okoli $tiri dni, pri visjih temperaturah pa se
ta Cas skrajsa. Pri temperaturi 25 °C se lahko iz
bube izleZe odrasel komar Ze po dveh dneh (7).

Hranjenje odraslih komarjev

Odrasli samci in samice se prehranjujejo s cvet-
nim nektarjem, sadnimi sokovi in raznimi
oslajenimi teko¢inami. Za komarje je sladkor
osnovni vir energije, s katerim zadovoljujejo
dnevne energetske potrebe. Samice se dodat-
no hranijo $e s krvjo, s katero dobijo belja-
kovine, ki jih potrebujejo za tvorbo in razvoj
jajéec (5).

Samice tigrastega komarja se lahko hra-
nijo na mnogo razli¢nih gostiteljih, najpogo-
steje na sesalcih, pa tudi na pticah, plazilcih
in dvozivkah (7). Samice se obi¢ajno hrani-
jo pri tleh ter na prostem, obCasno pa jih naj-
demo tudi visje v kro$njah ali v notranjosti
hi§. Hranijo se podnevi in le redko ponodi. Cas
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Slika 3. Razvojni krog tigrastega komarja (Avtor: Bogdan Horvat).

najvedje aktivnosti hranjenja je odvisen od
bivali$¢a, obi¢ajno pa ima dva vrhova - prve-
ga zgodaj zjutraj in drugega pozno popoldan.
Bimodalnost je izrazitej$a v bivaliscih, kjer ni
za$Cite pred dnevno pripeko. Nasprotno ima-
jo komarji v bivali§cih z zascito pred dnevno
pripeko le en vrh aktivnosti hranjenja (6). Cez
dan se odrasli komarji zadrZujejo v sencnih,
vlaznih okoljih z veliko vegetacije (v visoki tra-
vi, Zivih mejah in grmovju) (1).

Pomen tigrastega komarja
z zdravstvenega vidika

Tigrasti komar je zelo nadleZen za lokalno
prebivalstvo, kjer se pojavlja, saj se hrani vedi-
noma podnevi, njegovi piki pa povzrocajo zelo

srbece otekline. Poleg tega ima velik epide-
miologki pomen. Eksperimentalno lahko pre-
nasa 23 arbovirusov ter virusa nodamura in
sindbis (SIN) (7). Med virusi velja posebej
omeniti virus chikungunya, viruse mrzlice
denga in virus zahodnega Nila. Poleg svetov-
ne razsirjenosti omenjenih bolezni se pojavlja
nevarnost za ponovne izbruhe bolezni v Evro-
pi. V prid temu govori izbruh bolezni chikun-
gunya v Italiji v letu 2007, kjer je zbolelo ve¢
kot 300 ljudi. To je bil prvi izbruh bolezni izven
tropskega obmodja (8). Zadnji izbruh mrzlice
denga je bil v Gr¢iji med letoma 1927 in 1928,
v letu 2010 pa sta bila ugotovljena avtohto-
na prenosa virusa v Franciji in na Hrvagkem
(9-11). Poleg virusov lahko tigrasti komar pre-
nasa $e plazmodije, ki povzrocajo pti¢jo mala-
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rijo, in pasji sréni glisti (Dirofilaria immitis,
Dirofilaria repens), ki povzrocata filariozo pri
psih (12-15).

Razsirjenost tigrastega komarja
Nadin §irjenja in omejujoci dejavniki
Sirjenja

Odrasli komarji so sposobni preleteti od 200
do 400 m, zato je razSirjanje na dolge razda-
lje moZno le s €lovekovo pomodjo. Glavno vlo-
go pri Sirjenju vrste ima transport dormantnih
jajéec, odpornih na izsuSevanje in nizke tem-
perature, v rabljenih pnevmatikah. Oplojene
samice jaj¢eca odloZijo v pnevmatike, ki so hra-
njene na odprtem prostoru. Te nato za reci-
kliranje prevaZzajo po vsem svetu, in ko so na
cilju, so ve¢inoma ponovno hranjene na pro-
stem. Ob prvem deZju se napolnijo z vodo in
iz jajcec se Ze po nekaj urah izleZejo licinke,
ki so zacetek populacije tigrastega komarja na
novem koncu sveta (16).

Poleg transporta jajéec se lahko s ¢loveko-
vo aktivnostjo razsirjajo tudi li¢inke ter odra-
sli osebki tigrastega komarja. Jajceca in licinke
se Sirjjo tudi s trgovanjem z okrasno rastlino
»lucky bamboo« (Dracaena sp.), ki jo prevaza-
jo v stojeci vodi (17, 18). Odrasli komariji se
lahko zatecejo v avtomobile in se tako razsir-
jajo na srednje dolge razdalje (19, 20).

Glavni dejavniki, ki omejujejo Sirjenje
tigrastega komarja, so temperatura, dolZina
dneva, koli¢ina padavin in vlaznost (7). Pri
temperaturi so pomembne tako poletne kot
zimske temperature. V zmerno toplem pod-
nebnem pasu tigrasti komarji zimo preZivi-
jo z dormantnimi jajéeci. Zimska (januarska)
izoterma +10 °Clocuje populacije komarja, ki
se razmnoZujejo vse leto, od tistih, ki zimo pre-
Zivijo v dormantnem stanju. Zimska izoter-
ma -5 °C doloca najvecjo severno razsirjenost
tigrastega komarja v celinski Aziji in verjetno
tudi v Severni Ameriki. Ce upo3tevamo kon-
zervativno mnenje, da naj bi severno mejo na-
selitve tigrastega komarja v Evropi dolocala
zimska (januarska) izoterma 0 °C, potem mo-
rebitno obmocdje naselitve zajema vecino za-
hodne Evrope in vse mediteranske drzave (7).

Poletne temperature vplivajo na Cas, ki je
potreben, da komar zakljuci svoj razvoj od jaj-
¢eca do odraslega osebka, na ¢as med dvema
odlaganjema jajéec, na pogostost hranjenja

s krvjo in ucinkovitost prenosa arboviru-
sov (7). Posledica visokih temperatur je vec-
je Stevilo generacij v sezoni z eksponencialno
rastjo populacije (21).

Poleg temperature na pojavljanje tigraste-
ga komarja pomembno vplivata koli¢ina in
razporeditev padavin, saj je od tega odvisno
Stevilo mest za njegov razvoj, s ¢imer so po-
vezani Stevilénost li¢ink in odraslih osebkov,
stopnja odlaganja jajcec (ta je med su$nim
obdobjem minimalna) in stopnja hranjenja
odraslih osebkov (6, 7). V Evropi imajo
obmodja, kjer je prisoten tigrasti komar, ve¢
kot 500 mm padavin letno. Ceprav lahko pre-
Zivi tudi bolj su$ne razmere, kar je odvisno
od lokalnih mikroklimatskih razmer, je malo
verjetno, da se bo ustalil v obmo¢jih z manj
kot 300 mm deZja letno (7).

Odrasli tigrasti komarji so v tropskih in
subtropskih predelih aktivni vse leto, medtem
ko so v zmerno toplih predelih sposobni pre-
Ziveti zimo na stopnji jajéec. DolZina dneva
je tista, ki dolodi, ali bodo samice odlagale vec-
ji delez dormantnih jajéec ali ne. Obicajno se
dormanca pojavi, ko je dan dolg 13 oz. 14 ur
ali manj (6).

Svetovna razsirjenost tigrastega komarja

Tigrasti komar izvira iz tropske in subtropske
Azije, od koder se je v samo tridesetih letih raz-
$iril v Severno in JuZzno Ameriko, na Karib-
sko otodje, v Afriko, Evropo in na nekatere
pacifiske otoke (6, 16).

V Evropi je bil tigrasti komar prvi¢ naj-
den v Albaniji leta 1979, od koder pa se ni raz-
$iril v sosednje drZzave (22). Naslednje odkritje
tigrastega komarja v Evropi je bilo $ele leta 1990
v Genovi v Italiji. V Italijo naj bi komar prisel
s transportom starih pnevmatik, ve¢inoma iz
ZdruZenih drZzav Amerike, pa tudi z Japonske
in s Tajvana. Tigrasti komar se je v Italiji izred-
no hitro razsiril, kar je verjetno posledica ve¢-
kratnega vnosa iz ved regij sveta s transportom
razli¢nega tovora (21). Po odkritju komarja
v Italiji so sledila odkritja tudi v drugih evrop-
skih drzavah, in sicer v Franciji, Crni gori,
Gréiji, Svici, Spaniji, Belgiji, na Hrvadkem,
v Bosni in Hercegovini, na Nizozemskem,
v Nemciji, Monaku, San Marinu, Vatikanu
in na Malti (23). O prvih odkritjih tigraste-
ga komarja porocata tudi Turcija in Bolgari-
ja (24).
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Aedes albopictus
Current known distribution: March 2012 =
= |ndigenous
= Recently present
= Absent
= No data
Unknown

QOutermost regions

= Azores (PT) r
= (anary Islands (ES)

= Madeira (PT)

= Svalbard / Jan Mayen (NO)

Slika 4. Razirjenost tigrastega komarja v Evrapi (stanje marca 2012) (26). Z deco barvo so oznacena obmadia, kjer je tigrasti komar
prisoten, z zeleno obmodja, kjer ga ni in s sivo obmodja, za katera ni podatkov.

Najhuje prizadeta evropska drZava je Ita-
lija, kjer se je komar v 18 letih od odkritja naj-
bolj razsiril in namnozil. Iz Italije naj bi se
komar s transportom odraslih osebkov v av-
tih in tovornjakih razgiril v Spanijo, Francijo,
Hrvasko, Svico, Nemdijo ter v Slovenijo (25).

Pri Sirjenju tigrastega komarja ima v zad-
njih letih velik pomen tudi Nizozemska, kjer
v rastlinjakih gojijo draceno, poznano tudi pod
imenom »lucky bamboo« (Dracaena sanderia-
na), ki jo izvazajo v mnoge drzave. Leta 2005
so v rastlinjakih prvi¢ opazili tigrastega komar-
ja, ki naj bi tja prisel s posiljko rastlin s Kitaj-
ske. Nizozemska je trenutno najbolj severna
evropska drZava, kjer je bila potrjena pri-
sotnost tigrastega komarja. Razli¢ni modeli
predvidevajo razli¢no severno mejo razsirje-
nosti komarja v Evropi, zagotovo pa se nje-
govo Sirjenje $e ni koncalo (25). Trenutno raz-
Sirjenost prikazuje slika 4.

Razsirjenost tigrastega komarja v Sloveniji

V Sloveniji tigrastega komarja prvi¢ omenja-
joleta 2002 v prilogi Primorskih novic, Sobo-

ta, prvi strokovni ¢lanek o njegovem pojav-
Jjanju v Sloveniji pa je bil objavljen leta 2005
(27,28).

Prvo raziskavo o raz§irjenosti tigrastega
komarja v Sloveniji (natan¢neje v jugozahod-
nem delu drZave) je leta 2007 opravila Katja
Kalan v okviru diplomskega dela (29). Ugoto-
vila je stabilno populacijo tigrastega komarja
predvsem na obalnem in goriskem obmodju.
V letu 2010 so Kalanova in sodelavci pono-
vili vzorcenje na lokacijah, kjer komar ni bil
ugotovljen v letu 2007. V takratni raziskavi
je bila prisotnost komarja potrjena v skoraj
celotnem jugozahodnem delu Slovenije (sli-
ka5) (30).V prihodnosti pri¢akujemo $e veli-
ko vedje obmodje razsirjenosti tigrastega
komarja, ki nikakor ne bo omejena le na jugo-
zahodni del Slovenije, saj o najdbah poroca-
jo tudi s Stajerske in z Dolenjske, vendar pa
te najdbe $e niso potrjene.

ZAKLJUCEK

Tigrasti komar ima velik medicinski, sociolos-
ki in ekonomski pomen za ¢loveka. Iz opisa
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Slika 5. Najdbe figrastega komaria (Aedes albapictus) v jugozahodnem delu Slovenie v lefih 2007 in 2010 (30). e pike prikazujgjo
naselja, kjer je bl tigrasti komar prisoten leta 2007. Crmi trkotniki prikazujejo naselja, kier tigrasti komar ni bil prisoten leta 2007,
leta 2010 pa je bil prisoten. Beli trkotniki prikazujejo naselja, kjer ne leta 2007 ne leta 2010 ni bila ugotovliena prisotnost figrastega
komarja. 1 — Ljubljana, 2 — Vihnika, 3 — Laze, 4 — Postojna, 5 — Pivka.

vrste lahko sklepamo, da je tigrasti komar zelo
nadleZen za ljudi, poleg tega pa je udeleZen
tudi pri prenosu nekaterih povzrociteljev
bolezni. S prisotnostjo prenasalca v velikem
delu drZave se pojavlja moZnost izbruhov
mrzlic denga in chikungunya. Tukaj velja
omeniti predvsem nevarnost prenosa pov-
zroCiteljev bolezni z obolelih popotnikov, ki
prihajajo z endemi¢nih obmocij bolezni, na
lokalno prebivalstvo. Poleg tega se lahko poja-
vijo tudi avtohtoni primeri bolezni, kot se je
zgodilo npr. v Franciji in Italiji (10, 11).

Da bi irjenju tigrastega komarja lahko sle-
dili, bi v Sloveniji nujno potrebovali drzavni
sistem za spremljanje populacije komarjev, ne
samo tigrastih, temvec tudi drugih vrst. Ome-
nimo naj samo nekaj izmed invazivnih vrst
komarjev, katerih pojavljanje in Sirjenje je bilo
zabeleZeno v zadnjih letih v Evropi: Aedes

aegypti, Aedes japonicus, Aedes atropalpus,
Aedes koreicus (24). Tudi nekateri izmed teh
komarjev so pomembni prenasalci bolezni.
Z drzavnim sistemom nadzora bi tako dobi-
li informacije o pojavu novih vrst Ze takoj na
tocki njihovega vnosa (npr. pri uvozniku rab-
ljenih pnevmatik), s ¢cimer bi lahko ucinko-
vito preprecili njegovo nadaljnje Sirjenje.
Zaradi nezadostnih virov financiranja
oziroma nezainteresiranosti pristojnih orga-
nov za to problematiko monitoring na drzavni
ravni Zal Se ni urejen. V Sloveniji sicer lokal-
ni zavodi za zdravstveno varstvo in obcine
nekaj sredstev namenijo preucevanju tigra-
stega komarja in izobraZevanju javnosti, ven-
dar pa to ni dovolj. Spremljanja populacije se
je treba lotiti nacrtno in slediti evropskim
smernicam, kjer skoraj v vseh drzavah poteka-
jo aktivnosti spremljanja in nadzora komarjev.
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Primeri uvoZene mrzlice denga med
slovenskimi gradbenimi delavci v Mombaju

Cases of Imported Dengue Fever among Slovenian
Construction Workers in Mumbai

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: virus denga, klasicha mrzlica dengo, hemoragina mrzlica denga,/denga s Sok sindromorm, bicitopeniia, repelenti,
komarji

V prispevku bomo prikazali primer uvoZene mrzlice denga pri slovenskih delavcih, ki so zaca-
sno bivali in delali v gradbenistvu v indijskem mestu Mombaj, od avgusta do septembra 2011.
Vecina delavcev je zbolela pribliZzno en mesec po prihodu v Indijjo, kjer je bilo deZevno obdob-
je, za katero je znacilno veliko komarjev. Kljub zasciti z repelenti in mreZami so delavce pikali
komarji. Sest od osmih delavcev je zbolelo z znacilno klini¢no sliko klasi¢ne mrzlice denga,
nihée ni razvil denga Sok sindroma. Pri klini¢nih znakih so bili najpogostejsi vrocina, boledi-
ne v sklepih in miSicah, glavobol ter srbec¢ izpuscaj. V laboratorijskih izvidih je imela vecina
bolnikov bicitopenijo ter blago hepatopatijo. Pri vseh smo s seroloskimi metodami dokazali
protitelesa proti virusu denga. Pri §tirih smo v akutnem serumu dodatno dokazali tudi viru-
sno RNA ter pri petih virusni antigen NS1. Trije bolniki so po prihodu v Slovenijo potrebovali
bolni$ni¢no zdravljenje, medtem ko so bili ostali obravnavani le ambulantno. Terapija je bila
simptomatska. Pri vseh je prislo do klini¢nega in laboratorijskega izbolj$anja brez posledic.

ABSTRACT

KEY WORDS: dengue virus, Aedes mosquitoes, classical dengue fever, dengue hemorrhagic fever /dengue shock syndrome, bicytopenia,
repellents

In this article, cases of imported dengue fever among Slovenian workers working and living
at the construction site in Mumbai, India, from August to September 2011, are presented. The
majority of the workers fell ill one month after the arrival to India where it was the rainy sea-
son with many mosquitoes present in the region. Despite using repellents and nets, they repor-
ted mosquito bites. Six out of eight workers fell ill with signs and symptoms of classical dengue
fever. None of them suffered from the dengue shock syndrome or had biphasic febrile course
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of the disease. Most of the patients had fever, muscle and joint pains, headaches and itchy
rashes. Laboratory analysis showed bicytopenia and mildly elevated transaminases. The den-
gue infection was serologically confirmed in all patients. In four patients, the infection was
additionally confirmed by the presence of viral RNA in acute samples and in five patients
the dengue NS1 antigen was detected. Three patients were hospitalized, others were trea-
ted as outpatients. The therapy was symptomatic. All the patients recovered completely wit-
hout suffering any consequences and all the laboratory tests reached normal values.

uvobD

Mrzlica denga je akutna infekcijska bolezen,
ki jo prenasajo komarji. Bolezen je pogosta
v tropskih in subtropskih drZavah (predvsem
na gosto naseljenih podrodjih), kjer so pod-
nebne razmere ugodne za razmnoZevanje
komarjev (1, 2). OkuZba z virusom denga lah-
ko povzrodi razli¢ne oblike bolezni: od asimp-
tomatske do blage klasi¢ne mrzlice denga, do
teZjih oblik, kot sta denga hemoragi¢na mrz-
lica ter denga s sindromom $oka (angl. den-
gue hemorragic fever / dengue shock syndrome,
DHEF/DSS) (3, 4). Bolniki, ki se prvi¢ okuZijo
z virusom, bolezen prebolijo brez znacilnih
klini¢nih znakov ali zbolijo s klasi¢no mrzli-
co denga, ki je blaga oblika bolezni. Znacilni
znaki klasi¢ne mrzlice denga so: vrocina, gla-
vobol, retroorbitalna bolecina, bolecine v skle-
pih, izpuscaj, prebavne teZzave, respiratorni
simptomi (3, 5). Osebe, ki so Ze bile izpostav-
ljene virusu, pa lahko razvijejo teZjo obliko
bolezni (4, 6). Za teZjo obliko okuZbe z viru-
som denga redko zbolijo odrasle osebe (4).
V Indiji je $tevilo okuZb z virusom denga
povezano s koli¢ino padavin, ki je najvedja
v monsunskem (od junija do septembra) in
pomonsunskem obdobju (4, 7). Svetovna
zdravstvena organizacija (SZO) je Ze leta 1975
objavila klasifikacijo okuZbe z virusom den-
ga, ki je bila ponovno ocenjena leta 1997 in
leta 2009. Po zadnji klasifikaciji se simptomat-
ske okuZbe z virusom denga delijo na mrzlico
denga brez opozorilnih znakov oz. z njimi ter
na tezko dengo (slika 1) (3). Diagnozo okuzbe
z virusom denga postavimo v glavnem klinicno
in jo potrdimo z mikrobioloskimi preiskavami.

EPIDEMIOLOGIJA

Virus denga sodi v rod Flavivirus, druzina Fla-
viviridae (8). V naravi se virus ohranja s kro-

Zenjem med komarji in opicami. Glavni pre-
nasalci virusa denga so komarji vrste Aedes
aegypti in Aedes albopictus, ki se razmnozu-
jejo v stojecih rezervoarjih vode (8). Poleg
naravnega kroga lahko virus denga krozi tudi
v urbanem okolju, in sicer med komarji in
ljudmi. OkuZena oseba je obi¢ajno viremi¢na
2-8 dni, kar omogoca ucinkovit prenos viru-
sa. Glavni prenasalec je komar vrste A. aegyp-
ti, ki se hrani ve¢inoma podnevi, vrhunec
hranjenja je zgodaj zjutraj in zvecer in tako
vzdrzuje kroZenje virusa v urbanem okolju
(2, 9). Drugi prenasalec, A. albopictus oziro-
ma tigrasti komar, je razsirjen predvsem v Azi-
ji. To je zelo invazivna vrsta komarja, ki se je
razdirila tudi v Ameriko in Evropo ter se dobro
prilagodila na tamkaj$nja podnebja (2). Bole-
zen je endemicna v Afriki, obeh Amerikah,
v delih Srednjega Vzhoda, Aziji in Zahodnem
Pacifiku (9). Poznamo Stiri tipe virusa den-
ge (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4), ki
po preboleli bolezni puscajo za virusni tip spe-
cifiéno imunost. To pomeni, da okuzba z enim
tipom virusa denga zagotovi doZivljenjsko
imunost proti temu tipu in le nekajmesecno
navzkriZno imunost proti ostalim trem tipom
virusa (8). V jugovzhodni Aziji so endemic-
ni vsi §tirje virusni tipi in vecina prebivalstva
se z njimi okuZi Ze v otro$tvu (1, 2). V zadnjih
desetletjih se je pogostost okuzb z virusom
denga v svetu bistveno povecala. Po oceni SZO
se vsako leto z virusom denga v svetu okuZzi
50-100 milijonov ljudi. V Sloveniji je prijava
okuzbe z virusom denga zakonsko obvezna
(Zakon o nalezljivih boleznih, Uradni list
Republike Slovenije, §t. 33/2006, precisceno
besedilo). Od leta 2001 do 2012 so na Insti-
tutu za varovanje zdravja Republike Sloveni-
je (IVZ) zabelezili 30 prijav (10).
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Simptomatska okuzba z virusom denga

Denga z/brez opozorilnih znakov | |

Opozorilni znaki |

| Tezka oblika bolezni |

o jivlienje ali potovanie

na endemino podrotje
Vrotina in 2 znaka od naslednjih
© bruhanie, slabost

© pozitiven Tourniquetov test

© pozitivna serologija
ali

© pojavnost na isti lokaciji
in v istem ¢asu kot drugi
porieni primeri denge

© holetine v trebuhu

© perzistentno bruhanje

© povecana jetra > 2 m

o klinicno kopiceje tekocine

© katerikoli opozorilni znak © nemir
® izpustaj o krvavitve iz sluznic
© holecine

© |aboratorij: so¢asno zvianje
hematokrita in pojav
in trombocitopenije

Katerikoli od nastetih:

© huda krvavitev

© huda okvara organov

* izguba znotrajzilnega
volumna, ki vodi do Soka
ali dihalne odpovedi

Slika 1. Klasifikacija denge po SZ0 (2009), prirejena po Srikiatkhachomu (3). SZ0 — Svetovna zdravstvena organizacija.

KLINICNA SLIKA

Okuzba z virusom denga lahko poteka brez
klini¢nih znakov ali kot klasi¢na mrzlica denga
oziroma pri teZjih oblikah bolezni kot den-
ga hemoragi¢na mrzlica in denga s sindro-
mom $oka. Inkubacijska doba je v povpredju
4-7dni (11). Po definiciji SZO ima bolnik
s klasi¢no mrzlico denga vrocino, bival ali
potoval je na endemi¢nem podrocju in ima
vsaj dve od naslednjih tezav: slabost ali
bruhanje, izpuscaj, kostno-misicne bolecine,
pozitiven Tourniquetov test ali enega od opo-
zorilnih znakov (slika 1) (12). Potek bolezni
je lahko dvofazen zaradi dvofaznega poteka
vrocine (1). Izpuscaj je prisoten v 50 % in je
pogostejsi pri primarni okuzbi z virusom den-
ga (5). Pogosto srbe¢ izpuscaj je makulozen
ali makulopapulozen in generaliziran, se
obicajno pojavi po padcu vrocine ter traja
2—4dni (11). Simptomi trajajo v povpreéju
2-7dni (2).

KLINICNI PRIMER

V predstavljenem primeru so bile vse osebe
s potrjeno boleznijo moski povprecne staro-
sti 37 let (starostni interval: 25-46let). Delav-
ci so prispeli v Indijo na zacetku avgusta ter

na zacetku septembra priceli z gradbenimi
deli. Pred pricetkom gradbenih del so §li dva-
krat na izlet v narodni park. Higienske razme-
re na gradbi$c¢u so bile slabe. Okrog gradbisca
je bilo mocvirje, prav tako je bilo na gradbis¢u
veliko stojece vode in komarjev. Mesec dni pred
odhodom v Indijo so se vsi cepili proti hepa-
titisu A in B, tifusu in tetanusu ter prejeli na-
vodila za za$¢ito pred piki ZuZelk na obmoc¢nem
Zavodu za zdravstveni varstvo. Antimalari¢nih
zdravil niso prejemali. V ¢asu bivanja v tujini
so0 po nasvetu epidemiologke sluZbe uporab-
Jjali repelente z najmanj 30-odstotno koncen-
tracijo N,N-dietil-meta-toluamida (DEET),
ki so jih prinesli iz Slovenije (13). Ko jim je
teh zmanjkalo, so uporabljali repelente z nez-
nano koncentracijo DEET, kupljene v Indiji.

Prvi delavec je zbolel pet dni po zacetku
gradbenih del, zadnji pa 10 dni kasneje. V pov-
predju so prisli na pregled po Sestih dneh
bolezni (4-14 dni). Sest od osmih okuZenih
oseb je bilo simptomatskih. Trije bolniki so
bili zdravljeni bolni$ni¢no, a je bolezen pri
vseh potekala brez zapletov. Ostali bolniki so
bili obravnavani le ambulantno. Vsi oboleli
so imeli znake klasi¢ne mrzlice denga. Nihce
od bolnikov ni razvil dvofaznega poteka bolez-
ni. Najpogostejsi znaki so bili: vro¢ina, mrz-
lica, glavobol, utrujenost, artralgije, prebavne
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Tabela 1. Kiinicii znaki/simptomi in laboratoriiski izvidi. Poz. — pozitivno, neg. — negativno, EIA — encimski imunski test (angl. enzyme
immunoassay), RI-PCR — obratna transkripcija in verizna reakcija s polimerazo (angl. reverse transcriptase-polymerase chain reaction),

ND — preiskave niso opravili, / — ni podatka.

Bolnik 1 2 3 4 5 6 7 8
Inaki
Zufetek klinifnih Zna kov p{ed brez znakov 4 7 5 14 7 4 brez znakov
obiskom v bolninici (dnevi)
Bolnisnicno zdravljene ne da ne da ne da ne ne
Starost v lefih 36 46 44 26 42 4 25 37
Mialgiie / ne da da da ne ne /
Arfralgije / da da da da ne da /
Glovobol / da da da ne da da /
Retroorbitalna boletina / ne ne da ne ne ne /
Mrzlica / da da da da da da /
Virodina / da da da da da da /
Utrujenost / da da da da ne da /
Inaki prebavil
(slabost, bruhanie, driska) / to d e to to e /
Izpustaj / do do da da da da /
Hemoragicne manisfestaciie da, da,
(melena, pefehije, hematemeza, / petehije / petehije / / / /
epistaksa, purpura, hemoptize) (usta) (noge, usta)
Pordevanie obraza / da da da ne ne ne /
Respiratorna simptomatika / da ne da ne ne ne /
Laboratorijski izvidi
Levkopenijo ne da da do ne ne ne da
Trombocitopenija ne da ne da ne ne ne do
Ivisane fransaminaze da da da da da da ne do
|E|¢V\_anDdng(g lgMpoz.  IgMpoz.  lIgMpoz.  lIgMpoz.  IgMpoz.  lgMpoz.  IgMneg.  IgM poz.
Sgerum ukgtne fuze lg6poz.  lgGneg.  lgGpoz.  lgGpoz.  Ig6neg.  IgGpoz.  IgGneg.  lgG poz.
EIA—Denga NS antigen
Serum okotne faze poz. poz. poz. poz. poz. neg. neg. neg.
IEg;lfo\_anDdergg ND lgMpoz.  IgMpoz.  IgMneg.  IgM poz. ND lgMpoz.  IgM poz.
Konvalescentni serum 1gG poz. lg6 poz.  IgGpoz. g6 poz. lg6 neg. g6 poz.
RT-PCR
Serum akutne faze poz. poz. neg. neg. poz. poz. neg. neg.
tezave in makulozen, srbe¢ izpuscaj. Manj DIAGNOSTIKA

pogosto so imeli respiratorne teZave, retroor-
bitalne bolec¢ine in petehije. Noben bolnik ni
imel vnetja Zrela, konjunktivitisa ali povecanih
jeter, samo en bolnik je imel povecane podroc-
ne bezgavke. Nih¢e ni imel nevroloskih zna-
kov. V povpredju so teZave trajale osem dni
(7-10 dni). Sedem bolnikov je imelo povisa-
ne transaminaze, $tirje so razvili levkopeni-
jo in trije trombocitopenijo (tabela 1).

Diagnoza okuzbe z virusom denga temelji
v glavnem na klini¢ni sliki, potrdimo jo z mi-
krobioloskimi preiskavami. Ob tem nam
pomagajo tudi laboratorijski izvidi krvi, saj so
v krvi pogosto prisotni levkopenija, trombo-
citopenija ter blago poviSane transaminaze
(14-18). Na endemicnih podro¢jih uporablja-
jo enostaven in hiter Tourniquetov test, ki ga



MED RAZGL 2012; 51: SUPPL 6

pri nasih bolnikih v Indiji niso opravili (19).
Ob prihodu v bolni$nico smo bolnikom odvze-
li kri za osnovne laboratorijske teste in mikro-
bioloske preiskave na virus denga, hepatitis B
in C, malarijo (krvni razmaz in gosta kaplja),
virus humane imunske pomanjkljivosti
(angl. human immunodeficiency virus, HIV),
virus chikungunya, citomegalovirus in virus
Eppstein-Barr. Za dokaz specifi¢nih protite-
les proti virusu denga smo uporabili encim-
ski imunski test (angl. enzyme immunoassay,
EIA), s katerim smo v serumu akutne faze
dokazali specifi¢na protitelesa razreda IgM pri
petih od Sestih simptomatskih bolnikov in spe-
cifi¢na protitelesa razreda IgG pri dveh bol-
nikih (tabela 1). Pri §tirih od Sestih bolnikov
smo z encimskoimunsko metodo dokazali
tudi virusni antigen NS1. Specifi¢na protite-
lesa razreda IgM in IgG smo dokazali tudi pri
dveh bolnikih, ki nista kazala klini¢nih zna-
kov okuzbe. Pri enem smo dokazali tudi viru-
sni antigen NS1. V serumu, odvzetem v fazi
okrevanja, smo dokazali specifi¢na protitelesa
IgM in IgG pri petih od Sestih bolnikov z mrzli-
co denga. V serumu akutne faze smo z obratno
transkripcijo in verizZno reakcijo s polimera-
zo (angl. reverse transcriptase-polymerase chain
reaction, RT-PCR) v realnem casu dokazali viru-
sno RNA pri §tirih od osmih bolnikov. Z dolo-
Canjem nukleotidnega zaporedja virusa denga
smo dokazali, da so se bolniki okuZili z viru-
snim tipom 3.

ZDRAVLIJENJE

Zdravljenje mrzlice denga je simptomatsko.
Bolniki, ki so bili bolni$ni¢no zdravljeni na
nasem oddelku, so potrebovali analgetike ozi-
roma antipiretike ter antihistaminike zaradi
srbeCega izpu$caja. Bolniki niso prejemali
aspirina ali nesteroidnih antirevmatikov zara-
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nih zdravil. Zaradi levkopenije in tromboci-
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jetrne teste zaradi poviSanih vrednosti le-teh.
Vsi bolniki so ozdraveli brez posledic.
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ga sicer ni endemicen, vendar so delali v sla-
bih higienskih razmerah in v monsunskem
obdobju, ki je ugoden za razmnoZevanje ko-
marjev. Glede na zacetek bolezni pri delav-
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Cepivo ali zdravilo proti dengi ne obsta-
ja, vendar lahko nadzorujemo ali preprecu-
jemo prenos virusa z zas¢itnimi ukrepi proti
komarjem. Ukrepi so usmerjeni primarno na
primerno odstranjevanje odpadkov, pokriva-
nje ter ¢isCenje domacih rezervoarjev vode.
Drugi del ukrepov temelji na zasciti ¢loveka
pred piki komarjev s primernimi obladili,
repelenti ter z za$citnimi mrezami (2).
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Prenos humane granulocitne
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Human Granulocytic Anaplasmosis Transmitted by Blood Transfusion

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: humana granulocitna anaplazmoza, hud potek, transfuziia krvi

Humana granulocitna anaplazmoza je zoonoza, ki jo povzroc¢a Anaplasma phagocytophilum.
Najpogostejsi vir okuzbe so klopi. Bolezen navadno poteka kot blago, akutno vrocinsko stanje.
Tezji potek je redek. Najpogosteje gre za samoomejujoco bolezen, ki ne potrebuje antibiotic-
nega zdravljenja. V primeru teZje oblike je potrebno zdravljenje z doksiciklinom. Redki, vendar
mozni, so tudi nekateri drugi nacini prenosa, kot je prenos preko posteljice ali z okuZeno krvjo.
Pri 36-letni porodnici, pri kateri je prislo do hudega poteka anaplazmoze, smo z opravljenimi
preiskavami potrdili s transfuzijo preneseno okuzbo. Z retrogradnimi preiskavami smo nato
dokazali $e okuzbo pri krvodajalcu. Gre za prvi primer s transfuzijo prenesene humane granu-
locitne anaplazmoze v Evropi z dokazom bolezni tudi pri krvodajalcu, ki je daroval okuZeno kri.

ABSTRACT

KEY WORDS: human granulocytic anaplasmosis, severe form, blood fransfusion

Human granulocytic anaplasmosis is an emerging tick-borne infection. Its clinical manifesta-
tions range from mild or self-limiting to severe or, in rare instances, fatal diseases. Rare exam-
ples of non-tick transmission of human granulocytic anaplasmosis exist in literature and include
direct exposure to deer blood, transfusion, and transplacental transmission. The case descri-
bed in this report provides reliable evidence that Anaplasma phagocytophilum infection in
this patient was acquired through blood transfusion. Although a previous case of transfusion-tran-
smitted anaplasmosis was reported, this is the first report in which a definitive case of human
granulocytic anaplasmosis was confirmed in a blood transfusion recipient as well as in the donor.
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Humana granulocitna anaplazmoza (HGA) -
v preteklosti znana kot humana granulocit-
na erlihioza — je s klopi prenosljiva zoonoza,
ki jo povzrocCa obvezna znotrajcelicna po
Gramu negativna bakterija Anaplasma pha-
gocytophilum. HGA so prvi¢ odkrili leta 1994
v severnem predelu ZdruZenih drzav Ameri-
ke (ZDA), prvi primer v Evropi so dokazali
leta 1996 v Sloveniji (1, 2). V ZDA sta najpo-
membnejsa prenasalca povzrocitelja Ixodes
scapularis v severnih zveznih drzavah in
Ixodes pacificus v zveznih drZavah ob Tihem
oceanu (3, 4). V Evropi povzroditelja prenasa
gozdni klop (Ixodes ricinus) (5).

Serolosko-epidemioloske Studije kazejo,
da je Stevilo okuzb s HGA podcenjeno (6).
Vecina okuZb je posledica vboda klopa na
endemskem podro¢ju. Opisani so tudi posa-
mezni primeri prenosa okuZbe preko poste-
ljice oziroma ob porodu in ob stiku z okuZeno
krvjo (7-10).

Potek bolezni v Evropi in v ZDA je podo-
ben, vendar ima po sedanjih podatkih evrop-
ska oblika nekoliko blazji potek. Med evrop-
skimi bolniki s potrjeno HGA je prizadetost
pljuc redka in opisov bolezni s tezZjim pote-
kom, odpovedjo dihanja in potrebo po mehan-
skem predihavanju v literaturi ne zasledimo
(11-13). Opisan primer predstavlja bolnico
s hudo potekajoco HGA, ki je bila zaradi dihal-
ne odpovedi zdravljena na oddelku za inten-
zivno zdravljenje in mehansko predihavana.
OkuZba je bila posledica transfuzije okuZene
krvi. Poleg zanesljivo dokazane HGA pri
porodnici je bila HGA nedvoumno dokazana
tudi pri krvodajalcu.

PRIKAZ PRIMERA

Na Ginekologko kliniko Univerzitetnega klini¢-
nega centra v Ljubljani so 26. avgusta spre-
jeli 36-letno nosecnico v 29. tednu nosecnosti.
V podroc¢ni bolni$nici so ugotovili preeklamp-
sijo in znotrajmaterni¢ni zastoj rasti ploda
ter se zaradi spontanega splava v preteklosti
odlogili za bolni$ni¢no spremljanje. Ob profi-
lakticnem odmerku cefamezina je bil 15. sep-
tembra napravljen elektivni porod s carskim
rezom. Nekaj ur po posegu so se pojavili simp-
tomi in znaki hemoragi¢nega Soka. Naprav-
ljena je bila ultrazvo¢na preiskava trebuha,

ki je pokazala prosto tekocino v trebusni vot-
lini, zaradi katere so se odlo¢ili za kirursko
revizijo z vstavitvijo hemostatskih $ivov. Ob
tem je bolnica prejela Sest enot koncentrira-
nih eritrocitov ter dve enoti sveZe zamrznje-
ne plazme. Krvni pripravki, ki so jih zbrali na
Zavodu Republike Slovenije za transfuzijsko
medicino v Ljubljani (ZTM), so izvirali od
Sestih krvodajalcev.

Nadaljnji potek zdravljenja je bil do 23. sep-
tembra, z izjemo bolecine v ledvenem prede-
lu hrbtenice, brez posebnosti. Stiriindvajse-
tega septembra je imela bolnica kratkotrajno
povisano telesno temperaturo brez drugih
spremljajocih simptomov. V laboratorijskih
izvidih so zabeleZili poviSano koncentracijo
C-reaktivnega proteina, prokalcitonina, serum-
skih aminotransferaz, bilirubina in haptoglo-
bina (tabela 1). Zaradi suma na bakterijsko
okuzbo je bila v skladu s slovenskimi nacional-
nimi smernicami uvedena antibioti¢na tera-
pija z amoksicilinom s klavulansko kislino, ki
jo je bolnica prejemala v peroralni obliki, saj
je parenteralno terapijo zavrnila. Ker je ime-
la po treh dneh antibioti¢nega zdravljenja Se
vedno povisano telesno temperaturo, je bila
antibioti¢na terapija zamenjana za gentami-
cin in metronidazol. Istega dne je bil na pre-
gledni rentgenski sliki pljuc viden blag inter-
sticijski edem, ultrazvoc¢na preiskava trebuha
je pokazala difuzno okvaro jeter. V trebusni
steni ob tem ni bilo videti hematoma ali abs-
cesa. Na vaginalnem ultrazvoku je bila vidna
normalna maternica z debelino endometri-
ja 20 mm brez znakov zaostanka tkiva poste-
Jjice in brez znakov vnetja miometrija. Ker se
je njeno stanje slabsalo, je bila premescena
na oddelek za intenzivno zdravljenje Klinike
za infekcijske bolezni in vrocinska stanja Uni-
verzitetnega klini¢nega centra v Ljubljani.

Ob sprejemu je bila tahipnoi¢na (30-40 vdi-
hov/min) brez hipoksije, tahikardna (120 utri-
pov/min), febrilna (37,8 °C) in hipotenzivna
(90/60 mmHg). Opravili smo rutinske preiska-
ve krvi in urina, katerih rezultati so prikazani
v tabeli 1. Ker ob predhodnem antibioticnem
zdravljenju ni prilo do izbolj$anja, smo ponov-
no menjali protimikrobna zdravila. Dobila je
imipenem, azitromicin in vankomicin. Odvze-
1li smo ustrezne mikrobioloske kuZnine, ki so
bile z izjemo protiteles razreda IgM na Myco-
plasmo pneumoniae negativne oziroma sterilne.
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Z racunalnisko tomografijo plju¢ smo doka-
zali infiltrat v desnem spodnjem pljuénem
reznju brez znakov za plju¢no embolijo.

Ob podatku hude preeklampsije in zno-
trajmaterni¢nega zastoja rasti ploda smo
posumili na katastrofalni antifosfolipidni sin-
drom in 29. septembra uvedli kortikosteroide,
humane imunoglobuline in nizkomolekularni
heparin (NMH). Opravili smo potrebne pre-
iskave za potrditev delovne diagnoze. Z izjemo
protiteles IgA proti B2-glikoproteinu so bili
izvidi ostalih preiskav negativni.

Ob vztrajanju poviSane telesne tempera-
ture, poslabsanju laboratorijskih izvidov (ta-
bela 1) in dokazu na vankomicin odpornega
enterokoka v blatu smo predhodno antibio-
ti¢no terapijo z izjemo azitromicina ukinili in
uvedli piperacilin s tazobaktamom ter dap-
tomicin. Klini¢ni znaki, laboratorijski izvidi,
napredujoca dihalna stiska in rentgenska
slika pljuc so bili skladni s sindromom dihal-
ne stiske pri odraslih (angl. adult respiratory
distress syndrome, ARDS), ki pa ga vzro¢no
nismo uspeli pojasniti. Ker je vztrajala trom-
bocitopenija, smo opravili biopsijo kostnega
mozga, ki je pokazal le reaktivne spremem-
be. Osmi dan bolezni smo zaradi pozitivne-
ga B-D-glukana (464 pg/ml) in izolacije glive
Candida albicans iz izmecka uvedli kaspofun-
gin. Istega dne smo nato zaradi neucinkovi-
te dotedanje terapije, nadaljnjega slabsanja,
blage hepatopatije in trombocitopenije pomi-
slili na moZno okuzbo z A. phagocytophilum
ter ostalim protimikrobnim zdravilom dodali
$e doksiciklin.

Ko so v rutinskem krvnem razmazu 2. okto-
bra v granulocitih opazili bazofilne inkluzi-
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je, ki so skladne z diagnozo HGA, smo opra-
vili urgentno preiskavo ugotavljanja DNA bak-
terije A. phagocytophilum z metodo veriZne
reakcije s polimerazo (angl. polymerase chain
reaction, PCR) iz polne krvi. Prav tako smo
opravili mikroskopski pregled polne krvi,
s katerim smo Zeleli dokazati morule oziro-
ma skupke bakterij v citoplazmi granulocitov.
Obe preiskavi sta bili pozitivni (slika 1A, B).
Ob tem pa z metodo posredne imunofluores-
cence (angl. indirect immunofluorescence assay,
IFA) specifi¢nih protiteles razreda IgG proti
A. phagocytophilum nismo dokazali. Ob kon-
trolnem pregledu kostnega mozga smo Se
vedno opazili znacilne morule ter v vzorcu
kostnega mozga dokazali DNA A. phagocyto-
philum z metodo PCR, ki kodira 16S rRNA (sli-
ka 1C). Prisotnost DNA bakterije A. phagocy-
tophilum smo v pozitivnih vzorcih dodatno
potrdili s PCR, ki kodira operon groESL in z ne-
posrednim sekvenciranjem produktov PCR.
Ker se je dihalna stiska poglabljala, je bila
potrebna intubacija in prehodno mehansko
predihavanje. V naslednjih dneh smo opazali
klini¢no in laboratorijsko izbolj$anje in bol-
nica je bila 6. oktobra ekstubirana. Opravili
smo vec zaporednih testiranj na A. phagocy-
tophilum in rezultati so predstavljeni v tabe-
li 2. Bolnica je bila 13. oktobra odpuscena in
ob kontrolnem pregledu ni imela tezav.
Bolnica je vbod klopa zanikala, saj je bila
pred sprejemom v bolnidnico nekaj tednov
samo doma in ni hodila v naravo. Postavljen
je bil sum, da je izvor okuzbe lahko transfuzija
krvi po operaciji. Opravili smo dodatna testi-
ranja krvi bolnice in krvi krvodajalcev. Bol-
nici so 16. septembra pred transfuzijo krvi

o

L'....

Slika 1. A, B. Po metodi Giemsa barvani vzorci periferne krvi (povecava x1000). C. Po metodi Giemsa barvan
kostni mozeg (povecava x1000). S puscicami so oznacene morule.
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odvzeli kri za navzkrizno testiranje. Vzorec
smo naknadno testirali z metodo IFA za dokaz
specifi¢nih protiteles proti A. phagocytophi-
Ium kakor tudi z metodo PCR za dokaz DNA
bakterije. Obe preiskavi sta bili iz omenjene-
ga vzorca negativni. Testirali smo tudi zamrz-
njene vzorce plazme vseh Sestih darovalcev,
ki so bili shranjeni na ZTM (tabela 2).

Pri darovalcu $tevilka 6, kjer smo doka-
zali specifi¢na protitelesa razreda IgG in tudi
DNA bakterije A. phagocytophilum, smo opra-
vili klini¢ni pregled in intervju. Bil je 42-letni
moski, redni krvodajalec z za HGA endem-
skega podroc¢ja Slovenije. Kri, ki jo je daroval
7. septembra, je v obliki koncentriranih eri-
trocitov prejela nasa bolnica. Sam je povedal,
da je imel v drugi polovici avgusta prehod-
no vrocino (39 °C) z boled¢inami v miSicah in
sklepih. TeZave so v nekaj dneh spontano
minile in osebnega zdravnika takrat ni obi-
skal. Zadnji vbod klopa, ki se ga je spomnil,
je imel 20. julija, vendar se je tudi kasneje red-
no gibal v naravi. Vsi dosegljivi vzorci so bili
testirani in so predstavljeni v tabeli 2.

ZAKLJUCEK

Akutna okuzba z A. phagocytophilum lah-
ko poteka brez simptomov ali z neznacilno in
kratkotrajno vro¢ino. Hude oblike bolezni so
redke. V ameriskem okolju opisujejo obcasno
prizadetost dihal. Kaselj se pojavlja pri 19 %
bolnikov, plju¢nica ali ARDS pa samo pri
1% (14). Izmed dokazanih okuzb v Evropi je
po znanih podatkih prizadetost dihal zelo red-
ka in teZjih oblik z odpovedjo dihanja v litera-
turi ni zaslediti (11-13). Smrtnost HGA je
niZja od 1% in je v veliki meri povezana s sta-
rostjo, kroni¢nimi boleznimi in zdravili, ki
oslabijo imunost (14).

Okrnjena imunost, ki lahko spremlja no-
secnost, bi bila moZen povod za teZjo obliko
bolezni. Vendar Dhand in sodelavci opazajo,
da ima HGA v nosecnosti relativno blag potek
in ni povezana s hudimi zapleti (15). Zaklju-
ek je, da tezji potek bolezni pri nasi bolnici
verjetno ni povezan s samo nosecnostjo, ki je
bila ne nazadnje prekinjena s carskim rezom
pred pojavom prvih simptomov. Tezji potek
okuZbe povezujemo predvsem z relativno
dolgim ¢asom od zacetka prvih simptomov do
diagnoze in uvedbe ustreznega protimikrob-

nega zdravila. Nejasno pa ostaja vprasanje,
kako sta na potek bolezni vplivala kratkotraj-
no zdravljenje s kortikosteroidi in bakterijsko
breme v prejeti transfuziji krvi. Po uvedbi dok-
siciklina se je njeno stanje zelo hitro izboljsa-
lo in Cetrti dan je bila ekstubirana. Ker so bili
izvidi vseh pomembnih mikrobiologkih testov,
zizjemo testov na A. phagocytophilum, nega-
tivni, je moZnost drugih, tudi bolni§ni¢nih
okuZb manj verjetna.

Vedina primerov HGA je posledica vbo-
da klopa iz rodu Ixodes. Vendar med drugim
v literaturi najdemo posamezne opise preno-
sa A. phagocytophilum preko posteljice oziro-
ma ob porodu ali preko okuzene krvi (7-10).
Med akutno okuzbo najdemo bakterije namre¢
v neposrednem razmazu periferne krvi, kar
bi lahko predstavljalo medij za prenos okuzbe.
Bakken in sodelavci so opisali nekaj prime-
rov HGA pri mesarjih, ki so bili pred okuzbo
poklicno izpostavljeni ve¢jim koli¢inam sve-
Zega jelenjega mesa (16). Predpostavlja se, da
so se okuZili preko stika Zivalske krvi s ¢cloves-
kimi ranami. Bolj prepricljiv je primer bolni-
$ni¢nega prenosa HGA, ki je povezan s tesnim
stikom s krvjo bolnika, ki je preboleval akutno
vrocinsko obolenje s krvavitvijo in je kasneje
tudi umrl. HGA so dokazali pri devetih bol-
nikih, ki so bili z njim v tesnem stiku, ne pa
tudi pri izvornem bolniku. Tudi prenos okuz-
be s klopom ni bil nedvoumno izkljuéen (7).
Povzrocitelj HGA ostane viabilen pri 4 °C do
18 dni, kar omogoca prenos s transfuzijo
krvi (17). Kemperman in sodelavci so opisali
verjeten prenos A. phagocytophilum s trans-
fuzijo krvi, vendar za razliko od nasega pri-
mera okuZba pri bolniku pred transfuzijo ni
bila zanesljivo izklju¢ena (9). Podoben primer
z enakimi pomisleki so objavili tudi Alhumai-
dan in sodelavci (10). V krvi bolnice, ki je bila
odvzeta na dan poroda za navzkriZne teste
pred predvideno transfuzijo krvi, nismo odkri-
li protiteles ali genoma A. phagocytophilum.
Ker bolnica ni zapustila hi$e nekaj tednov pred
sprejemom v bolni$nico, je prenos s transfu-
zijo edini verjeten nacin okuzbe. Ob tem je
to tudi edini primer, pri katerem smo ned-
voumno potrdili akutno okuzbo pri daroval-
cu krvi. V vzorcu dajaléeve krvi, ki jo je prejela
bolnica, smo dokazali visok titer specifi¢nih
protiteles in DNA A. phagocytophilum, ob tem
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pa so bili vzorci prej$njih odvzemov (npr. maj
2010) negativni.

Povzrocitelja HGA najdemo v granuloci-
tih, kjer bakterije tvorijo skupke, imenovane
morule. Pri nasi bolnici smo dokazali moru-
le v periferni krvi in tudi v kostnem mozgu
(slika 1). Kljub temu da je bolnica prejela
transfuzijo koncentriranih eritrocitov z odstra-
njenimi levkociti, to ni preprecilo okuzbe.
Vzrok za to so lahko okuZeni granulociti, ki
so ostali v prejeti krvi, ali proste bakterije, ki
so se sprostile pri odvzemu in predelavi krvi.

Nepojasnjena ostaja serokonverzija pro-
titeles IgA proti 2-glikoproteinu. MoZna raz-
laga za to je transfuzija protiteles s humani-
mi imunoglobulini in prekomerna aktivacija
imunskega sistema med okuZbo. Z nadaljnji-
mi preiskavami smo namre¢ potrdili protite-
lesa proti B2-glikoproteinu v originalnem vzor-

cu humanih imunoglobulinov, ki jih je bolnica
prejela. Na drugi strani v literaturi najdemo
podatke, da tovrstna protitelesa nastajajo tudi
pri nekaterih okuzbah zaradi motenj v celi¢ni
in humoralni imunosti (18).

Glede na diagnosti¢ne kriterije ameriskega
Centra za prepreCevanje in obvladovanje bolez-
ni (angl. Centers for disease control and preven-
tion, CDC) lahko zanesljivo zakljuc¢imo, da je
bila HGA pri nasi bolnici in darovalcu krvi
nedvoumno dokazana (19). Prvi slovenski in
Sire evropski primer HGA, katere vir je bila
okuZena kri krvodajalca, potrjuje predhodne
primere iz ZDA in odkriva nove vzroke za vro-
¢ino s trombocitopenijo po transfuziji krvi.
Pregled krvi krvodajalcev z endemskih podro-
¢ij na genom A. phagocytophilum pa, glede na
majhno $tevilo bolnikov, z ekonomskega vidi-
ka verjetno ni upravicen.
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Pojavnost bakterij iz rodu Pasteurella
v klini¢nih vzorcih in prikaz primera

Pasteurella spp. in Clinical Specimens and a Case Report

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: Pasteurella, okuzbe ugriznih ran, sepsa, maka, pes

Bakterije iz rodu Pasteurella povzrocajo pri ljudeh najveckrat okuzbe ran po Zivalskih ugrizih
ali opraskaninah, redkeje okuzbe dihal, globljih tkiv, kosti in sklepov, zelo redko pa sistemske
okuzbe. Okuzbe dokazujemo z mikrobiolosko kulturo kuznin iz ran in prizadetih tkiv, pri sistem-
skih okuzbah pa iz telesnih tekocin. V prispevku prikazujemo kratek pregled znacilnosti bakte-
rije in opisanih okuzb, pregled pojavnosti bakterije v klini¢nih vzorcih v nasem laboratoriju
v zadnjih treh letih ter predstavljamo primer sepse, povzrocene z bakterijo iz rodu Pasteurella.

ABSTRACT

KEY WORDS: Pasteurella, bite wound infection, sepsis, cat, dog

Pasteurella spp. are the most frequent cause of wound infections in humans due to animal
bites or scratch wounds. Less frequent sites of infection include the respiratory tract, deep
tissues, bones, joints and, rarely, sterile body fluids. The diagnosis is established by exami-
ning the microbiological culture of wound and tissue specimens or body fluids in the case
of systemic disease. This article presents a short review of Pasteurella spp. infection with the
description of cases in our laboratory during the past three years as well as a case report of
Pasteurella spp. sepsis.
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uvobD

Bakterije iz rodu Pasteurella so po Gramu
negativni kokobacili, ki naseljujejo ustno vot-
lino in prebavila Stevilnih domacih in divjih
Zivali. Pri ljudeh povzrocajo vrsto okuzb, ki
so vecinoma posledica pasjih in macjih ugri-
zov ali opraskanin, moZne pa so tudi okuzbe
brez znanega stika z Zivalmi. Ve¢ina okuzb je
omejenih na koZo in mehka tkiva, kjer se raz-
vijejo celulitis in lokalizirani povrhnji koZni
abscesi. Drugo najpogostej$e mesto okuzbe so
dihala, bistveno manjsi deleZ pa predstavlja-
jo okuzbe globljih tkiv, sklepov ter sistemske
okuzbe (1-6).

ZNACILNOSTI BAKTERIJ
RODU PASTEURELLA

Taksonomija rodu Pasteurella iz druZine Pasteu-
rellaceae je v Casu od prvega opisa doZivela kar
nekaj sprememb, $e posebej z razvojem mole-
kularnih metod. Trenutno so bakterije takso-
nomsko razdeljene v dve skupini. V prvo sku-
pino, Pasteurella spp. sensu stricto, uvrs¢amo
vrste Pasteurella multocida s tremi podvrsta-
mi (P. multocida subsp. multocida, septica in
gallicida): Pasteurella canis, Pasteurella dagma-
tis in Pasteurella stomatis. V drugo skupino
uvr$¢amo Pasteurelli podobne vrste, ki so ge-
netsko bliZje rodovoma Haemophilus spp. in
Actinobacillus spp. Sem spadajo Pasteurella
pneumotropica, Pasteurella bettyae, Pasteu-
rella aerogenes in Pasteurella caballi (2, 3).
Bakterije iz rodu Pasteurella so majhni,
fakultativno anaerobni, glede katalaze in oksi-
daze pozitivni, po Gramu negativni kratki
bacili ali kokobacili. Obi¢ajno dobro zrastejo
ni agar). Fermentirajo glukozo in saharozo,
tvorijo indol ter reducirajo nitrate. Ob klasic-
nih mikrobioloskih in biokemi¢nih metodah
za identifikacijo navadno uporabljamo tudi
razline avtomatizirane sisteme, vendar so
se ti v ve€ primerih izkazali kot nezanesljivi
(2, 7, 8). Najbolj zanesljiva je identifikacija
z molekularnimi metodami (dolocanje nu-
kleotidnega zaporedja genov za 16S rDNA in
sodA), ki omogoca tudi identifikacijo do nivo-
ja podvrst P. multocida (1, 2, 7, 8). Chen s so-
delavci pa je v Studiji, kjer so iskali povezavo
med podvrstami P. multocida in klini¢no sli-
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ko, ugotovil tudi odli¢no korelacijo med zapo-
redjem 16S rDNA in biokemi¢nimi testi (tre-
haloza, sorbitol) za lo¢evanje med P. multocida
subsp. septica (trehaloza +, sorbitol variabi-
len) in P. multocida subsp. multocida (treha-
loza —, sorbitol +) (1).

Bakterije iz rodu Pasteurella so v sploSnem
obcutljive za penicilin, cefalosporine druge
in tretje generacije, tetracikline, kinolone
in trimetoprim-sulfametoksazol, pogosto pa
odporne proti cefalosporinom prve genera-
cije, makrolidom in amikacinu. Ostali amino-
glikozidi so zmerno ucinkoviti (2, 3). Opisani
so tudi redki primeri odpornosti proti penici-
linu, posredovane z betalaktamazo, ki jo nev-
tralizira klavulanska kislina (2).

EPIDEMIOLOSKE ZNACILNOSTI
IN PATOGENEZA

Bakterije iz rodu Pasteurella naseljujejo ust-
no-Zrelni prostor mack, psov, prasicev, glodav-
cev ter drugih domacih in divjih Zivali. Prvi
in dale¢ najpogostejsi tip okuzbe pri ljudeh
so zato okuzbe koZe in mehkih tkiv po ugri-
zih, opraskanjih ali lizanju odprtih ran (1-4).
Najvisja stopnja kolonizacije je pri mackah
(50-90 %), nekaj nizja pri psih (50-66 %) in
prasic¢ih (51 %) (9). To se odraza tudi v pogo-
stejsi osamitvi teh vrst iz macjih (50-75 %) kot
iz pasjih ugrizov (20-50%) (1, 3, 10, 11). Tudi
sicer se rane po macjih ugrizih okuZijo pogo-
steje (>50%) kot po pasjih (15-20%) zaradi
tanjs$ih macjih zob, ki povzrocajo vbodne
rane (3). Porazdelitev posameznih vrst rodu
Pasteurella je tudi nekoliko drugacna pri okuz-
bah po stiku s psom kot z macko. V multicen-
tricni Studiji 50 pasjih in 57 macjih ugrizov je
pri pasjih ugrizih prevladovala P. canis (26 %),
sledila je P. multocida subsp. multocida (12 %).
Ta je bila pri macjih ugrizih dale¢ na prvem
mestu s 54 %, drugo mesto pa je zasedala P. mul-
tocida subsp. septica z 28 % (9). Ostale vrste
so bile zastopane v manj kot 10 %. Podob-
ne ugotovitve navaja tudi Studija 146 okuzb
s Pasteurello priljudeh (87, povezanih z mac-
kami, in 55 s psi), kjer je bilo od 159 izolira-
nih sevov 95 identificiranih kot P. multocida
subsp. multocida, 21 kot P. multocida subsp.
septica in 28 kot P. canis (4).

Z bakterijo iz rodu Pasteurella se lahko
okuzimo tudi posredno, najverjetneje preko
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stika s predmeti, kontaminiranimi z Zivalsko
slino ali z vdihovanjem mikroorganizmov. Ve¢-
je tveganje za okuZzbo je opisano pri veterinar-
jih, Zivinorejcih, kmetih, lastnikih hi$nih
ljubljenckov, predvsem pri imunsko oslablje-
nih in kroni¢nih bolnikih. MoZna je tudi kolo-
nizacija dihalnih poti pri ljudeh, predvsem pri
tistih s kroni¢nimi boleznimi le-teh (kroni¢-
ni sinusitis, kroni¢na obstruktivna plju¢na
bolezen (KOPB), bronhiektazije), opisana pa
je tudi pri zdravih $tudentih veterine (1, 3).
Poleg okuzb koZe in mehkih tkiv se pri tem
nacinu okuzbe pojavljajo e okuZzbe kosti in
sklepov ter sistemske okuZbe, najpogosteje
pljucnica, kot posledica neposredne Siritve ali
hematogenega razsoja pa tudi sepsa, menin-
gitis, endokarditis, peritonitis (3). Sistemske
okuzbe in plju¢nico povzroca najveckrat P. mul-
tocida subsp. multocida, P. multocida subsp.
septica pa je bolj povezana z okuzbami ran,
imela pa naj bi tudi poseben tropizem za
osrednje Ziv€evije (4, 8). Tretjo skupino pred-
stavljajo okuZbe z bakterijo iz rodu Pasteurella
brez znanega stika z Zivalmi, ki so zelo redke,
zajemajo pa podoben spekter bolezni, kot so
opisane zgoraj (3, 4, 8, 10).

Natan¢ni mehanizmi patogeneze niso
popolnoma dognani, najbrz igra vlogo ve¢
virulentnih dejavnikov (polisaharidna kapsu-
la - serotipi od A do F, citotoksin, povrsinski
adhezini, proteini pridobivanja Zeleza) (2, 3).
Nekoliko ve¢ pozornosti je bilo namenjeno
toksinu, ki je zelo moc¢an mitogen, zato ga
proucujejo tudi v povezavi z rakom, vendar
s0 sevi, ki so jih osamili pri ljudeh, zelo red-
ko toksigeni (12). Osnova delovanja toksina
in njegova vloga v patogenezi nista znani, v Ze
omenjeni Studiji 146 okuZb sta bila od 56 te-
stiranih izolatov samo dva seva toksigena in
oba sta povzrocila le manj$o okuzbo rane (4).

KLINICNA SLIKA

Najpogosteje se okuzba kaZe kot celulitis in
lokalizirani povrhnji kozni abscesi z znaki
vnetja, zatekanjem in bole¢ino v rani v 24 urah
po okuzbi. V 3040 % je prisotna regionalna
limfadenopatija, v 21-39 % serosangvinozen
do gnojen izcedek iz rane, v 20 % tudi vrocina.
V vec kot 50 % so prizadete zgornje okoncine,
sledijo spodnje okoncine, glava, obraz, vrat.
Najpogostejsi zapleti so abscesi in tenosino-

vitis, redkeje septicni artritis in/ali osteomie-
litis, do Cesar pride zaradi $irjenja iz podkoz-
nega tkiva ali zaradi neposredne inokulacije
v periost ob ugrizu (3). Opisanih je kar nekaj
primerov okuZb pooperativnih ran, z znanim
stikom z Zivalmi in brez znanega stika ter
okuzb umetnih sklepov (5, 6).

V osrednjem Zivéevju bakterije iz rodu
Pasteurella najpogosteje povzrocajo meningi-
tis pri otrocih in odraslih, redko moZganski
absces in epi- ali subduralni empiem (4, 13).
Do okuzbe najpogosteje pride s hematogenim
razsojem, lahko pa tudi z neposrednim $irje-
njem iz bliznjih struktur, kadar gre za poskodbo
lobanje ali kirurSke posege na lobanji. Smrt-
nost pri meningitisu je okrog 30 %, zato je pri
meningitisu z anamnezo izpostavljenosti Ziva-
lim treba pomisliti tudi na to vrsto bakterij, $e
posebej pri otrocih, pri katerih je tveganje pri-
sotno zaradi slabse higiene rok po stiku z Zi-
valmi in fekalno-oralnega prenosa (13).

Endokarditis in sepsa sta zelo redka za-
pleta okuZbe, primarni vir so navadno lokal-
na okuzba (celulitis, artritis), plju¢nica, peri-
tonitis ali meningitis, vedno pa so prisotne
pridruZene bolezni, najpogosteje jetrna ciro-
za (3). Dihala so na drugem mestu po pogo-
stosti osamitve bakterij iz rodu Pasteurella
takoj za koZo in mehkimi tkivi, saj je tukaj
mozna tudi kolonizacija. Praviloma je izoli-
rana P. multocida subsp. multocida. V zgornjih
dihalih lahko povzroca sinusitis ali bronhitis,
v spodnjih pa lobarno plju¢nico in/ali empiem
ob pridruZenih boleznih plju¢ (KOPB, plju¢ni
rak, bronhiektazije). V trebusni votlini lah-
ko povzroci spontan bakterijski peritonitis
pri bolnikih z alkoholno cirozo in ascitesom,
apendicitis s peritonitisom ali brez ter peri-
tonitis ob peritonealni dializi. Vir je najver-
jetneje orofaringealna kolonizacija, pri vseh
opisanih primerih pa je bila vir bakterije
macka (3, 11). Druge okuZbe z bakterijami iz
rodu Pasteurella so opisane zelo redko, le kot
posamezni primeri endoftalmitisa, epigloti-
tisa, okuzb genitourinarnega trakta (P. bett-

yae) (2, 3).

ZDRAVLIJENJE IN
PREPRECEVANJE

Prva izbira zdravljenja okuzb s Pasteurello
so penicilinski antibiotiki (penicilin G in
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V, ampicilin, amoksicilin, amoksicilin s klavu-
lansko kislino). Okuzbe povrhnjih ran zdra-
vimo ambulantno 10-14 dni. Protistafilokokni
penicilini so manj ucinkoviti, zato se ne pri-
porocajo. Druga izbira so oralni cefalospori-
ni cefiksim in cefuroksim ter parenteralni
ceftriakson in cefoperazon, pri ¢emer ucin-
kovitost narasca s kasnej$imi generacijami. Ne
priporocajo se cefaleksin, cefaklor in cefadrok-
sil.

Ob okuzbah globljih tkiv je potrebno
parenteralno zdravljenje v bolni8nici z be-
talaktamskimi antibiotiki v kombinaciji z za-
viralci betalaktamaze. Pri bolnikih, ki ne
prenasajo betalaktamskih antibiotikov, upo-
rabljamo fluorokinolone ali doksiciklin ali tri-
metoprim-sulfametoksazol. Pri vseh okuzbah,
ki vkljucujejo kosti in sklepe, traja zdravlje-
nje 4-6 tednov.

Prognoza pri sistemskih okuzbah je sla-
ba, v glavnem zaradi pridruZenih bolezni, ki
so v prvi vrsti sploh privedle do okuZbe. Pri
bakteriemiji, endokarditisu, plju¢nici in spon-
tanem bakterijskem peritonitisu je smrtnost
zelo visoka. Preventivna raba protimikrobnih
zdravil pri bolnikih z ugriznimi ranami kma-
Iu po poskodbi brez znakov okuZbe je spor-
na. Priporoca se pri raztrganinah, pri ranah
na roki ali v bliZini kosti in sklepov. Zaenkrat
je narejenih le nekaj premajhnih $tudij, da bi
lahko ocenili u¢inek. Vecina teh okuzb je poli-
mikrobnih, zato priporocajo preventivno upo-
rabo amoksicilina, pri bolnikih, ki so nanj
alergini, pa cefuroksim ali doksiciklin ali kino-
lon ali trimetoprim-sulfametoksazol v kom-
binaciji z metronidazolom ali s klindamicinom
3-5dni (3, 14).

Tabela 1. Prikaz izoliranih vrst Pasteurelle v razlicnih kuZninah.
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PREGLED POJAVNOSTI
BAKTERW I1Z RODU PASTEURELLA
V KLINICNIH VZORCIH

V NASEM LABORATORIJU

Vletih 2009, 2010 in 2011 smo v naSem labo-
ratoriju pri 38 bolnikih iz 42 vzorcev izolirali
bakterije iz rodu Pasteurella. Stirinajst izola-
tov smo identificirali kot P. multocida, 13 kot
P. canis, dva kot P. pneumotropica, ostalih 13 pa
smo identificirali do ravni rodu. Za identifi-
kacijo smo uporabljali avtomatiziran sistem
VITEK 2 z GN-kartico v kombinaciji s klasi¢ni-
mi mikrobioloskimi metodami. Kadar je bilo
treba, smo izvedli $e priporo¢ene dodatne
teste. Kljub temu v 13 primerih (30 %) nismo
prisli do identifikacije vrste. Pri 21 od 38 bol-
nikov je bil znan podatek o stiku z Zivalmi, od
teh jih je bilo 11 (52 %) po ugrizu ali opraska-
nju macke, 9 (43 %) po ugrizu psa in eden
(5%) po ugrizu nenavedene Zivali. Pri 17 od
38 bolnikov (45 %) ni bilo podatka o stiku z Zi-
valmi. V tabeli 1 so prikazani izolati glede na
vrsto kuZnine.

Pri pasjih ugrizih smo od skupno devet
primerov v petih izolirali P. canis, v treh P. mul-
tocida in v enem P. pneumotropica. Pri mac-
jih ugrizih smo od skupno 11 primerov v dveh
izolirali P. multocida, v dveh P. canis, v kar
sedmih primerih pa identifikacija do vrste ni
uspela.

V primerjavi s podatki iz literature je tudi
v na$em laboratoriju bilo obdelanih ve¢ kuz-
nin po opraskaninah ali ugrizih mack kot
psov, ¢eprav je razlika nekoliko manjsa. Lah-
ko da bi bil delez drugacen, ¢e bi bili za vse
primere znani anamnesti¢ni podatki o stiku
z zivalmi. Tudi pri nas so prevladovale povrh-

Virsta bakterije Stevilo izolatov glede na vrsto kuinine Skupaj
Rane Tkiva, gnoj, Razjede Respiraforni ~ Hemokulture
fistule, sklep vzorci
Pasteurella multocida 6 3 1 3 1 14
Pasteurella canis 8 1 3 1 - 13
Pasteurella pneumotropica 1 1 - - - 2

Pasteurella spp. 8 3
SKUPAJ 23(55%) 8(19%)

1 - 1 13
5(12%) 4(9%) 2(5%) 42(100%)
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nje rane, bilo pa je tudi nekaj kuznin iz glob-
Jjih tkiv. Tudi deleZ ostalih kuZnin (sterilne
tekoCine, respiratorni vzorci) je primerljiv
s podatki iz literature. Glede na vrsto izolira-
nih bakterij je bil pri nas vecji delez P. canis.
Lahko pa bi tudi ta podatek bil drugacen, ¢e
bi vsi izolati bili identificirani do vrste. Iden-
tifikacija je mnogokrat teZavna, saj so fenotip-
ske lastnosti posameznih vrst tako podobne,
da jih avtomatizirani sistemi, ki so najvec
v uporabi, veckrat slabo lo¢ijo ali pa prihaja
celo do napacnih identifikacij (2, 7, 8). Prva
porocila uporabe ionizacije v matriksu z de-
sorpcijo z laserjem in masnim analizatorjem
Casa preleta ionov (angl. matrix-assisted laser
desorption/ionization — time-of-flight, MALDI-
TOF) za identifikacijo bakterij iz rodu Pasteu-
rella se zdijo obetavna, zaenkrat pa lastnih
izkusenj e nimamo, saj so izolati redki (14).

PRIMER BOLNIKA S SEPTICNIM
POTEKOM BOLEZNI

Sedeminsestdesetletni bolnik je bil sprejet na
Ortopedski oddelek Univerzitetnega klinicne-
ga centra Maribor julija 2010 zaradi suma na
izpah kolka v predelu leve kol¢ne proteze. Bol-
nik je imel vstavljeno kol¢no protezo na obeh
nogah, levo pred Sestimi meseci, desno pa
pred 12 meseci. Zdravil se je zaradi sladkorne
bolezni, KOPB, arterijske hipertenzije, sr¢ne-
ga popuscanja in kroni¢ne atrijske fibrilacije.

Zbolel je tri tedne pred sprejemom z bo-
le¢inami v kriZu, ki so sevale v levo nogo, ob
tem je imel obCasno vrodino z mrzlico. V bol-
nisnici je bil prve dni brez vroc¢ine, navajal je
mocne bolec¢ine v predelu ledvene hrbteni-
ce, zaradi Cesar je prejemal protibolecinska
zdravila. Laboratorijski pokazatelji vnetja so
bili zmerno poviani (levkociti (L) 10,1 x 10°/L,
C-reaktivni protein (CRP) 83 mg/L). Oprav-
Jjena je bila scintigrafija okostja s tehnecijem,
ki je kazala na vnetje v predelu kol¢ne pro-
teze levo, ob tem je bila gibljivost kolka nebo-
leca, kar je govorilo proti vnetju. Peti dan
zdravljenja se je bolnikovo stanje iznenada
poslabsalo, dobil je visoko vrocino (39 °C),
krvni tlak mu je izrazito padel (70/40 mmHg),
ob tem je bil prizadet, zaspan, bled, poten.
Laboratorijske preiskave so pokazale porast
kazalcev vnetja (L 8 x 10°/L, CRP 225 mg/L).
Pri bolniku so bili izraZeni znaki septi¢nega

Soka z veCorgansko prizadetostjo, zaradi Cesar
je bil prehodno zdravljen v enoti za intenziv-
no zdravljenje, nato pa na oddelku za nalez-
ljive bolezni. Iz hemokulture smo osamili
bakterije iz rodu Pasteurella, ki je bila obcut-
ljiva za ceftriakson in ciprofloksacin. Bolnik ju
je prejemal 14 dni. Bolnikovo stanje se je posto-
poma izboljSevalo, telesna temperatura je
upadla, bolecine v levi nogi so izzvenele, labo-
ratorijski kazalci vnetja so upadli (L 6 x 10°/L,
CRP 22 mg/L), $e naprej je imel bolecine v led-
veni hrbtenici.

V Casu zdravljenja smo pri bolniku opra-
vili Stevilne preiskave, s katerimi smo poskusa-
li opredeliti izvor okuzbe. Bolnik je bil brez
vidnih pogkodb oz. ran na koZi. Scintigrafija
z oznacenimi levkociti, ki smo jo opravili §ti-
ri dni po pojavu vrocine, je kazala na vnetje
v predelu kol¢ne proteze levo. Iz punktata
levega kol¢nega sklepa, odvzetega deseti dan
protimikrobnega zdravljenja, bakterije niso
porasle, ra¢unalniska tomografija (angl. com-
puterised tomography, CT) medenice, oprav-
Jjena 16. dan zdravljenja, vnetja v predelu
kol¢nih protez ni potrdila. Rentgen in CT hrb-
tenice sta potrdila zlom prvega vretenca ledve-
ne hrbtenice, ki je bil posledica osteporoze.
Ultrazvocne preiskave trebuha in srca so bile
brez posebnosti.

Bolnik je bil po $tirih tednih bolni$nic¢ne-
ga zdravljenja odpuscen domov z diagnozo:
sepsa, povzrocena s Pasteurella spp., brez jasne-
ga izvora okuZbe.

RAZPRAVA

Opisani primer ima vrsto znacilnosti, ki kaze-
jo na zelo neobicajen potek bolezni. Pri bol-
niku je nastopila Klini¢na slika septicnega Soka
peti dan bolni$ni¢nega zdravljenja, kar zados-
¢a kriterijem za bolni$ni¢no pridobljeno okuz-
bo, vendar pa je glede na vrsto povzrocitelja
bolezni bolni$ni¢no pridobljena okuzba malo
verjetna. Tudi podatek o obc¢asnih vroc¢inah
z mrzlico, ki so bile prisotne Ze pred spreje-
mom Vv bolni$nico, govori v prid doma pri-
dobljene okuzbe. Vecina objavljenih primerov
sepse, povzrocene z bakterijo iz rodu Pasteu-
rella, povezuje okuzbo s predhodnim ugrizom
oz. opraskanino macke ali psa (15-18, 19, 20).
Podatka o predhodnem stiku nasega bolnika
z Zivalmi Zal ni na voljo, vendar znakov poskod-
be koZe pri bolniku v bolnisnici niso ugotovili.
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Pri bolniku je $lo za izrazito tezek potek
bolezni s klini¢no sliko septi¢nega Soka. V li-
teraturi so opisani posamezni primeri bolni-
kov s sepso, povzroceno s Pasteurella spp., ki
kot najpomembnejsi dejavnik tveganja za
sepso navajajo jetrno cirozo, pogosto tudi sple-
nektomijo oz. imunsko oslabelost (16, 17, 20).
V izraelski raziskavi, ki je zajela 77 bolnikov
z okuZbo s Pasteurello spp., je znaSala smrtnost
2,6 %. Vedje tveganje za smrtni izid bolezni so
imeli starejsi od 65let, bolniki s sladkorno
boleznijo, cirozo in tisti z bakteriemijo (21).
Nas bolnik je bil starejsi od 651let, imel je slad-
korno bolezen, kroni¢no bolezen pljuc in
srca, potrdili smo tudi bakteriemijo.

Zanimivo je, da sta scintigrafski preiska-
vi, opravljeni prve dni po sprejemu v bolni-
$nico, kazali na znake vnetja v predelu kol¢éne
proteze levega kolka, ki je bolnika bolel. Moz-
no je, da je imel bolnik tudi septi¢ni artritis
v predelu leve kol¢ne proteze. Punkcija sklep-
ne tekocine je bila zaradi tezkega klini¢nega
stanja bolnika opravljena Sele deset dni po
usmerjenem protimikrobnem zdravljenju,
zato negativen rezultat bolezni ne izkljucu-
je. Bolec¢ine v levem kolku so po 14-dnevnem
zdravljenju izzvenele in CT medenice, oprav-
ljena po 14-dnevnem zdravljenju, je bila
v tem Casu Ze lahko brez znakov vnetja.
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Avtohtoni primeri okuzb z virusom denga
in Toscana v Juzni Dalmaciji

Autochthonous Dengue and Toscana Virus Infections
in Southern Dalmatia

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: virus denga, viotica denga, virus Toscana, Hrvaska, aviohtoni primer, Dalmaciia, arbovirus, flavivirus, flebovirus,
meningitis

Virusa denga in Toscana sta virusa, ki ju prenasajo ¢lenonozci in lahko povzrocata razli¢ne
Klini¢ne slike okuzb, od klini¢no nezaznavnih ali blagih vrocinskih bolezni do smrtno nevar-
nih okuzb. Do nedavnega so se okuZbe z obema virusoma na Hrvaskem pojavljale le pri bol-
nikih, ki so prisli iz krajev, kjer sta virusa endemicna. Leta 2010 so porocali o prvem primeru
avtohtone okuzbe z virusom denga pri nemskem drzavljanu, ki se je vrnil z letovanja v Juzni
Dalmaciji. Kmalu za tem so opisali avtohtono okuzbo z virusom denga pri hrvaski drzavljanki.
Epidemioloska raziskava je dodatno potrdila prisotnost protiteles proti virusu pri zdravih pre-
bivalcih v Juzni Dalmaciji. Avtohtono okuzbo z virusom Toscana smo dokazali v retrospektiv-
ni analizi vzorcev bolnikov z aseptiénim meningitisom v JuZni Dalmaciji. Akutno okuzbo smo
potrdili pri Stirih bolnikih, pri katerih smo dokazali le protitelesa razreda IgM ali protitelesa
razredov IgM in IgG hkrati. Virusno RNA smo v likvorju dokazali pri enem bolniku. Filoge-
netska analiza nukleotidnega zaporedja virusa je pokazala, da se razli¢ica virusa uvrsca v svojo,
loceno filogenetsko linijo, ki je znacilno drugac¢na od predhodno opisanih.

ABSTRACT

KEY WORDS: dengue virus, dengue fever, Toscana virus, Croatia, autochthonous case, Dalmatia, arbovirus, flavivirus, phlebovirus,
meningitis

Dengue and Toscana viruses are arthropod-borne viruses causing infections that manifest
themselves as asymptomatic, mild flu-like or severe, life-threatening diseases. Until recently,
infections with both viruses in Croatia were associated with patients who returned from ende-
mic regions. The first case of autochthonous dengue virus infection in Croatia was reported
in 2010 in a German citizen, returning from vacation in Southern Dalmatia. Soon after, a se-
cond autochthonous case of a Croatian citizen infected with the dengue virus, was identi-
fied. Epidemiological investigation further confirmed the presence of dengue virus-specific
antibodies in a healthy population of residents in Southern Dalmatia. The first autochtho-
nous case of Toscana virus infection was discovered in a retrospective analysis of patients
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with aseptic meningitis in Southern Dalmatia. Overall, four acute patients were identified
based on the presence of Toscana virus-specific IgM and IgG antibodies. Furthermore, viral
RNA was detected in the cerebrospinal fluid of one patient. Phylogenetic analysis of partial
viral genome confirmed the infection with Toscana virus. Moreover, the phylogenetic analy-
sis revealed that the viral variant formed a new phylogenetic lineage, which differed signi-
ficantly from the two lineages previously reported.

uvobD

Virusa denga in Toscana sta virusa, ki ju pre-
nasajo ¢lenonozci in lahko povzrocata razlicne
klini¢ne oblike okuZb, od klini¢no nezaznav-
nih ali blagih vroc¢inskih bolezni do smrtno
nevarnih okuzb (1, 2). Oba virusa veljata za
porajajoca se patogena, katerih zemljepisna
raz$irjenost se zaradi podnebnih, ekoloskih
in ¢loveskih vplivov nenehno spreminja (3).
Do nedavnega so se okuZbe z virusoma na
Hrvaskem pojavljale le pri bolnikih, ki so se
vrnili s podrocij, kjer sta virusa endemicna
(4, 5). Zivljenjski krog obeh virusov je tesno
povezan s prisotnostjo ustreznih prenasalcev
(1, 2). Ker so prenasalci obeh virusov razgirje-
ni na Hrvaskem, so zagotovljeni pogoji za raz-
voj avtohtonih primerov okuZzb z virusoma na
tem podrodju, ki jih opisujemo v nadaljeva-
nju prispevka.

VIRUS DENGA

Virus denga (DENV) uvr$¢amo v rod Flavivi-
rus, druzino Flaviviridae. DENV je virus z ovoj-
nico, katerega genom predstavlja pozitivno
polarna, enovijacna RNA. DENV povzroca
razli¢ne klini¢ne oblike bolezni, od asimpto-
matske in blage ter samoomejujoce vrocinske
bolezni, do klasi¢ne mrzlice denga in smrt-
no nevarnih oblik bolezni, denga hemoragic-
ne mrzlice in denga s sindromom $oka. Glavni
prenasalci DENV so komarji iz rodu Aedes
(predvsem vrsti A. aegyptiin A. albopictus —
tigrasti komar). DENV je zemljepisno najbolj
raz8irjen virus, ki ga prenasajo ¢lenonoZci (ar-
bovirus, iz angl. arthropod borne virus). Virus
je endemicen v jugovzhodni Aziji in v Sred-
nji in Juzni Ameriki (1). Okuzbe z DENV so
se Evropi pojavljale le pri bolnikih, ki so
se vrnili z endemi¢nih podrodij DENV. Od

leta 2007 je bilo na Hrvaskem prijavljenih Sest
primerov t.i. uvoZenih okuzb z virusom den-
ge, pri ¢emer je bilo pet primerov blagih, pri
enem pa je prislo do razvoja hemoragicne
oblike bolezni (4). V seroepidemioloski razi-
skavi, ki so jo izvedli leta 1980 na severovz-
hodu Hrvaske, so dokazali protitelesa proti
DENV v populaciji zdravih prebivalcev, ven-
dar je zanesljivost teh podatkov omejena
zaradi slabe specifi¢nosti takratnih testov in
navzkriZne reaktivnosti z drugimi flaviviru-
si (6). Razsirjenost prenasalca, komarja A. al-
bopictus, ki so ga na Hrvaskem prvi¢ zaznali
leta 2004 in se je od takrat razsiril na celot-
no podrodje jadranske obale, odpira moznost
za raz8iritev DENV na to podrodje in pojav ne
le uvoZenih, temvec¢ tudi avtohtonih prime-
rov okuzb z DENV (7).

Prvi primer avtohtone okuZbe z DENV
v Evropi so opisali leta 2010 v juzni Franciji (8).
Kmalu za tem so epidemiolosko sluzbo Hrvas-
kega nacionalnega instituta za javno zdravje
(angl. Croatian national institute of public
health, CNIPH) obvestili z intituta Robert
Koch v Nemc¢iji o primeru okuzbe z DENV pri
nemskem drZavljanu, ki je letoval v JuZni Dal-
maciji na Hrvaskem. Okuzbo z DENV so doka-
zali pri 72-letniku iz Nemcije, ki se je vrnil
z dvotedenskega dopusta na polotoku Pelje-
$ac. Pri bolniku so se 16. avgusta 2010 poja-
vili znaki vrocinske bolezni: povisana telesna
temperatura (do 39 °C), mrazenje, bolecine
v sklepih, glavobol in retroorbitalna boledi-
na. Po kratkem obdobju izbolj$anja klini¢nih
znakov so se le-ti ponovili 21. avgusta. Serum-
ske vzorce za viroloske preiskave so odvzeli
23.1in 30. avgusta ter 2. septembra. Viroloske
preiskave so potrdile akutno okuzbo z DENV:
ugotovili so DENV-specifi¢na protitelesa raz-
reda IgM, odsotnost DENV-specifi¢nih proti-
teles razreda IgG in prisotnost DENV-antigena
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NS1 v prvih dveh serumski vzorcih. Rezultat
DENV-specifi¢ne obratne transkripcije in veriz-
ne reakcije s polimerazo (angl. reverse trans-
criptase-polymerase chain reaction, RT-PCR)
v realnem casu je bil negativen. Pri serum-
skem vzorcu, ki je bil odvzet 2. septembra, so
ugotovili porast titra specifi¢nih protiteles raz-
reda IgG, raven specifi¢nih protiteles razreda
IgM je ostala nespremenjena, encimskoimun-
ski test za dokaz DENV antigena NS1 je bil
negativen. V asu inkubacijske dobe, ki je zna-
¢ilna za okuzbe z virusom denge, bolnik ni
potoval v podrodja, kjer je virus sicer ende-
micen, prav tako bolnik ni bil cepljen proti
virusu klopnega meningoencefalitisa ali rume-
ni mrzlici. Viroloske preiskave so izkljucile
mozZnost okuzbe s sorodnima flavivirusoma
(virus zahodnega Nila in virus klopnega me-
ningoencefalitisa). Na podlagi virologkih in
epidemioloskih podatkov so tako potrdili prvi
primer avtohtone okuzbe z DENV na Hrvas-
kem (9).

V CNIPH so zaceli z epidemiolosko razi-
skavo ugotavljanja novih ali prebolelih okuzb
z DENV na podro¢ju polotoka Peljesac in oto-
ka Korcule. Podroéne epidemioloske sluzbe
in oddelke za nalezljive bolezni v lokalnih bol-
ni$nicah so obvestili 0 mozZnosti avtohtonih
okuzb z DENV na Hrvaskem. Hkrati so obve-
stili prebivalstvo o vseh klini¢nih znakih akut-
ne okuzbe z DENV.

Rezultat aktivnega obvescanja prebivals-
tva in zdravstvenih delavcev je bilo odkritje
drugega avtohtonega primera okuZbe pri
hrvaski drzavljanki, ki prebiva v isti vasi, kjer
je letoval nemski bolnik. Pri bolnici so se
17. oktobra 2010 pojavili poviSana telesna tem-
peratura, koZni izpuscaj, mrazenje, glavobol
ter bolecine v sklepih in misicah. Bolnico so
sprejeli v dubrovnisko bolni$nico $esti dan
bolezni. Z viroloskimi preiskavami so potrdili
akutno okuzbo z DENV: dokazali so DENV-spe-
cifi¢na protitelesa razreda IgM in odsotnost
DENV-specifi¢nih protiteles razreda IgG v pr-
vem serumskem vzorcu. Za DENV-specifi-
¢en RT-PCR v realnem ¢asu je bil negativen.
V drugem serumskem vzorcu, ki so ga odvze-
li 19 dni po pojavu klini¢nih znakov, so doka-
zali porast DENV-specifi¢nih protiteles IgM
in IgG. Bolnica ni potovala v podrodja, kjer
je virus sicer endemicen, prav tako ni bila cep-
ljena proti virusu klopnega meningoencefa-

litisa ali rumeni mrzlici. Na podlagi omenje-
nih virologkih in epidemioloskih podatkov
so potrdili drugi primer avtohtone okuzbe
z DENV na Hrvaskem.

V nadaljnji epidemiolo8ki raziskavi so
zbrali 14 serumskih vzorcev zdravih prebi-
valcev, ki Zivijo v bliZini hrvaske bolnice. Pri
devetih posameznikih so dokazali DENV-spe-
cifi¢na protitelesa IgG in hkrati pri sedmih
posameznikih tudi DENV-specifi¢na proti-
telesa IgM. Nadalje so zbrali 122 serumskih
vzorcev anonimnih bolnikov, ki so iskali zdrav-
nisko pomoc¢ v oktobru 2010. Od 122 serum-
skih vzorcev so pri Sestih bolnikih dokazali
DENV-specifi¢na protitelesa IgG in hkrati pri
petih bolnikih tudi DENV-specifi¢na protite-
lesa IgM. Pri nobenem bolniku niso dokaza-
li protiteles proti virusu zahodnega Nila (10).
Izsledki te raziskave kaZejo na prisotnost DENV
v Juzni Dalmaciji in hkrati nakazujejo moz-
nost novih primerov okuzb na tem podrodju.
V prihodnosti je zato kljuénega pomena aktivno
spremljanje primerov okuzb, katerih klini¢ni
znaki sovpadajo s klini¢nimi znaki okuzbe
z DENV tako pri prebivalcih Juzne Dalma-
cije kot tudi pri bolnikih, ki se vracajo s tega
podrodja.

VIRUS TOSCANA

Virus Toscana (TOSV) uvrs¢amo v rod Phle-
bovirus, druzino Bunyaviridae. TOSV je virus
z ovojnico, katerega genom predstavljajo tri-
je odseki negativno polarne, enovijacne RNA.
TOSV je arbovirus, ki ga na ¢loveka prenaga-
jo pesc¢ene muhe iz rodu Phlebotomus. Pesce-
ne muhe najverjetneje prav tako omogocajo
ohranjanje virusa v naravi. Okuzba s TOSV
poteka v vecini primerov brez klini¢nih zna-
kov ali kot blaga vrocinska bolezen, lahko
pa vodi v hudo okuZbo osrednjega Zivéevja,
z meningitisom ali meningoencefalitisom (2).
TOSV so prvic izolirali leta 1971 iz peséene
muhe vrste Phlebotomus perniciosus v Toska-
ni v Italiji (11). Virus je endemicen v sredo-
zemskih drZzavah, kjer kroZita dve razli¢ni
genetski liniji virusa (2). Danes predstavlja
TOSV enega glavnih povzrociteljev aseptic-
nega meningitisa v poletnih mesecih v Itali-
ji, Spaniji, Portugalski, Franciji, Tur&iji in na
Cipru (12). Kljub ustrezni zemljepisni legi in
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prisotnosti ustreznega prenasalca na Hrvas-
kem Se niso zabeleZili okuzb s TOSV.

Punda-Policeva in sodelavci so Zeleli pre-
veriti vlogo TOSV kot povzrocitelja aseptic-
nega meningitisa v poletnih mesecih pri
prebivalcih JuZzne Dalmacije. S tem namenom
so zbrali vzorce likvorja in serumske vzorce
30 bolnikov, ki so kazali znake akutne okuz-
be osrednjega Zivéevja. Vsi bolniki so bili bol-
ni$nicno zdravljeni v univerzitetni bolni$nici
v Splitu med junijem in oktobrom 2007 in
2008. V osmih serumskih vzorcih so dokaza-
li TOSV-specifi¢na protitelesa razreda IgM
in/ali IgG: pri enem bolniku so dokazali le pro-
titelesa razreda IgM, pri treh bolnikih so
dokazali protitelesa obeh razredov, pri Stirih
bolnikih pa le protitelesa razreda IgG. Dokaz
protiteles razreda IgM ali dokaz protiteles
obeh razredov kaze na akutno okuzbo s TOSV.
Pri bolnikih, pri katerih so dokazali le proti-
telesa razreda IgG, akutne okuZbe niso potr-
dili, saj je dokaz le protiteles razreda IgG lahko
povezan bodisi s pozno fazo bolezni ali z Ze
prebolelo okuzbo. Pri enem bolniku so prav
tako dokazali virusno RNA v vzorcu likvorja,
z metodo RT-PCR v realnem casu. Filogenet-
ska analiza dela virusnega genoma je potrdi-
la okuZbo s TOSV. Poglobljena filogenetska
analiza je nadalje pokazala, da se virus ni uvr-
stil v nobeno od dveh do danes znanih filo-
genetskih linij TOSV, vendar je oblikoval svojo,
loceno filogenetsko linijo. Rezultati raziska-
ve so jasno dokazali prisotnost nove razlicice
virusa TOSV na Hrvaskem in hkrati nakaza-
li, da sodi TOSV med mozZne povzrocitelje
asepticnega meningitisa v poletnih mesecih
pri prebivalcih Hrvaske, kot tudi pri tistih, ki
se vracajo s Hrvaske (5).

ZAKLJUCEK

Pojav avtohtonih primerov okuzb z DENV in
TOSV ima velik pomen za javno zdravje na
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podrocju Hrvaske, saj se lahko obe bolezni raz-
vijeta v klini¢no tezko obliko, tudi s smrtnim
izidom. Prisotnost ustreznih prenasalcev viru-
sov na Hrvaskem prav tako omogoca ustali-
tev obeh virusov na tem podro¢ju in Siritev
na sosednja, neendemic¢na podrodja, kjer sta
prenasalca prav tako prisotna. Pojav avtoh-
tonih primerov okuzb z DENV in TOSV igra
pomembno vlogo tudi pri obravnavanju bol-
nikov z neendemicnih podrocij, ki se vraca-
jo s Hrvaske in imajo znacilne klini¢ne znake.
To velja tudi za slovenske bolnike, predvsem
zaradi priljubljenosti Hrvaske kot turisti¢ne
destinacije, pa tudi zaradi same zemljepisne
bliZine in mozZnosti pojava avtohtonih pri-
merov bolezni v Sloveniji. V zadnjih letih se
je namrec tudi v Sloveniji razsiril komar vrste
A. albopictus, ki omogoca prenos DENV (13).
Spremljanje prisotnosti DENV v Sloveniji bo
zato igralo veliko vlogo v naslednjih letih tako
na nivoju prepoznave klini¢nih primerov, pri-
pravljenosti mikrobiologkih laboratorijev kot
tudi pripravljenosti epidemioloskih sluzb
v primeru izbruhov bolezni.

Podatkov o prisotnosti prenasalca TOSV
v Sloveniji ni, zato je verjetnost pojava avtoh-
tonih primerov okuzb s TOSV neznana. Po
drugi strani zemljepisna lega in podnebje
v delih Slovenije predstavljata ugodno okolje
za raz8iritev pesCenih mubh, zato bo v prihod-
nosti nujno potrebno spremljanje pojavnosti
tega prenasalca, saj je s tem povezano tudi tve-
ganje za pojav okuzb s TOSV in drugimi fle-
bovirusi. Pojav avtohtonih primerov okuzb
z DENV in s TOSV v nasi bliZnji okolici hkra-
ti predstavlja resno svarilo pred vnosom tudi
drugih arbovirusnih bolezni, ki se $irijo v Evro-
pi, kot sta na primer virus zahodnega Nila in
virus chikungunya, katerih prenasalci so pri-
sotni tudi v Sloveniji (12). Zaradi tega je pri
diferencialni diagnostiki treba upostevati
moznost okuzb z virusi, ki do danes niso bili
prisotni na naSem ozemlju.
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Zoonotski potencial bakterije
Clostridium difficile

Zoonotic Potential of Clostridium difficile

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: Clostidium difficile, PCR-1ibotip, mleto meso, farmske Zivali, spore

Clostridium difficile spada med pomembnej$e povzroditelje bolni$ni¢nih ¢revesnih okuzb pri
ljudeh, narasca pa tudi Stevilo doma pridobljenih okuzb pri bolnikih brez predhodne hospi-
talizacije. Ker postaja vse pogostejsi povzrocitelj tudi pri farmskih Zivalih (prasici, govedo),
dobro pa se ujemajo tudi genotipi (PCR-ribotipi), prisotni tako pri ljudeh kot Zivalih, se zani-
manje za zoonotski potencial bakterije C. difficile povecuje. Med PCR-ribotipi ki jih najdemo
pri obeh gostiteljih, je v Stevilnih drzavah najpogostejsi PCR-ribotip 078. Za Slovenijo ima-
mo podatke o primerjavi sevov C. difficile med ljudmi in Zivalmi od leta 2008 naprej. PCR-ri-
botip 078 pri ljudeh v Sloveniji izoliramo le redko, pri Zivalih pa ga do sedaj $e nismo. Vendar
je kar 19 drugih PCR-ribotipov taksnih, ki se v Sloveniji pojavljajo tako pri ljudeh kot pri Ziva-
lih, predvsem pri prasicih in perutnini. MoZne poti prenosa med Zivalmi in ljudmi so stik,
okolje (uporaba farmskih odplak, aerogeni prenosi v okolico farm) in hrana. C. difficile je bil
najveckrat dokazan v mletem mesu, pa tudi v mesnih izdelkih, solatah, zelenjavi in $koljkah.
Nacini kontaminacije hrane niso dobro dokumentirani, znano pa je, da so Zivali v ¢asu zako-
la le redko kolonizirane s C. difficile. Prav tako ni poznan pomen kontaminirane hrane kot
vira okuzbe, saj je koli¢ina prisotnih spor obi¢ajno majhna, odstotek pozitivnih vzorcev v no-
vejsih Studijah pa sega do 12 % v Severni Ameriki in do 5% v Evropi.

ABSTRACT

KEY WORDS: Clostridium difficile, PCR-ribotype, minced meat, farm animals, spores

Clostridium difficile is one of the important etiological agents of nosocomial intestinal infec-
tions, but the proportion of community-acquired cases without any previous hospitalization
is also increasing. The prevalence of C. difficile in farm animals (in particular pigs and cattle)
is increasing as well. Due to a considerable overlap of PCR-ribotypes, present in humans and
in animals, there is an increased interest in zoonotic potential of C. difficile. PCR-ribotype
078 is the most prevalent type associated with both host types in several countries worldwi-
de. In Slovenia, however, this ribotype has not yet been detected in animals and is only rarely
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isolated from humans. According to data on C. difficile, available for Slovenia since 2008, we
have 19 PCR-ribotypes present in both humans and animals (mainly pigs and poultry). Tran-
smissions between animals and humans can include contact, environmental spread (e.g. use
of farm sewage, aerogenic transmission of the spores to the farm surroundings) and food.
C. difficile is most often detected in minced meat, but also in meat products, salads, vegetab-
les and seafood. Contamination pathways are not clarified, yet it is documented that animals
at slaughter are only rarely colonized with C. difficile. The role of contaminated food as a source
of infection is also not known as the spore numbers are very low. The proportion of C. diffi-
cile positive samples reported in recent studies from North America (up to 12%) and Euro-

pe (5%) is also low.

uvoD

Clostridium difficile je po Gramu pozitivna,
sporogena anaerobna bakterija. Odkar je bila
pred 35 leti dokazana kot povzrocitelj Creve-
snih okuzb pri ¢loveku, jo uvrs¢amo med pov-
zroCitelje bolni$ni¢nih okuzb (1). Vecina
objav je opisovala vecje ali manjSe izbruhe
okuzb v bolni$nicah, $tudije pa so pokazale,
da odstotek koloniziranih bolnikov narasca
s Casom hospitalizacije, kar prav tako kaze na
bolnisnicno okolje kot vir okuzbe. Doloc¢en
delez okuzb z bakterijo C. difficile se pojavlja
tudi pri ljudeh v domacem okolju, Stevilo
izvenbolni$ni¢nih okuZzb pa v zadnjem deset-
letju narasca (2, 3). Ta porast je verjetno delno
posledica sprememb pri prehajanju bolnikov
iz bolni$ni¢nega v domace okolje, saj je bil
velik del bolnikov z izvenbolni$ni¢no okuzbo
s C. difficile v preteklih Sestih mesecih hospi-
taliziran. Pojavljajo pa se tudi bolniki z izven-
bolni$ni¢no okuzbo, ki v zadnjih nekaj mese-
cih niso imeli posrednega ali neposrednega
stika z bolni$ni¢nim okoljem. Poleg bolnisni¢-
nega okolja so zato pomembni tudi drugi re-
zervoarji, predvsem asimptomatski klicenos-
ciin Zivali.

Kot za vecino klostridijev so tudi za bak-
terijo C. difficile naravno okolje prebavila Ziva-
li in ljudi. Bakterija C. difficile je bila ob¢asno
izolirana iz zelo razli¢nih Zivalskih vrst, najvec
$tudij pa je bilo povezanih s konji (4). Z ob-
javami o prisotnosti bakterije C. difficile pri
farmskih Zivalih (npr. sesni prasicki in telicki)
ter predvsem z objavo kanadske raziskave, ki
je opisovala prisotnost spor bakterije C. dif-
ficile v 20 % vzorcev mesa, namenjenega pro-
daji, pa se je zanimanje za zoonotski potencial

bakterije C. difficile zacelo povecevati (2, 3,
5-12).

CLOSTRIDIUM DIFFICILE
PRI ZIVALIH

Bakterijo C. difficile so izolirali iz razli¢nih Zival-
skih vrst, kot so laboratorijski glodavci (mi-
§i, hreki), divje Zivali (zajec, pingvin, kame-
la, medved, slon, itd.), farmske Zivali in hi$ni
Jjubljencki (konji, prasici, govedo, drobnica,
perutnina, psi, macke) (11). Za razliko od lju-
di, kjer so otroci do dveh let pogosto kolonizi-
rani, vendar redko zbolijo, najpogostejso sku-
pino bolnikov pa predstavljajo starejsi nad
65 let, je pri Zivalih situacija obratna. Bakte-
rija C. difficile je pogosta predvsem pri mla-
dih Zivalih z drisko ali brez, s starostjo pa
odstotek koloniziranih Zivali upada. V ¢asu
zakola je odstotek koloniziranih Zivali nizek,
npr. 1,8 % pri govedu v ZdruZenih drzavah
Amerike (ZDA), 4,5% pri govedu, 3,3 % pri
prasicih in 5% pri perutnini v Avstriji ter 0,5 %
pri govedu in 0% pri prasicih v Svici (13-15).
Starejse Zivali podobno kot ljudje zboljjo le, ¢e
so zdravljene z antibiotiki. Ne glede na starost
Zivali so bolezenski znaki (driska, hemoragic-
ni kolitis, psevdomembranozni kolitis) podob-
ni kot pri ljudeh, prav tako je podobna histo-
logija sprememb na ¢revesni steni (3, 5, 16).
Kljub omenjenim podobnostim pa tako pri
pujskih kot pri teletih povezava med prisot-
nostjo bakterije C. difficile in boleznijo ni v so-
razmerju, saj so v nekaterih raziskavah nasli
bakterijo v visokih odstotkih tudi pri asimp-
tomatskih Zivalih (6, 16, 17).

V Sloveniji smo z raziskavami o prisotno-
sti bakterije C. difficile pri nekaterih farmskih
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Zivalih (prasici, perutnina) priceli zelo zgodaj,
medtem ko so podatki za konje, teleta, drob-
nico, pse in macke precej sporadicni (18-20).
vkljudene v raziskavo, smo pri sesnih prasic-
kih lahko dokazali bakterijo C. difficile, odstot-
ki pozitivnih vzorcev na posamezni farmi pa
so se gibali od 10 % do 80 % (18). V Sloveniji
smo bili tudi prvi v Evropski uniji (EU), ki smo
objavili raziskave o C. difficile pri perutnini
in pokazali, da je odstotek koloniziranih Ziva-
li visok ter da podobno kot pri drugih Zivalih
upada z njihovo starostjo (20).

CLOSTRIDIUM DIFFICILE V HRANI

Spore bakterije C. difficile najdemo predvsem
v svinjskem, govejem, puranjem in piscanc-
jem mesu ter v razlicnih mesnih izdelkih, pa
tudi v 8koljkah in ribah, pripravljenih solatah
in na surovi zelenjavi (11, 12, 21-25). Rodri-
guez-Palacios in sodelavci porocajo tudi o moz-
nem sezonskem pojavljanju bakterije C. difficile
v hrani, saj so imeli januarja in februarja
11,5 % pozitivnih vzorcev, od marca do avgu-
sta pale 4% (26).

Sprva so v Severni Ameriki porocali o zelo
visokih odstotkih vzorcev mletega mesa in
mesnih izdelkov, ki so vsebovali C. difficile:
20% v Kanadi in 37-50% v ZDA (7, 27). V ka-
snejsih raziskavah iz istih drZav so bili odstot-
ki precej niZji; v Kanadi 4,6-12,8 % ter 2%
v ZDA (11, 28). Samo v eni raziskavi so poro-

¢ali, da so nasli bakterijo C. difficile v kar 20 %
vzorcev Ze pripravljene mesne hrane v bol-
ni$nici (Koo in sodelavci, 2010 IDSA, abstrakt
LB-50). V vseh evropskih drzavah, za katere
so na voljo raziskave o prisotnosti bakterije
C. difficile v hrani, je deleZ pozitivnih vzor-
cev konstantno nizek: 0-3 % vzorcev goveje-
ga ali meSanega govejega in svinjskega mesa,
6,3 % vzorcev jagnjetine in 2,4 % vzorcev pis-
¢andjega mesa (2). Nasi podatki za Sloveni-
jo (Zidari¢ in Rupnik, neobjavljeni podatki)
se s temi rezultati ujemajo, saj med 59 vzor-
ci govejega, svinjskega in piscancjega mesa ali
mesnih izdelkov ni bil niti eden pozitiven. Prav
tako je bilo negativnih osem vzorcev solat in
kalckov. Bakterijo C. difficile smo izolirali le
s povrsine enega od skupno 49 kokosjih jajc,
ki smo jih pregledali.

Kot je bilo predhodno omenjeno, je pre-
kuZenost razli¢nih Zivali ob zakolu zelo majhna
ali pa bakterije C. difficile sploh ne zaznamo.
Nacini in mesta kontaminacije mesa s sporami
do sedaj niso bili opisani, verjetno pa je, da gre
vefinoma za dogodke med procesiranjem in
pripravo za prodajo (7, 28).

CLOSTRIDIUM DIFFICILE -
TOKSINI, TOKSINOTIPIZACJA
IN PCR-RIBOTIPIZACJA

C. difficile dela tri toksine. Dva med njimi, tok-
sin A (TcdA, enterotoksin) in toksin B (TcdB,
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Sev Toksinotip PCR-ribotip Vir

11V 6603 v 023 tlovek

BS3-4 v 023 zival/perutnina
P26 0 002 zival/perutning
13-2 0 002 Fival/telicek
6035 0 002 tlovek

11V 2878 0 012 tlovek

(D167 0 012 ival/pes

11V 5254 0 014/020 tlovek

(D166 0 014/020 ival/pes

7 0 014/020 zival/telicek
MS02 0 014/020 tival/matka

Slika 1. Primerjava vzorcev fragmentov (pomnoZene medgenske regije ribosomskih aperonov), ki jih dobimo pri PCR-ibotipizaciii za
cloveske in Zivalske izolate. PCR — verizna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction).
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citotoksin), sta glavna dejavnika virulence in
odgovorna za nastanek bolezenskih zna-
kov (1). Vloga tretjega toksina, binarnega tok-
sina CDT, $e ni pojasnjena v celoti. Zapis za
toksina A in B lezi v kromosomu in glede na
razlike v toksinskih genih lahko seve razde-
limo v 31 toksinotipov, ki jih ozna¢imo z rim-
skimi $tevilkami (7).

Prav tako lahko seve bakterije C. difficile
nadalje razlikujemo s pomodjo Stevilnih mole-
kularnih tipizacijskih metod, med katerimi se
kot mednarodni standard uveljavlja PCR-ri-
botipizacija (29). PCR-ribotipizacija temelji na
pomnoZevanju medgenskih regij ribosom-
skih operonov, ki so v kromosomu bakterije
C. difficile prisotne v ve¢ kopijah in se med
seboj razlikujejo v dolZini (slika 1). Z enim
parom zacetnih oligonukleotidov in eno samo
PCR (angl. polymerase chain reaction) tako do-
bimo vzorec fragmentov, na podlagi katerega
dolo¢imo PCR-ribotip. Trenutno je znanih vec¢
kot 350 PCR-ribotipov, primerljivost med $tu-
dijami pa je moZna, ¢e so oznaceni s standard-
no Cardiff nomenklaturo (npr. 001, 002, itd.).

Doloceni PCR-ribotipi so pogosteje pove-
zani z izbruhi ali s teZjim potekom bolezni,
npr. PCR-ribotip 027 (30). Nedavna evropska
Studija pa je pokazala, da so v drZavah EU tre-
nutno s tezjimi obolenji povezani drugi PCR-ri-
botipi (018, 056) (31).

CLOSTRIDIUM DIFFICILE -
ZOONOTSKI POTENCIAL

Dokazi prenosov med ljudmi in Zivalmi so
v primeru bakterije C. difficile posredni in so
povezani predvsem z ugotovitvijo, da je veci-
na PCR-ribotipov, ki jih najdemo pri ljudeh,
lahko prisotna tudi pri Zivalih in v hrani
(2, 32). PCR-ribotip 078/toksinotip V je eden
izmed najpogostejsih tipov pri razli¢nih
Zivalih, npr. pujskih, telickih in konjih (8, 11,
12, 32). Ta PCR-ribotip je bil nekdaj med
humanimi izolati redek, leta 2008 pa je bil
v presecni evropski Studiji naveden kar kot
tretji najpogostejsi PCR-ribotip pri hospitali-
ziranih bolnikih (31, 33, 34). Prav tako se
PCR-ribotip 078/toksinotip V zelo pogosto
pojavlja tudi pri izvenbolni$ni¢nih okuzbah
v Ameriki in Evropi (2, 3). Podatki iz Nizo-
zemske kazejo, da je pojavnost okuzb s sevi
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mi farmami (2). Z bolj diskriminatornimi tipi-
zacijskimi metodami (npr. s hkratno analizo
vedjega Stevila lokusov z variabilnim $tevilom
tandemskih ponovitev (angl. multiple-locus va-
riable-number tandem repeat analysis, MLVA)
ali s pulzno gelsko elektroforezo (angl. pul-
sed-field gel electrophoresis, PFGE)) so poka-
zali, da so ¢loveski in Zivalski sevi C. difficile
ribotipa 078 lahko identi¢ni (34-37).

Tudi podatki za Slovenijo kaZejo, da se 19
od 90 PCR-ribotipov, ki smo jih zaznali v letih
2008-2010, pojavlja priljudeh in Zivalih (38).
Nekateri izmed njih so prikazani na sliki 1.
Med temi 19 ni PCR-ribotipa 078, ki ga v Slo-
veniji ob&asno izoliramo pri ljudeh, pri Ziva-
lih pa sploh ne. Namesto PCR-ribotipa 078 so
pri slovenskih Zivalih (predvsem pujskih)
prisotni drugi PCR-ribotipi znotraj toksinoti-
pa V (PCR-ribotip 045) (38).

Nacini prenosa med Zivalmi in ljudmi so
lahko hrana, stik ali okoljski dejavniki. Med
slednjimi je lahko pomembna uporaba gno-
ja ali vode iz farm za gnojenje obdelovalnih
povrsin, fekalna kontaminacija vodnih virov ali
aerogeni prenos spor v okolico prasicjih farm
(3, 39). Prenos s stikom morda najbolje pona-
zarjata dokumentirana primera iz Kanade,
kjer sta psa, ki sta sodelovala v programu
obiskovanja bolnikov, bila nosilca bakterije
C. difficile. V enem primeru so bakterijo nas-
li v vzorcu blata psa, v drugem pa so pri psu
po obisku bolnika bakterijo C. difficile nasli
na tackah, medtem ko je bil pred obiskom
rezultat testiranja negativen (40, 41).

PCR-ribotipi, ki so prisotni v hrani, se ve¢i-
noma ujemajo s PCR-ribotipi, ki krozijo v is-
tem Casu in istem geografskem obmodju pri
ljudeh. V ZDA in Kanadi je ponovno najpo-
gostejsi PCR-ribotip 078, prav tako je pogost
PCR-ribotip 027 (2). V Evropi so ribotip 078
nasli le v §koljkah, medtem ko so PCR-ribo-
tipi v mesu in mesnih izdelkih drugaéni in se
ponavadi deloma ujemajo z lokalnimi ¢loves-
kimi PCR-ribotipi, npr. v Avstriji in na Nizo-
zemskem (42, 43). Pomen prisotnosti spor
bakterije C. difficile v hrani ni znan, saj ni zna-
na infektivna doza za okuZbo z omenjeno bak-
terijo. So pa spore prisotne tudi v Zivilih, ki jih
ni potrebno termic¢no obdelati (solate, mesni
izdelki), in termi¢no obdelanih zivilih (Koo
in sodelavci, 2010, IDSA, abstrakt LB-50).
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ZAKUUé EK porajajocih se rezervoarjev za bakterijo C. dif-

ficile in so predvsem vir za izvenbolni$ni¢ne

Razlike med PCR—rlbOtlpl pr1 7ivalih in l]udeh okuZbe (2’ 3) Poti prenosa so lahko stik z Zi-
so bile pred 15 leti veliko vecje, kot so danes (9).  valmi, okolje ali hrana, ki pa je kontaminirana
Zelo verjetno je, da so farmske Zivali eden od  z manjsimi koli¢inami spor in Se to le ob¢asno.
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Escherichia coli z betalaktamazami z razSirjenim
spektrom delovanja - primerjava genotipov
izolatov iz obolelih Zivali in Zivil Zivalskega

izvora z genotipi iz ¢loveskih kuznin
Escherichia coli Producing Extended-Spectrum Beta-Lactamases —

Genotypes of Isolates from Diseased Animals and Food of Animal
Origin Compared with Genotypes of Human Clinical Isolates

IZVLECEK

KLIUCNE BESEDE: Escherichia coli, betalaktamaze z razirienim spekirom delovania, dejavniki virulence, filogenetske skupine, Zivila
Zivalskega porekla

Bakterija Escherichia colije pri ¢loveku in drugih toplokrvnih Zivalih sestavni del komenzalne
mikrobne zdruZbe prebavnega trakta. Z ustreznim naborom genskih zapisov za dejavnike viru-
lence pa lahko povzrodi razli¢ne ¢revesne in zunajérevesne okuzbe. Zdravljenje slednjih je
v zadnjem ¢asu pogosto oteZeno ali celo neuspesno zaradi povecanja Stevila izolatov, ki izlo-
¢ajo betalaktamaze z razsirjenim spektrom delovanja. MozZni vir odpornih in virulentnih sevov
E. coli je sodobna Zivinoreja in posledi¢no hrana Zivalskega izvora. V nasi raziskavi smo pri-
merjali genotipe sevov E. coli, ki so bili izolirani iz ¢loveskih in Zivalskih kuZnin ter zdravih
Zivali, namenjenih prehrani, ob zakolu. Ugotovili smo, da ima velik deleZ izolatov iz zdravih
Zivali genske zapise za betalaktamaze z razsirjenim spektrom delovanja, predvsem iz skupi-
ne CTX-M. Ti izolati imajo nekatere genske zapise za dejavnike virulence, ki so znacilni za
patogene seve, hkrati pa se v velikem delezu uvrscajo v filogenetsko skupino, ki je povezana
z zunajcrevesnimi okuzbami pri ¢loveku. Iz nasih preliminarnih rezultatov je razvidno, da
je hrana Zivalskega porekla lahko vir odpornih in patogenih sevov E. coli, zato je nujno potreb-
na ¢imprej$nja poglobljena primerjava in analiza genotipov izolatov iz zdravih in obolelih Ziva-
li in Jjudi ter prehranskih izdelkov Zivalskega porekla.

ABSTRACT

KEY WORDS: Escherichia coli, extended-spectrum beta-lactamases, virulence factors, phylogenetic groups, food of animal origin

Escherichia coliis a part of the normal gut microbiota of humans and warm-blooded animals.
Strains carrying (encoding) specific virulence factor genes can cause either intestinal or extrain-
testinal infections. The treatment of the latter has recently been rendered difficult or even
unsuccessful due to an increasing number of extended-spectrum beta-lactamases-producing
isolates. Industrialized animal-food production systems and subsequently food of animal origin
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are a potential source of antimicrobial-resistant and virulent strains. The aim of our study
was to compare genotypes of E. coli strains, isolated from infected humans and animals, and
those from healthy animals at slaughter. The results corroborated recent findings, showing
that a high percentage of animal food isolates carried genes for enzymes of the CTX-M group.
Additionally, these isolates encoded several virulence factor genes and belonged to the same
phylogenetic group as human extraintestinal pathogenic E. coli. This supports the presump-
tion that food of animal origin can be the source of antimicrobial-resistant and pathogenic
strains. This is why a detailed analysis of the isolate genotypes from healthy and diseased ani-
mals and humans as well as from food of animal origin is necessary and should be performed

as soon as possible.

IZHODISCA

Bakterija Escherichia coli je del Crevesne
mikrobne flore ¢loveka in toplokrvnih Zivali.
Ze iz razlik v velikosti njenega genoma, ki se
lahko med sevi razlikuje tudi za milijon baz-
nih parov, lahko sklepamo, da se sevi razliku-
jejo med seboj po morfoloskih, fizioloskih in
metabolnih lastnostih, kar lahko vpliva tudi
na stopnjo njihove patogenosti za cloveka (1).
Razlikujemo med nepatogenimi komenzalni-
mi sevi in sevi, ki lahko zaradi prisotnosti gen-
skih zapisov za dejavnike virulence povzrocijo
pri cloveku in toplokrvnih Zivalih razli¢ne cre-
vesne in zunajérevesne okuzbe. Na podlagi
dejavnikov virulence, mehanizmov patoge-
nosti, kliniénih znakov in serologkih lastno-
sti lahko seve, ki povzrocajo ¢revesne okuzbe
(angl. intestinal pathogenic Escherichia coli,
IPEC), nadalje razvrstimo v enterotoksigene,
enteropatogene, enteroagregativne, enteroin-
vazivne in enterohemoragicne ali vero/Siga
toksin izdelujoce E. coli. Med zoonoze, povzro-
Cene z E. coli, za zdaj uvrS¢amo le okuzbe s sevi
enterohemoragic¢ne E. coli, s katerimi se ljud-
je okuZijo z nezadostno termi¢no obdelani-
mi mesnimi, predvsem govejimi, izdelki (2).
Ostale skupine ¢revesnih sevov povzrocajo
v razvitih drZavah manj resne okuzbe z red-
kimi zapleti, ki se jih redko zdravi s proti-
mikrobnimi uc¢inkovinami (v nadaljnjem
besedilu za te uc¢inkovine uporabljamo bese-
do antibiotik). Morda je bilo zato do nedav-
nega malo pozornosti posvecene drugim
skupinam sevov, ki jih ¢lovek predvsem s hra-
no, pa tudi z neposrednim stikom iz okolja,
pridobi od Zivali in obratno. Verjetno je
pomanjkanje pozornosti tudi posledica mis-

ljenja, da sevi, ki jih na tak nadin vnesemo
v telo, niso virulentni (razen enterohemora-
gi¢nih) in da tam ostanejo le prehodno. Ob
tem pogosto pozabljamo, da so za horizontalne
prenose genov (za virulenco in odpornost pro-
ti antibiotikom) dovolj Ze kratkotrajni stiki
med vnesenimi bakterijami in stalno mikrob-
no floro. Hkrati pa lahko genetska rekombi-
nacija med sevi vodi tudi v nastanek novih
patogenih sevov, kot npr. sev 0104:H4 (3).
ZunajCrevesni patogeni sevi E. coli (angl. ex-
traintestinal pathogenic Escherichia coli,
ExPEC) z razli¢nim naborom dejavnikov viru-
lence najpogosteje povzrocijo okuzbe secil,
sepse nejasnega izvora, trebusne abscese, peri-
tonitis, bolni§ni¢ne okuzbe dihal in meningi-
tis pri novorojenckih (4, 5).

V $tevilnih $tudijah, ki so bile objavljene
v zadnjih dveh desetletjih, so raziskovalci ugo-
tavljali povezavo med prisotnostjo genskega
zapisa za doloCen dejavnik virulence z zmoz-
nostjo seva, da je komenzal ali pa da povzro-
¢i bolezen pri ljudeh in/ali Zivalih oziroma
okuzbo dolocenega tkiva ali organa. Najpogo-
steje se preucuje prisotnost oziroma odsotnost
genskega zapisa za adhezine oziroma fimbrije,
ki omogocajo pritrditev bakterij (fim, pap, sfa,
afa/dra, bmakE, gaf), za dejavnike, ki omogoca-
jo izogibanje imunskemu sistemu (kps, neu,
cvaC, iss, tra), pridobivanje Zeleza (iucD, iutA,
iroN, fyuA), izloanje toksinov in avtotrans-
porterjev (cnf, cdtB, hlyA, sat, vat) ter neka-
terih drugih genskih zapisov, kot npr. usp
(angl. uropathogenic specific protein) in mar-
kerskih genov za prisotnost t.i. otokov patoge-
nosti (6-10).

Genotipizaciji na podlagi genskih zapisov
za dejavnike virulence se je leta 2000 pridru-
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7ila $e metoda razvr$¢anja sevov v t. 1. filoge-
netske skupine po Clermontu. Na podlagi
kombinacije prisotnosti oziroma odsotnosti
genov chuA in yjaA ter fragmenta DNA Tsp-
E4.C2 lahko seve vrste E. coli delimo v Stiri
glavne filogenetske skupine, ki jih oznacujemo
z A, B1,B2in D (11). Po uveljavitvi te meto-
de so sledile stevilne objave, v katerih so razi-
skovalci ugotavljali povezanost med uvrstitvijo
seva v filogenetsko skupino, prisotnostjo gen-
skih zapisov za dejavnike virulence in odpor-
nost proti antibiotikom ter patogenostjo za
Cloveka in zivali (6-10, 12-17). Ugotovili so,
da se ¢loveski komenzalni sevi praviloma
uvrséajo v filogenetski skupini A in B1, viru-
lentni sevi, to so tisti, ki so bili pogosteje pre-
poznani kot povzrocitelji okuzb, pa predvsem
v skupino B2 in manjkrat v skupino D. Sevi
iz skupin A in B1 imajo praviloma manj gen-
skih zapisov za dejavnike virulence kot sevi
iz skupin B2 in D. Povezava med virulenco in
odpornostjo proti antibiotikom pa je bila rav-
no obratna: sevi iz skupin B2 in D so bili pra-
viloma manj odporni proti antibiotikom kot
sevi iz skupin A in B1. V humani medicini se
je to stanje spremenilo po letu 2006, ko so se
zaCele pandemsko $iriti nekatere klonalne
skupine, kot npr. sevi iz sekven¢ne skupine 131
(ST131) (18). Ti sevi so pogosto veckratno
odporni, med drugim izlo¢ajo betalaktama-
ze z raz8irjenim spektrom delovanja (angl. ex-
tended-spectrum beta-lactamases, ESBL) iz
skupine CTX-M, imajo Stevilne zapise za dejav-
nike virulence in se uvrscajo v filogenetsko
skupino B2 in le izjemoma v D (19, 20). Nastal
je nov zaskrbljujo¢ poloZaj, ko so postali viru-
lentni sevi odporni proti Stevilnim antibioti-
kom. Temu je sledilo spoznanje, da so postali
sevi, ki jih izoliramo iz Zivali in Zivil Zivalske-
ga porekla, zaradi mnoZi¢ne uporabe antibio-
tikov v Zivinoreji, odporni proti antibiotikom,
ki so pomembni za zdravljenje okuzb pri ¢lo-
veku (21). Izhodi$¢ni tezi nadaljnjih raziskav
sta bili: sevi, izolirani iz Zivali ali Zivil Zivalske-
ga izvora, lahko povzrocijo pri ljudeh zunaj-
¢revesne okuzbe (npr. okuzbe secil), ki jih
obicajno zdravimo z antibiotiki, in sevi, s ka-
terimi se okuzimo od rejnih Zivali preko pre-
hranske verige, z neposrednim stikom z Zivaljo
ali preko okolja, kolonizirajo prebavila ¢love-
ka. Ti sevi lahko neposredno, kot povzrodite-
lji zunajcrevesnih okuzb, ali posredno, zaradi

horizontalnega prenosa svojih genskih zapi-
sov za odpornost na druge povzrocitelje okuzb
zmanjs$ajo ucinkovitost zdravljenja okuzb z an-
tibiotiki. Slednjo tezo morda potrjuje hitro Sir-
jenje sevov, ki izlo¢ajo ESBL, zlasti pri doma
pridobljenih okuzbah (18). Iz Stevilnih podat-
kov je namrec razvidno, da v svetu in v Sloveniji
narasc¢a deleZ sevov E. coli, ki so odporni proti
cefalosporinom 3. in 4. generacije (19, 20, 22).

V raziskovalnem delu tega prispevka smo
primerjali izolate E. coli z ESBL, ki so bili v zad-
njem desetletju izolirani iz ¢loveskih in
Zivalskih kuZnin in iz zdravih Zivali ob zakolu.
Izolate smo primerjali na podlagi uvrstitve
v filogenetsko skupino in glede na prisotnost
genskih zapisov za izbrane dejavnike pato-
genosti. Na podlagi rezultatov smo skusali
oceniti, ali gre za genotipsko bolj ali manj
podobne seve, ter primerjati nase ugotovitve
z ugotovitvami iz strokovne in znanstvene lite-
rature.

METODE

V raziskavo smo vkljucili 133 ¢loveskih izo-
latov E. coli, ki izlo¢ajo ESBL in so bili izoli-
rani pri bolnikih z zunajérevesnimi okuZbami.
Od tega je bilo 113 (85 %) izolatov povezanih
z okuZbami sedil, ostalih 20 (15 %) pa z okuz-
bami dihalnih poti in sepso. Sedeminpetde-
set izolatov je bilo izoliranih med letoma 2000
in 2006 na Institutu za varovanje zdravja
Republike Slovenije v Ljubljani, 25 izolatov
v laboratoriju Bolni$nice Golnik, od tega 10
med letoma 2006 in 2007 in 15 v letih 2008 in
2009, 51 izolatov pa je bilo izoliranih v labo-
ratoriju Zavoda za zdravstveno varstvo Mur-
ska Sobota, od tega 22 v letih 2006 in 2007
in 29 vletu 2010. V raziskavo smo vkljucili tudi
pet Zivalskih klini¢nih izolatov (iz okuZb pri
dveh psih, dveh morskih prasickih in macku),
ki so bili izolirani v obdobju med 2008 in 2010,
ter 72 izolatov, pridobljenih v klavnicah iz
vzorcev mesa (piS¢anci) v obdobju med okto-
brom 2011 in majem 2012.

Bakterije E. coli smo iz kuZnin izolirali na
neselektivnih gojis¢ih, predvsem na krvnem
sno od vrste kuznine. Vzorce mesa smo pre-
gledali z usmerjeno bakterioloko preiskavo na

.....
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(chromID ESBL, bioMérieux), ki dopuscajo
samo rast odpornih sevov.

Pri vseh izolatih E. coli smo prisotnost
ESBL dolocili fenotipsko na osnovi testiranja
obcutljivosti za indikatorske antibiotike. Te-
stiranje smo opravili z disk difuzijsko meto-
do (DD) in mikrodilucijsko metodo za ugo-
tavljanje minimalne inhibitorne koncentracije
(MIK) antibiotika, v skladu s priporo¢ili Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) (23).

Za genotipizacijo smo z verizno reakcijo
s polimerazo (angl. polymerase chain reaction,
PCR) namnozili izbrane genske zapise, kot
vzoréno DNA pa smo v vseh primerih upora-
bili genomsko DNA iz bakterijskih lizatov, ki
smo jih pripravili po predhodno opisanem
postopku (24). Za potrditev prisotnosti in
dolocitev vrste ESBL smo uporabili zacet-
ne oligonukleotide, ki so specifi¢ni za gene
iz skupine encimov TEM, SHV in CTX-M.
Med slednjimi smo razlikovali tudi podsku-
pine CTX-M-1, -M-2, -M-8, -M-9 in -M-25
(25, 26). Za uvrstitev sevov v filogenetske sku-
pine smo uporabili postopek, ki ga je opisal
Clermont s sodelavci, za pomnoZevanje gen-
skih zapisov za dejavnike virulence fimH, iha,
kpsMTII, issfyuA, wutA, fluA, usp, ompT, vat
in sat pa postopke, ki so opisani drugod (11, 27).

REZULTATI

Zaradi preglednosti smo dobljene rezultate
predstavili po skupinah. Humane ExPEC-izo-
late iz obdobja 20002007 smo zdruZili v sku-
pino I, humane ExPEC-izolate iz obdobja
2008-2010 v skupino II, klini¢ne veterinarske
izolate v skupino III, izolate Zivali iz klavnic
pa v skupino IV. Med 89 izolati iz skupine I
smo ugotovili prisotnost genskega zapisa za
encime CTX-M pri 49 (55 %) izolatih, in sicer
v 43 (48 %) primerih za podskupino CTX-M-1
in 6 (7 %) primerih za podskupino CTX-M-9.
Pri ostalih 40 (45 %) izolatih so bili prisot-
ni encimi iz skupin TEM in SHV. Stirinajst
(15,7 %) izolatov smo uvrstili v filogenetsko
skupino A1, 7 (7,9 %) v skupino B1, 16 (18 %)
v skupino B2 in 52 (58,4 %) v skupino D. Med
32 izbranimi izolati smo pri vseh (100%) pom-
nozili gen za fimbrijski adhezin (fimH), pri
16 (50 %) gen za nefimbrijski adhezin (iha),
pri 25 (78 %) gen za tvorbo kapsule (kpsMTII)
in pri 2 (7,8 %) gen, katerega produkt posre-
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duje povecano odpornost proti serumu (iss).
Gena tha in kpsMTII smo zasledili izklju¢no
pri izolatih iz filogenetskih skupin B2 in D,
gen iss pa pri izolatu iz skupine A in B1.

Pri ExPEC-izolatih iz skupine II smo pri
41 (93 %) ugotovili prisotnost genov za encime
CTX-M, od tega pri 37 (84 %) za encime iz sku-
pine CTX-M-1, pri 2 (4,6 %) iz skupine CTX-M-9
ter pri po enem izolatu (2,2 %) gen za encim
iz skupin CTX-M-8 in CTX-M-2. Genski zapis
fimH smo ugotovili pri 43 (98 %), iha pri
36 (82 %) in kpsMTII pri 35 (80 %) izolatih,
ki so bili vedno iz skupin B2 ali D. Tudi gen
tha je bil, razen pri enem izolatu iz skupine A,
vedno povezan z izolati iz skupine B2 ali D.

Pri klini¢nih veterinarskih izolatih iz sku-
pine III smo pri treh izolatih ugotovili prisot-
nost encimov iz podskupine CTX-M-1. Dva
smo uvrstili v filogenetsko skupino B1, enega
pa v skupino A. Pri enem izolatu iz skupine D
smo ugotovili prisotnost encima iz skupine
CTX-M-9. Pri sevu iz filogenetske skupine B1,
ki je bil izoliran iz vnetja fascije pri macku,
smo ugotovili prisotnost genov za encime iz
skupine CTX-M-2.

Med izolati iz skupine IV smo pri 55 (76,3 %)
ugotovili zapis za encime skupine CTX-M-1,
pri enem (1,3 %) za skupino CTX-M-2 in pri
16 (22,2 %) za encime iz skupine SHV (SHV-12
in SHV-2a). Enaindvajset (29 %) izolatov smo
uvrstili v filogenetsko skupino A, 23 (31 %)
v skupino B1 in 29 (40 %) v filogenetsko sku-
pino D. Pri izbranih 29 izolatih smo poleg
genov fimH, tha, kpsMTII preverjali $e prisot-
nost genov fyuA, iutA, fluA, usp, ompT, vat
in sat. Ugotovili smo, da ima 25 (86 %) izola-
tov gen fimH, 4 (13,7 %) izolati gen iha,
6 (20 %) izolatov gen kpsMTII, 10 (34 %) izo-
latov gen vat, 9 (31 %) izolatov gen fluA in
3 (10%) izolati gen usp. Slednja gena sta znacil-
na za slovenske izolate klonalne linije ST131.
Med iha pozitivnimi izolati smo dva uvrstili
v filogenetsko skupino A in dva v skupino B1.
Gen kpsMTII pa smo tudi v tej skupini potr-
dili le pri izolatih iz filogenetske skupine D.

RAZPRAVA IN ZAKLJUCKI

Povecanje stevila izolatov E. coli, ki izlocajo
encime ESBL, zlasti iz skupine CTX-M, posta-
ja vse bolj pere¢ zdravstveni problem. Hkra-
ti pa se zastavlja vprasanje, od kod izvirajo ti
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sevi v domacem okolju. Med moZnimi viri se
¢edalje pogosteje omenja hrana Zivalskega
izvora oziroma okolje, ki je kontaminirano
z Zivalskimi iztrebki iz obratov intenzivne reje
(gnojena zemlja).

V nasi raziskavi smo na podlagi prisotno-
sti genov za ESBL, izbranih genskih zapisov
za dejavnike virulence in uvrstitvijo v filoge-
netsko skupino analizirali humane izolate
ExPEC (2000-2007; 2008-2010), klini¢ne
Zivalske izolate (2008-2010) ter izolate iz
perutninskega mesa (2011-2012). Iz prelimi-
narnih (in nekaterih $e neobjavljenih) rezul-
tatov lahko sklepamo, da so ESBL-pozitivni
sevi, izolirani iz bolnih domacih Zivali in mesa
zdravih zaklanih Zivali, ki je namenjeno za
prehrano ljudi, genetsko raznoliki. Ceprav se
ne uvricajo v filogenetsko skupino B2, tako
kakor vecina izolatov klonalne linije ST131 in
drugih virulentnih humanih ExPEC sevov po
letu 2006, je zaskrbljujo¢ visok odstotek (40 %)
sevov iz filogenetske skupine D med izolati
iz perutninskega mesa. Filogenetska skupina
D je bila namrec¢ prevladujoca med slovenski-
mi humanimi ESBL-ExPEC-izolati pred letom
2006 (28). Po letu 2006 se je genetska varia-
bilnost med humanimi ESBL-ExPEC-izolati
izrazito zmanjsala zaradi prevlade klonalne
skupine ST131, za katero je znacilna veckratna
odpornost (tudi encimi iz skupine CTX-M-1
in CTX-M-9) in prisotnost $tevilnih virulenc-
nih genov, med drugimi tha, kpsMTII, usp
in fluA. Priizolatih iz zdrave perutnine smo
ugotovili prisotnost genov tha, kpsMTII, usp
in fluA ter v visokem odstotku tudi gen za
avtotransporterski toksin Vat in gena iutA ter
SyuA, ki sodelujeta pri privzemu Zeleza (neob-
javljeni podatki). Zaskrbljujoce je pojavljanje
genov iha, flu in usp pri perutninskih izola-
tih iz filogenetskih skupin A in B1. Cloveske
izolate iz teh dveh skupin so namre¢ tradi-
cionalno opredeljevali kot komenzalne seve
z majhnim Stevilom genov za dejavnike viru-
lence. Ugotavljamo, da izsledki nase preli-
minarne raziskave potrjujejo, da imajo sevi
E. coliiz zdravih Zivali, ki so namenjene za pre-
hrano ljudi, genske zapise za encime ESBL
in dejavnike virulence, znacilne za humane
ExPEC-seve, in so torej lahko povzroditelji
zunajcrevesnih okuzb pri cloveku. Sevi, ki npr.
povzrocajo okuzbe secil pri Zenskah, obicaj-
no izvirajo iz ¢revesne mikrobne flore in se

najveckrat uvrscajo v filogenetski skupini B2
inD (29).

Ugotovitve bi lahko deloma pojasnile
nesorazmeren porast Stevila sevov v domacem
okolju, ki so odporni proti antibiotikom. Da
bi lahko natanéneje analizirali ta »mikroevo-
lucijska« dogajanja v zadnjih nekaj letih, bi
morali nujno analizirati ve¢ izolatov iz zdra-
vih in bolnih Zivali in ljudi. Iz drZav, ki so tak-
$ne raziskave Ze opravile, porocajo o povecani
prisotnosti E. coli z ESBL v iztrebkih zdravih
Zivali na obratih z intenzivno rejo, zlasti pri
pis¢ancih in prasicih. V nekaterih Studijah so
Ze izsledili enake genotipe E. coli v Zivalskih
iztrebkih, prebavnem traktu cloveka, pri
okuZzbah ljudi in Zivali ter v okolici obratov
intenzivne reje (30, 31). V podobni raziska-
vi, kot je bila nasa, le da je bila opravljena na
ve¢jem $tevilu razliénih vzorceyv, je Jakobseno-
va s sodelavci pri izolatih iz pis¢ancjega mesa,
piscancev, svinjine in prasicev ugotovila pri-
sotnost genov za sedem virulen¢nih dejavni-
kov, ki so povezani s ¢loveskimi izolati ExPEC.
Poudarja, da je posebno zaskrbljujoca prisot-
nost teh genov v izolatih iz filogenetske sku-
pine B2 in D (32). Med sevi, ki so jih Bergeron
in sodelavci izolirali iz prebavil pis¢ancev pred
zakolom, so prevladovali izolati iz filogenet-
skih skupin A in D, niso pa izolirali sevov iz
skupine B2, kar se ujema z rezultati nase razi-
skave (33). V zadnjem ¢asu vzbuja pozornost
skupina invazivnih sevov in izolatov iz okuzb
secnih poti, ki pripadajo klonalni skupini A.
Izolati se uvrscajo v filogenetsko skupino D
in MLST-klonalni kompleks 69 (angl. clonal
complex, CC69) ter so odporni proti kombina-
ciji trimetoprima s sulfametoksazolom (34).
Jakobsen in sodelavci so izolirali seve klonal-
ne skupine A iz brojlerjev, pis¢anc¢jega mesa,
zdravih ljudi in ljudi z okuZbami se¢nih poti.
Ko so preverjali njihovo virulenco na miSjem
modelu, so ugotovili, da so vsi povzrodili okuz-
be se¢nih poti, nekateri izolati, tudi iz brojler-
jev in pis¢andjega mesa, pa celo hudo vnetje
ledvic (34). Avtorji predlagajo, da lahko okuz-
be v tak$nem primeru uvrstimo med zoono-
ze (35). Opisani so bili tudi Ze primeri izolacije
pandemskega seva E. coli O25:H4; ST131 iz
piscandjega mesa v Kanadi in pis¢andjih pro-
izvodnih obratih (36, 37). Poleg navedenih,
izsledki $tevilnih drugih objav opozarjajo na
moznost vnosa odpornih in virulentnih sevov
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iz zdravih Zivali v prebavila ljudi, kjer lahko
zaradi sekundarnega prenosa v druge organe
povzrocijo tezko ozdravljive okuzbe (29, 35,
38-41).

Problemati¢ni niso samo hrana, ampak
tudi druge moZnosti prenosa sevov, ki izlo¢ajo
ESBL, npr. v Zivalskih vrtovih ali s polj$¢inami,
ki so zrasle na gnojenih njivah (42). V Fran-
ciji so primerjali genotipe E. coli, ki izlo¢ajo
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ESBL iz prebavnega trakta Zivali in iz zem-
lje, ki je bila gnojena z njihovimi iztrebki. Ugo-
tovili so, da so sevi genetsko sorodni in da
lahko preZivijo ve¢ kot eno leto na njivah (31).

V prispevku so bili uporabljeni tudi po-
datki, ki smo jih pridobili pri delu v okviru pro-
jektne naloge CRP V4-1080.
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Izbruh klopnega meningoencefalitisa
zaradi uZivanja surovega kozjega
mleka na koroski kmetiji

Tick-Borne Encephalitis after Drinking Raw Goat Milk -
the First Outbreak Reported in Slovenia

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: virus klopnega meningoencefalitisa, kozje mleko, Slovenija

Klopni meningoencefalitis je v Sloveniji endemicen in vsako leto zabeleZimo okoli 300 primerov
bolezni. Poleg z vbodom okuZenega klopa se lahko ¢lovek okuZi tudi z uZivanjem surovega mleka
ali mle¢nih izdelkov. V opisanem izbruhu so se z uZivanjem kozjega kolostruma (mleziva) z viru-
som klopnega meningoencefalitisa okuZile $tiri osebe, od katerih so tri zbolele. Opisani pri-
mer dokazuje pomembnost obveS¢anja javnosti o nujni toplotni obdelavi surovega mleka in
mlec¢nih izdelkov, kot protiuteZ vse vedji usmerjenosti uZivanja presne, biolosko pridelane hrane.

ABSTRACT

KEY WORDS: tick-hore encephalitis virus, goat milk, Slovenia

Tick-borne encephalitis is endemic in Slovenia as around 300 cases are registered yearly. Besi-
de tick bites, humans can occasionally be infected by ingestion of unpasteurized milk or milk
products from infected livestock. We report the first transmission of the virus due to goat
milk consumption where four persons got infected with tick-borne encephalitis virus; three
who were unvaccinated fell ill while the vaccinated person remained healthy. The described
outbreak demonstrates the importance of public awareness to reduce the risk of exposure
by encouraging people to boil/pasteurize milk before consumption as a counterpoise to the
increasing trend of using raw, biologically produced eatables.
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IZBRUH KLOPNEGA MENINGOENCEFALITISA ZARADI UZIVANJA SUROVEGA ...

uvobD

Virus klopnega meningoencefalitisa (KMEV)
je eden od pomembnih povzroditeljev vne-
tij osrednjega Zivcevja v Evropi in povzroca
bolezen klopni meningoencefalitis (KME).
Klopi, ki so glavni prenasalci povzrocitelja
okuZbe, so hkrati tudi naravni rezervoar
virusa. Zato je endemi¢no obmodcje KME tesno
povezano z Zivljenjskim prostorom in biolo-
gijo klopov. Najvecje Stevilo okuZb je v mese-
cih od maja do septembra, ko so klopi najbolj
aktivni in se tudi ljudje najvec zadrZujejo v na-
ravi (1). Ne le ¢lovek, ampak tudi domace
Zivali (koze, ovce, krave in prasici) se lahko
okuzijo s KMEV (2). Virusno breme je v oku-
Zenih domacih Zivalih nizko, zato le-te ne igra-
jo vloge naravnega gostitelja. Kljub temu pa
okuZena Zival izlo¢a virus v mleku. Tako se
lahko posredno, z zauZitjem nepasterizirane-
ga mleka ali mle¢nih izdelkov, okuZijo ljud-
je (3). V literaturi je opisanih ve¢ epidemij
KME, ki so posledica zauZitja surovega mleka
ali nepasteriziranih mle¢nih izdelkov (4-7).
Kljub temu da je v Sloveniji visoka pojavnost
KME, je precepljene manj kot 15 % popula-
cije (8). Prav zato je porocanje o moznosti
okuzbe s KMEV z neobdelanim mlekom in
mlec¢nimi izdelki zelo pomembno, saj so pre-
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sni, surovi izdelki vse pogosteje sinonim za
zdravo Zivljenje.

OPIS IZBRUHA

Vizbruh KMEV na koroski kmetiji so bile vple-
tene Stiri osebe, ki so pred nastopom klini¢nih
znakov pile surovo kozje mleko (kolostrum).
Tri od stirih oseb so dva dni po zauZitju vec-
je koli¢ine surovega kozjega mleka razvile kli-
ni¢ne znake akutne vrocinske bolezni.
Bolnik 1, moski, star 31let, s presajeno
ledvico, je zaradi visoke vrocine (38 °C), mrz-
lice, glavobola in hudih bole¢in v miicah po-
iskal nujno medicinsko pomoc¢ v lokalni bol-
nis$nici. Ob pregledu so v krvni sliki ugotovili
blaZjo levkopenijo in rahlo povisane vredno-
sti jetrnih testov. Cez 14 dni so se pojavili kli-
ni¢ni znaki meningealne faze bolezni: viso-
ka vrocina, glavobol, bruhanje, obcutljivost
na svetlobo, moten vid, tresavica in teZave
s koncentracijo. Bolnik je zavrnil zdravljenje
v bolni$nici in lumbalno punkcijo, zato je bil
obravnavan le ambulantno (tabela 1).
Bolnica 2, stara 59 let, je isti dan kot bol-
nik 1 poiskala nujno medicinsko pomoc zaradi
vrocine (38,6 °C), mrzlice, bole¢in v miSicah
in driske, vendar je bila krvna slika v mejah
normale, z izjemo blaZje levkopenije. Tudi pri
njej so se Cez 14 dni pojavili klini¢ni znaki

Tabela 1. Kliniche in laboratoriiske znacilnosti bolnikov, vpletenih v izbruh prenosa virusa klopnega meningoencefalitisa s kozjim mlekom.
ELISA — encimski imunski test (angl. enzyme-linked immunosorbent assay), KME — klopni meningoencefalitis, KMEV — virus klopnega
meningoencefalitisa, NEG — negativno, NT — nevtralizaciiski fest, POZ — pozitivno, NTT — ni festirano, RI-PCR — obratna transkripcija
in verizna reakcija s polimerazo (angl. reverse transcriptase-polymerase chain reaction).

Bolnik  Razvoj klinicnih Zdravniska Testirani vzorci Mikrobioloka potrditev Ceplienje
znakov oskrba (datum)
KMEV ELISA KMEV NT KMEV RT-PCR
IgM  Ig6
] dvofazni potek ambulantno 8. mqj POz POZ POz NEG NE
bolezni zdravlienje
2 dvofazni potek bolnignicno 8. maj PO POZ POz NEG NE
bolezni zdravljenje
3 Samo prva brez zdravniske 15. maj POz POz POz NEG NE
faza bolezni oskrbe 6. junij POz POZ POz NTT
4 ni zbolel 15. maj NEG  POZ POL NEG DA
6.  NEG POI PO NTT
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meningealne faze bolezni, zaradi Cesar je
bila sprejeta v bolni$nico. Biokemijski testi so
v likvorju pokazali spremembe, ki so znacil-
ne za aseptini meningitis (tabela 1). Bolnik 3,
star 32let, je zbolel isto¢asno z enako klini¢no
sliko, vendar zaradi tega ni poiskal medicin-
ske pomodi, prav tako tudi pozneje ni razvil
meningealne faze bolezni (tabela 1).

Okuzbo s KMEV je mogoce natan¢no potr-
diti le z mikrobioloskimi metodami, saj so
klini¢ni znaki bolezni pogosto neznacilni in
nezadostni za postavitev diagnoze. Prav zaradi
blage prve faze bolezni in odsotnosti etiolos-
kega vzroka (vbod klopa) smo sum na okuzbo
s KMEV postavili $ele ob pojavu meningeal-
nih znakov pri bolnikih 1 in 2. Z encimskim
imunskim testom (angl. enzyme-linked immu-
nosorbent assay, ELISA) smo dokazali speci-
fi¢na protitelesa razreda IgM in IgG v seru-
mu obeh bolnikov. Tudi pri bolniku 3, ki ni
razvil meningitisa, smo dokazali specifi¢na
protitelesa proti KMEV v serumu. Zaradi pri-
sotnosti specifi¢nih protiteles virusne RNA
v serumu nismo ve¢ zaznali (tabela 1).

Bolnik 4, ki je prav tako pil surovo kozje
mleko, ni zbolel, saj je bil cepljen proti KMEV.
Osnovno shemo cepljenja je bolnik zakljucil
leta 1995, nato je dobil poZivitvene odmer-
ke $e leta 2000, 2005 in 2010. Z mikrobiolo$-
kim testiranjem smo pri bolniku 4 dokazali
v prvem vzorcu, odvzetem 27 dni po zauZitju
mleka, visoko koncentracijo specifi¢nih pro-
titeles razreda IgG proti KMEV (912 U/ml)
in odsotnost specificnih protiteles razreda
IgM. Tudi v drugem vzorcu, odvzetem tri ted-
ne kasneje, smo dokazali specifi¢na protite-
lesa razreda IgG (672 U/ml). Glede na visoko
avidnost dokazanih protiteles proti KMEV
(85 %) lahko sklepamo, da je tudi pri bolni-
ku 4 prislo do poZivitvenega odgovora zaradi
pitja okuZenega surovega mleka.

Z epidemiolosko raziskavo smo odkrili, da
bolnika 2 in 3 redno uZivata surovo kozje mle-
ko, ki naj bi po njunem mnenju pozitivno vpli-
valo na zdravje. Da bi potrdili izvor okuzZbe,
smo pregledali vzorce (serum, kri in mleko)
Zivali, ki jih ima bolnik 3 na svoji kmetiji. Z me-
todo posredne imunofluorescence (angl. indi-
rect immunofluorescence assay, IFA) smo do-
kazali specifi¢na protitelesa proti KMEV v petih
od devetih pregledanih vzorcev kozjih seru-
mov (titer od 1:20 do 1:1280) in v enem od

Stirih pregledanih vzorcev kozjega mleka
(1/4). Vsi vzorci ovac so bili negativni (9/9).
Z metodo obratne transkripcije in veriZzne
reakcije s polimerazo (angl. reverse transcrip-
tase-polymerase chain reaction, RT-PCR) v real-
nem ¢asu smo pregledali vzorce serumov in
krvi devetih koz in devetih ovac ter Stiri
vzorce kozjega mleka. Virusno RNA smo
dokazali samo v serumu (1,50 x 10® kopij
RNA/ml) in mleku (1,88 x 10° kopij RNA/ml)
koze, katere mleko so pili zboleli, in s tem
potrdili alimentarni prenos KMEV.

ZAKLJUCEK

Ljudje se najpogosteje okuZijo s KMEV z vbo-
dom okuZenega klopa, ki ga pribliZzno tretji-
na ljudi ne zazna (9). Pri kar dveh tretjinah
Jjudi poteka okuzba brez klini¢nih znakov. Pri
vecini bolnikov, ki kaZejo prizadetost osrednje-
ga Zivéevja, pa je potek bolezni dvofazen (10).
Toda okuzba s KMEV je mozna tudi z uZiva-
njem nepasteriziranega mleka ali mlec¢nih
izdelkov, pridobljenih iz surovega mleka.

V opisanem primeru izbruha KME po pit-
ju nepasteriziranega kozjega mleka so zbolele
tri osebe, pri cemer sta dve osebi potrebovali
zdravnisko pomoc. Kljub temu da je bil bol-
nik 1 imunsko oslabljen, je potekala bolezen
pri vseh treh sorazmerno blago, brez dolgo-
trajnega okrevanja. Pri bolniku 3 se je okuz-
ba s KMEV razvila v zelo redki, abortivni obli-
ki, ki smo jo v Sloveniji ugotovili pri manj kot
2 % bolnikov (10). Po vbodu okuZenega klo-
pa sledi inkubacijska doba bolezni, ki lahko
traja 4-28 dni, najpogosteje osem dni (3).
V nasprotju s tem je lahko inkubacijska doba
pri alimentarni okuzbi krajsa, v naSem prime-
ru le dva dni. Nasi izsledki nakazujejo, da je
hitrost okuzbe vedja po pitju surovega mle-
ka (kolostruma) kot v primeru uZivanja oku-
Zenih mlec¢nih izdelkov. To je pomembno tudi
s stali$¢a, da zelo kratka inkubacijska doba ne
sme biti izkljucitveni kriterij pri sumu na
okuzbo s KMEV, predvsem pri moznih ali-
mentarnih prenosih virusa. Kljub temu da
opisan izbruh pri bolnikih ni pustil hujsih
zdravstvenih posledic, pa bi se mu lahko izog-
nili, ¢e bi pred uporabo ustrezno toplotno
obdelali surovo mleko. Vsekakor bi se izbruhu
lahko izognili tudi, ¢e bi bili udeleZeni ceplje-
ni proti KMEV. Kljub temu da so $tiri osebe
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pile okuZeno mleko, so zbolele le tri osebe, ki~ snih mle¢nih izdelkih in mleku, mislec, da je
niso bile cepljene. Z vse vedjim oglaSevanjem  to bolj zdravo. Prav zato je obve$¢anje javno-
»biolosko« in »naravno« pridelanih izdelkov ter ~ sti o moznosti prenosa KMEV preko mle¢nih
vse bolj »naravnime« Zivljenjskim stilom se pri  izdelkov in mleka zelo pomembno, pa ¢eprav
ljudeh povecuje tudi povprasevanje po pre-  gre za zelo redek prenos okuzbe.
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Glosair-aparat za dezinfekcijo zraka je primeren za
male in velike prostore in omogoca pravo mero
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peroksida omogoca varno
dekontaminacijo prostorov tako za
paciente, osebje kot tudi za opremo

- UCINKOVITO
Mesanica vodikovega peroksida je
ucinkovita zoper vecine patogenih
mikroorganizmov kot so MRSA,
Clostridium difficile in VRE.

« ENOSTAVNO
Vsi parametri celotneka ciklusa se lahko
razli¢no nastavijo, shranijo in izpisejo s
pomocjo printerja. Celoten cikel je
voden preko daljinskega upravljalca.

Najboljsa zascita v preprecevanju
Sirjenja razli¢nih infekcij tako za vas kot
tudi za vase pacijente

Za ve¢ informacij nas lahko pokli¢ete na
telefon 041389 700 ali obisc¢ete naso
spletno stran www.aspjj.com/glosair

fohmsonafohmson

Johnson & Johnson d.o.o.
Smartinska c. 53, 1000 Ljubljana

Tel: 00 386 41 389 700, fax: 00386 1401 1801
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BD BIOTEHNOLOGIJA

« Pretocni citometri

« Monoklonska protitelesa

« Celi¢ne kulture

« Falcon laboratorijskaplastika
» Molekularna diagnostika

BD VACUTAINER
« Sistemi za odvzem krvi
« Urinski sistemi

s

BD MIKROBIOLOSKI SISTEMI

« Bactec sistemi za hemokulture

« Sensi diski

« Gojisca (Difco, BBL) in reagenti

« |dentifikacijski sistemi Crystal,
Phoenix ID/AST

* MGIT za TBC sistem

BD MEDICAL

« Diabetes - insulinke in igle
za peresnike

« |V terapija

« Injekcijski sistemi

» Anestezija

international

Z vami je od leta 1992

Medias International d.o.o.
Leskoskova cesta 9D
SI-1000 Ljubljana

Telefon: 01 52 02 300

Fax: 01 52 02 495
info@medias-int.si
www.medias-int.si

7 BD



Bimos — Interstuhl
Biromobel,

Bio-Rad Medical
Diagnostics,

Biolin Scientific,
Bioquell,

Biotage,

Biotest,

Delta T,

Ditabis,

EKF Diagnostic,
Eppendorf,
Eurofins GeneScan,

Eurofins MWG
Operon,

Focus Diagnostics,
Hain Lifescience,
Heipha,

Hoefer,

IDEXX
Laboratories,

Liofilchem,
Mart Microbiology,

Medical Wire
(MWE),

Molecular Devices
(Genetix).

Qiagen,
R-Biopharm,

Rosco Diagnostica,
SalvisLab,
Sarstedt,

Sifin,

Tecan,

Thermo Fisher
Scientific (Revco),

Ultra Violet
Products (UVP)

//‘\\\ mediline

laboratorijska oprema
 potrosni materiali
reagenti

i

Mediline mesana trgovska druzba, d.c.o.

Perovo 30 | p.p. 5 | SI-1241 Kamnik | Slovenija
T+386(0)18308040 | F+386(0)18308070/63
E info@mediline.si | | www.mediline.si



ZANESLIJIVO,
HITRO
PREPROSTO....

VIDAS®

VODILNI SISTEM ZA RUTINSKO DETEKCIJO PATOGENIH BAKTERI V HRANI NA SVETU!

Salmonella, Listeria spp., Listeria monocytogenes, E. coli 0157, Camplyobacter in Staphylococcal enterotoxin.

ENA predobogatitev - ENO pipetiranje - EN strip, pripravljen za uporabo

Inovativna, premium ponudba z "The phage recombinant protein"
rezultat NASLEDNJI DAN tehnologijo za naslednje parametre: Salmonella, Listeria, E. coli 0157.

ELFA tehnologija

- zmanj$ana moznost lazno pozitivnih rezultatov,
- zmoznost detekcije nizkih koncentracij kontaminacije,
- vec kot 40 mednarodnih validacij.

Vet infomacij: MIKRO+POLO d.o.o0. | T: 02 614 33 01 | E: biomedicina@mikro-polo.si

n.wﬁ‘q.“x milkr'o+polo

vse za laboratorij...
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4. Banicevi dnevi - Zoonoze
Zbornik prispevkov

Organizatorji
Sekcija za klini¢no mikrobiologijo in bolni$ni¢ne okuzbe Slovenskega zdravniskega drustva,
Zavod za zdravstveno varstvo Murska Sobota, Splo§na bolni$nica Murska Sobota

Glavni urednik zbornika
prof. dr. Miroslav Petrovec, dr. med.

Organizacijski odbor

mag. Iztok Strumbelj, predsednik, Zavod za zdravstveno varstvo Murska Sobota; prof. dr. Tatjana Avsié -
Zupanc, prof. dr. Miroslav Petrovec, prof. dr. Katja Seme, Intitut za mikrobiologijo in imunologijo, Medi-
cinska fakulteta, Univerza v Ljubljani; mag. Emil Pal, Splo$na bolni$nica Murska Sobota; Zdenka Horvat
Sardi, Zavod za zdravstveno varstvo Murska Sobota

Recenzenti
prof. dr. Tatjana Avi¢ - Zupanc, univ. dipl. biol., prof. dr. Miroslav Petrovec, dr. med., prof. dr. Katja Seme, dr. med.

Urednistvo
Saga Ilovar, Anja Kova¢, Miha OrazZem, Spela Tevzi¢

Glavni urednik Lektorii
Crt Zavrnik Mateja Hodevar Gregoric, Alesa Majster

Odgovorna urednica

Lektor za angleski jezik
Sasa Ilovar

Lara Vidmar
Tehniéni uredniki

Jan Jamsek, Anja Kovac, Sara Mugerli Naslov urednistva

Medicinski razgledi
Uredniski odbor Korytkova ulica 2, 1000 Ljubljana
Petra Bav¢ar, Alenka Biteznik, Ana Dov¢, Tel., faks: (01) 5242 35_6
Jernej Drobez, Grega Kragelj, Sandra http:{/ ww.medrazgl.m )
Mlakar, Miha Orazem, Tomaz Rus, Spela E-posta: info@medrazgl.si

TevZi¢, Bogdan Vidmar, Sonja Zarkovi¢,

Klemen Ziberna, Jan Zmuc, Danaja Zolger ~ POR: 02014-0050652588
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