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Predgovor

Za leto$nje Baniceve dneve, Ze 7. po vrsti, smo si v Sekciji za klini¢no mikrobiologijo
in bolniSni¢ne okuZbe Slovenskega zdravniSkega drustva izbrali temo OkuZbe prebavil.
Podobno temo smo imeli leta 2007, ko se dvodnevno srecanje naSe sekcije e ni imeno-
valo po cenjenem profesorju dr. Stanku Banicu.

Zivimo v &asu popolne globalizacije, ko lahko informacije v trenutku prepotujejo na
tisocCe kilometrov. Novost, zasnovana na Kitajskem, je lahko ez nekaj dni Ze na naSem
trzi§€u. Tudi za bolezenske agense ni ve¢ meja - lep primer smo imeli v izbruhu vrocice
ebola, ki Se nikoli do sedaj ni prepotovala toliko kilometrov. V sedanjem trenutku moram
vsekakor omeniti reko migrantov, beguncev z BliZnjega vzhoda, ki sicer samo preckajo
naSo drZavo, a s seboj prinaSajo mikrobe in bolezni, ki nam lahko povzroc¢ijo dodatne
probleme. Saj bomo zmogli, ampak to bo terjalo dodatne finané¢ne in tehnicne izzive!

Tudi tokrat bom zapisala, da so bolezni prebavil v svetu velik zdravstveni pro-
blem. Vse se za¢ne z zdravo, pitno vodo, z neopore¢no hrano in nadaljuje s higieno
rok tako doma kot v zdravstvenih ustanovah. Da bi zmogli povzrocitelje dolociti ¢im
bolj natan¢no, smo v laboratorijih pridobili aparature in razvili metode, o katerih smo
pred desetimi leti samo sanjali. Tudi ta najnovej$a tehnologija ni ve¢ tako draga, se
pa sprasujemo, ¢e si bo naSe ¢edalje bolj obuboZano zdravstvo lahko privos¢ilo vso to
diagnostiko.

Vedno za¢nemo z epidemioloSkimi podatki, avtorji nam bodo predstavili tudi neka-
tere novosti pri cepljenju proti povzrociteljem okuZb prebavil. Obravnava nekega
izbruha je nujno timsko delo in avtorji nam predstavljajo primere dobre prakse. Pri-
spevki nam ponujajo zadnje novosti in posebnosti o virusnih, bakterijskih in parazitnih
povzrotiteljih &revesnih bolezni. Crevesna flora je pri zdravju ¢loveka zelo pomembna,
a hkrati predstavlja za imunsko oslabljenega bolnika velik rezervoar bakterij, virusov
in praZivali, ki v dolo¢enem trenutku lahko odlo¢ajo o zdravju ali bolezni takega paci-
enta. Spremenjena ¢revesna flora kot nosilka raznih veckratno odpornih bakterij pa nam
pomeni vsakodnevni izziv v prepre€evanju bolniSni¢nih okuZb. Pred nekaj leti smo se
cudili bolnisnicam, v katerih so se borili z bakterijo C. difficile, danes je to vsakodnevna
izolacija v vec€ini naSih laboratorijev.

Kako obvladovati izbruhe, kako peljati preprecevanje prenosov v bolni$nicah, kako
pristopati k obravnavi neke diareje v lu¢i sodobnih, zmogljivih metod, razli¢nih smer-
nic ter standardov - upamo, da bomo odgovore na vsa ta vprasanja dobili na letoSnjem
simpoziju. Zbornik, ki je pred vami, naj sluZi specializantom in specialistom razli¢nih
strok, saj prinaS8a pomembne prispevke na$ih raziskovalno usmerjenih kolegov - hvala
za vas$ trud. Velika zahvala tudi zelo aktivhemu programskemu odboru, vsem recenzen-
tom in lektorjem.

V teh dveh dneh srefanja upamo na plodne razprave, izmenjavo mnenj in znanja,
po koné¢anih predavanjih pa na nedvomno prijetno druZenje v skritem koticku dolenj-
ske pokrajine.

Tatjana Harlander
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Spremljanje nalezljivih bolezni,
ki se prenasajo s hrano in vodo
Surveillance of Foodborne and Waterborne Diseases

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: nalezljive bolezni, ki se prenagajo s hrano in vodo, epidemiolosko spremljanje, Slovenija

Spremljanje, preprecevanje in obvladovanje ¢revesnih nalezljivih bolezni v Sloveniji po-
teka v skladu z Zakonom o nalezljivih boleznih (Uradni list RS, §t. 33/2000) in podza-
konskimi akti. V Sloveniji je podobno kot v drZavah Evropske unije prijava dolo¢enih
¢revesnih nalezljivih bolezni obvezna. Incidenca ¢revesnih nalezljivih bolezni, izracu-
nana na osnovi prijav, je zagotovo niZja od dejanske, kar smo potrdili z raziskavo leta
2011. V prispevku prikazujemo epidemiologijo ¢revesnih nalezljivih bolezni v Sloveni-
ji od leta 2005 do 2014.

ABSTRACT

KEY WORDS: foodborne and waterborne diseases, surveillance, Slovenia

Surveillance, prevention and control of foodborne and waterborne infectious diseases
in Slovenia is implemented in accordance with the Law on Infectious Diseases (Official
Gazette RS, No. 33/20006) and other regulations. In Slovenia, as in other European Uni-
on member states, detection of specific foodborne and waterborne infectious diseases
has to be reported. The incidence of foodborne and waterborne diseases, calculated on
the basis of the reports, is certainly lower than the actual incidence, which was confir-
med by a multiplicator study we performed in 2011. The paper presents the epidemi-
ology of foodborne and waterborne infectious diseases in Slovenia from 2005 to 2014.

™ Mag. Eva Grilc, dr. med., Center za nalezljive bolezni, Nacionalni institut za javno zdravje, Zalo3ka cesta 29,
1000 Ljubljana; eva.grilc@nijz.si

2 Doc. dr. Maja Socan, dr. med., Center za nalezljive bolezni, Nacionalni in3titut za javno zdravje, Zalo3ka cesta 29,
1000 Ljubljana
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Globalno breme c¢revesnih nalezljivih bo-

lezni (CNB) oz. bolezni, ki se prenasajo s

hrano in vodo, ni znano, vendar je verje-

tno veliko (1). Svetovna zdravstvena or-

ganizacija (SZO) ocenjuje, da letno zaradi

CNB po svetu umre 2,2 milijona ljudi (1,

2). Porazdelitev bremena je neenakomer-

na. Ocenjujejo, da se 90 % CNB pojavi v

nerazvitih drZzavah (1). Tudi v razvitih dr-

Yavah ostajajo CNB zaradi svoje pogosto-

sti in razSirjenosti velik javnozdravstve-

ni problem (2). Skupine prebivalstva, bolj

dovzetne za okuZzbo, so:

. starostniki,

+ (majhni) otroci,

+ osebe z motnjami imunskega odgovora
in

- turisti, ki potujejo v deZele z niZjim hi-
gienskim standardom.

Najpogosteje dokazani povzrocitelji v ne-
razvitih drZavah so rotavirusi in enteroto-
ksigene E. coli (ETEC), ponekod se Se ved-

no pojavljajo tudi izbruhi kolere, griZe in
trebudnega tifusa (1). V razvitih drZavah
CNB najpogosteje povzrocajo virusi (1).

V prispevku predstavljamo podatke o
prijavljenih primerih CNB, ki jih je zajelo
epidemioloSko spremljanje od leta 2005
do 2014.

METODE ZBIRANJA PODATKOV

Spremljanje, preprecevanje in obvladova-
nje CNB v Sloveniji poteka v skladu z Za-
konom o nalezljivih boleznih (Uradni list
RS, §t. 33/2006) in podzakonskimi akti (3).
Vrsto CNB se dolo¢i v skladu z Mednaro-
dno klasifikacijo bolezni in po§kodb (MKB-
10). Pri doloZanju vrste CNB se uposteva
tudi standardne definicije za namene pri-
jave (4). V Sloveniji je podobno kot v drZza-
vah Evropske unije (EU) prijava nekaterih
CNB obvezna. Inciden&na stopnja CNB, iz-
rac¢unana na osnovi prijav, je zagotovo niz-
ja od dejanske, kar smo potrdili z raziska-
vo »Populacijska $tudija akutnih ¢revesnih
okuZb v Sloveniji: opredelitev multiplika-
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Slika 1. Incidenc¢na stopnja najbolj pogostih érevesnih nalezljivih bolezni (neopredeljenih ¢revesnih nale-
zljivih bolezni, salmoneloz, kampilobakterioz, okuZb z rotavirusi, norovirusi, adenovirusi in Escherichio
coli) na 100.000 prebivalcev v Sloveniji od leta 2005 do 2014. CNB - ¢revesna nalezljiva bolezen.
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torja« leta 2011 (5). Z omenjeno prvo pre-
sefno raziskavo CNB pri nas smo oceni-
li, da je na vsak prijavljen primer CNB 56
zbolelih oseb v populaciji (5).

Najvedji deleZ CNB predstavljajo CNB
neznane etiologije. Med opredeljenimi
povzrocitelji so na prvem mestu virusni
povzrocitelji, zlasti norovirusi in rotavi-
rusi, katerih incidenca je vsa leta visoka.
Predvidevamo, da vecji del med neoprede-
ljenimi CNB verjetno predstavljajo virusne
okube. Med prijavljenimi primeri CNB z
opredeljenim bakterijskim povzro€iteljem
je bila do leta 2009 na prvem mestu salmo-
neloza, kasneje pa kampilobakterioza. Po-
gostost prijave salmoneloz je do leta 2013
upadala. Vzrok upada prijav je bila ve¢ja
varnost Zivil Zivalskega izvora (6). V letu
2014 je incidenca salmonelnih gastroente-
rokolitisov narasla za 2,3-krat. Zaznali smo
tudi povecano Stevilo izbruhov. Dva sta se
pojavila v osnovni $oli, eden v osnovni Soli
in vrtcu, trije v restavracijah, eden na izle-
tu ter v druZini (skupno 9). Eden od izbru-

hov je bil hidricen, kar je zelo redek pojav.
Osem izbruhov je povzrocila S. Enteritidis,
hidri¢ni izbruh pa S. Typhimurium. Vzrok
za povecano incidenco salmoneloz v letu
2014 ostaja nepojasnjen.

Prijavna incidenca kampilobakteri-
oz je visoka (okoli 1.000 prijavljenih pri-
merov letno) in se ne spreminja bistveno.
Vzrokov je vec, eden pomembnejsih je, da
so kampilobaktri prisotni v sveZem peru-
tninskem mesu in termi¢no neobdelanih
izdelkih iz perutninskega mesa (6). Izbru-
hov v zadnjih 20 letih nismo zaznali.

Prijave okuZb z E. coli, ki je na Cetrtem
mestu med bakterijskimi povzrocitelji,
ostajajo na isti ravni. Glede na 10-letno
povprecje med posameznimi skupinami
prevladujejo enteropatogene E. coli (EPEC).
V zadnjih letih beleZimo povecanje deleZa
E. coli, ki proizvajajo verotoksin (VTEC),
kar je verjetno tudi posledica izboljSane
diagnostike.

Podatki o redkeje prijavljenih CNB so
prikazani na sliki 2. OkuZbe s C. difficile,
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Slika 2. Incidenéna stopnja manj pogostih crevesnih nalezljivih bolezni (okuZbe z jersinijami, Staphylococ-
cus aures, Clostridium difficile, Bacillus cereus, listerijami in paraziti) na 100.000 prebivalcev v Sloveniji

od leta 2005 do 2014.
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ki je na Cetrtem mestu med bakterijskimi
povzrocitelji, so v izrazitem porastu. Od
leta 1999, ko smo prejeli zgolj dve prija-
vi, je v letu 2013 Stevilo prijav naraslo na
316, v letu 2014 pa na 377 prijav (19 %
vec). OkuZbe se pojavljajo pri bolnikih z
obi¢ajnimi dejavniki tveganja, to so:

+ starejSe osebe,

- osebe s kroni¢nimi boleznimi,

- osebe, ki so se zdravile v bolni$nici, in
+ osebe, ki so prejemale antibiotike.

Med redkeje prijavljenimi povzrocitelji
so zaradi visoke umrljivosti pomembne li-
sterije. V letu 2014 smo zaznali 18 prijav, 5
oseb je umrlo. Zadnje kopicenje primerov
smo zaznali v letu 2013 na Dolenjskem, ko
so zbolele 3 osebe. Dejansko Stevilo liste-
rioz je verjetno viSje, ker se zazna in zdra-
vi le bolnike s teZko klini¢no sliko. Preisko-
vanje skupkov listerioze je zahtevno, saj je
potencialno okuZenih ve¢ Zivil, zato se je
teZko odlociti kje in koliko vzor¢iti.

Incidenca prijavljivih parazitoz, kot
sta trihineloza in trakuljavost, ostaja v za-

dnjih letih na enaki ravni. Izjema so prija-
ve enterobioze, ki so v zadnjih 4 letih po-
rasle za 4-krat. Vzrok ni znan.

DeleZi povzroditeljev se znatno raz-
likujejo glede na starostno skupino. V
mlajSih in starejSih starostnih skupinah
prevladujejo okuZbe z rotavirusi in noro-
virusi, kar je verjetno odraz teZje klini¢ne
slike in posledi¢no potrebe po zdravniski
pomoci pri majhnih otrocih. Ljudje v sre-
dnjem Zivljenjskem obdobju potrebujejo
zdravnisko pomo¢ ob prebolevanju bakte-
rijskih okuZb. Verjetno tudi virusne okuz-
be prebavil v tem starostnem obdobju
niso tako redke, vendar zaradi laZjega pre-
bolevanja ni podatka o njihovi pogostosti.
Prijavne incidence pogosto odraZajo kori-
Scenje zdravstvenih storitev, saj brez obi-
ska pri zdravniku ne pride do prijave. Naj-
vec€ okuzb s C. difficile se pojavi po 50. letu,
kar je povsem pri¢akovano.

Razmerje med prijavami moSkih in
Zensk s CNB se s starostjo spreminja. Pri
dojenckih in v predSolskem obdobju je in-
cidenc¢na stopnja viSja pri deckih kot pri
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deklicah. V odrasli dobi pa je prijavljenih
vec Zensk, kar je morda posledica dejstva,
da so Zenske prej pripravljene poiskati
zdravnis$ko pomo¢ kot moski.

ZAKLJUCEK

Predstavili smo najpogosteje prijavlje-
ne CNB v Sloveniji. Dejanskega Stevila
okuZenih in obolelih ne poznamo. Oceni-

li bi ga lahko s pomocjo raziskav breme-
na okuzb, ki vklju€ujejo tudi matematic-
no modeliranje. CNB ostajajo pomemben
javnozdravstveni problem. Treba jih je
stalno epidemioloSko spremljati tako
doma kot v tujini, ob¢asno oceniti bre-
me, iskati in raziskovati nove povzrocite-
lje ter ozaveScati prebivalstvo o preven-
tivnih ukrepih.
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Environment and Food as a Source of Infection

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: hrana, okolje, povzrotitelji érevesnih obolenj, mikroorganizmi

Mikroorganizmi, ki jih izoliramo iz klini¢nega materiala pri osebah s ¢revesnimi okuZ-
bami, so ve¢inoma ubikvitarni in tako v ve¢ji ali manj$i meri razSirjeni povsod okoli
nas. Posamezne vrste se razlikujejo predvsem glede na to, kaksno okolje jim bolj ustre-
za. To se odraZa tudi v njihovi razSirjenosti v dolo¢enem zunanjem okolju ali gostitelju.
Na pojavnost mikrobov vplivajo Stevilni fizikalno-kemijski dejavniki, na njihov prenos
pa tudi socialno-ekonomske razmere v dolocenem okolju. Ravno pri ¢revesnih okuZz-
bah so kontaminirana Zivila pogost vir okuZbe. Tako dobimo pri bolniku ob epidemiolo-
Skem poizvedovanju o vrsti zauZitih Zivil v zadnjem obdobju najpogosteje pricakovane
odgovore. Natanc¢no iskanje vzroka alimentarnega obolenja je, razen v primeru velikih
izbruhov, Zal pogosto neuspedno. Predvsem je tako v primeru kontaminiranih Zivil, ki
imajo kratek rok uporabnosti. Prav zato je pomembno sodelovanje vseh institucij - od
tistih, ki so vpeta v linijo »od vil do vilic«, do zdravniS8kega osebja, ki se na koncu srecu-
je s klini¢no sliko, ki jo mikrobi povzrocijo v bolnikovem organizmu. Le z izpopolnjenim
sistemom ugotavljanja vira nekega alimentarnega obolenja lahko u¢inkovito izrabimo
sistem sledljivosti Zivil, katerega so skladno z zakonodajo dolZni graditi vsi vpleteni v
prehranski verigi. V prispevku bomo osvetlili posamezne skupine Zivil, ki so najpogo-
steje povezane s povzrocitelji Erevesnih obolenj. Vse raziskave, katerih namen je zmanj-
Sati pojavljanje alimentarnih obolenj, pogosto vodijo do spoznanja, da kriti¢ne tocke
niso samo dolocene vrste Zivil, ampak tudi okolje in s tem predmeti, ki prihajajo v stik
z Zivili, in seveda tudi naSe ravnanje z njimi.

ABSTRACT

KEY WORDS: food, environment, cause of intestinal diseases, microorganisms

Microorganisms isolated from the clinical material of persons with intestinal infec-
tions are mainly ubiquitous and thus widespread all around us. Individual types of
microbes mostly differ regarding the environmental condition that suits them. This is
also reflected in their occurrence in the environment or in the host. The incidence of
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microbes depends on many physic-chemical factors. At the same time, their transmis-
sion is also influenced by socio-economic conditions in a particular environment. Con-
taminated food is often the cause of intestinal diseases. This frequently leads to expec-
ted answers during epidemiological inquiry about the type of food eaten by the patient
in the last period. A precise determination of the cause of foodborne disease is, except
in the case of major outbreaks, often unsuccessful, particularly in the case of contami-
nated food with short shelf life. Therefore cooperation between all institutions is very
important - from those who are involved in the line »from farm to fork« to the medical
personnel. The latter are at the end faced with a clinical picture caused by microbes in
the patient’s body. Only with an advanced system of determining the source of alimen-
tary diseases, a system of traceability of foodstuffs can be used effectively. The system
has to be in accordance with the law and this has to be respected by all involved in the
food chain. In this article, we will highlight the types of food which are most often asso-
ciated with intestinal diseases caused by different pathogens. In most studies that focus
on reducing the occurrence of foodborne illnesses, a common conclusion is that what is
crucial is not only the type of food, but also the environment and objects that come into

contact with foodstuffs and of course the way we handle them.

uvoD
Prebavni sistem ljudi in Zivali je komple-
ksen sistem s Stevilnimi mehanizmi delo-
vanja. Lahko recemo, da je prav v procesu
prehranjevanja organizem najbolj izposta-
vljen delovanju najrazli¢nejsih dejavnikov
tveganja. Ljudje se s povzrocitelji creve-
snih obolenj okuZimo bodisi neposredno
preko okuZenih ljudi, Zivali in predmetov
ali posredno preko kontaminirane hrane
ali vode. Za alimentarne okuZbe ali zastru-
pitve so odgovorna Zivila, ki so kontami-
nirana s patogenimi mikroorganizmi ali
njihovimi toksini in jih €lovek zauZije v
koli€ini, ki presega infekcijsko oz. toksi¢no
dozo, kar pomeni, da lahko povzrocijo obo-
lenje. Pri manifestaciji bolezni je klju¢na
sposobnost imunskega odziva. Prav zato
Stevilna obolenja v ve¢jem obsegu opaZa-
mo v imunsko obcutljivih starostnih sku-
pinah in pri kroni¢nih bolnikih, kar je raz-
vidno tudi iz objavljenih letnih porocil
epidemioloskih sluzb (1, 2).

Uredba (ES) 8t. 852/2004 o higieni Zi-
vil dolo€a, da je nosilec Zivilske dejavnosti
(proizvajalec) odgovoren, da so Zivila, ki
jih proizvaja, varna oz. zdravstveno ustre-

zna (3). V splosnih zahtevah Zivilske zako-
nodaje, podrogje katerih ureja Uredba (ES)
§t. 187/2002, je navedeno tudi, da je nosi-
lec Zivilske dejavnosti dolZan potroSniku
s svojim izdelkom posredovati tudi infor-
macije »o preprecevanju posebnih neZele-
nih u€inkov nekega Zivila ali skupine Zivil
na zdravje« (4). Proizvodnja Zivil je nad-
zorovana z razliénimi mehanizmi nadzo-
ra. Sami nosilci Zivilske dejavnosti ima-
jo vpeljan sistem kontrole kriti¢nih tock
(angl. Hazard Analysis Critical Control Po-
int, HACCP) med samo proizvodnjo, prav
tako vecje trgovske verige izvajajo doda-
tno lastno kontrolo Zivil, ki jih posreduje-
jo v promet. Uradne sluZbe, kot so Uprava
za varno hrano, veterinarstvo in varstvo
rastlin RS (UVHVVR), Zdravstveni inSpek-
torat RS (ZIRS) in Nacionalni inStitut za
javno zdravje (NIJZ), pa vsako leto izva-
jajo program monitoringa zoonoz in nji-
hovih povzrociteljev. Kljub prizadevanjem
rejcev, proizvajalcev in stroke se pri po-
sameznih skupinah Zivil ob¢asno srecu-
jemo s prisotnostjo mikroorganizmov, ki
ve¢inoma zaradi neustreznih postopkov
priprave hrane povzrocajo obolenja pri
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ljudeh. OkuZbe, katerih vzrok je kontami-
nirana hrana (npr. kampilobakterioza, sal-
moneloza, okuZba z E. coli, virusne okuZbe
itd.), se najpogosteje odraZajo kot gastro-
enteritisi. V naporih za zmanj$anje raz-
Sirjenosti mikrobov in pri preprecevanju
obolenj z enteri¢nimi patogeni ne smemo
pozabiti na njihovo sposobnost preZive-
tja v najrazli¢nejsih okoljih ter tudi spo-
sobnost oblikovanja biofilmov. Le-ti lahko
predstavljajo trdovraten vir ponavljajoce
kontaminacije Zivil, ki ga je zelo teZko lo-
cirati in tudi odstraniti.

RAZSIRJENOST POVZROCITELJEV
CREVESNIH OBOLEN])

V POSAMEZNIH SKUPINAH

ZIVIL IN V OKOLJU

Posamezne vrste mikroorganizmov so
skoraj praviloma bolj razSirjene pri dolo-
¢enih Zivalskih vrstah in tako posledi¢no
dosegajo viSjo prevalenco tudi v tovrstnih
zivilih. Vendar to ne pomeni, da so moZen
vir okuZbe ljudi le ta Zivila. V nadaljeva-
nju bomo zato izpostavili vrste Zivali, ki
so glavni prenaSalci mikrobov in ob tem
tudi najpogostejsi povzrocitelji dolocene-
ga obolenja.

Perutnina

Prodaja in uZivanje perutninskega mesa
(piS¢ancjega in puranjega) je v zadnjih de-
setletjih v porastu. Razlogi za to so v nje-
govih dieteti¢nih karakteristikah (laz-
ja prebavljivost, niZja vsebnost maScob)
in tudi v cenovni dostopnosti. Perutnin-
ska proizvodnja se pri svojem delu srecu-
je predvsem s prisotnostjo dveh mikrob-
nih vrst, ki povzrocata obolenja pri ljudeh.
To so bakterije vrste Campylobacter spp.
in Salmonella spp. Za obe vrsti je znacil-
no, da se razmnoZujeta tudi pri temperatu-
rah, vi§jih od 42 °C, kar je tudi poglavitni
razlog za njuno pojavnost v ¢revesju peru-
tnine. Veliko vecjo prevalenco termofilnih
kampilobaktrov (C. jejuni/coli) pri perutni-
ni v primerjavi z ostalimi Zivalskimi vrsta-

mi si po vsej verjetnosti lahko razlagamo
tudi z dejstvom, da je telesna temperatura
ptic okrog 42 °C in so zato njihova preba-
vila idealno okolje za rast in razmnoZeva-
nje teh vrst bakterij. Zivali se s salmonela-
mi in termofilnimi kampilobaktri okuZijo
med samo vzrejo. Vzroke za to je najpogo-
steje treba iskati v okuZeni krmi in v nedo-
slednem izvajanju biovarnostnih ukrepov
(prisotnost glodavcey, insektov, ptic, neza-
dostno ¢iS€enje in dezinfekcija, nepravilno
vseljevanje novih jat, nedosledna uporaba
dezinfekcijskih barier itd.) (5).

Po podatkih letnega porocila o zoono-
zah in povzrociteljih zoonoz smo v Slo-
veniji v letu 2013 v okviru nacionalnega
programa nadzora glede bakterij vrste Sal-
monella spp. prisotnost ugotovili pri 2,8 %
maticnih jat. Pridobljeni izolati niso pripa-
dali serovarom S. Enteritidis, S. Typhimu-
rium, S. Hadar, S. Virchow ali S. Infantis.
Rezultati so dosegli zastavljeni cilj Evrop-
ske unije (EU) glede zmanjSanja raz$irjeno-
sti salmonel v teh jatah (1, 6). Pri nesnicah
so bile salmonele ugotovljene pri 3,8 % jat
(S. Enteritidis/S. Typhimurium pri 1,1 %).
V jatah brojlerjev je bilo pozitivnih vzor-
cev 2,3 % (S. Enteritidis/S. Typhimuri-
um pri 0,14 %), najpogosteje je bil izoli-
ran serovar S. Infantis. Od 121 preiskanih
vzorcev sveZega piS€ancjega in puranjega
mesa ter perutninskih mesnih pripravkov
(domacega in tujega porekla) so bile sal-
monele ugotovljene v 11,6 % vzorcih. V
vecini primerov je bila izolirana S. Infan-
tis, serotipa S. Enteritidis in S. Typhymuri-
um pa nista bila ugotovljena (6).

Meso perutnine in perutninski iz-
delki so bili v drZavah ¢lanicah EU leta
2013 kot povzrotitelji izbruhov salmo-
neloz na sedmem mestu s 5,1 % povzro-
Cenih primerov (2). Od leta 2005 primat
najpogosteje ugotovljenega povzrocite-
lja gastrointestinalnih obolenj ne pripada
ve¢ salmonelam, ampak kampilobaktrom.
Kampilobakterioza je tako v letu 2013 z
incidenc¢no stopnjo 64,8/100.000 prebival-
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cev med zoonozami dale¢ na prvem me-
stu (na drugem mestu ji sledi salmoneloza
z incidenc¢no stopnjo 20,4/100.000 prebi-
valcev). Poglavitni vir okuzb s kampilo-
baktri in tudi z njimi povezanimi izbru-
hi je piS¢ancje meso. V letu 2012 je bilo
piS¢anc¢je meso vir izbruhov kampilobak-
terioz v 44 %, v letu 2013 pa kar v 50 %
primerov (2, 7). Svicarski raziskovalci so
ugotovili, da je bilo perutninsko meso vir
obolenj v 70,9 % primerov. Povprec¢na sto-
pnja pojavljanja v jatah brojlerjev v Slo-
veniji je 74 %. Med procesom klanja pri-
de do kontaminacije pi§¢ancjih trupov in
tako je bila v letu 2013 ugotovljena priso-
tnost mikrobov na povrsini piS¢anc¢jega in
puranjega mesa v 52 % primerov (0). Sto-
pnja razSirjenosti kampilobaktrov v osta-
lih drZavah ¢lanicah EU je precej razli¢na.
Splo$no znano je, da imajo najniZjo pre-
valenco severne drZave (npr. v letu 2013
Finska 5,12 % in Svedska 8,77 %), v osta-
lih drZavah ¢lanicah EU pa se le-ta giblje
med 30-80 %. Do kontaminacije povrsi-
ne trupov med procesom klanja perutnine
ne pride le med neoptimalno izvedeno ek-
senteracijo, ampak tudi Ze v fazi skublje-
nja Zivali (8). NavzkriZzna kontaminacija
med konfekcioniranjem piS¢anc¢jega mesa
za prodajo na drobno pa vodi do tega, da
so mikrobi prisotni tudi v perutninskih
mesnih izdelkih. Za kampilobakteriozo
je znacilno sporadi¢no pojavljanje, pred-
vsem v poletnih mesecih. Razlog sezon-
skega pojavljanja je tako v vi§ji prevalen-
ci mikrobov v brojlerskih jatah v poletnih
mesecih kot tudi v specifi¢nosti prehra-
njevanja in druZenja ljudi v tem obdobju.
Naravni rezervoar bakterij vrste Sal-
monella spp. in Campylobacter spp. so tudi
purani, vendar do kontaminacije mesa
med klanjem prihaja v manjs$i meri. Ra-
zlog za to je v velikosti Zivali in tudi v po-
CasnejSem poteku procesa klanja. V letu
2012 so tako tovrstna Zivila (puranje meso
in izdelki iz puranjega mesa) povzroc€ila
izbruh obolenja le v 4 % primerov (7).

Prezvekovalci

PreZvekovalci (predvsem mlado govedo)

so glavni rezervoar verotoksigenih sevov

E. coli (VTEC). Bakterije E. coli so sicer del

normalne ¢revesne mikroflore pri ljudeh

in Zivalih, njihovi patogeni sevi pa so za

kampilobaktri, salmonelami in Y. enteroco-

litico poglavitni povzrocitelji gastrointe-

stinalnih obolenj (2). Na podlagi virulen-

tnih dejavnikov razlikujemo ve¢ skupin:

+ enteropatogene E. coli (EPEC),

+ enterotoksigene E. coli (ETEC),

-« enteroinvazivne E. coli (EIEC),

+ enteroagregativne E. coli (EAEC),

+ difuzno adherentne E. coli (DAEC) in

« E. coli, ki izdelujejo Sigove toksine
(STEC) ali VTEC, med Kkatere sodijo
tudi enterohemoragicne E. coli (EHEC).

Pri ljudeh je kot povzrocitelj izbruhov si-
cer najbolj poznan serotip VTEC 0157,
vendar je patogenih tudi ve¢ kot 50 %
serotipov ne-0157 (9). V povezavi okuZzb
s hrano se pri ljudeh pogosto pojavlja-
jo seroloske skupine 0103, 026, 0145 in
O111. V letu 2013 je bilo pri govedu ugo-
tovljeno ve¢ kot 20 razli¢nih VTEC. Po-
leg 0157 so bili najpogosteje izolirani
sevi 026, 0174, 0103, 091, 0185 in 022
(6). Sevi VTEC pri govedu asimptomatsko
naseljujejo Crevesje in se z iztrebki pre-
nasajo v okolico. Na stopnjo kontamina-
cije ¢rede vplivata starost Zivali in letni
cas. Izloc¢anje bakterij je najintenzivnejSe
pri Zivalih, starih od 2 mesecev do 2 let,
v poletnem in v jesenskem obdobju (10-
12). Raziskovalci so ugotovili, da izlo¢anje
bakterij praviloma ni dolgotrajno. V Stu-
diji je kar 63 % testiranih Zivali VTEC iz-
lo¢alo manj kot en mesec. Opisani pa so
tudi primeri, ko je izlo¢anje trajalo vec let
(13). Sezonsko izlo¢anje bakterij v okolje
se praviloma odraZa tudi pri pojavljanju
obolenj pri ljudeh (1, 14). Do kontaminira-
nosti mesa z VTEC pride med zakolom Zi-
vali. Najpomembnej3a kriti¢na tocka med
procesom klanja je eksenteracija, kjer lah-
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ko ob odstranitvi Zelodca in €revesja pri-
de do poSkodbe sten in razlitja vsebine po
trupu (15). Kontaminirana surovina vodi
do pojavljanja sevov VTEC v surovem
mletem mesu in mesnih izdelkih. V letu
2013 so bili v drZavah ¢lanicah EU iz Zi-
vil najpogosteje izolirani sevi 0157, 026,
0103, 0121 in 055 (2). Neupostevanje hi-
gienskih postopkov med molZo Zivali lah-
ko vodi tudi do prisotnosti VTEC v suro-
vem mleku. UZivanje nepasteriziranega
mleka in mle¢nih izdelkov lahko zato pov-
zro¢i obolenja ljudi in privede celo do ve-
¢jih izbruhov (16). V letu 2013 je bilo v
devetih drZavah ¢lanicah EU preiskanih
860 vzorcev surovega mleka, namenjene-
ga neposrednemu uZivanju, od katerih je
bilo 2,3 % vzorcev VTEC-pozitivnih (2).

Prasici

PraSice oz. uZivanje svinjskega mesa in iz-
delkov iz svinjine najpogosteje povezuje-
mo s primeri jersinioze. Ta Zivalska vrsta
je primarni rezervoar bakterij Y. enteroco-
litica. Ve€ina patogenih sevov pripada bi-
otipu 4 (serotip 0O:3) in biotipu 2 (serotip
0:9). V patogeno skupino so uvrsceni tudi
biotipi 1B, 3 in 5. Jersinioza spada po po-
datkih Evropske agencije za varnost hra-
ne (angl. European Food Safety Authority,
EFSA) za leto 2103 na tretje mesto najpo-
gostejsih gastrointestinalnih zoonoz; v za-
dnjih petih letih je opaziti trend upadanja
(2). Vecje Stevilo primerov je zaznati v se-
verni in vzhodni Evropi. Po objavljenih po-
datkih je stopnja prevalence pri pra$icih v
posameznih drZavah ¢lanicah EU zelo raz-
li¢na in se giblje med 10-90 %. V Sloveni-
ji je bilo v letu 2013 v okviru monitoringa
zoonoz preiskanih 121 vzorcev mesa, mle-
tega mesa in mesnih izdelkov. Pozitivnih
je bilo 10 vzorcev, vendar je bil v vseh pri-
merih izoliran biotip Al, ki za ljudi ni pa-
togen (1). Z ugotavljanjem prisotnosti mi-
kroba na tonzilih praSi¢ev ob klanju smo v
letih 2008 in 2009 ugotovili, da je mikrob
prisoten v okoli 20 % vzorcev (17).

Od bakterij vrste Salmonella spp. sta
pri praSic¢ih najpogosteje ugotovljena se-
rovara S. Typhimurium in S. Dublin. Meso
prasi¢ev in mesni izdelki iz svinjine so v
letu 2013 povzrocili 8,9 % izbruhov sal-
moneloz in so kot ugotovljen vir obolenj
na tretjem mestu, pred perutnino (2).

Jajca

Koko§ja jajca in jajéni izdelki so najpogo-
stej$i vzrok za pojav salmoneloznih okuZzb
v obliki ve¢jih izbruhov. V letu 2013 so
v obmodju EU tovrstna kontaminirana Zi-
vila povzrocila kar 44,9 % vseh primerov.
Ugotovljena razsirjenost salmonel pri ko-
kogjih jajcih, namenjenih za prodajo, je si-
cer nizka. Bakterije so ugotovili pri 0,1 %
od 23.441 preiskanih vzorcev (2). Relativ-
no nizko stopnjo kontaminacije si ob so-
casnem velikem deleZu povzrocenih sal-
moneloz lahko razlagamo z dejstvom, da
SO jajca in jajéni izdelki idealen medij za
naglo razmnoZevanje mikrobov. Zato se
ravno pri tovrstnih Zivilih vsako nespo-
Stovanje dobrih praks (higienske razmere,
nacin priprave in narava jedi, temperatur-
ni pogoji) izredno hitro mascuje in lahko
vodi do vecjega Stevila obolelih.

Mleko

Mleko vseh vrst domacih Zivali je lahko
vir okuZbe z razlinimi patogenimi mi-
kroorganizmi predvsem, ¢e ga uZivamo
toplotno neobdelanega ali obdelava ni
bila zadostna. Mleko je izredno obcutljivo
Zivilo tudi glede moZnosti naknadne kon-
taminacije. Clovek lahko vanj ob neustre-
znem ravnanju zanese mikrobe bodisi iz
ustne sluznice ali povrSine rok. Stafiloko-
ki in streptokoki, ki kolonizirajo na koZi in
sluznicah, se v takem primeru lahko na-
glo razmnoZijo in ob zauZitju Zivila pov-
zroCijo obolenje oz. zastrupitev. Podobno
velja tudi za mlecne izdelke, kot so sku-
ta, sveZi in trdi siri. Tako je uZivanje ne-
pasteriziranega, surovega mleka, poglavi-
tni vir izbruhov povezanih z VTEC (2, 106).
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Kontaminirano mleko je lahko tudi vzrok
za kampilobakteriozo, jersiniozo in ostala
¢revesna obolenja. V letu 2012 je bilo pri-
javljenih kar 20 % izbruhov kampilobak-
terioz, vzrok katerih je bilo kontaminira-
no mleko (7). V letu 2013 so po porocilu
EFSA prisotnost bakterije Y. enterocoliticae
ugotovili v 8,9 % od 202 preiskanih vzor-
cev mleka in mle¢nih izdelkov (2).

Skoljke

Za 8koljke je znacilno, da dnevno prefiltri-
rajo velike koli¢ine morske vode in zato
ob doloc¢enih vplivih okolja v prebavnih
Zlezah kopicijo bioloSke in kemijske one-
snaZevalce. V prehrambeni verigi se naj-
pogosteje srecujemo z naslednjimi:

+ uZitne klapavice (M. galloprovincialis),
+ pokrovace (Pecten jacobaeus),

- ladinke (Venus verrucosa),

+ ostrige (Ostrea edulis),

» noetove barke (Arca noae) in

+ vongole (Tapes spp.).

V mesu 8koljk pogosto ugotovimo priso-
tnost patogenih bakterij (npr. Salmonella
spp., E. coli, Vibrio spp.) in enteri¢nih vi-
rusov (18). Evropska zakonodaja kot mi-
krobioloSke kriterije za Zive Skoljke do-
lo¢a mejne vrednosti za bakterijo E. coli
(kot pokazatelja higienskih razmer glede
fekalne onesnaZenosti morja) in kriteri-
je za bakterije vrste Salmonella spp. (19).
V Sloveniji so trenutno gojitvena obmo-
¢ja uvrs€ena v cono B, kar pomeni, da mo-
rajo Skoljke pred prodajo v center za pre-
Cis€evanje (t. i. depuracijo). Skoljke, ki so
dane v promet, morajo izpolnjevati tudi
kriterije glede prisotnosti morskih bio-
toksinov (3, 20). Ti se kopicijo v Skoljkah
ob povecani prisotnosti dinoflagelatov v
morski vodi. V primeru, da to vodi v pre-
seZene vrednosti okadai¢ne kisline in nje-
nih derivatov, 8koljke vsebujejo diarealne
toksine (angl. Diarrhetic Shellfish Poisoning
toxin, DSP). ZauZitje tak$nih Skoljk lahko
povzro¢i prebavne motnje. Stevilne 3tu-

dije in vsakoletna porocila EFSA kaZejo,
da so Skoljke pogosto kontaminirane tudi
z virusi (npr. norovirusi in virus hepati-
tisa A) (7, 21, 22). PreciS€evanje Skoljk v
neoporecni morski vodi odstrani bakterije
oz. zmanjSa njihovo prisotnost na spreje-
mljivo raven, ne odstrani pa vseh virusnih
delcev in morskih biotoksinov. Pojavljanje
bakterije V. parachaemolyticus in morskih
biotoksinov je pogostejSe v poletnih me-
secih, medtem ko so norovirusi prisotni
predvsem v hladnejsih mesecih. Skoljke
in drugi morski sadeZi so v letu 2012 pov-
zro€ili okuzbo z norovirusi v 16,5 % prija-
vljenih izbruhov (7).

Voda

Pitna voda je vkljucena v vse pore naSe-
ga Zivljenja; z njo se vsakodnevno srecu-
jejo vsa bitja na zemlji. Vodo deklariramo
kot Zivilo in glede na to, da je tudi vklju-
¢ena v vse dele proizvodne verige, je za
zdravstveno ustrezno Zivilo nujno potreb-
na njena neoporecnost. S kontaminirano
vodo se ljudje lahko okuZimo neposredno
ali posredno, ko opore¢na voda z mikro-
bi kontaminira predmete in proizvodnjo
Zivil. Za vsa Zivila, ki se pred zauZitjem
toplotno ne obdelajo, je Se toliko bolj po-
membno, da med proizvodnjo ne pridejo v
stik z vodo, ki vsebuje patogene bakterije
in viruse. V letu 2013 je bilo v Evropi za-
beleZenih devet izbruhov obolenj, katerih
vzrok je bila kontaminirana voda. Ob tem
je bilo ugotovljenih pet povzrociteljev (2):
+ norovirusi,

- VTEC 0128,

+  Cryptosporidium parvum,

+  Cryptosporidium hominis in

+ bakterije vrste Salmonella spp.

V treh primerih povzrocitelja niso uspe-
li ugotoviti.

Sadje in zelenjava
Zdravstvena ustreznost sadja in zelenjave
je tesno povezana z neoporecnostjo vode, s
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katero prihaja v stik. Glede na to, da je ve-
lik del proizvodnje vezan na sistem nama-
kanja, je potrebno redno spremljati kvali-
teto vode, ki se za to uporablja. Tako sadje
kot zelenjava so vsakoletno povezani s pri-
meri obolenj z VTEC, salmonelami, noro-
virusi in virusom hepatitisa A. Tovrstna
zivila so v letu 2013 povzrocila 4,4 % vseh
primerov izbruhov, povezanih s hrano (2).
Gastrointestinalna obolenja lahko povzro-
¢ajo tudi izdelki iz Zit (npr. moka, slas¢i-
ce, pudingi ipd.). Le-ta se lahko med proce-
som proizvodnje kontaminirajo z mikrobi,
ki so ob ugodnih razmerah sposobni pro-
izvajati toksine (npr. B. cereus). Posame-
zne skupine toksinov so termostabilne in
v tem primeru pride do zastrupitve tudi ob
ustrezni toplotni obdelavi Zivila.

Okolje
Ob pogledu na celotno proizvodno veri-
go Zivil rastlinskega in Zivalskega izvora
opazimo, da se pojavljanje mikroorganiz-
mov vseskozi prepleta. Poglavitni namen
tako proizvajalcev kot strokovnjakov s po-
dro¢ja higiene Zivil je ¢im bolj zajeziti ozi-
roma prekiniti krog pojavljanja patogenih
mikrobov:
+ pri rejnih Zivalih,
+ v primarni proizvodnji,
v Zivilski industriji,
« Vv prometu z Zivili in
ne nazadnje tudi v domacem okolju po-
trodnika.

Vsi nosilci Zivilske dejavnosti se mora-
jo zavedati, da je za koncen proizvod rav-
no tako kot zdravstveno neoporecna su-
rovina v enaki meri pomembno delovno
okolje, torej prostori in oprema. Samo ce
z ustreznim ¢iS€enjem in dezinfekcijo od-
stranimo prisotne mikroorganizme v tem
okolju, lahko prekinemo krog nenehnih
sekundarnih kontaminacij tudi takrat, ko
jih neka Zival ali surovina ne vsebuje.

Vir mikrobov, ki povzroc¢ajo creve-
sna obolenja ljudi, niso samo zauZita Zi-

vila, ampak zelo pogosto tudi okolje, ki
nas obdaja. Potencialni vir okuZbe so Zi-
vali, bodisi v domacem okolju kakor tudi
v trgovinah z Zivalmi in na kmetijah ozi-
roma v Zivalskih vrtovih. Mikrobe vrste
Campylobacter spp. so Svedski raziskoval-
ci ugotovili kar pri 37 % preiskanih psov
(23). Znacilno je, da je pojavljanje mikro-
bov pogostejSe pri mladih Zivalih, mlaj-
§ih od dveh let. V zadnjih letih je med
lastniki psov opaziti trend hranjenja s su-
rovo, komercialno pripravljeno hrano. Le-
-ta lahko vsebuje bakterije, kot so kampi-
lobaktri, L. monocytogenes, E. coli itd. Ob
neupostevanju higienskih postopkov pri
hranjenju Zivali (pomivanje posod in pul-
tov, kuhinjske krpe) lahko pride tudi do
kontaminacije Zivil, namenjenih prehra-
ni ljudi. Bakterije vrste Salmonella spp.
so prisotne tudi na koZi in sluznicah ek-
soti¢nih Zivali, ki jih imajo ljudje cedalje
pogosteje v svojih domovih (npr. plazilci,
Zelve, jezki ipd.). PovrSine, ki so zelo obre-
menjene in v nenehnem stiku z ljudmi, so
prav tako moZen vir okuZzb, Se posebno v
obdobjih, ko so tudi obolenja ljudi pogo-
stejSa. Kot vir okuZb je potrebno omeniti
tudi bazenske vode in pripadajofo opre-
mo na javnih kopaliScih, ki so zelo obre-
menjene in ob neustreznem vzdrZevanju
pogosto vir razli¢nih ¢revesnih bakterij
in virusov.

ZAKLJUCEK

Ob pregledu pojavljanja mikrobov, ki pov-
zro€ajo alimentarna ¢revesna obolenja, ne
moremo mimo podatka, da je v letu 2013
v kar 38,5 % primerov tovrstnih izbruhov
bolezni prislo v domacem okolju, torej pri
0z. po pripravi hrane doma (2). Z 22,2 %
jim sledijo gostinski obrati, deleZ osta-
lih lokacij (Sole, vrtci, domovi za starejSe
obcane, bolnidnice, pikniki) pa je bistve-
no nizji (2-8 %). Kljub temu, da zakonoda-
ja doloca, da je nosilec Zivilske dejavnosti
odgovoren za varen, zdravstveno ustre-
zen proizvod, ne moremo mimo dejstva,
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da s tem Se niso odpravljena vsa tvega-
nja ob zauZitju Zivil. DolZnost proizvajal-
ca je tudi, da potro$nika opozori na pra-
vilno rokovanje pri pripravi Zivila in na
temperaturne pogoje hranjenja. Veljav-
na zakonodaja trenutno ne doloca kriteri-
jev in mejnih vrednosti za vse potencialno
patogene mikroorganizme. Tak$na prime-
ra sta denimo prisotnost kampilobaktrov
v perutninskem mesu in mesnih izdelkih,
prisotnost drugih vrst salmonel, kot sta S.
Enteritidis in S. Typhimurium, v sveZem
perutninskem mesu in Se bi lahko naSte-
vali. Ob poznavanju osnovnih lastnosti
najpogostej$ih povzrociteljev alimentar-
nih ¢revesnih obolenj vemo, da so ti mi-
krobi relativno ob¢utljivi in da jih lahko Ze
s pravilno pripravo hrane uni¢imo, tudi ¢e

so prisotni na Zivilu, ki ga pripravljamo.
Seveda pa je potrebna doslednost, upo-
Stevanje Cistih in necistih poti pri rokova-
nju z Zivili in tudi z opremo. V izogib po-
javljanju izbruhov bolezni ali sporadi¢nih
primerov ne zadostuje samo izobraZeva-
nje delavcev v nekem specificnem okolju,
ampak bi bilo potrebno prav zaradi vseh
mikrobov, ki nas obdajajo in nas bodo ob-
dajali tudi v bodoce, pripraviti program iz-
obraZevanja prebivalstva in z njim zaceti
seznanjati Ze najmlajSe generacije. Z oza-
veS¢enim in odgovornim ravnanjem na
vseh ravneh bomo uspe3no zajezili opisa-
ne vzroke in vire okuZb, popolna varnost
glede okuzb s hrano ali zaradi dejavni-
kov okolja pa seveda zaradi kompleksno-
sti problematike ne bo mogoca.
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Kljub hitro razvijajo¢im se molekularno-genetskim tehnologijam za mikrobiolosko dia-
gnostiko infekcijskih bolezni je vpeljava modernih metod na podro¢ju parazitskih okuzb
relativno pocasna. V prispevku izpostavljamo nekatere parazitske okuZbe prebavil, po-
membne za podrocje Slovenije, za katere pomenijo molekularne metode pomemben na-
predek v spremljanju medvrstne in/ali znotrajvrstne pestrosti njihovih povzrociteljev
ter s tem predpogoj za njihovo molekularno epidemiolo8ko spremljanje.

ABSTRACT

KEY WORDS: molecular epidemiology, digestive system, giardiasis, cryptosporidiosis, amebiasis, echi-

nococcosis, taeniasis

Despite a rapid progress in the field of molecular and genetic technologies for clini-
cal microbiological diagnostics of infectious diseases, diagnostic developments for pa-
rasites have remained relatively stagnant. In the present paper, we present some of
the more important parasitic infections of digestive system detected in Slovenia and
emphasize the importance of implementing molecular methods for studying inter-/in-
traspecies diversity and molecular epidemiology of these infections.
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MikrobioloSka diagnostika parazitskih
okuZb tudi v dobi razcveta molekularnih
diagnosti¢nih metod temelji na klasi¢nih
diagnosti¢nih metodah (npr. mikroskopi-
ja, kultivacija), ki so nemalokrat zelo za-
mudne in zahtevajo laboratorijsko ose-
bje z obseZno laboratorijsko prakso. Kljub
temu, da te metode Se vedno predstavlja-
jo zlati standard v diagnostiki parazitskih
okuZb, pogosto ne omogocajo razlikova-
nja med morfolosko podobnimi vrstami
parazitov, Se manj pa ponujajo vpogled v
njihovo znotrajvrstno raznolikost. Klasi¢-
ne diagnosticne metode so zato le malo
v pomoc¢ pri proucevanju epidemiologije
parazitskih okuZb, ki je nepogresljivo pri
ugotavljanju virov okuZb in nacinov 8ir-
jenja bolezni, kot npr. v primeru epidemij
ali bolnisni¢nih okuZb. V prispevku izpo-
stavljamo parazitske okuZbe prebavil, za
katere pomeni vpeljava molekularnih me-
tod v njihovo mikrobiolosko diagnostiko
Ze skoraj nepogresljivo stalnico moderne-
ga parazitoloSkega laboratorija, hkrati pa
je predpogoj za njihovo molekularno epi-
demiolo8ko spremljanje.

GIARDIOZA

Giardioza je parazitoza, ki jo pri ¢loveku
povzroca prazival Giardia duodenalis (sin.
intestinalis, lamblia). Bolezen je razSirjena
povsod po svetu in se obicajno kaZe kot
akutna ali kroni¢na driska. Ceprav okuZ-
ba s parazitom pri nekaterih ljudeh po-
teka brezsimptomno, je lahko driski pri-
druZeno Se bruhanje, slabost, bolecine
v trebuhu, napenjanje in malabsorpcija,
kot posledica okuZbe pa se lahko razvi-
je tudi laktozna intoleranca ali sindrom
razdraZljivega crevesa (1-3). G. duodena-
lis kolonizira tanko €revo ¢loveka in ima
dve Zivljenjski obliki. Infektivno, meta-
bolno neaktivno cisto gostitelj obic¢ajno
zauZije z vodo ali hrano. V tankem cre-
vesu se pod vplivom prebavnih sokov iz
ciste sprosti trofozoit, ki je prehranjujo-

¢a in deleca se oblika parazita. Trofozo-
it se po lumnu ¢revesa prosto giblje ali
pa se pritrdi na ¢revesno sluznico. V od-
visnosti od koncentracije Zol¢a v tankem
¢revesu se trofozoiti encistirajo v ciste, ki
gostitelja zapu8¢ajo z iztrebki. Ciste v iz-
trebkih so takoj infektivne, v okolju lah-
ko preZivijo od ve¢ tednov do nekaj mese-
cev. Infektivna doza je majhna, Ze od 10
do 100 cist (4).

Giardioza je ena najpogostej$ih parazi-
toz prebavil ¢loveka. Prevalenca giardioze
pri ljudeh je niZja v razvitem svetu (0,4-
7,5 %) kot v drzavah v razvoju, kjer znasa
od 8-30 % (3, 5). V Sloveniji je giardioza
najpogostejSa prijavljiva parazitska bole-
zen (Nacionalni inStitut za javno zdravije,
NIJZ). Letna stopnja obolevnosti, ocenje-
na na osnovi prijav, je v letu 2012 znaSala
1,7/100.000 prebivalcev, manj kot evrop-
sko povpredje istega leta - 5,43/100.000
prebivalcev (6, 7).

Izsledki molekularno-biolo8kih razi-
skav so pokazali, da je G. duodenalis prav-
zaprav kompleks vec vrst oz. genetskih
skupin, ki so si med seboj morfoloSko zelo
podobne ali celo identi¢ne. Doslej je opi-
sanih osem taksnih genetskih skupin (A-
H) (3, 8, 9). Genetske razdalje med njimi so
precej velike in nedavne primerjave geno-
ma genetskih skupin A, B in E, za katere
so danes na voljo celotna genomska zapo-
redja, so pokazale, da gre za razli¢ne vr-
ste (10, 11).

Epidemiologija giardioze je izredno
kompleksna. K okuZbi ¢loveka prispe-
va vec razli¢nih poti prenosa parazita (5).
Kljub mnogim raziskavam ostajajo Stevil-
ni epidemioloski vidiki, kot so vloga Zivali
pri okuZbi €loveka, klini¢ni pomen okuZbe
z doloceno genetsko skupino G. duodenalis
ter ucinkovitost zdravljenja giardioze ob
okuZzbi z doloc¢eno genetsko skupino, ne-
jasni (3, 12-14). Genetski skupini A in B
lahko okuZita tako ¢loveka kot tudi dru-
ge primate, Zivino (genetska skupina A),
pse, macke in nekatere vrste divjih sesal-
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cev, medtem ko je ostalih Sest genetskih
skupin G. duodenalis (C-H) specifi¢nih za
svojega gostitelja in ne okuZi ljudi (3). Ge-
netski skupini A in B se nadalje delita v
ve¢ podskupin. Genetska skupina A ima 4
podskupine (AI-AIV), od tega humani izo-
lati pripadajo podskupinama Al in AII, Zi-
valski pa podskupinam AI, AIIl in AIV.
Genetska skupina B se prav tako deli v 4
podskupine (BI-BIV), od katerih huma-
ni izolati pripadajo podskupinama BIII in
BIV, Zivalski pa podskupinam BI, BII (3).
Obsirno se proucuje vlioga genetskih sku-
pin A in B pri simptomatiki giardioze in
odpornosti na zdravila, vendar so doseda-
nji rezultati raziskav deljeni (12-14).

Kot je pokazalo proucevanje genet-
ske pestrosti izolatov G. duodenalis pri slo-
venskih bolnikih z giardiozo, sta genetski
skupini A in B skorajda enakomerno za-
stopani, medtem ko je govedo okuZeno z
genetsko skupino E in zato najverjetneje
ni pomemben vir okuZbe za ¢loveka. Na
osnovi sekvencne analize nukleotidnih za-
poredij treh genetskih lokusov G. duodena-
lis (lokusa za beta-giardin, triozafosfat izo-
merazo in glutamat dehidrogenazo) smo
namre¢ od 51 uspeSno opredeljenih izo-
latov slovenskih bolnikov z giardiozo pri
26 (51 %) dolocili genetsko skupino AII in
pri 25 (49 %) genetsko skupino BIV (15).
Na osnovi tipizacije lokusa za beta-giardin
smo 33 izolatov G. duodenalis goveda opre-
delili kot genetsko skupino E, kar smo do-
datno potrdili z v ta namen razvito speci-
ficno veriZno reakcijo s polimerazo (angl.
polymerase chain reaction, PCR) v realnem
¢asu (10). Glede na rezultate proucevanja
genetske pestrosti G. duodenalis v Slove-
niji Zivali predvidoma niso pomemben vir
okuZbe s tem parazitom za ¢loveka.

KRIPTOSPORIDIOZA

Kriptosporidioza je parazitoza, ki jo pri
¢loveku povzrocajo praZzivali iz rodu Cryp-
tosporidium. Podobno kot giardioza je tudi
kriptosporidioza razSirjena povsod po

svetu in se pri vecini bolnikov z normal-
no imunostjo kaZe v obilni vodeni ali slu-
zasti driski tudi pet do desetkrat na dan.
Drisko navadno spremljajo bole¢ine v tre-
buhu, slabost, bruhanje, pomanjkanje teka
in nekoliko zviSana telesna temperatu-
ra. Driska traja pribliZno 9-15 dni, red-
keje ve¢ tednov. Bolezen, ki je lahko tudi
brez bolezenskih znakov, navadno prene-
ha sama od sebe (17, 18). Pri bolnikih z
oslabelo imunostjo je lahko driska dolgo-
trajna, kronicna, traja lahko ve¢ mesecev.
Bolniki mo¢no shuj$ajo, saj izgubljajo ve-
liko tekocine. Pred uvedbo antiretroviru-
sne terapije je kriptosporidioza veljala za
enega pomembnejSih vzrokov smrti pri
bolnikih, okuZenih s HIV (19, 20). OkuZz-
ba lahko pri omenjenih bolnikih povzro-
¢i tudi vnetje dihalnih poti, Zol¢nika, jeter
in trebusne slinavke (19). Infektivna obli-
ka parazita so okrog 5 pm velike, izredno
odporne in takoj infektivne oociste, s ka-
terimi se ¢lovek okuZi po fekalno-oralni
poti, bodisi z zauZitjem onesnaZene vode
ali hrane bodisi neposredno od okuZene
zivali ali ¢loveka (21).

Globalno je kriptosporidioza takoj za
rotavirozo najpogostejsi vzrok driske pri
otrocih (21). V Sloveniji je letna stopnja
obolevnosti, ocenjena na osnovi prijav, v
letu 2012 znaS$ala 0,58/100.000 prebival-
cev, manj kot evropsko povprecje istega
leta - 3,2/100.000 prebivalcev (6, 7).

Rod Cryptosporidium je izredno ob-
seZen. Danes obsega 27 vrst in preko 40
genotipov kriptosporidijev. Vefina od
slednjih bo po zadostni biolo3ki in mo-
lekularni opredelitvi najverjetneje pri-
dobila status samostojne vrste. Cloveka
lahko okuZi skoraj 20 morfoloSko izre-
dno podobnih ali identi¢nih vrst/genoti-
pov kriptosporidijev, najpogosteje pa vr-
sti C. hominis in C. parvum (21). Medtem
ko je C. hominis izrazito antropofilna vr-
sta, torej vrsta, ki okuZi cloveka, je vr-
sta C. parvum zelo pogosta tudi pri gove-
du (22). Glede na sekven¢no analizo gena



24 Barbara Soba, Miha Skvare M

1alenrl P ey

na ija parazitskih okuzb prebavil

P 5

za 60 kDa velik glikoprotein (GP60), ki je
dandanes zelo uporabno orodje za prouce-
vanje molekularne epidemiologije kripto-
sporidioze, ima vrsta C. parvum 14 druZin
podtipov (IIa-0), od tega imajo zoonot-
ski potencial le druZine Ila, IId in II1 (23).
NajpogostejSe druZine podtipov C. par-
vum, ki okuZijo ljudi, so IIa, IIc in IId (22).

V Sloveniji 90 % kriptosporidioze pri
¢loveku povzroca vrsta C. parvum, 10 %
okuZb pa druge vrste/genotipi kriptospo-
ridijev, med katerimi prevladuje antro-
pofilna vrsta C. hominis (24). Podtipi C.
parvum, ki okuZijo ljudi, v ve¢ kot 90 %
pripadajo druZini podtipov Ila, v posame-
znih primerih pa so ljudje okuZeni tudi z
antropofilno druZino podtipov IIc (25). Te-
kom let se pogostnost posameznih podti-
pov znotraj druZine podtipov Ila nekoliko
spreminja, podtip ITaA15G2R1 pa ves ¢as
ostaja kot najpogostejsi podtip. DruZina
podtipov IIa je tudi najpogostejsa (>90 %)
druZina podtipov, ki okuZi govedo v Slo-
veniji, s podtipom IIaA15G2R1 kot naj-
pogostejSim podtipom (25). Rezultati mo-
lekularno epidemiolo8kih raziskav torej
kaZejo, da je prenos C. parvum med obe-
ma gostiteljema v Sloveniji pogost in da
predstavlja govedo pomemben vir okuZz-
be ljudi.

AMEBOZA

Pri ¢loveku povzro¢a amebozo ameba En-
tamoeba histolytica. Ameboza je med naj-
bolj raz§irjenimi parazitskimi okuZbami.
Letno zaradi nje umre vec kakor 100.000
ljudi, v €emer jo od parazitskih bolezni
prekaSata le malarija in shistosomoza.
Osemnajst let je minilo odkar je bila vrsta
nepatogene amebe Entamoeba dispar ura-
dno lo¢ena od potencialno patogene, sicer
morfoloSko identi¢ne vrste E. histolityca
(26). Dandanes so podatki o dejanski pre-
valenci okuZbe z eno ali drugo vrsto ame-
be nepopolni, vendar prevladuje mnenje,
da je prevalenca okuZbe z E. dispar mnogo
vi§ja kot z E. histolytica (27). Amebi E. hi-

stolytica je morfoloSko podobna Se E. mo-
shkowskii in nedavno identificirana vrsta
E. bangladeshi. Obe vrsti lahko najdemo v
¢revesu ¢loveka, njun patogenetski poten-
cial pa je potrebno Se raziskati (28).

Ameboza je razSirjena predvsem na
indijski podcelini, v Srednji in JuZni Ame-
riki ter Afriki. V Sloveniji za amebozo
obolevajo popotniki in imigranti. OkuZba
je fekalno-oralna, infektivna oblika para-
zita so ciste, s katerimi se ¢lovek obicaj-
no okuZi ob zauZitvi fekalno onesnaZene
vode ali hrane. Simptomi Crevesne ame-
boze so akutni amebni kolitis, ki se kaZe
kot vodena, lahko tudi krvava driska s hu-
dimi tenzemi, akutni nekrotizirajo¢i koli-
tis s toksi¢nim megakolonom (ki je naj-
bolj zaskrbljujo¢ zaplet amebnega kolitisa
in ima visoko umrljivost), apendicitis in
amebom - proliferativno granulomatozno
vnetje. Manj kot 1 % z E. histolityca okuZe-
nih ljudi razvije zunajcrevesno amebozo.
Za zunajcrevesno obliko bolezni je dalec
najbolj pogost amebni jetrni absces, priza-
deta pa so lahko Se plju¢a, moZgani, srce
in redkeje koZa (29).

MikrobioloSka diagnostika ¢revesne
ameboze temelji na mikroskopskem pre-
gledu sveZih vzorcev blata bolnikov na
prisotnost trofozoitov in cist parazita. Po-
manjkljivosti te metode sta vsaj dve. Pr-
vig, €e bolniku odvzamemo le en vzorec
blata, ima metoda zelo nizko obcutlji-
vost. Amebe se v iztrebkih namrec ne iz-
lo¢ajo ves €as. Obicajno je potrebno od-
vzeti vsaj tri vzorce blata v desetih dneh,
da doseZemo 85-95 % obcutljivost meto-
de. Trofozoiti amebe so tudi zelo obcutlji-
vi na dejavnike okolja. V sveZih vzorcih
blata propadejo prej kot v eni uri in jih
v mikroskopskem preparatu ni mogoce
vel prepoznati, ¢e vzorcu blata ni dodan
konzervans, ki ohrani njihovo morfologi-
jo. Drugic, trofozoiti in ciste E. histolytica
so po morfologiji enaki nepatogeni ame-
bi E. dispar. Diagnosticni za E. histolytica
so zgolj eritrociti v citoplazmi njenih tro-
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fozoitov, vendar le-ti niso nujno prisot-
ni. Trofozoiti E. dispar eritrocitov nikoli
ne vsebujejo (29). Zaradi pomanjkljivosti
klasi¢nih diagnosti¢nih metod se v mi-
krobioloSko diagnostiko ameboze uvaja
molekularne metode z visoko ob¢utljivo-
stjo, predvsem pa s sposobnostjo loc¢eva-
nja med E. histolytica in drugimi amebami
prebavil (29). Zal le-te dandanes e niso
standardizirane in mnogokrat niso certi-
ficirane za rabo v diagnostiki, zato je nji-
hova validacija v domeni laboratorija, ki
jih uporablja.

V Laboratoriju za parazitologijo In-
Stituta za mikrobiologijo in imunologijo
Medicinske fakultete Univerze v Ljublja-
ni (v nadaljevanju Laboratorij za parazi-
tologijo) smo od leta 2012-2015 obravna-
vali 19 vzorcev blata bolnikov, pri katerih
na podlagi mikroskopskega pregleda ni-
smo mogli opredeliti vrste amebe in smo
jih zato dodatno testirali z molekularno
metodo. S PCR v realnem ¢asu za soca-
sno ugotavljanje okuZbe z amebama E. hi-
stolytica in E. dispar smo pri enem bolniku
ugotovili okuZbo z E. histolytica, pri Sestih
pa z nepatogeno amebo E. dispar. V istem
¢asovnem obdobju smo v Laboratorij za
parazitologijo prejeli osem punktatov je-
trnega abscesa enakega Stevila bolnikov s
sumom na zunajcrevesno amebozo, od ka-
terih smo pri Stirih s PCR v realnem ¢asu
potrdili jetrno okuZbo z E. histolytica.

EHINOKOKOZA

Alveolarna (AE) in cisti¢na ehinokokoza
(CE) sta eni izmed najteZjih parazitskih
zoonoz, ki ju povzrocajo larvalne stopnje
trakulj iz rodu Echinococcus. Obic¢ajno po-
tekata kot kronicni jetrni bolezni. CE, ki
jo povzroca vrsta E. granulosus, je razsir-
jena povsod po svetu, medtem ko je AE,
ki jo povzroca E. multilocularis, endemic-
na na severni zemeljski polobli, vklju¢no
s Severno Ameriko ter nekaterimi azijski-
mi in evropskimi drZavami. Clovek, ki je
naklju¢ni vmesni gostitelj trakulj, se oku-

Zi z zauZitjem jajcec, ki jih v svojih iztreb-
kih izlocajo z odraslo trakuljo okuZeni psi
(E. granulosus, tudi E. multilocularis) in li-
sice (E. multilocularis) (30). Jajéna ovojnica
se v prebavilih vmesnega gostitelja raz-
topi, sproScena li¢inka, onkosfera, pa pro-
dre v kapilare, od koder potuje obic¢ajno v
jetra. Pri CE se na mestu, kjer se onkosfe-
ra ustavi, razvije okrogla cista, obdana s
kutikulo in napolnjena z bistro tekocino.
Mlada cista je navadno brez prekatov, uni-
lokularna, in znotraj opeta z germinativno
membrano. Iz germinativne membrane
brstijo zarodne kapsule in protoskoleksi.
S¢asoma se v cisti razvijejo h¢erinske ci-
ste, kar spremeni tipi€en unilokularen vi-
dez, znacilen za mlado cisto (30, 31). Pri
AE cista vdira v okolno tkivo kakor tumor.
Ima alveolarno strukturo iz ve¢ veziklov,
velikih od <1 mm do 15-20 cm. Vsak vezi-
kel je navzven obdan s kutikulo, navzno-
ter pa z germinativno membrano. Vsebina
veziklov je Zelatinasta, zarodne kapsule in
protoskoleksi so le redko vidni. Meja med
tkivom parazita in gostitelja je slabo defi-
nirana (30, 31).

Desetletno (2004-2013) povpredje in-
cidencnih stopenj ehinokokoze v Sloveni-
ji je po podatkih NIJZ 0,28/100.000 pre-
bivalcev, kar je primerljivo z evropskim
povprecjem (6, 32). V laboratoriju za pa-
razitologijo beleZimo od leta 2008 do da-
nes 53 primerov humane ehinokokoze.
Prevladuje CE, kot kaZejo seroprevalenc-
ne raziskave, pa imamo v Sloveniji tudi
bolnike z AE, kar je v skladu z ugotovlje-
no 2,6 % prevalenco okuzbe z E. multilocu-
laris pri lisicah (33-35).

Diagnostika humane ehinokokoze te-
melji na opazovanju morfoloSkih zna-
Cilnosti cist s slikovnimi preiskavami,
cemur sledi potrjevanje okuZbe s sero-
loSkimi metodami in/ali mikroskopskim
pregledom vsebine cist na protoskolekse
in kaveljcke v hidatidnem pesku. Kadar ci-
ste niso tipi¢ne za eno ali drugo vrsto ehi-
nokoka, je identifikacija vrste povzrocite-
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lja mogoca z molekularnimi metodami, s
katerimi tudi ovrZemo sum na ehinokoko-
zo v dvomljivih primerih. Obicajno to po-
meni, da genetski material iz ehinokokne
ciste pomnoZimo s PCR, pomnoZenim od-
sekom mitohondrijske ali jedrne DNA pa
dolo¢imo nukleotidno zaporedje, na pod-
lagi katerega lahko sklepamo na okuZbo z
eno ali drugo vrsto trakulje (30).

Glede na to, da je ehinokokoza zoo-
noza, je za ustrezen epidemioloski nad-
zor klju¢nega pomena podatek o raz8irje-
nosti okuZbe ne samo pri ljudeh, ampak
tudi pri Zivalih. Za nadzor nad boleznijo
je Se posebej pomembna pravilna doloci-
tev kon¢nega gostitelja trakulje. Ker mo-
lekularne metode omogocajo celo vpo-
gled v znotrajvrstne razlike, lahko z njimi
odgovorimo na nekatera klju¢na vpra3a-
nja o vzorcih razSirjanja ehinokoka v na-
ravi (30).

TENIOZA

Clovek je kon&ni gostitelj treh vrst tra-
kulj iz rodu Taenia: T. solium, T. sagina-
ta in T. asiatica. Ob zauZitju ikricavega
svinjskega (T. solium in T. asiatica) ali go-
vejega (T. saginata) mesa, t.j. mesa z li-
¢inkami ali cisticerki teh trakulj, se v nje-
govem Crevesu razvijejo odrasle trakulje.
Govorimo o teniozi. Clovek je lahko vme-
sni gostitelj trakulje T. solium, ¢e se okuZzi
z jajceci trakulje in se v njem, predvsem
v moZganih, lahko pa tudi v miSicah in
oCeh, razvijejo cisticerki, ki lahko pov-
zrocijo hudo bolezen (nevro)cisticerkozo.
Nevrocisticerkoza je najpogostej$a zaje-
davska bolezen osrednjega ZivCevja pri
¢loveku (31, 30).

Trakulji T. solium in T. saginata sta
zaradi trgovine z Zivino in migracij lju-
di razSirjeni povsod po svetu, T. asiatica
pa le v Aziji. V Sloveniji je tenioza prija-
vljiva nalezljiva bolezen. Med leti 1996-
2011 je bilo NIJZ prijavljenih v povprecju
14 primerov tenioze letno, v letih 2012 in
2013 pa le po trije primeri. V letih 2007-

2011 je bilo po podatkih Uprave Republi-
ke Slovenije za varno hrano, veterinarstvo
in varstvo rastlin (UVHVVR) pri govedu
prijavljenih 219 primerov cisticerkoze, pri
prasicih pa en primer (37). Humana cisti-
cerkoza je v Sloveniji redka bolezen, pred-
vidoma povezana z imigracijo iz drZav
nekdanje Jugoslavije. Na podlagi seropre-
valenénih raziskav beleZimo v Laboratori-
ju za parazitologijo od leta 2001 do 2015
devet primerov humane nevrocisticerko-
ze. Na podlagi epidemioloSkih podatkov
bolnikov predvidevamo, da so se vsi oku-
Zili zunaj Slovenije.

Z vidika javnega zdravja je ugotav-
ljanje nosilcev odrasle trakulje T. solium
poglavitno za prepreevanje humane ci-
sticerkoze. MikrobioloSka diagnostika te-
nioze temelji na prepoznavi jajéec in za
vrsto znacilnih odrivkov trakulj v iztreb-
kih bolnika. Jajceca trakulj iz rodu Tae-
nia so morfolosko identi¢na, zato na osno-
vi mikroskopije ne moremo sklepati na
okuZbo z eno ali drugo vrsto trakulje, kar
pa omogocajo molekularne metode (30).
Kot zanimivost povejmo, da rezultati filo-
genetskih raziskav rodu Taenia podpirajo
teorijo o afriSkem izvoru ¢loveka in pred-
videvanja o spremembi prehranjevalnih
navad zgodnjih hominidov z rastlinojed-
cev na vse- oz. mesojedce (38).

ZAKLJUCEK

Kljub hitro razvijajoci se molekularno-ge-
netski tehnologiji je razvoj modernih me-
tod za diagnostiko parazitskih okuZb zelo
pocasen. Mnogi novejsi diagnosti¢ni te-
sti Se niso standardizirani, kar medicinske
parazitologe sili v zanaSanje na klasi¢ne
mikrobioloSke metode, predvsem mikro-
skopijo. Dana3nje raziskave so usmerjene
v razvoj in optimizacijo molekularnih teh-
nik, kot sta PCR in izotermalno pomnoZe-
vanje, posredovano z zanko (angl. loop-
-mediated isothermal amplification, LAMP).
Nekateri testi kot npr. multipla PCR omo-
gocajo socasno ugotavljanje prisotnosti
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vec razli¢nih povzrociteljev okuZzb, kar ob-
¢utno zniZa ceno preiskav. KaZe, da bo v
moderni diagnostiki parazitskih okuZb
pomembno mesto zasedla tudi proteomi-
ka, ki bo omogocila kategorizacijo obcu-
tljivih posameznikov, razloCevanje med
razli¢nimi stopnjami okuZbe in spremlja-
nje uspeSnosti zdravljenja parazitoz.

In memoriam

Dolgoletnemu vodji Laboratorija za para-
zitologijo InStituta za mikrobiologijo in
imunologijo Medicinske fakultete Univer-
ze v Ljubljani, cenjenemu parazitologu,
prof. dr. Jerneju Logarju (1946-2015), izje-
mnemu mentorju in sodelavcu, predvsem
pa velikemu ¢loveku brezmejne topline.
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Cepiva proti crevesnim nalezljivim obolenjem -
pregled cepiv v uporabi in v razvoju

Enteric Infections Vaccines - A Review of Vaccines Currently in Use

and in Development

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: cepiva, trevesne okuzbe, razvoj cepiv

Crevesne okuZbe so kljub izbolj$anim higiensko sanitarnim razmeram pomemben jav-
nozdravstveni problem. Ceprav Stevilo smrti zaradi akutnih infekcijskih drisk upada, v
drZavah v razvoju ¢revesne okuZbe Se vedno predstavljajo zelo veliko breme v obolevno-
sti in umrljivosti, predvsem otrok. Trenutno so za za$¢ito pred ¢revesnimi okuZbami na
voljo le cepiva proti rotavirusnim okuzbam, trebuSnemu tifusu in koleri. V razli¢nih fa-
zah razvoja so cepiva proti drugim nalezljivim ¢revesnim obolenjem. V sklopu povzroci-
teljev virusnih enteritisov razvijajo cepiva proti norovirusnim okuzbam, od bakterijskih
povzrociteljev pa cepiva proti okuZbam, ki jih povzrocajo enterotoksigena in enterohe-
moragicna Escherichia coli, Shigella spp., Campylobacter jejuni in netifusne salmonele. V
prispevku predstavljamo pregled obstojecih cepiv proti povzrociteljem ¢revesnih okuzb
ter cepiv, ki so v fazi raziskav in razvoja. V Sloveniji sta na voljo cepivi proti trebudne-
mu tifusu in proti rotavirozi.

ABSTRACT

KEY WORDS: vaccines, enteric infections, vaccine development

Enteric infections are a major public health problem despite global improvements in
hygienic and sanitary conditions. Although the annual number of deaths due to diarr-
heal disease has been in decline, the burden of enteric infections in terms of morbidi-
ty and mortality remains especially high in developing countries, particularly among
children. At present, only vaccines against rotavirus enteritis, typhoid fever and chole-
ra are available for protection against enteric infections. Vaccines against certain other
infectious agents responsible for human enteric infections are also in development, in-
cluding vaccines against illnesses caused by noroviruses, enterotoxigenic and entero-
hemorrhagic Escherichia coli, Shigella species, Campylobacter jejuni and non-typhoidal
salmonella. This article presents a review of vaccines against viral and bacterial ente-
ric infections, both those already in use and those still in development. Only vaccines
against typhoid fever and rotavirus gastroenteritis are currently available in Slovenia.
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uvoD

Crevesne okuZbe predstavljajo enega naj-
vecjih globalnih javnozdravstvenih proble-
mov, saj Se vedno predstavljajo drugi naj-
pogostejsi vzrok umrljivosti otrok, mlajsih
od 5 let. Po ocenah Svetovne zdravstvene
organizacije (SZO) se letno pojavi 1,7 mi-
lijarde epizod akutnih infekcijskih drisk,
zaradi katerih umre okoli 760.000 otrok
(1). Posamezne crevesne okuZbe Se vedno
predstavljajo pomembno javnozdravstve-
no breme tudi v drZavah z dobro organizi-
rano preskrbo s pitno vodo, vzpostavljeni-
mi standardi varne proizvodnje in priprave
Zivil ter z urejenim sistemom odstranjeva-
nja odpadnih voda in odpadkov. Crevesne
okuZbe se pojavljajo sporadi¢no ali v obli-
ki izbruhov, ki so lahko zaradi globalizaci-
je prehrambno transportnih verig zelo ob-
seZni. SZO ocenjuje, da naj bi imelo tudi v
razvitih drZzavah 10-30 % ljudi vsaj enkrat
na leto teZave zaradi okuZbe s hrano.

Pri nas so v zadnjih letih najpogostejsi
povzrocitelji €revesnih okuZb rotavirusi in
norovirusi, sledijo pa bakterijski povzroci-
telji Campylobacter, Salmonellae, Clostridi-
um difficile in razli¢ni sevi Escherichiae coli.
Norovirusi in rotavirusi so tudi najpogo-
stej§i povzrocitelji izbruhov, ki jih obrav-
navamo pri nas (2). V deZelah v razvoju so
najpogostejsi povzrocitelji akutnih drisk
rotavirusi, E. coli, salmonele, Sigele, krip-
tosporidiji, kampilobaktri in Vibrio cho-
lerae, v razvitem svetu pa norovirusi (3).

Resen izziv proizvajalcem cepiv pred-
stavlja prav Stevilénost ¢revesnih pato-
genov, njihova raznolikost in potreba po
vzpostavitvi lokalne imunosti v ¢revesni
sluznici (4). Razvoj cepiv proti povzroci-
teljem ¢revesnih okuZb se je zacel Ze pred
vec kot 40 leti, a le z delnim uspehom.
Trenutno so za uporabo dovoljena le ce-
piva proti rotavirusnim okuZbam, cepivo
proti trebuSnemu tifusu in cepivo proti
koleri. V razlicnih fazah razvoja je vsaj Se
50 kandidatnih cepiv, in sicer proti noro-
virusnim okuZbam ter okuZbam s salmo-

nelami, Sigelami, enterotoksigeni in en-
terohemoragicni E. coli, kampilobaktrom
in kriptosporidijem (5, 6). V Sloveniji se
je trenutno moZno cepiti le proti trebu-
$nemu tifusu in rotavirusnim okuZbam.
Razvoj ucinkovitih cepiv proti povzroci-
teljem Crevesnih okuZb je Se posebej po-
memben za revnejSe deZele s slabimi sa-
nitarno-higienskimi razmerami in slabSe
razvito zdravstveno sluzbo. Za$c¢ita pred
¢revesnimi okuZbami s cepljenjem pa je
pomembna tudi za potnike iz razvitih de-
Zel, ki potujejo na endemska podrocja.

CEPIVA PROTI ROTAVIRUSNIM
OKUZBAM

Ocenjujejo, da zaradi rotavirusnih enteri-
tisov na leto umre 400.000-500.000 ljudi
(7). Pri otrocih do petega leta starosti so
rotavirusne okuzbe vzrok 40 % vseh pri-
merov hudih oblik akutne driske, ki zah-
tevajo bolni$ni¢no zdravljenje.

Razvoj cepiv proti rotavirusnim okuZ-
bam se je pricel v 80. letih prejSnjega sto-
letja. V prvi generaciji rotavirusnih kan-
didatnih cepiv so bila Ziva atenuirana
cepiva, pripravljena iz antigensko soro-
dnih nehumanih izolatov rotavirusa (go-
veji, opi¢ji in ov¢ji). Klini¢na uc€inkovitost
teh kandidatnih cepiv je bila relativno sla-
ba, pogosti so bili neZeleni uc¢inki. V 90.
letih 20. stoletja smo bili prica razvoju
druge generacije rotavirusnih cepiv, kjer
so z genetskimi prerazporeditvami nehu-
manim sevom dodali genetske segmente
humanih rotavirusov. Leta 1998 je Stiri-
valentno oralno Zivo cepivo RotaShield®
(Wywth-Lederle) dobilo dovoljenje za
uporabo po dokazani do 90 % ucinkovi-
tosti prepreCevanja teZkih rotavirusnih
drisk. Po dobrem letu dni uporabe in ce-
pljenih 1,5 milijona otrok je bilo temu ce-
pivu zaradi povecanega tveganja za pojav
intususcepcije odvzeto dovoljenje za upo-
rabo. Leta 2006 sta dobili dovoljenje za
promet dve rotavirusni cepivi tretje ge-
neracije — petvalentno rekombinantno go-
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veje-humano atenuirano cepivo Rotateq®
(Merck Sharp&Dohme) in monovalen-
tno humano atenuirano cepivo Rotarix®
(GlaxoSmithKline) (8).

Cepivo Rotateq® vsebuje pet rotaviru-
snih sevov s prerazporejenim genomom
G1P[5], G2P[5], G3P[5], G4P[5] in GGP[8].
Cepljenje je sestavljeno iz treh oralnih od-
merkov cepiva z medsebojnim razmikom
od 8tiri do deset tednov. S cepljenjem lah-
ko pri¢nemo po otrokovem 6. tednu staro-
sti, zakljuciti pa ga je treba do 32. tedna.
Cepivo izkazuje 74 % ucinkovitost proti
vsem oblikam rotavirusnega enteritisa v
prvem letu Zivljenja in 98 % za$cito pro-
ti zelo hudi obliki rotavirusne okuzbe (9).

Cepivo Rotarix® je monovalentno ce-
pivo, ki vsebuje Zive atenuirane viruse
G1PI[8]. Cepljenje se izvede z dvema oral-
nima odmerkoma cepiva s Stiritedenskim
presledkom. Prvi odmerek se aplicira po
dopolnjenem 6. tednu starosti, cepljenje
pa mora biti zaklju€eno do 24. tedna otro-
kove starosti (10). Cepivo izzove nasta-
nek imunosti proti cepilnemu tipu viru-
sa, a zaradi navzkriZne reaktivnosti $¢iti
tudi pred ostalimi serotipi: G2P[4], G3P[8],
G4P[8], G9P[8], G8P[4] in G12P[6]. Cepi-
vo v prvih dveh letih Zivljenja nudi sko-
raj 80 % zaScito pred kakrSno koli obliko
rotavirusnega enteritisa in 96 % za$cito
pred hudo obliko rotavirusne okuZbe, ki
zahteva sprejem v bolnisnico (11). Obe ce-
pivi tretje generacije sta vklju€eni v cepil-
ne programe Stevilnih drZav. V Sloveni-
ji sta za cepljenje dojenckov na voljo obe
cepivi. Cepljenje je samoplacniSko in ni
vklju€eno v program obveznega/rutinske-
ga cepljenja otrok. Cepljenje dovolj velike-
ga deleZa otrok proti rotavirusnim okuz-
bam zaradi kolektivne imunosti $¢iti tudi
necepljene (12).

V nekaterih drZzavah so v uporabi Se
druga cepiva proti rotavirusnim okuz-
bam, ki pa imajo dovoljenje za uporabo
le znotraj teh drZav. Na Kitajskem upora-
bljajo monovalentno ov¢je atenuirano ce-

pivo LLR (angl. Lanzhou lamb rotavirus),
ki spada med rotavirusna cepiva prve ge-
neracije, njegova ucinkovitost in varnost
pa nista bili dobro prouceni. V Viethamu
uporabljajo Rotavin-M1, ki je po sestavi
in nacinu aplikacije podoben cepivu Ro-
tarix®. Cepivo ROTAVAC®, ki ima dovolje-
nje za uporabo v Indiji, temelji na naravno
pridobljeni prerazporeditvi sevov huma-
nega in govejega seva G9P[11], ki je v kli-
ni¢nih raziskavah pokazalo dovolj visoko
stopnjo zaSCite pred rotavirusnimi okuZz-
bami (5). V zgodnjih fazah predklini¢nega
ali klini¢nega raziskovanja so Se nekatera
druga oralna atenuirana ter inaktivirana
cepiva za intramuskularno in/ali intrader-
malno aplikacijo (5).

CEPIVA PROTI TREBUSNEMU
TIFUSU
Trebusni tifus, ki ga povzroca Salmonel-
la Typhi, in paratifus, ki ga povzroca-
jo Salmonella Paratyphi A, B in C, ostaja-
ta pomemben javnozdravstveni problem
predvsem v drZavah juZne in jugovzho-
dne Azije, Afrike ter tudi JuZne Amerike.
V razvitem delu sveta se bolezen pojavlja
izjemoma; vecina obolelih okuZbo prinese
iz endemicnih drZav. Na leto naj bi za ti-
fusom zbolelo 21,7 milijonov ljudi, za pa-
ratifusom pa 5,4 milijone ljudi. Zaradi ti-
fusa letno umre vec kot 200.000 ljudi (13).
Za cepljenje proti trebuSnemu tifusu
so v uporabi inaktivirana parenteralna ce-
piva ter atenuirano oralno cepivo. Paren-
teralna inaktivirana cepiva proti tifusu te-
meljijo na preciS¢enem polisaharidnem
kapsularnem Vi antigenu S. Typhi, ki je
sicer odgovoren za virulenco povzrocite-
lja. Pri nas sta dosegljivi cepivo Typherix®
(GlaxoSmithKline) in Typhim Vi® (Sano-
fi Pasteur), ki vsebujeta 25 pg Vi antige-
na in se lahko uporabljata pri osebah, sta-
rejSih od dveh let. Cepivo po parenteralni
aplikaciji enojnega odmerka izzove nasta-
nek serumskih anti-Vi protiteles pri 85-
95 % odraslih in otrok, starejSih od dveh
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let. UCinkovitost cepiva pri zasciti pred
okuZbo je nekaj ve¢ kot 70 % (14). Obsta-
jajo tudi kombinirana cepiva proti tifusu
in hepatitisu A - Hepatyrix® (GlaxoSmith-
Kline) in Viatim® (Aventis Pasteur) -, ki
vsebujejo enako komponento tifusa kot
monovalentna inaktivirana cepiva proti
tifusu.

Predvsem v ZDA pogosto uporablja-
jo Zivo atenuirano oralno cepivo Vivotif®
(Berna Biotech, Crucell), ki so ga razvili v
zgodnjih 70. letih 20. stoletja in vsebuje
liofiliziran mutant seva Salmonella Typhi
- Ty21a. Cepivo je na voljo v obliki kapsul
ali praska in se aplicira v treh odmerkih v
razmiku dveh dni. Cepivo izzove nastanek
protiteles in mocan celi¢ni imunski od-
ziv. Trije odmerki zagotovijo 67 % za$c¢ito
pred okuZbo v obdobju treh let, v obdobju
sedmih let pa je zasc¢ita 62 % (15). Cepivo
v ZDA uporabljajo za za$€ito oseb, starej-
§ih od Sest let, drugje pa s cepivom cepi-
jo odrasle ter otroke, starejSe od dveh let.

V fazi razvoja so Stevilna konjugirana
tifusna cepiva, kjer je Vi antigen vezan na
proteinski nosilec. Trenutno ima dovolje-
nje za promet le ena oblika konjugiranega
cepiva, kjer je Vi antigen vezan na tetanu-
sni toksoid Peda-typhi® (BioMed). Upora-
ba cepiva je dovoljena le v Indiji, saj so
kliniéni podatki o varnosti in imunogeno-
sti za zdaj Se omejeni (16). Dobre rezulta-
te glede ucinkovitosti (ve¢ kot 91 %) ima
konjugirano cepivo, kjer je Vi antigen ve-
zan na netoksicen rekombinantni protein,
ki je identiCen eksotoksinu Pseudomonas
aeruginosa (17). Dodatno razvijajo tudi iz-
boljSano obliko oralnega atenuiranega ce-
piva, da bi z ohranjenim dosedanjim pro-
filom varnosti dosegli boljSo u¢inkovitost
in zmanjSali Stevilo potrebnih odmer-
kov (18). Ker parenteralna cepiva temelji-
jo na Vi antigenu S. Typhi, ne u€inkujejo
na okuzbe s S. Paratyphi, ki tega antigena
nima, medtem ko Zivo oralno cepivo kaZe
doloceno zaS¢ito tudi pred okuZbo s para-
tifusom (19).

V Sloveniji je cepljenje proti tifusu po
Programu imunoprofilakse in kemoprofi-
lakse obvezno za vse osebe, ki Zivijo v sku-
pnem gospodinjstvu s klicenoscem trebu-
Snega tifusa, in za osebe, ki so pri svojem
delu izpostavljene nevarnosti okuzbe, pri-
porocljivo pa za potnike, ki potujejo na en-
demi¢na podrocja (20).

CEPIVA PROTI KOLERI

Po ocenah SZO kolera letno povzroci
okoli 3-5 milijonov obolenj in 100.000-
120.000 smrti (21). Trenutno imata Siro-
ko dovoljenje za uporabo dve vrsti inak-
tiviranih oralnih cepiv proti koleri, ki se
vec¢inoma uporabljata za za$c¢ito potnikov
iz razvitih drZav, ki potujejo na endemic-
na podrocja, ali kot dodatni ukrep pri ob-
vladovanju izbruhov kolere na endemskih
obmog¢jih.

Inaktivirano oralno cepivo Dukoral®
(Crucell) ima dovoljenje za uporabo od
leta 1991 in ga uporabljajo v 65 drZavah
sveta. Vsebuje mrtve celice Vibrio chole-
rae 01 obeh serotipov (Inaba in Ogawa)
in obeh biotipov (klasi¢ni in El Tor) z do-
danim preci§€enim rekombinantnim to-
ksinom kolere — podenoto B. Shema pe-
roralne aplikacije je sestavljena iz dveh
odmerkov cepiva za odrasle in otroke, sta-
rejSe od Sest let, z dvotedenskim presled-
kom (minimalno enotedenski in maksi-
malno Sesttedenski razmik). Otroci, stari
2-6 let, prejmejo tri odmerke. Raziskave
so pokazale, da cepivo nudi 85 % zaSCi-
to pred okuZbo Sest mesecev po ceplje-
nju. Zas€ita nato postopoma pade na 62
0z. 58 % v prvem in drugem letu po ce-
pljenju, v tretjem letu po cepljenju pa je le
18 %. Cepivo nudi tudi kratkoro¢no za§ci-
to pred enterotoksigeno E. coli zaradi nav-
zkriZzne reakcije termolabilnega toksina E.
coli s toksinom Kkolere (22).

Inaktivirano cepivo Shanchol® (Shan-
tana Biotechnics) ima dovoljenje za upo-
rabo od leta 2009. Gre za bivalentno cepi-
vo, ki vsebuje mrtve celice V. cholerae 01
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klasi¢nega (serotipa Inaba in Ogawa) in El
Tor (serotip Inaba) biotipa ter mrtve celi-
ce V. cholerae seva 0139. Cepivo ima do-
voljenje za uporabo pri starejSih od ene-
ga leta in se aplicira v dveh odmerkih v
razmiku dveh tednov. V triletnem obdobju
po cepljenju ima cepivo 66 % ucinkovitost
(23). V Vietnamu uporabljajo cepivo mOR-
CVAX® (Vabiotech) z identi¢no sestavo,
kot jo ima Shanchol®. Do leta 2004 so pro-
izvajali Zivo atenuirano cepivo Orochol®
(Crucell). To je vsebovalo genetsko spre-
menjen klasi¢en sev V. cholerae 01 Ina-
ba, ki izdeluje B-podenoto toksina kolere
(angl. cholera toxin B subunit, CTB), ne pa
podenote A (angl. cholera toxin A subunit,
CTA). Cepivo se v klini¢nih razmerah ni
izkazalo kot uc¢inkovito in ga trenutno ne
izdelujejo ve¢ (24). V zgodnjih fazah kli-
ni¢nih raziskav so Stiri kandidatna cepi-
va, ki temeljijo na oralni aplikaciji Zivega
oslabljenega cepiva. Tri vrste kandidatnih
cepiv so v fazi predklini¢nih raziskav (5).

CEPIVA PROTI OKUZBAM

ZE. COLI

Enterotoksigena E. coli (ETEC) je glavni
vzrok otroske driske v manj razvitem delu
sveta in driske potnikov, ki potujejo na ta
podro¢ja. Povzrocila naj bi okoli milijar-
do diarealnih epizod letno in 300.000-
400.000 smrti (25).

Cepiva proti ETEC so v fazi raziskav.
Glavne teZave pri pripravi cepiva so ve-
lika raznovrstnost sevov in njihove viru-
lence ter slaba imunogenost termosta-
bilnega enterotoksina (angl. heat-stable
toxin, ST). Na drugi strani pa je termola-
bilen enterotoksin (angl. heat-labile toxin,
LT) strukturno zelo podoben toksinu kole-
re, in zato cepivo Dukoral® nudi doloCeno
stopnjo zaS¢ite tudi pred drisko, povzroce-
no z ETEC. V raziskavah je cepivo izkaza-
lo 60-67 % zasc¢ito pred drisko, povzroce-
no z ETEC, ki proizvaja LT, in se priporoca
kot zaS¢ita za potnike, ki potujejo na ende-
micna obmocja.

Pristopi k razvoju specifi¢nih cepiv
proti ETEC vkljucujejo uporabo Zivih ali
mrtvih celic ETEC, preciS¢enih rekom-
binantnih fimbrijskih antigenov (ime-
novanih tudi colonization factor antigens
- CFA), termolabilnega ali termostabilne-
ga in termostabilnega toksoida hkrati ter
uZitnih transgenskih rastlin, ki izraZajo
CTB (26). Cepiva, ki se nahajajo v napredo-
valih fazah klini¢nega raziskovanja, izka-
zujejo slabo klini¢no ucinkovitost. Tran-
skutani obliZ, ki spros¢a LT, je dokazano
varen in imunogen, a v tretji fazi razisko-
vanj niso dokazali zaS€itne ucinkovitosti
(27). V zadnji fazi raziskovanj se je kot kli-
ni¢no neucinkovito izkazalo tudi cepivo,
sestavljeno iz ve¢ inaktiviranih ETEC se-
vov in rekombinantnim preci§¢enim CTB
(28). Nekaj kandidatnih cepiv se nahaja v
zgodnjih fazah klini¢nega razvoja. Cepiva
temeljijo na oralni administraciji inkativi-
ranih celic ETEC, Zivih atenuiranih sevih
ETEC in mutiranem LT, ter na aplikaciji
preciscenih CFA v obliki obliZa (6). V pred-
Klini¢nih stadijih raziskujejo varnost in
imunogenost intranazalno, intragastri¢no
ali intraabdominalno apliciranih kandida-
tnih cepiv. Ta vsebujejo bodisi cele mrtve
celice z dodanimi LT in CTB toksini ali pa
uporabljajo atenuirane vektorje (Shigella)
za ekspresijo antigenov ETEC, kombina-
cijo mutiranega LT, vezanega na mutiran
ST, oziroma druge proteine ETEC, ki so
vkljuceni v mehanizme adherence ETEC.
Pred zadnjo fazo klini¢nih raziskav se na-
haja tudi cepivo proti enterohemoragicni
E. coli (EHEC), ki temelji na O-specificnem
polisaharidu E. coli O157:H7, konjugira-
nem na rekombinantni eksotoksin A Pseu-
domonas aeruginosa.

CEPIVA PROTI OKUZBAM

S SIGELAMI

OkuZbe z bakterijami iz rodu Shigella
predstavljajo veliko javnozdravstveno bre-
me predvsem v deZelah v razvoju, kjer naj
bi povzrocale vec kot 160 milijonov okuzb
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letno, veCinoma pri otrocih, mlajsih od
petih let (29).

Razvoj cepiv oteZuje Siroka antigen-
ska raznolikost sevov. Zas¢itna imunost
pred Sigelami je namre¢ tipsko specific-
na in usmerjena na O-somatski antigen.
Ker so ljudje edini rezervoar teh bakte-
rij, razvoj cepiv omejuje tudi odsotnost
Zivalskih modelov. Kljub vsemu je v ra-
zvoju vsaj deset kandidatnih cepiv proti
okuZbam s Sigelami, ki jih lahko razdeli-
mo v dve skupini: cepiva z Zivimi atenu-
iranimi ali inaktiviranimi celimi bakte-
rijskimi celicami ter konjugirana cepiva.
V napredovali fazi klini¢nega razvoja se
nahaja konjugirano cepivo, ki temelji na
antigenu O Shigella flexneri in Shigella
sonnei, konjugiranem na rekombinantni
eksoprotein A Pseudomonas aeruginosa.
Cepivo je varno in imunogeno, za$¢itna
ucinkovitost pa Se ne dovolj visoka (30). V
zgodnjih fazah klini¢nega razvoja se na-
hajajo oralna Ziva atenuirana cepiva, ki
vsebujejo razlicne vrste Sigel (S. flexne-
ri, S. dysenteriae, S. sonnei) ter intranazal-
ni inaktivirani cepivi. Prvo vsebuje bak-
terijske komponente razli¢nih vrst Sigel,
drugo pa imunogene proteine in lipopo-
lisaharide, ki so skupni vsem S3tirim vr-
stam Sigel. V predklini¢ni fazi razvoja se
nahajajo atenuirana in inaktivirana cepi-
va druge generacije (0).

CEPIVA PROTI NETIFUSNIM
SALMONELOZAM

Ocenjuje se, da netifusne salmoneloze
(Salmonella Typhimurium in Salmonella
Enteritidis) povzrocijo skoraj 100 milijo-
nov primerov okuzb in 155.000 smrti le-
tno (31). Le eno kandidatno cepivo je do-
seglo prvo fazo klini¢nega preizkuSanja (z
mutacijami atenuirana Salmonella Typhi-
murium). V predklini¢nem razvoju se na-
hajajo konjugirana cepiva, kjer je antigen
O vezan na proteinski nosilec, ter Ziva ate-
nuirana cepiva Salmonella Typhimurium
in Salmonella Enteritidis (0).

CEPIVA PROTI
KAMPILOBAKTERIOZI

Campylobacter jejuni velja za enega najpo-
gostej§ih bakterijskih povzrociteljev dia-
realne bolezni v razvitih drZavah. Razen
akutne driske so iz javnozdravstvenega
vidika pomembne tudi moZne posledice
prebolele bolezni (sindrom Guillain-Bar-
ré, reaktivni artritis in sindrom iritabil-
nega crevesja). U¢inkovitega cepiva proti
kampilobakteriozi $e ni, kandidatna cepi-
va so v predklini¢nem proucevanju in ve-
¢inoma namenjena za uporabo pri peru-
tnini. Obetajoc je razvoj cepiva za humano
uporabo, ki temelji na kapsularnih polisa-
haridih, konjugiranih na netoksi¢no obli-
ko davi¢nega toksina CRM197 (G).

CEPIVA PROTI NOROVIRUSNIM
OKUZBAM

Norovirusi so najpogostej§i povzrocite-
lji izbruhov enteritisa in drugi najpogo-
stej§i vzrok hospitalizacij zaradi creve-
snih okuZb. Razvoj cepiv je oteZen zaradi
relativno kratkotrajne imunosti, ki sledi
okuZbi, in zaradi velike genske variabil-
nosti ter majhne antigenske navzkriZne
reaktivnosti. Zaradi onemogocene kulti-
vacije virusa razvoj Zivih cepiv ni moZen.
Kandidatna cepiva tako temeljijo na sin-
tezi VLPs (angl. virus-like particles). Edi-
no cepivo v nadaljevalni fazi klini¢nega
raziskovanja je intramuskularno cepivo,
ki vsebuje VLPs genogrupe GI.1 in GIL.4.
Trenutne raziskave kaZejo obetajoce re-
zultate varnosti, imunogenosti in ucin-
kovitosti (32). Troje kandidatnih cepiv se
nahaja Sele v fazi predklini¢nega razisko-
vanja (5).

ZAKLJUCEK

Crevesne nalezljive bolezni predstavljajo
pomembno javnozdravstveno breme tako
v manj razvitih kot tudi v razvitih prede-
lih sveta. So vodilni vzrok obolevnosti in
umrljivosti otrok, ki Zivijo na obmoc¢jih s
slabSo dostopnostjo do neoporecne hra-
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ne in pitne vode. Cepljenja proti najpogo-
stej§im povzrociteljem crevesnih okuZb
lahko predstavljajo pomemben ¢len pri
zmanjSevanju bremena crevesnih okuZb.
Trenutno so v uporabi le cepiva proti ro-
tavirusnim okuZbam, trebuSnemu tifu-
su in koleri. Cepljenje proti rotavirusnim
okuZbam je namenjeno zasc¢iti najmlaj-
§ih otrok in se uporablja tudi pri nas. Ce-
pljenje proti trebuSnemu tifusu lahko iz-
vedemo pri osebah, starejSih od dveh let.
Cepljenje pri nas priporo¢amo vsem, ki
Zivijo v skupnem gospodinjstvu s klice-
noscem trebudnega tifusa, osebam, ki so
pri svojem delu izpostavljene nevarnosti
okuZbe, ter potnikom, ki potujejo na en-

demi¢na podrocja. Cepivo proti koleri, ki
v Sloveniji ni na voljo, v svetu uporabljajo
predvsem za obvladovanje izbruhov in za
za$cito potnikov, ki potujejo na endemic-
na podrodja.

Ceprav proucujejo Stevilna kandida-
tna cepiva proti razlicnim drugim pov-
zroCiteljem €revesnih okuZb, pa v bliZnji
prihodnosti u€¢inkovitih novih cepiv Se ne
pri¢akujemo. V nadaljevalnih fazah klini¢-
nega razvoja se sicer nahajajo cepiva proti
ETEC, EHEC, okuZbam s Sigelami in noro-
virusi. Kandidatna cepiva proti kampilo-
bakteriozi in salmonelozam se nahajajo v
predklini¢nih stadijih razvoja oziroma v
fazah zgodnjih klini¢nih raziskav.
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Imunski odziv in razvoj cepiv proti bakteriji
Helicobacter pylori

The Immune Response and the Development of Vaccines against

Helicobacter pylori

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: Helicobacter pylori, imunski odziv, aktivacija limfocitov, cepivo

Imunski odziv proti Helicobacter pylori vkljuCuje razli¢cne mehanizme, ki gostitelju kori-
stijo, nekateri pa mu povzrocajo Skodo. Prirojeni imunski odziv proti Helicobacter pylo-
ri privede do kroni¢nega sluzni¢nega vnetja in posledi¢ne aktivacije protivnetnih odzi-
vov, ki zaradi zaviranja specifi¢nih imunskih odzivov omogocajo perzistenco okuZbe.
To je pomemben vzrok, da poskusi izdelave u¢inkovitih cepiv Se niso privedli do njiho-
ve prakti¢ne uporabe za za¢ito ljudi. Razvoj novih potencialnih cepiv proti Helicobacter
pylori kombinira imunizacijo s klasi¢nimi antigeni Helicobacter pylori (ureaza, CagA, HP-
NAP, HSPA) z inovativnimi nacini njihove aplikacije (mikrosfere, vektorji, himerni ad-
juvansi). Poleg tehnoloskih inovacij pa bo za u¢inkovito cepivo potrebno Se pogloblje-
no poznavanje imunopatolo$kih mehanizmov med naravno okuZzbo s Helicobacter pylori
in po drugi strani dejavnikov, ki omogocajo perzistenco Helicobacter pylori kljub kronic-
ni aktivaciji prirojenih in pridobljenih imunskih odzivov v okuZeni sluznici. Samo cepi-
vo, ki bo poleg vzbujanja intenzivnega specifi¢nega imunskega odziva proti Helicobacter
pylori povzrocilo Se ustrezno spremembo sluzni¢nega vnetnega odziva v smeri regene-
racije sluznice, bo lahko postalo model za doseganje sterilizacijske imunosti, ki po ce-
pljenju prepreci naselitev Helicobacter pylori na Zelod¢ni sluznici.

ABSTRACT

KEY WORDS: Helicobacter pylori, immune response, lymphocyte activation, vaccine construction

The immune response to Helicobacter pylori involves different mechanisms that are both
protective and damaging to the host. The innate and the adaptive immune responses
lead to inflammatory as well as anti-inflammatory responses, allowing for persistence
of many infections. Thus, developing new therapeutics and effective vaccines against
Helicobacter pylori has proven to be arduous. Despite many immunisation experiments,
using various routes of immunisation with classical as well as recombinant Helicobacter
pylori vaccines (urease, CagA, HP-NAP, HspA, DNA, hymeric molecules, living vectors,
microspheres), no effective vaccine is currently available for humans. New directions
for succcessful vaccine construction should be built on deeper knowledge of immuno-
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pathological events during natural Helicobacter pylori infection and factors leading to
the resolution of infection: mandatory is a new insight about the interplay of the innate
response to Helicobacter pylori, mucosal inflammation, Helicobacter pylori virulence fac-
tors inducing immune responses, regulation of the adaptive responses to Helicobacter
pylori as well as construction of novel vaccine platforms for achieving a broad immune

response, leading to a sterilizing immunity.

uvoD

Okuzba s Helicobacter pylori povzroca kro-
nicni gastritis, razjedo dvanajstnika in Ze-
lodca ter rak Zelodca. Povzrocitelja sta leta
1982 odkrila avstralska raziskovalca War-
ren in Marshall, ki sta bakterijo sprva poi-
menovala Campylobacter pylori. Leta 1989
so bakterijo Campylobacter pylori preime-
novali v Helicobacter pylori. Za svoje odkri-
tje sta Warren in Marshall leta 2005 pre-
jela Nobelovo nagrado (1).

H. pylori v manj razvitih delih sveta
okuZuje preko 50 % populacije, v razvi-
tem svetu je okuZenost manjSa. V Slove-
niji smo v zadnjih petnajstih letih opazili
prepolovitev prevalence okuZbe, ki v pov-
precju znaSa dobrih 25 %, v populaciji sta-
rej§ih od 60 let pa dobrih 50 %. Ceprav
je okuZba z bakterijo H. pylori v razvitem
svetu Cedalje redkejSa, njen pomen v etio-
logiji kroni¢nega gastritisa, ulkusne bole-
zni Zelodca in nekaterih oblik neoplazem
Zelodca ostaja (2).

Bakterija je po Gramu negativna, mi-
kroaerofilna, gibljiva spiralna palcka, ki
pod dolo€enimi pogoji preide v kokoidno
obliko in je sposobna preZiveti pri zelo
nizkem pH v Zelodcu. Podobno kot druge
bakterije, ki so specializirane za eno eko-
loSko niSo, ima H. pylori majhen genom
(1,67 mega baznih parov), ki kodira me-
tabolno pomembne gene. H. pylori, pri-
dobljena iz razli¢nih izolatov, se med se-
boj razlikuje v genetskem prstnem odtisu.
Kljub temu pa so proteini, ki jih DNA ko-
dira, enaki, saj ve€inoma prihaja do zame-
njav na zadnjem mestu kodona, kar zaradi
degeneriranosti genskega koda ne pov-

zro€i spremembe v aminokislinskem za-
poredju proteina (3).

OkuZzba s H. pylori povzroca mocne lo-
kalne imunske odzive v Zelod¢ni sluznici
gostiteljev. V sluzni¢nem vnetju sodelu-
jejo nevtrofilci, limfociti B in T, plazmat-
ke, makrofagi in dendriticne celice (angl.
dendritic cells, DC). V vnetje so pomembno
vklju€ene tudi epitelijske celice - s tvor-
jenjem citokinov zaradi okuZbe s H. pylo-
ri vzdrZujejo vnetje, njihovo spremenje-
no delovanje v vnetnem okolju pa ovira
obnovo sluznice. Zelod¢na sluznica s H.
pylori okuZenih ljudi vsebuje povefano
koncentracijo provnetnih citokinov, kot
so interlevkini (IL), in sicer IL-1f3, IL-2,
IL-6, IL-8, IL-12, in tumor nekrotizirajo-
cega faktorja alfa (TNF-a), ter protivne-
tnih citokinov IL-4 in IL-10 (2). Pove¢ana
proizvodnja vnetnih citokinov stimulira
aktivacijo in razmnoZevanje specifi¢nih
sluzni¢nih citotoksi¢nih spominskih lim-
focitov T in limfocitov B, ki proizvajajo
imunoglobuline (Ig) A in IgG. Kljub temu
pa specifi¢ni imunski odziv ne more od-
praviti bakterijske okuZbe sluznice, ki
brez antibioti¢nega zdravljenja navadno
ostane doZivljenjska (2, 3).

Ker H. pylori kolonizira sluznico Ze-
lodca, je delovanje sluzni¢nega imunske-
ga odziva tisto, ki determinira razmerje
med H. pylori in Zelod&no sluznico (1). Ze-
lod¢ni epitel je osnovna celi¢na pregrada
med Zelod¢no vsebino in notranjostjo or-
ganizma. Imunski sistem mora u€inkovi-
to zadcititi Zelodec proti patogenom, ne
da bi poSkodoval epitelij ali motil druge
funkcije sluznice. Med njimi je pomemb-
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na ustrezna tvorba Zelod¢ne Kkisline, zelo
pomembno je tudi ustrezno razlikovanje
mikrobnih in prehranskih antigenov zara-
di vzdrZevanja tolerance do slednjih (2, 4).

PRILAGODITVENI MEHANIZMI

H. PYLORI NA GOSTITELJA

Med okuZbo H. pylori kolonizira povrSino
epitela Zelodca zlasti v antrumu. H. pylori
ne biva v kislem okolju v lumnu Zelodca,
ampak kolonizira bolj nevtralno mikroo-
kolje sluzi in povrSine epitelijskih celic.
Poleg tega H. pylori proizvaja ureazo za
pridobivanje amoniaka, s ¢imer se bakte-
rija varuje pred kislino. Dobra gibljivost
omogoca bakteriji, da se premakne skozi
sluz na povrs§je epitelijskih celic Zelodca.
Veliko Stevilo adhezijskih molekul bakte-
riji omogoca stabilno povezavo z razli¢ni-
mi molekulami sluzi in povrSine Zelod¢-
nega epitelija (5).

Posebna prilagoditev H. pylori je v
tem, da bakterija izraZa adhezijske mole-
kule le v dolo€enih fazah rasti bakterij. To
bakteriji omogoci odlepitev od mrtve epi-
telijske celice, ki se odlus¢i od sluznice v
lumen Zelodca in pritrditev na molekule
sluzi, prek katere bakterija z aktivnim gi-
banjem ponovno pride do Zivih epitelij-
skih celic v sluznici. To je mehanizem, ki
H. pylori omogoca dolgotrajno perzisten-
co v Zelodcu (0).

Mehanizmi naravne sluzni¢ne od-
pornosti preprecujejo mikrobno invazi-
jo s ¢vrstimi povezavami med epitelijski-
mi celicami, ki jih dopolnjuje obrambna
funkcija viskozne sluzi, ki vsebuje razlic¢-
ne antibakterijske protein (lizocim, lak-
toferin, interferoni, defenzin). Odziv epi-
telijskih celic na adherirane H. pylori in
s toksini izzvane poSkodbe je sproScanje
citokinov in drugih vnetnih mediatorjev,
ki povzro€ijo lokalno infiltracijo nevtro-
filcev, monocitov in mastocitov (7). Ze-
lod¢ne epitelne celice ob vezavi H. pylo-
ri prepoznajo nevarne signale prek svojih
receptorjev TLR (angl. toll-like receptors),

posledica je citokinska aktivacija celic na-
ravne odpornosti in vnetja. Zelod&ne epi-
telne celice zaradi svojih receptorjev TLR
povzrocajo sluzni¢no vnetje ves ¢as okuz-
be s H. pylori, ob tem pa je narava vnetja
drugacna kot pri klasi¢nem tkivnem bak-
terijskem vnetju s po Gramu negativnimi
bakterijami, ki ga povzro€i vezava lipo-
polisaharida (LPS) na TLR4 makrofagov.
H. pylori ima modificirano strukturo LPS,
ki ob vezavi na Zelod¢ne epitelijske celice
aktivira predvsem TLR2. Posledi¢no na-
stane predvsem vnetje, kjer namesto ak-
tivacije TLR4 in produkcije TNF in IL-6,
prevladuje tvorjenje citokinov IL-12 in IL-
18. Posledica je kroni¢no vnetje brez in-
tenzivne infiltracije nevtrofilcev, ki sicer
povzrocajo gnojno vnetje (8). LPS H. pylori
v primerjavi z drugimi bakterijskimi LPS
inducira malo NF-kB (angl. nuclear fac-
tor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells) aktivacijo prek TLR4, zato pa prek
TLR2 intenzivnejSo tvorbo IL-12 in IL-18.

Kroni¢no vnetje je klju¢no za patoge-
nezo okuzbe s H. pylori. Med vnetjem, ki
je posledica okuZbe, vnetiS¢e intenzivno
infiltrirajo mezenhimske maticne celice,
ki izvirajo iz kostnega mozga. Te celice
naj bi bile poglavitni patogenetski dejav-
nik za nastanek raka Zelodca, saj njihova
diferenciacija v vneti sluznici ne privede
do obnovitve epitelija. Namesto tega na-
stane kopicenje nediferenciranih epite-
lijskih celic, sposobnih proliferacije. To
v kombinaciji z mutagenimi presnovki
ustnih bakterij, ki naselijo atrofi¢no Ze-
lod¢éno sluznico, povzroci preobrazbo v
tumorske celice (9).

SPECIFICNI IMUNSKI ODZIVI

Poleg nespecificnega vnetnega odziva, ki
prevladuje v Zelod¢ni sluznici ob okuZbi
s H. pylori, v sluznici zaznavamo tudi ele-
mente specifi¢nih imunskih odzivov. Med
intraepitelijskimi limfociti (IEL) prevla-
dujejo citotoksi¢ni limcotiti T (CD8). La-
mina proprija vsebuje limfocite B in T,
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slednji so preteZno celice T pomagalke
(CD4). Plazmatke lamine proprije izloca-
jo preteZno IgA, ki je namenjen transpor-
tu tujih antigenov iz globine sluznice na-
zaj na povrs§ino in v lumen Zelodca (10).

Studija D’Elios in sod. je pokazala vi-
soko mRNA ekspresijo interferona (IFN),
TNF, IL-12, ne pa IL-4 v antralnih biopsi-
jah okuZenih pacientov, za razliko od ne-
okuZenih kontrol (11). Rezultati kaZejo na
izrazito prevlado odziva Thl v Zelodénem
antrumu okuZenih bolnikov. Poleg odziva
Th1 izzove H. pylori izrazit sluzni¢ni odziv
Th1l7. Amedei in sod. so pokazali izrazit
odziv IL-17 in IL-21 pri bolnikih z adeno-
karcinomom Zelodca, katerih limfocite so
in vitro stimulirali s H. pylori (12). Med ce-
licami, ki imajo posebno vlogo pri imun-
skemu odzivu proti H. pylori, je treba ome-
niti Se dendriti¢ne celice (13).

H. pylori je razvil zmoZnost indukcije
razliénih mehanizmov imunske toleran-
ce, ki omogocajo perzistenco okuZzbe. Med
okuZbo s H. pylori v pove¢ani meri nasta-
jajo sluzni¢ne regulatorne celice T (Treg),
ki zavirajo specifi¢ne vnetne odzive lim-
focitov T z izlocanjem inhibitornih cito-
kinov IL-10 in TGF-8 (13, 14). Edinstve-
na znacilnost epitela Zelodca je zmoZnost,
da deluje kot antigen predstavljajoce ce-
lice, pri tem pa izraZa molekule MHC II
in kostimulacijske molekule (12). Okuz-
ba sluznice s H. pylori zato inducira na-
stanek TGF-B in zavira proliferacijo celic
CD4+T, kar kaZe na mehanizem vzposta-
vljanja specifi¢ne tolerance do H. pylori.
To omogoca vztrajanje H. pylori v Zelod¢-
ni sluznici (15).

NAPREDEK V RAZVO)U CEPIV
PROTI H. PYLORI

Stevilne 3tudije moznih cepiv proti H.
pylori kaZejo, da ni teZko doseci protite-
lesnega imunskega odziva proti H. pylori,
vendar pa to navadno ni dovolj za trajno
preprecitev kolonizacije sluznice ob okuZz-
bi (sterilizacijska imunost), e manj pa

za morebitno terapevtsko eradikacijo H.
pylori po cepljenju (2). Prizadevanja za ra-
zvoj cepiva za preprecevanje in zdravlje-
nje okuZzbe s H. pylori trajajo od leta 1990,
ko je bilo potrjeno, da je H. pylori najpo-
membnejSi vzrok nastanka raka Zelodca.
Ceprav razsirjenost H. pylori v razvitih dr-
Zavah upada, bi bilo cepljenje glede na in-
cidence Zelod¢nega raka stroSkovno ucin-
kovito za vso populacijo. Problem pa je,
da dosedaj razvita cepiva niso dovolj ucin-
kovita, da bi od njih pri¢akovali nastanek
dolgotrajne sterilizacijske imunosti proti
H. pylori (16).

Inovativno platformo za izdelavo ce-
piva je razvil Moss s sod. z uporabo meto-
de za napovedovanje T-celi¢nih epitopov,
ki bi pri dolo¢enem posamezniku naj-
bolj u¢inkovito aktivirali specifi¢ni odziv
limfocitov T (17). Na ta nacin so za mis-
ji model cepljenja pripravili polipeptidno,
multiepitopsko cepivo v liposomih z do-
datkom adjuvantnih CpG oligonukleoti-
dov in toplotno labilnega enterotoksina.
Aplikacija je bila intranazalna ali intra-
muskularna. Cepivo povzroca Sirok imun-
ski odziv z intenzivno produkcijo cito-
kinov Thl (IFN-y); pri Zivalih je cepivo
povzrocilo tudi sterilizacijsko imunost.

Druga obetavna platforma za cepi-
vo proti H. pylori je rekombinantni virus
o3pic z ekspresijo H. pylori nevtrofilce ak-
tivirajo€ega proteina (NAP) (18). Mesec
dni po cepljenju so vse Zivali razvile mo-
¢an protitelesni odziv NAP v 2-4 tednih. Z
uporabo IFN-y ELISPOT testa so potrdili
tudi u€inkovito celi¢no posredovano imu-
nost. Poskus kaZe, da cepljenje z Zivim ce-
pivom izzove tako nastanek protiteles kot
tudi T-celi€nega imunskega odziva proti
H. pylori.

IzboljSano ucinkovitost cepiv je mo-
goce doseci tudi z novimi formulacija-
mi, ki vklju€ujejo ve¢ antigenov H. pylori.
Chen s sod. je uporabil genski konstrukt
iz genov za H. pylori oipA, gen IL-2 in po-
denote B toplotno labilnega toksina E. coli
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(19). Z intradermalno aplikacijo cepiva je
dosegel zmanj$ano kolonizacijo H. pylori
v Zelodcu po cepljenju. Podoben pristop
so uporabili pri pripravi cepiva, kjer so v
salmonelni vektor vstavili H. pylori gene
CagA, VacA in ureazni gen (20). Oralna
imunizacija je zmanj$ala verjetnost nase-
litve H. pylori v Zelodcu.

V naSem poskusu izdelave platform za
cepivo proti H. pylori smo povecali aktiva-
cijo imunskega sistema proti H. pylori s
konstruktom gensko modificirane H. pylo-
ri, v katero smo vkljucili gene za mocnej-
Se agoniste TLR. Tako smo zamenjali H.
pylori flagelin z bolj imunogenim flageli-
nom drugih bakterij oziroma smo naredi-
li spremembe v biosintezi LPS (acilacija),
kar poveca imunogenost. Za ucinkovito
formulacijo cepiva smo zgradili himer-
ni flagelin, v kateri sta oba terminalna
segmenta flagelina H. pylori (ki je TLR5
neaktivirajo¢i flagelin) nadomeScena z
ustreznimi segmenti iz TLR5 E. coli flage-
lina (16). Rekombinantni himerni flagelin
je znatno povecal odziv IgG in IgA pri mi-
§ih, cepljenih s himernim flagelinom, v
primerjavi z miSmi, cepljenimi z negativ-
no kontrolo. Titri protiteles so ostali ve-
liki tudi osem mesecev po zadnjem ce-
pljenju. Cepljenje s himernim flagelinom
omogoc¢i miS§i pomembno za3¢ito proti
H. pylori.

NASE IZKUSNJE PRI STUDIJU
SLUZNICNEGA IMUNSKEGA
ODZIVA PROTI H. PYLORI

V na$ih raziskavah smo definirali spre-
membe lokalnega imunskega odziva med
H. pylori kroni¢nim gastritisom in gastri-
tisom brez okuZbe s H. pylori. Da bi opre-
delili vrsto lokalnega imunskega odzi-

va, ki bi lahko napovedal izid okuZbe s H.
pylori, smo analizirali limfocite infiltraci-
je in vnetje Zelod¢ne sluznice. Po izolaciji
limfocitov v sluznici Zelodca smo ocenili
izraZanje limfocitnih molekul, ki dolocajo
razlike v aktivaciji limfocitov med H. pylo-
ri gastritisom in med drugimi vrstami ga-
stritisa (21-24). Analizirali smo ekspresijo
receptorjev IL-2 in citokinov (IFN, IL-4)
pri bolnikih pred in po izkoreninjenju H.
pylori. DeleZ celic Th2 se pri bolnikih po
izkoreninjenju HP ni bistveno spremenil.
Po drugi strani se je odstotek celic, ki pro-
izvajajo IFN, znatno zmanjSal po eradika-
ciji H. pylori (24-27).

Za analizo sprememb, ki jih H. pylori
povzroci v citokinski sintezi, smo iz krvi,
okuZene s H. pylori, izolirali dendriti¢ne
celice (DC) in jih stimulirali z razli¢ni-
mi sevi Zivih in sonificiranih bakterij H.
pylori. Ugotovili smo, da Zive bakterije HP
mocneje stimulirajo DC in dokazali tudi
povecano izlo¢anje vnetnih citokinov IL-
8, IL-6 in TNF v primerjavi s sonificirani-
mi bakterijami (28). Odstranitev H. pylori
LPS s polimiksinom B je povzrocila niZ-
je izlo¢anje IL-8, IL-6 in IL-1b v primerja-
vi s stimulacijo z Zivim H. pylori. Vendar
pa so inhibirane DC izraZale ve¢ TLR-2 in
TLR-4.

DC smo stimulirali tudi s skupino se-
vov H. pylori, izoliranih iz Zelodc¢ne slu-
znice bolnikov, ki so po antibioti¢ni tera-
piji uspesno odstranili bakterijo, in drugo
skupino sevov H. pylori, izoliranih iz bol-
nikov z neuspeSno eradikacijo. Sevi bol-
nikov z uspeSno eradikacijo so pri sti-
mulaciji DC povecali izlocanje IL-8 in
izraZanje HLA-DR, CD86 ter TLR-2 v pri-
merjavi s sevi bolnikov z neuspesno era-
dikacijo (29, 30).
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Gorazd Avgustin’

Vpliv mikrobioma na clovekovo zdravje

The Effect of Microbiome on Human Health

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: mikrobiom, mikrobiota, prebavila, élovek, sekvenciranje naslednjih generacij, zdravje

Mikrobiom opisuje vse gene vseh mikroorganizmov, ki naseljujejo doloCen ekosistem
in jih s skupnim terminom imenujemo mikrobiota. Mikrobiota ¢loveskih prebavil je iz-
redno bogata in vrstno pestra, saj v vsakem posamezniku Zivi okrog 10° vrst mikrobnih
simbiontov ali ve¢, skupno Stevilo njihovih celic pa presega skupno Stevilo gostitelje-
vih celic za 100-krat. Podobno je s Stevilom mikrobnih genov, tj. mikrobiomom, katerih
produkti lahko vplivajo na gostitelja na razli¢ne nacine, med drugim so vpleteni v inte-
rakcije z imunskim in tudi Zivénim sistemom. Danes nas najbolj zanima vloga mikro-
biote in mikrobioma prebavil pri nastanku in razvoju pa tudi preprecevanju Stevilnih
bolezni, od katerih so mnoge kroni¢ne in nekatere avtoimunske. Prav tako zanimive so
interakcije z osrednjim Zivénim sistemom, ki neposredno vplivajo na vedenje gostitelja.

ABSTRACT

KEY WORDS: microbiome, microbiota, gut, human, next generation sequencing, health

Microbiome embraces all genes of all microorganisms that inhabit a given ecosystem
and are described by a common term microbiota. The human gut microbiota is extensi-
vely reach and diverse, and each individual is colonized by 10° of microbial species or
more with a total number of microbial cells exceeding that of the hosts cells for about
100 fold. Similar holds true as far as the total number of microbial genes, i. e. the micro-
biome, is concerned. Microbiome products can affect the host in various ways, among
other by interacting with the immune and nervous system. We are currently most con-
cerned with the role of the gut microbiota and microbiome in development of many di-
seases, many of them being of chronic and/or autoimmune. Similarly interesting are in-
teractions with the central nervous system, affecting the behavior of the host.
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V zadnjem desetletju smo prica fascinan-
tno hitremu napredku na podroc¢ju preu-
cevanja t. i. mikrobioma ¢loveka. Po pr-
votni definiciji izraz mikrobiota zajame
vse mikroorganizme dolocenega ekosis-
tema, npr. prebavnega trakta ¢loveka ali
tudi celotnega ¢loveka. Kolektivni nabor
vseh mikrobnih genov v takSnem ekosi-
stemu (npr. ¢loveku) pa opisuje izraz mi-
krobiom. Danes mnogi raziskovalci ta
izraza dojemajo kot sinonima in upora-
bljajo izraz mikrobiom tako za opis vseh
mikrobnih genov v nekem ekosistemu
kot vseh mikroorganizmov. Tako pogo-
sto zasledimo opis vpliva »mikrobioma«
na npr. ¢loveka ali konkretneje na ¢love-
kovo zdravje, kot je namenoma zapisano
tudi v naslovu tega prispevka. V bistvu
pa je to nesmisel, saj tudi nabora ¢love-
kovih genov (torej njegovega genoma) ne
krivimo za najrazli¢nejSe vplive (pogosto
negativne) na ekosistem v katerem biva
- za podnebne spremembe, onesnaZenje
in druge degradacije okolja je kriv ¢lovek,
ne pa njegov genom.

V prispevku se bomo osredoto¢ili, v
skladu s smernicami konference, na mi-
krobioto in mikrobiom c¢loveSkega pre-
bavnega trakta. To podrocje mikrobio-
logije je doZivelo pravi razcvet, kar med
drugim dokazuje tudi strma rast Stevi-
la znanstvenih ¢lankov v najuglednejSih
znanstvenih revijah v obdobju zadnjih 15
let. Zasluga za to izrazito povecano aktiv-
nost gre v veliki meri hitremu razvoju no-
vih metod sekvenciranja nukleinskih ki-
slin, sekvenciranju naslednjih generacij
(angl. next generation sequencing, NGS). Te
so konéno omogocile izvedbo dovolj po-
globljenih molekularno-biolo8kih razi-
skav, ki dejansko omogocajo spoznavanje
in razumevanje kompleksnih mikrob-
nih ekosistemov, kamor s staliS¢a mi-
kroorganizmov nedvomno sodi tudi ¢lo-
vek in njegova prebavila. Tako smo prica
vrsti objav, v katerih raziskovalci vedno

bolj podrobno opisujejo vrstno pestrost
in strukturo mikrobiote ¢loveSkega pre-
bavnega trakta, najprej predvsem debele-
ga Crevesa, kasneje pa tudi drugih delov
(1-6). Podrobno lahko spremljamo odkri-
tja na podrocju cloveSkega mikrobioma
tudi na spletni strani ameriSkega projekta
Human microbiome project (http://hmpda-
cc.org/), spletnega portala Gut microbiota
for health (http://www.gutmicrobiotafor-
health.com/) ali znanstvene revije Micro-
biome (http://www.microbiomejournal.
com/) (7, 8).

METODOLOGIJA PREUCEVANJA

MIKROBIOTE IN MIKROBIOMA

Bogatost in kompleksnost mikrobiote
prebavnega trakta zahtevata v prvi vrsti
odmik od tradicionalno mikrobiolo8kih
pristopov, ki temeljijo na osamitvi mikro-
organizmov in gojenju le-teh v in vitro la-
boratorijskih razmerah. Zavoljo nezmo-
Znosti gojenja vecine mikroorganizmov iz
vecine naravnih okolij, fenomena, ki so ga
raziskovalci opisali Ze pred 30 leti in poi-
menovali »The great plate count anomalys,
so Sele molekularne metode omogoci-
le bolj realisti¢en pogled sprva v sestavo
naravnih mikrobiot in kasneje $e njihove-
ga mikrobioma (9, 10). V ta namen upora-
bljamo vrsto razli¢nih metod, ki pa vedno
temeljijo na osamitvi skupne mikrobne
DNA iz preucevanega vzorca in v vecini
primerov nato na pomnoZevanju izbranih
(ali tudi naklju¢nih) odsekov osamljenih
mikrobnih genomskih DNA z veriZno re-
akcijo s polimerazo (angl. polymerase cha-
in reaction, PCR). Mnoge od tak$nih me-
tod imajo bolj tipizacijski znacaj, tj. na tak
ali drugacen nacin opredelijo nek za pre-
uCevano mikrobioto tipi€en vzorec (npr.
profil fragmentov ali pomnoZkov DNA,
ki se loc¢ijo bodisi po velikosti ali inter-
nem zaporedju nukleotidov). V to skupi-
no sodijo npr. denaturacijska gradientna
gelska elektroforeza (DGGE), analiza poli-
morfizma dolZine (terminalnih) restrikcij-
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skih fragmentov (angl. terminal restricti-
on fragment length polymorphism, T-RFLP)
in druge variante analize razreza izbranih
odsekov DNA z restrikcijskimi encimi ter
Se vrsta podobnih metod. Praviloma ne
omogocajo podrobnega vpogleda v struk-
turo preucevane mikrobiote ali identifi-
kacije vsaj klju¢nih predstavnikov le-te,
niti kvantifikacije posameznih mikrobnih
skupin. Kljub temu so Se vedno zanimive,
Kker zaradi enostavnosti in cenenosti omo-
gocajo primerjavo velikega Stevila vzor-
cev in odkrivanje (s primerno zalogo sre-
¢e) sprememb v strukturi mikrobiote in
tako dobro izhodiS¢e za izbor vzorcev za
nadaljnje podrobnejSe analize.

Te danes izvajamo z masovnim (tudi
paralelnim) sekvenciranjem izbranih od-
sekov skupne mikrobne DNA dolocene-
ga vzorca z eno od metod NGS (454 pi-
rosekvenciranje ter tehnologije Ilumina,
Solid ali Ion torrent) (11). Le izjemoma
raziskovalci Se vedno uporabljajo kla-
si¢no sekvenciranje z dideoksi nukleoti-
di po Sangerju, s katerim obicajno anali-
ziramo s PCR pomnoZene in v plazmidno
knjiZnico klonirane informativne odse-
ke skupne mikrobne DNA. Kljub daljSim
sekvencam je ta tehnologija prepocasna,
predraga in nudi veliko manj informacij
kot metode iz nabora NGS. S slednjimi
lahko pregledujemo npr. strukturo mikro-
biote s t. i. sekvenciranjem amplikonov
(s PCR pomnoZenih izbranih odsekov ge-
nomske DNA, najpogosteje ribosomskih
genov, tj. 16S rRNA) ali pa tudi vegji ali
manjsi (nakljucno zajeti) del mikrobioma
- s t. i. naklju¢nim sekvenciranjem celo-
tnega genoma (angl. whole-genome shot-
gun sequencing). Pri tem pristopu ne mo-
remo analizirati velikega Stevila vzorcev,
posebne napore pa zahteva predvsem se-
stava metagenoma, ki zahteva dobro bio-
informacijsko podporo. Tako lahko odkri-
jemo specifi¢no prisotnost (ali odsotnost)
dolo€enih vrst genov (npr. za razgradnjo
specifi¢nih substratov, odpornost na dolo-

cene antibiotike itd.), kar nam ponudi nov
pogled na funkcionalne prilagoditve mi-
krobioma na doloceno okolje, stresne de-
javnike itd. V kolikor Zelimo ugotoviti, ka-
teri deli mikrobiote so bolj aktivni lahko
izvedemo omenjeno analizo tako, da iz-
hajamo iz skupne mikrobne mRNA, in ne
DNA. Ta pristop (analiza transkriptoma
oz. metatranskriptoma) je metodoloSko
sicer zahtevnejsi, predvsem zaradi kratke
razpolovne dobe mRNA molekul, pa tudi
zaradi vrste drugih teZav, med katere so-
dijo npr. razli¢ne transkripcijske kinetike
genov v razlicnih mikrobiotah oz. mikro-
biomih ter slabe korelacije med koli¢ino
RNA in odgovarjajoc¢ih proteinov v celi-
cah. Ponuja pa, kot receno, informacije, ki
lahko smiselno dopolnijo spoznanja o se-
stavi in delovanju mikrobioma.

V tretjo skupino metod lahko priSte-
jemo tiste, ki nam ponudijo kvantitativno
informacijo o zastopanosti posameznih
zanimivih mikrobnih skupin v mikrobio-
ti nekega ekosistema. V to skupino sodijo
opremsko dokaj zahtevne metode, kot so
DNA-mikromreZe, pa tudi razli¢ne izved-
be kvantitativne PCR, od katerih je naj-
bolj razSirjena PCR v realnem ¢asu. Sem
sodi tudi fluorescentna in situ hibridiza-
cija (angl. fluorescence in situ hybridization,
FISH) in njene izvedenke, npr. CARD FISH
(angl. catalyzed reporter deposition fluore-
scence in situ hybridization). Slabost vecine
omenjenih metod je, da ne moremo odkri-
vati doslej Se neznanih mikroorganizmov
v vzorcih in da je z vedno vecjim nabo-
rom opisanih in v podatkovne baze depo-
niranih mikrobnih sekvenc vedno teZje
odkriti kratke odseke DNA (oligonukleo-
tide), ki bi zagotavljali visoko stopnjo spe-
cifi¢nosti in s tem zanesljivosti. Prednosti
pa predstavljajo visoka stopnja avtomati-
zacije in s tem moZnost analize velikega
Stevila vzorcev v kratkem casu pri prvih
dveh in lokacijsko-prostorska informaci-
ja, ki jo lahko pridobimo ob mikroskopski
analizi v sklopu metode FISH.
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SESTAVA MIKROBIOTE

IN MIKROBIOMA CLOVESKEGA
PREBAVNEGA TRAKTA

Vrstna pestrost mikrobiote, ki naseljuje
prebavni trakt ¢loveka je bistveno vedja,
kot so nakazovali starej$i mikrobiolo8ki
pristopi, zasnovani na osamitvi in gojenju
mikrobov v in vitro razmerah.

Povprecno Stevilo t. i. molekularnih
mikrobnih vrst v prebavnem traktu c¢lo-
veka naj bi bilo okrog 103, skupno Stevilo
vseh bakterijskih celic v tem ekosistemu
panaj bi za 10- do 100-krat presegalo sku-
pno Stevilo gostiteljevih celic in naj bilo
med 1013-10™.

V mikrobioti prebavnega trakta, pred-
vsem debelega Crevesa, ki predstavlja da-
le¢ najbogatejsi segment tako po Stevilu
kot po vrstni pestrosti, popolnoma prevla-
dujejo predstavniki le dveh bakterijskih
debel (od danes prepoznanih ve¢ kot 70).
To so po Gramu pozitivne bakterije iz de-
bla Firmicutes (ali po G+ z nizkim deleZem
G+C, tudi klostridiji - §irSe gledano) in po
Gramu negativne bakterije iz debla Bacte-
roidetes (deblo, ki evolucijsko ni sorodno s
proteobakterijami, kot so npr. Escherichia
coli ipd.).

Mikrobiota vsakega posameznika je
zelo specifi¢na na rodovnem in vrstnem
nivoju in je, ko dozori, stabilna skozi od-
raslo dobo Zivljenja do starosti. Specifi¢-
nost in edinstvenost mikrobiote vsakega
posameznika dokazujejo mnoge Studije -
le redke mikrobne vrste so odkrili pri vec
kot polovici preiskanih ljudi.

Dale¢ najvedji deleZ raziskav je ome-
jen na preucevanje mikrobiote in mikro-
bioma debelega ¢revesa. Vefinoma je to
pogojeno z relativno enostavnim odvze-
mom vzorcev. Poraja pa se vpraSanje, ali
se mikrobiota €revesne vsebine razlikuje
od mikrobiote, ki naseljuje ¢revesno slu-
znico oziroma se skriva v debeli plasti slu-
zi (mukusa), ki sluznico prekriva. Nekatere
Studije kaZejo, da temu ni tako; Se vec, kaZe
se tudi, da lahko vsaka vpliva na gostitelja

na drugacen nacin (12, 13). Pri preuceva-
nju tankega ¢revesa in Zelodca smo sooce-
ni s Se ve¢jimi teZavami. Potreben je inva-
zivni odvzem vzorca, pri pacientih s stomo
pa se je izkazalo, da je moZen vdor kisika
lahko pomemben dejavnik, ki postavlja re-
zultate Studij tak$nih vzorcev pod vprasaj.
To ob metodoloskih ovirah postavlja pred
raziskovalce tudi eti¢na vpraSanja, na kate-
ra pogosto ni lahkega odgovora.

Med bakterijami mikrobiote prebav-
nega trakta Cloveka prevladujejo pred-
stavniki le dveh filogenetskih debel, ki
predstavljajo tudi ve¢ kot 90 % vse mi-
krobiote. Za deblo Firmicutes je znacilna
velika filogenetska raznolikost in njeni
predstavniki tvorijo vecino t. i. »moleku-
larnih« vrst v mikrobioti prebavnega trak-
ta - bolj primerna je oznaka operacijsko-
-taksonomske enote (OTE). Ta raznolikost
je pri deblu Bacteroidetes bistveno manj-
8a, zato pa sodijo njeni predstavniki med
najbolj Stevil¢ne skupine (predvsem tisti
iz rodov Bacteroides in Prevotella). Te bak-
terije so dokaj slabo poznane v primer-
javi z npr. enterobakterijami, ¢eprav sle-
dnje le v izjemnih primerih preseZejo vec
kot 10 % vseh metagenomskih sekvenc v
vzorcu. Razlogi za slabSe poznavanje bak-
teroidet so striktna anaerobnost, ki zah-
teva posebej previdno delo, ter drugacne
genetske zakonitosti, kot so npr. drugac-
ni promotorji, odsotnost Shine-Dalgarno-
vih sekvenc za pozicioniranje ribosomov v
procesu translacije in v primeru prevotel
slabo poznavanje mehanizmoyv, ki bi omo-
gocili genetske manipulacije in s tem po-
globljen Studij (14, 15). Tudi organizacija
encimov za razgradnjo klju¢nih hranil, tj.
polisaharidnih molekul, je pri bakteroide-
tah svojstvena in se kaZe v nastanku mul-
tiproteinskih kompleksov, lociranih v zu-
nanji membrani, geni, ki jih kodirajo, pa
so organizirani v t. i. PUL-sih (angl. polysa-
ccharide utilization loci) (16, 17). Predstav-
niki obeh debel so predvsem dobri raz-
grajevalci strukturnih polisaharidov in
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producenti kratkoveriZznih mas¢obnih Kki-
slin, ki nastajajo v fermentacijskih pro-
cesih. Posebno pomembni so producenti
maslene kisline, ki izkazuje mnoge ugo-
dne ucinke za gostitelja, od energetskih
do antitumorskih.

Najbolje preuceni mikroorganizmi, ki
naseljujejo ¢loveSka prebavila, pripadniki
druZine enterobakterij, predstavljajo kot
reCeno le nekaj odstotkov mikrobiote pre-
bavil. Poznani so predvsem zaradi svoje
oportunisti¢no-patogene narave in mno-
gih bolezni, ki jih povzroc¢ajo. Opravljajo
tudi nekatere ugodne aktivnosti za gosti-
telja, najbolj poznana med njimi je sinteza
nekaterih vitaminov.

Cloveska prebavila naseljujejo tudi
predstavniki drugega debla po Gramu po-
zitivnih bakterij, t. i. Actinobacteria. Med
njimi so zelo zanimive bifidobakterije z
znano probiotsko vlogo. Prav pri opisu
mikrobiote in mikrobioma z modernimi
molekularnimi pristopi pa so v Studijah
deleZ bifidobakterij pogosto spregledali
zaradi neustrezne izbire zacetnih oligonu-
kleotidov pri koraku pomnoZevanja ribo-
somskih genov (18). Bifidobakterije ima-
jo ravno na 5' koncu ribosomskega gena
za 16S rRNA svojstveno sekvenco (zapo-
redje nukleotidov), na katero najbolj obi-
¢ajno uporabljeni zacetni oligonukleotidi
(t. i. univerzalni, mo¢no evolucijsko ohra-
njeni) ne naleZejo.

V Se manj$ih deleZih so v mikrobioti
Cloveskih prebavil prisotni tudi predstav-
niki nekaterih drugih mikrobnih skupin.
Kljub majhnemu Stevilu lahko nekateri
igrajo pomembno vlogo v dolocenih spe-
cificnih procesih, kot npr. proteobakterije
iz rodu Oxalobacter, ki z razgradnjo oksala-
tov preprecujejo izloc¢anje le-teh skozi se-
¢ila in nastanek ledvi¢nih kamnov (19). Po-
leg bakterij Zivijo pri nekaterih ljudeh v
prebavilih tudi predstavniki arhej, nekate-
rih gliv, praZivali in seveda so tam prisotni
tudi virusi, o katerih pa vsaj zaenkrat vemo
bistveno manj kot o bakterijah (20-22).

VLOGA MIKROBIOTE

IN MIKROBIOMA

Po prvem obdobju vznesenosti nad mo-
Znostjo spoznavanja same strukture, vr-
stne pestrosti in bogatosti mikrobiote
prebavil so se postavila vpraSanja, pove-
zana s funkcionalnim pomenom. Prvo od-
kritje je bilo bolj ali manj slucajno pri la-
boratorijskih miSkah, ko so ugotovili, da
miSi s sterilnim prebavnim traktom (angl.
germ free) po naselitvi mikrobiote iz nor-
malnih mi§i mocno poveca zamascenost
telesa (23). Nato so odkrili, da imajo ge-
netske linije suhih oz. debelih miSi svoj-
stveno mikrobioto, ki se razlikuje na ni-
voju debel (ve¢ firmikutov in posledi¢no
manj bakteroidet pri debelih in obratno).
Nakazali so tudi moZno vzro¢no povezavo
s prenosom »debele« o0z. »suhe« v mikro-
biote v gnotobiotske - »germ free« misi
in posledi¢no vzpostavitvijo debelega oz.
suhega fenotipa (24). OpaZanja so potrdili
tudi pri ljudeh, nato pa se je vsul plaz po-
dobnih raziskav, v katerih so priceli odkri-
vati in opisovati povezave med mikrobio-
to in nekaterimi boleznimi (25-28). Sem
sodijo Crohnova bolezen, razvoj inzulin-
ske rezistence, anoreksija, sladkorna bole-
zen tipa II in druge (29-34).

Tako so opisovali tudi povezavo med
mikrobiomom prebavnega trakta in me-
tabolnim sindromom (35, 36). Opozori-
li so na pomembno vlogo »Toll-like« re-
ceptorjev (predvsem TLR5) in prirojene
imunosti pri teh procesih, seveda pa osta-
ja marsikateri aspekt Se nerazumljen ali
popolnoma nepoznan, tako s stalis¢a go-
stitelja kot mikrobiote. Ding in sodelavci
so pokazali, da je komenzalna mikrobiota
odgovorna za proinflamatorne spremem-
be v tankem ¢revesu (misi), ki vodijo v na-
stanek debelosti in inzulinske rezistence
(37). Emma Slack s sodelavci pa je opisa-
la, kako pri miSih z okvarjenim prirojenim
imunskim sistemom spontano naraste ti-
ter serumskih protiteles proti komenzal-
ni mikrobioti (38). Tako naj bi pridobljeni
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imunski sistem prevzel vlogo vzdrZeva-
nja mutualizma med mikrobioto in gosti-
teljem. Vse torej kaZe, da igra komenzalna
mikrobiota kljuéno vlogo pri mnogo ve-
¢jem Stevilu pomembnih procesov, ki po-
tekajo pri ¢loveku, kot smo domnevali Se
nedavno.

Zanimiv primer moZnega vpliva mi-
krobiote prebavil na nastanek in razvoj
bolezni je rak debelega Crevesa in dan-
ke (angl. colorectal cancer, CRC), ki je Ce-
trta najpogostejSa smrtna oblika raka na
svetu in druga najpogostejSa v Sloveniji.
Vzrok za bolezen je v doloCeni meri ge-
netske narave (v cca. 35 % primerov), po-
membni pa so tudi drugi dejavniki, kot
je starost, Zivljenjski slog, debelost, alko-
holizem, kajenje in prehrana. Prehrana je
lahko pomemben dejavnik tudi posredno,
prek vpliva na €revesno mikrobioto, ki naj
bi sode¢ po Stevilnih znanstvenih objavah
prav tako igrala pomembno vlogo pri ra-
zvoju te bolezni ali pa imela vsaj diagno-
sti¢no vrednost (39). Dosedanje raziskave
kaZejo, da lahko ¢revesne bakterije s tvor-
bo superoksidnih radikalov in genotoksi-
nov ter z indukcijo celi¢ne proliferacije in
prokancerogenih poti vplivajo na potek
kancerogeneze. Poleg omenjenih dejav-
nikov je pri pacientih s CRC mo¢ opaziti
bistveno spremembo v strukturi in diver-
ziteti ¢revesne mikrobiote v primerjavi z
zdravimi prostovoljci. Tako opisujejo sul-
fat reducirajoce in dehidroksilatne bakte-
rije kot moZne dejavnike razvoja kance-
rogeneze, ker njihovi metaboliti, kot so
acetaldehid, vodikov sulfid in sekundar-
ne Zol¢ne soli, povzroc¢ajo vnetja in do-
mnevno posledi¢no tudi nastanek tumor-
jev. Druge Crevesne bakterije naj bi bile
vpletene s tvorbo superoksidnih radikalov
ali toksinov, kot jih proizvajajo enteroto-
ksigeni ¢lani vrste Bacteroides fragilis (40,
41). NovejSe Studije kot moZen vzrok bo-
lezni navajajo tudi samo vnetje ¢revesne
sluznice, ko pride zaradi spremenjene cre-
vesne mikrobiote in posledi¢nega imun-

skega odziva do transformacije ¢revesnih
epitelnih celic, npr. z od celic T pomagalk
odvisno indukcijo celi¢ne proliferacije in
s TLR posredovano indukcijo prokance-
rogenih poti, ki nato vodijo v razvoj CRC
(42). Z novejSimi Studijami so v zadnjih le-
tih uspeli prepri€ljivo pokazati, da je ¢re-
vesna mikrobiota na sluznici v obmodcju
Crevesnega raka res mocno spremenje-
na. Tako so dokazali povecan deleZ fuso-
bakterij na mestu ¢revesnega karcinoma
v severno ameriSkih Studijah, pa tudi fir-
mikutov (predvsem iz rodov Roseburia in
Faecalibacterium) in aktinobakterij (Cori-
obacteridae) v evropskih Studijah (42-45).
Sears in Pardoll sta predlagala, da gre pri
patogenezi CRC za tristranski odnos med
mikrobioto prebavil, imunskim odzivom
sluznice debelega Crevesa in epitelijski-
mi celicami debelega Crevesa (angl. colo-
nic epithelial cells, CEC) (40).

INTERAKCIJE MED MIKROBIOMOM

PREBAVIL IN OSREDNJIM ZIVENIM

SISTEMOM

Mikrobiota prebavil je vpletena tudi v in-
terakcije z nekaterimi vedenjskimi mo-
tnjami. Znano je, da nekateri sevi laktoba-
cilov ugodno vplivajo na pojav depresije
pri eksperimentalnih miskah, medtem ko
Campylobacter jejuni povzroca tesnobo
(47, 48). Za avtiste je znacilna prav poseb-
na sestava crevesne mikrobiote, v kate-
ri prevladujejo klostridiji, pri avtisti¢nih
otrocih pa so pogosto odkrili bakterijo iz
rodu Suterella, ki je pri zdravih otrocih ni
bilo (49, 50). V zadnjih letih so razisko-
valci odkrili tudi neposredne interakci-
je med predstavniki mikrobiote prebavil
in osrednjim Zivénim sistemom, ki poteka
preko 10. kranialnega Zivca (vagusa) (51,
52). Mikrobiota in mikrobiom prebavil to-
rej o€itno sodelujeta ne le pri interakcijah
z gostiteljem, ki so tesno vezane na sam
prebavni ekosistem, temvec preko moZga-
nov tudi na druge organe in organske sis-
teme ter celotno telo.
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Prebavila kot vir okuzbe pri imunsko
kompromitiranih hematoloskih bolnikih
Gastrointestinal Tract as a Source of Infection in Immunocompromised

Patients

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: prebavila, sluznica, sistemsko zdravljenje, okuZbe, nevtropenija, krvne bolezni

Vrocina je glavni in pogosto edini znak resne okuZbe pri bolnikih, katerih imunski sis-
tem je oslabljen zaradi osnovne maligne bolezni in na¢ina njenega zdravljenja. Ceprav
je pojav vrocine lahko zavrt zaradi imunosupresivne terapije, ki je pogosto sestavni del
zdravljenja, pa vecina bolnikov vseeno razvije vrocino ob akutni okuZbi. Tveganje za
akutno okuZbo in Stevilne zaplete ob tem je v najvecji meri odvisno od stopnje in traja-
nja nevtropenije. Bolniki, pri katerih se nevtropenija razvije po kemoterapiji ali po pri-
pravi na presaditev, so zaradi u¢inka same kemoterapije na sluznico ¢revesja in dihal Se
dodatno izpostavljeni vdoru mikroorganizmov v sistemski obtok. Prebavila so velik re-
zervoar mikroflore in predstavljajo pomembno vstopno mesto Stevilnih mikroorganiz-
mov Vv sistemski obtok. Zaradi sistemskega zdravljenja pride ob nastali nevtropeniji do
poskodbe ¢revesne sluznice. Medtem ko prakti¢no vsak mikroorganizem postane inva-
ziven, Ce je obramba bolnika moc¢no oslabljena, pa bakterije (predvsem po Gramu pozi-
tivne, pa tudi po Gramu negativne) predstavljajo najbolj resno groZnjo za bolnika. Pri
bolniku s hudo nevtropenijo so prebavila izvor okvirno 40 % vseh klini¢no in mikrobi-
olosko dokazanih okuZb. Nevtropeni¢ni bolniki, ki so deleZni citotoksi¢nega zdravljenja
ali presaditve krvotvornih mati¢nih celic, so dodatno dovzetni Se za virusne okuZbe kot
tudi za okuZbe z glivami in paraziti.

ABSTRACT

KEY WORDS: gastrointestinal tract, mucosa, systemic treatment, infections, neutropenia, hematologic

diseases

Fever is the main and often the only sign of serious infections in patients whose im-
mune system is weakened due to the underlying malignant disease and its method of
treatment. Although the onset of fever may be suppressed due to immunosuppressive
therapy, which is often an integral part of the treatment, most patients still develop a
fever during acute infection. The risk of acute infection and number of complications
are largely dependent on the degree and duration of neutropenia. Patients who develop
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neutropenia after chemotherapy or »prep« therapy prior to transplantation are further
exposed to the invasion of microorganisms into the systemic circulation due to the ef-
fect of chemotherapy alone on the intestinal mucosa and respiratory system. Gastroin-
testinal tract is a major reservoir of flora and represents an important point of entry of
many microorganisms into the systemic circulation as a result of damage to the inte-
stinal mucosa due to systemic treatment and the occurrence of neutropenia. While vir-
tually any microorganism can become invasive if the immune system of the patient is
greatly impaired, the bacteria (particularly Gram-positive as well as Gram-negative) re-
present the most serious threat to the patient. In patients with neutropenia, gastroin-
testinal origin is a source of approximately 40% of all clinically and microbiological-
ly documented infections. Neutropenic patients undergoing cytotoxic therapy or bone
marrow transplantation are additionally also susceptible to viral infections, particular-

ly respiratory viruses and herpesviruses, fungi, and parasites.

uvoD
Stopnja in trajanje nevtropenije pri he-
matolo8kih bolnikih je eden glavnih de-
javnikov, ki prispeva k oslabitvi njegove-
ga imunskega statusa. Bolniki, pri katerih
nevtropenija traja 10 dni ali ve¢, imajo do-
datno povecano tveganje, ne le za akutne
bakterijske okuZbe, ampak tudi za doda-
tne oportunisti¢ne okuZbe z drugimi bak-
terijami, glivami in virusi. Bolniki, ki pre-
jemajo intenzivno kemoterapijo, ali tisti
s funkcijsko oslabljenim delovanjem ko-
stnega mozga, so dovzetni za resne okuz-
be. Po intenzivni citotoksi¢ni kemoterapiji
ali pripravljalni terapiji pred presaditvijo
krvotvornih mati¢nih celic (PKMC), spre-
membi v celi¢ni imunosti in hipogama-
globulinemiji se prag za okuZbe dodatno
zniZa. Poleg tega predstavljajo dodatno
tveganje pred okuZbo mehani¢ne poSkod-
be anatomskih ovir - medceli¢nih stikov
epitelnih celic gastrointenstinalnega trak-
ta (GIT) - pri mukozitisu ustne sluznice in
celotnega GIT, kar predstavlja lokalno Za-
riSce, kjer je omogocen laZji vstop mikro-
organizmov v sistemski krvni obtok.
Tveganje za okuZbo pri bolnikih z aku-
tno levkemijo je povezano z ravnjo nev-
trofilcev in limfocitov v krvnem obtoku.
Za vse okuZbe, lokalne ali sistemske, je
bolj verjetno, da se bodo zgodile, ko je ab-

solutno Stevilo nevtrofilcev in limfocitov
nizko. Nadalje, niZja kot je raven teh celic,
vecja je verjetnost, da bo priSlo do okuZbe.

Glede na dostopne vire najdemo raz-
licne podatke o tem, v kolik§ni meri so
prebavila vir okuZbe pri hematoloskih
bolnikih. V raziskavi Biswal in sod., ki je
spremljala pojavnost okuZzb pri 120 hema-
toloSkih bolnikih z akutno levkemijo, pre-
bavila v celoti predstavljajo najbolj pogost
vir okuZb, in sicer 38,4 %. Sledijo dihala
z 32,6 % vseh okuZb, okuZbe secil s 6,4 %
ter koZe in mehkih tkiv skupaj s 3,5 % (2).

DEJAVNIKI TVEGAN)A

ZA OKUZBO PRI IMUNSKO
KOMPROMITIRANEM BOLNIKU

Z RAKAVO KRVNO BOLEZNIJO
Tveganje za okuZbo pri bolnikih z oslablje-
nim imunskim sistemom je povefano v
vseh primerih, ko je kateri koli izmed glav-
nih obrambnih sistemov oslabljen. Obram-
ba gostitelja je lahko oslabljena zaradi nje-
gove osnovne bolezni, nacina zdravljenja
(kemoterapije) in iatrogenih posegov v
¢asu hospitalizacije. Nevtropenija je Ze od
leta 1966 opredeljena kot vodilni dejavnik
tveganja za okuZzbo pri imunsko kompro-
mitiranem bolniku in Se vedno predstavlja
najvecje tveganje za okuZzbo pri bolnikih s
krvno boleznijo po zdravljenju s kemote-
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Tabela 1. Vir okuzbe pri bolnikih s febrilno nevtropenijo; N = 112, Stevilo febrilnih stanj = 172 (2).

Tip in mesto okuzbe Okuzbe p %
okuzbe dihalne poti 56 32,6
mukozitis/gingivitis/razjede ustne sluznice 35 20,4
okuZzbe prebavil 3 18,0
okuZbe genitourinarnega trakta n 6,4
okuzbe spodnjih dihal 10 5,9
otitis/mastoiditis 7 41
mesane okuzbe 7 41
okuzbe koze in mehkih tkiv 6 3,5
celulitis 3 1,7

herpes zoster 3 17
tuberkuloza 2 1,6

okuzba sinusov 1 0,6
skupno Stevilo vseh okuzb 172 100

okuzbe vetih mest 10

rapijo (3). Sistemsko zdravljenje s citosta-
tiki, ki jih uporabljamo pri zdravljenju v
hematologiji, s svojim specifi¢nim delova-
njem povzroci nastanek nevtropenije. Prav
tako pa s svojim neZelenim ucinkom na hi-
tro delece se celice povzro¢a okvaro slu-
znic ustne votline, poZiralnika, Zelodca in
celotnega crevesja. Na ta nacin nastajajo
poskodbe sluznic prebavil in lokalna vne-
tja v poteku celotne prebavne cevi, kar pri
nevtropeni¢nem bolniku predstavlja vsto-
pno mesto za vdor mikroorganizmov v sis-
temski krvni obtok.

Osnovna krvna bolezen

Dolocene rakave krvne bolezni so same po
sebi Ze brez zdravljenja povezane z okr-
njenim imunskim delovanjem. Primer so
bolniki s kroni¢no limfocitno levkemijo, ki
imajo pogosto zniZano raven globulinov
gama. Slednje vodi v povecano verjetnost
nastanka bakterijskih okuZb, Se posebno s
Streptococcus pneumonie (1). Bolniki z di-
seminiranim plazmocitomom imajo prav
tako pogosto funkcijsko in kvantitativno
hipogamaglobulinemijo. Pri tak3nih bol-
nikih pogosto opaZamo tako imenovani

»bifazni« potek okuZzb (2). Okuzbe, kate-
rih povzrocitelja sta S. pneumoniae in Hae-
mophilus influenzae, se pogosteje pojavlja-
jo v zgodnjem obdobju bolezni, medtem
ko so bolniki po kemoterapevtskem zdra-
vljenju in v ¢asu hude nevtropenije bolj
dovzetni za okuZbe povzrocene s Staphylo-
coccus auerus in po Gramu negativnimi
patogenimi bakterijami. Bolniki z dlaka-
stoceli¢no levkemijo so nagnjeni k opor-
tunistiénim okuZbam, ki jih povzrocajo
netuberkulozni tipi mikobakterij. Bolniki
z nezdravljenim ali slabo vodenim Hod-
gkinovim limfomom so prav tako nagnje-
ni k okuZbam, ki so posledica pomanjklji-
ve T-celi¢ne imunosti.

Sistemsko zdravljenje s citostatiki
(kemoterapija) in njihov vpliv

na sluznico prebavil

NeZeleni ucinki citostatskega zdravljenja,
ki se odraZajo na prebavilih, so slabost in
bruhanje, izguba apetita, sprememba oku-
sa, stomatitis, ezofagitis, driska in zaprtje.
Okvara ustne sluznice (stomatitis), se po-
javi Ze prve dni po zdravljenju s citostati-
ki. Sprva se kaZe z rdecino ustne sluznice,
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pozneje pa nastanejo razjede, ki se lahko
lokalno okuZijo. Pri hudo nevtropeni¢nem
bolniku so taksne razjede izvor sistemske
okuZbe z bakterijami ali glivami. Nekate-
ri citostatiki, ki jih uporabljamo pri zdra-
vljenju v hematologiji, kot so citarabin ali
visoki odmerki metotreksata, povzroci-
jo okvare sluznice v ustih, predelu poZi-
ralnika, Zelodca in celotnega €revesja. Sis-
temsko zdravljenje s citostatiki s svojim
neZelenim delovanjem na prebavila pri
nevtropeni¢nem bolniku dodatno poveca
verjetnost za razvoj okuZbe na dva nacina:
s spremembo funkcije in integritete slu-
znice ter z zmanjSanjem Stevila celic, ki
so odgovorne za obrambo pred mikroor-
ganizmi (0).

Sprememba funkcije in integritete sluznice
Sistemsko zdravljenje s citostatiki oslabi
delovanje ciliarnega sistema v dihalih in
peristaltiko prebavnega trakta ter posko-
duje sluznico, ki pri zdravem preprecu-
je vdor mikroflore v tkiva in krvni obtok.
Posledica toksi¢nega delovanja sistem-
skih zdravil na resice tankega Crevesa se
kaZe z zmanjSano absorbcijsko povrSino
in drisko kot posledico neuravnoteZene
sekrecije in absorbcije ¢revesne sluzni-
ce. Ob obnavljanju epitela ¢revesne slu-
znice pogosto pride do hiperplazije epite-
la kript, kjer nezrele, funkcionalno manj
vredne celice kript pripotujejo na povrsi-
no resic tankega €revesa. Zaradi njihove
slabSe absorbcijske sposobnosti sta sekre-
cija in absorbcija ponovno v nesorazmer-
ju. Tudi okvare epitela Sirokega crevesa
funkcionalno pomenijo zmanjSano ab-
sorbcijsko povrSino za absorbcijo elektro-
litov in vode.

ZmanjSanje Stevila celic, ki so odgo-
vorne za obrambo pred mikroorganizmi

Kemoterapija zmanjSuje Stevilo ce-
lic, odgovornih za boj proti mikrobom.
V kombinaciji s kortikosteroidi dodatno
oslabi celitno imunost. TakSen ucinek
kemoterapije lahko prispeva k aktivaci-

ji latentnih okuZb z znotrajceli¢nimi pa-
togeni, kot so Pneumocystis jirovecii, My-
cobacterium tuberculosis, herpesvirusi ali
dodatno pripomore k moZnosti oportu-
nisti¢nih okuZb z Legionella pneumophila,
Candida spp.

Vse omenjene morfoloSke in funkcij-
ske spremembe crevesne sluznice, vkljuc-
no s posledi¢no spremembo pH ¢revesne
vsebine, vplivajo tudi na ¢revesno mikro-
floro. Spremenjena ¢revesna flora je eden
od pomembnih dejavnikov razvoja drisk
kot neZelenega ucinka sistemskega zdra-
vljenja malignih krvnih bolezni, dodaten
ogroZajo€ dejavnik pa je lahko posledi¢na
invazivna okuZzba (7).

Nevtropenija

Nevtrofilni granulociti predstavljajo naj-
pomembnejSo obrambno komponento
imunskega sistema proti bakterijam in
glivam. Vsaka sprememba v njihovem Ste-
vilu ali funkciji pri imunsko kompromi-
tiranem bolniku z levkemijo bo posledi¢-
no vodila do vecje verjetnosti za okuZbo.
Pri stopnji nevtropenije pod 0,5 x 10° se
izredno poveca tveganje za akutno okuZz-
bo. Pri nevtropeniji, manj$i od 0,1 x 10, je
tveganje za bakterijsko ali glivi¢no okuZz-
bo Se precej vecje. Po drugi strani je pri
absolutnem Stevilu nevtrofilcev, ve¢jem
od 1,0 x 10% stopnja tveganja za okuZbo
precej manjsa. V praksi vsakega bolnika z
vrocino in nevtropenijo, manjSo od 0,5 x
10°, obravnavamo kot potencialno okuZe-
nega, pri ¢emer je indicirano Sirokospek-
tralno antibioti¢no zdravljenje. Cas tra-
janja nevtropenije je prav tako izredno
pomemben dejavnik tveganja za okuZbo.
Dlje ko je nevtropenija prisotna, vecje je
tveganje za okuZbo (tabela 2). Nevtrope-
nija, manj$a od 0,5 x 107, ki traja ve¢ kot
10 dni, predstavlja visoko stopnjo tvega-
nja za okuzbo kljub profilakti¢ni antibio-
ti¢ni za8¢iti. Bolniki, pri katerih je nevtro-
penija podobne stopnje prisotna med 7 do
10 dni, spadajo v skupino z manj$im tve-
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ganjem za resno okuzbo, kot tisti, pri kate-
rih je nevtropenija prisotna vec kot 10 dni.
NiZjo stopnjo tveganja za okuZbo imajo ti-
sti bolniki, pri katerih pride do hitrejSe
regeneracije kostnega mozga po kemo-
terapevtskem zdravljenju in postopnega
nara$¢anja nevtrofilnih granulocitov. Pri
bolnikih, ki jih uvr§¢amo v skupino z niz-
jim tveganjem glede na trajanje nevtrope-
nije, je verjetnost ponovne epizode vroci-

ne nad 38 °C manj kot 1 %, medtem ko pri
bolnikih, ki spadajo v bolj tvegano skupi-
no, ta mozZnost predstavlja okoli 38 % (1).
Nadalje je pri 95 % bolnikov, pri katerih
je nevtropenija izraZena manj kot en te-
den, uvedba zacetne empiri¢ne antibiotic-
ne za3¢ite uspeSna, medtem ko je pri dveh
tretjinah tistih, pri katerih je nevtropeni-
ja prisotna vec kot dva tedna, potrebna za-
menjava antibiotika.

Tabela 2. DeleZ okuzb pri bolnikih glede na stopnjo nevtropenije in ¢as njenega trajanja.

Delez okuzb (%) glede na trajanje nevtropenije (tedni)

1 2 3 4 6 10 12 14
Stopnja nevtropenije
<1,0x10° 10 30 45 50 65 70 85 100
<0,1x10° 28 50 72 85 100

Kortikosteroidi

Zdravljenje z velikimi odmerki kortikoste-
roidov pomembno vpliva na porazporedi-
tev in funkcijo nevtrofilcev, monocitov in
limfocitov. Kortikosteroide pri zdravlje-
nju malignih krvnih bolezni pogosto upo-
rabljamo v kombinaciji z drugimi imu-
nosupresivi. Zdravljenje s kortikosteroidi
pogosto prepreci pojav vro€ine in zabriSe
znake lokalne okuZbe prebavil, kot je peri-
tonitis. Kortikosteroidi onemogocijo nev-

trofilne granulocite pri u¢inkovitem uni-
cevanju hif plesni Aspergillus fumigatus in
posredno omogocijo njihovo rast (8). Bol-
niki, ki prejemajo velike odmerke kortiko-
steroidov, so podvrZeni pogostim bakte-
rijskim okuZbam in okuZbam s P, jirovecii,
Nocardia spp., mikobakterijam ter oportu-
nisti¢nim glivam in virusom.

V tabeli 3 so prikazani najbolj po-
membni dejavnike tveganja za okuZbo pri
hematoloSkem, imunsko kompromitira-

Tabela 3. Dejavniki tveganja za okuZzbo pri bolniku z akutno levkemijo (n = 112) (2).

Dejavnik tveganja okuzba p
nevtropenija da 107 (95,5 %) < 0,05
ne 5 (4,5 %)

poskodba sluznitne bariere da 90 (80,4 %) < 0,05
ne 22 (19,6 %)

biopsija in punkcija kostnega mozga da 100 (89,3 %) < 0,05
ne 12 (10,7 %)

transfuzije krvi da 63 (56,3 %) < 0,05
ne 49 (43,8 %)

prisotnost intravenskih katetrov da 76 (67,9 %) < 0,05
ne 36 (32,1 %)

uporaba kortikosteroidov da vsi bolniki < 0,05

ne
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nem bolniku po zakljuéenem indukcij-
skem zdravljenju akutne levkemije: nev-
tropenija (95,5 %), prisotnost centralnih
venskih katetrov (67,9 %), poSkodba slu-
znice (80,4 %), predhodna punkcija in bi-
opsija kostnega mozga (89,3 %) in trans-
fuzije krvi (56,3 %) (2).

PREBAVILA KOT VIR OKUZBE

GIT ima pomembno vlogo v patogenezi
okuzb pri hematoloskem bolniku z nev-
tropenijo. Prebavila so velik rezervoar mi-
kroflore in predstavljajo pomembno vsto-
pno mesto Stevilnih mikroorganizmov v
sistemski krvni obtok, ko zaradi sistem-
skega zdravljenja s citostatiki pride do
poskodbe Crevesne sluznice in nastanka
nevtropenije. Pri bolniku z nevtropenijo
so prebavila odgovorna za okvirno 40 %
vseh klini¢no in mikrobiolo8ko dokazanih
okuzb (2).

Nevtropenija ob zmanjSanem Stevilu
in poSkodbi epitelijskih celic zaradi toksic¢-
nega ucinkovanja kemoterapije pogosto
vodi do zapletov, kot je npr. nevtropeni¢ni
enterokolitis. Bakteremije, ki so posledica
vdora bakterij, ki so sicer sestavni del ¢re-
vesne flore, kot so »koliformni«, Pseudo-
monas aeruginosa, streptokoki ali Candida
spp., se zgodijo zaradi toksi¢nega ucin-
kovanja kemoterapije (npr. citarabin pri
zdravljenju akutnih levkemij) na sluznico
Crevesja (1). Pri kroni¢ni obliki presadka
proti gostitelju (GVHD) in pri alogenic-
ni PKMC je prav tako okvarjena integri-
teta ¢revesne sluznice. Zaradi dolgotrajne
nevtropenije in zmanj$ane obrambe so pri
tak8nih bolnikih pogoste glivi¢ne okuZbe
sluznic prebavil. Ezofagitis in enterokoli-
tis sta najbolj pogosta zapleta pri hemato-
loSkem bolniku z nevtropenijo. Ezofagitis
je Se posebno pogost pri bolnikih, ki dalj
¢asa prejemajo profilakti¢no zaS€ito z an-
tibiotiki. Povzrocijo ga lahko virusi, bak-
terije ali glive, med njimi Se posebno po-
gosto virus herpesa simpleksa tipa 1 in 2
ter Candida spp. Bolniki pogosto toZijo za-

radi pekoce bolecine za prsnico in motenj
poZiranja (odinofagije). Za izolacijo pov-
zrocitelja je treba opraviti bris ezofago-
skopijo/gastroskopijo sluznice in zdravi-
ti glede na mikrobiolo3ki izvid. Simptomi
in znaki enterokolitisa so: slabost, bruha-
nje, obcutek napihnjenosti, abdominalni
kr¢i, bole¢ina, zaprtost ali driske (pogo-
sto zelo hude, ko gre za vnetje Crevesne
sluznice v povezavi z antibioti¢nim zdra-
vljenjem).

Vnetje slepifa z nekrozantnim en-
terokolitisom v podroc¢ju cekuma je Zi-
vljenjsko ogroZajo¢ zaplet pri bolnikih
z levkemijo, ki so dalj ¢asa nevtropenic-
ni in so zaradi tega na dolgotrajni Siro-
kospektralni antibioti¢ni za$¢iti. Klini¢ni
znaki vnetja slepica vkljucujejo vroci-
no, bolecino v trebuhu (v zacetku je ta
omejena na spodnji desni kvadrant tre-
buha, nato se z raz8iritvijo okuZbe prene-
se na celoten trebuh), drisko in slab3anje
sploSnega bolnikovega stanja. Krvavitve
in perforacija votlih organov sta pogla-
vitna zapleta vnetega slepica. Nekroti-
zirajoci fasciitis je prav tako pogost za-
plet pri okuZbah s klostridiji, natancneje
s Clostridium septicum, in pogosto poteka
brez pojava vrocine.

UKREPI PRI IMUNSKO
KOMPROMITIRANEM BOLNIKU

Z 0KUZBO PREBAVIL

Pri pojavu driske ali vrocine je v prvi vr-
sti potrebna natan¢na anamneza in klini¢-
ni pregled bolnika. Pomembni so podat-
ki o Stevilu iztrebljanj, konsistenci blata,
morebitni primesi sluzi in krvi v blatu,
pa tudi spremljajoci znaki bolezni, kot so
slabost/bruhanje, vrocina, mrzlica, boleci-
ne ali kré¢i v abdomnu. Natan¢no moramo
preveriti, katera zdravila bolnik prejema
in ¢as zdravljenja. Naslednji korak je na-
tancen klini¢ni pregled z usmerjenim is-
kanjem znakov akutnega dogajanja v ab-
domnu, pregled koZe in vidnih sluznic,
ocena hidriranosti bolnika in usmerjeno
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iskanje znakov okuZbe. Med nujne labo-

ratorijske preiskave pri sumu na okuZbo

prebavil sodijo:

+ odvzem krvi za hemokulture,

« krvna slika, vkljuCujo¢ diferencialno
belo krvno sliko,

« elektroliti, parametri vnetja (CRP),

« duSicni retenti,

- transaminaze,

+ amilaza, lipaza in

+ Dbilirubin.

Na najbolj verjetne povzrocitelje okuZz-
be lahko sklepamo na podlagi verjetne-
ga vstopnega mesta, stopnje ter trajanja
imunosupresije, vrsto imunske pomanj-
kljivosti, na¢ina predhodnega zdravljenja
in same lokacije okuZbe, to je v bolnisnici
ali doma. V veliko pomoc so lahko nadzor-
ne kuZnine prebavil, ki jih redno jemljemo
imunsko pomanjkljivim nevtropeni¢nim
bolnikom. Med preiskave z namenom is-
kanja povzrocitelja driske sodijo odvzemi
vzorca blata za kultivacijo, kjer v primar-
nem nivoju testiranja preverimo rast bak-
terij (Salmonella spp., Shigella spp., Campi-
lobacter spp. in Yersinia spp.). Prav tako je
treba iz vzorca blata preveriti prisotnost
toksina Clostridium difficile in razli¢nih
vrst gliv. Standardni panel za preverja-
nje virusnih povzrociteljev vkljucuje mo-
lekularne teste za rotaviruse, adenoviru-
se 40/41, noroviruse in astroviruse. Kljub
temu, da je E. coli sestavni del normalne

¢revesne flore, ne smemo pozabiti na seve
Escherichia coli, ki povzrocajo drisko (ve-
rotoksigene, enterotoksigene, enteroinva-
zivne, enteroagregativne in enteropatoge-
ne E. coli) in jih doloamo s kultivacijo ali
molekularnimi testi. Med slikovne prei-
skave pri iskanju vzrokov slabosti in bru-
hanja najveckrat opravimo endoskopske
preiskave, kot sta gastroskopija in kolo-
noskopija. Z gastroskopijo pri bolniku z
nevtropenijo lahko najdemo soor v ustni
votlini, glivi¢ni ezofagitis ali gastritis, ul-
ceracije in nekroze. Med druge slikovne
preiskave sodijo §e UZ trebuha in CT sli-
kanje. Z omenjenimi preiskavami lahko
dokaZemo zadebeljeno sluznico creves-
ja kot znak vnetnega dogajanja. CT slika-
nje je diagnosticno v 80 % primerov (5).
V takSnih primerih nam CT najpogosteje
pokaZe vnetne spremembe crevesne slu-
znice desnega spodnjega kvadranta, ki je
navadno omejen na cekum. Vnetje slepi-
¢a je najbolj pogosta najdba pri bolnikih z
nevtropenijo in prebavnimi teZavami za-
radi okuZb z C. difficile, GVHD prebavil,
kolitisom, povzrofenim z virusom cito-
megalije in ishemijo ¢revesa. OkuZbe s C.
difficile in druge okuZbe, ki izvirajo iz pre-
bavil, so pogoste pri bolnikih z dolgotraj-
no hospitalizacijo in uporabo Sirokospek-
tralnih antibiotikov. Med teZjimi poteki
okuZzb lahko najdemo znake paraliticnega
ileusa, toksi¢nega megakolona in perfora-
cije revesa.
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Samo Plut"™, Mateja Pir3?

Sindrom bakterijskega prerascanja
tankega crevesa

Small Intestinal Bacterial Overgrowth Syndrome

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: bakterijsko preraséanje tankega trevesa, diagnostika, zdravljenje

Bakterijsko prerasc¢anje tankega Crevesa je pridobljeno stanje prekomerne razrasti bak-
terij v tankem crevesu. Je posledica oslabitve oz. disfunkcije za$¢itnih mehanizmov:
Zelod¢ne kislinske pregrade, odsotnosti ali motene peristaltike tankega ¢revesja, ana-
tomskih sprememb ali motenj imunskega sistema. Po definiciji gre za bakterijsko pre-
raSCanje tankega Crevesa, Ce je celokupno Stevilo mikroorganizmov > 10°kolonije for-
mirajoc¢ih enot na mililiter aspirata jejunuma. Klini¢na slika je pestra in vkljucuje
napihnjenost, napenjanje, bole¢ine v trebuhu in drisko. V diagnostiki za zlati standard
velja kultivacija jejunalnega aspirata, uporabni pa so tudi neinvazivni dihalni testi. Bak-
terijsko preraSc¢anje tankega Crevesa zdravimo vzrocno, z opredelitvijo in odstranitvijo
vzroka, ter z antibiotiki.

ABSTRACT

KEY WORDS: small intestinal bacterial overgrowth, diagnostics, treatment

Small intestinal bacterial overgrowth is an acquired state of excessive growth of bac-
teria in the small bowel. It results from a failure of physiological protective mechani-
sms: gastric acid barrier, small intestinal motility, anatomic alterations or impairment
of immune system. The current definition of small intestinal bacterial overgrowth is
characterized by > 10° of colony forming units per milliliter of jejunal aspirate. Clinical
manifestation includes bloating, flatulence, abdominal pain and diarrhea. The golden
standard of diagnostics is jejunal aspirate culture; noninvasive breath tests can also be
used. Small intestinal bacterial overgrowth is treated by identifying and correcting the
underlying cause and with antibiotics.
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UVOD IN DEFINICIJA
Ob rojstvu je otrokov prebavni trakt steri-
len. V naslednjih nekaj urah ga postopo-
ma kolonizirajo materine bakterije - spr-
va koliformne bakterije in streptokoki,
nato laktobacili in enterokoki (1). Prebav-
ni trakt odraslega Cloveka naseljuje 104
bakterij, kar je 10-krat vec kot je vseh ce-
lic v naSem telesu (2). Sestava in Stevi-
lo mikroorganizmov v prebavnem traktu
sta razli¢na glede na anatomsko lokaci-
jo. V Zelodcu in dvanajstniku je zaradi ki-
slega okolja in peristaltike prisotnih le
malo mikroorganizmov (10'-10%/ml). To
so grampozitivne bakterije (npr. Strepto-
coccus, Staphylococcus, Lactobacillus, Cory-
nebacterium). V jejunumu Stevilo mikro-
organizmov naraste do 10*/ml. Najdemo
laktobacile, enterokoke, grampozitivne
aerobe ali fakultativne anaerobe. Stevilo
mikroorganizmov se nato v ileumu pove-
¢a do 10%ml zaradi enterobakterij in osta-
lih koliformnih bakterij. V debelem ¢reve-
su prevladujejo gramnegativni bacili in
anaerobi (npr. E. coli, Klebsiella, Enterobac-
ter, Bacteroides, Clostridium in Bifidobac-
terium) v Stevilu 10'%/ml (2, 3). Normalna
gastrointestinalna flora ima pomembno
vlogo v homeostazi. Crevesne bakterije so
pomembne, ker:
+ proizvajajo folat in vitamin K,
- fermentirajo neabsorbirane sladkorje
do mascobnih Kkislin,
+ preprecujejo razrast patogenih bakterij
in
+ imajo pomembno vlogo v metaboliz-
mu nekaterih zdravil.

Navadno v tankem crevesu koliformne
bakterije niso prisotne oz. jih najdemo v
majhnih koncentracijah (< 10%/ml). Bakte-
rijsko prerascanje tankega Crevesa (angl.
small intestinal bacterial overgrowth, SIBO)
je pridobljeno stanje, ki pomeni nenor-
malno visoko prisotnost patogenih bak-
terij ali prekomerno razrast sicer v nor-
malnih okoli§¢inah prisotnih bakterij (4).

Po definiciji govorimo o SIBO v prime-
ru porasta > 10° kolonij (angl. colony-for-
ming unit, CFU) bakterij na mililiter aspi-
rata tekocine iz proksimalnega jejunuma
v kvantitativni aerobni in anaerobni bak-
terijski kulturi (2).

PATOFIZIOLOGI)A

Stevilni fizioloski mehanizmi preprecu-
jejo razrast bakterij v prebavilih. Motnja
ali sprememba v teh mehanizmih vodi v
nastanek SIBO. Poglavitni mehanizem re-
gulacije bakterij je peristaltika v tankem
Crevesu, ki odstrani bakterije preden le-te
kolonizirajo sluznico. Intersticijske Ca-
jalove celice preko oscilacije membran-
skega potenciala vzpostavljajo intrinzi-
Cen Crevesni persitalti¢ni ritem, ki doloca
smer in frekvenco kontrakcij. Pri peri-
staltiki sodelujeta Se enteri¢ni nevronski
sistem in gladko miSi¢je v steni ¢reves-
ja. Zelod&na kislina in Zol¢ sta toksina za
Stevilne mikroorganizme, prebavni enci-
mi v tankem €revesu pomagajo uniciti v
sluz ujete bakterije, ileocekalna zaklop-
ka preprecuje anterogradni dostop bak-
terij iz debelega v tanko ¢revo, enteri¢ni
imunski sistem pa preprecuje adhezijo in
translokacijo mikroorganizmov. Anatom-
ske spremembe v tankem crevesu lahko
oslabijo obrambne mehanizme in olajsa-
jo razrast bakterij (npr. nastanek diverti-
Kklov, striktur in fistul (po operacijah, ob-
sevanju ali zaradi Crohnove bolezni),
kirurS8ke rekonstrukcije (Billroth II ope-
racija, enteralne anastomoze)). Pridoblje-
ne in prirojene bolezni in stanja imun-
ske pomanjkljivosti so prav tako povezani
z vi§jo pojavnostjo SIBO (2, 5). V tabeli 1
so naSteta specifi¢na stanja ali bolezni in
vzro¢ni mehanizmi.

POVZROCITELJI
Grampozitivna flora (npr. Streptococcus,
Staphylococcus, Enterococcus, Lactobacil-

lus, Corynebacterium) je navadno normalno
prisotna v Zelodcu, dvanajstniku in jejunu-
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Tabela 1. Patofizioloski mehanizmi in specifitne motnje, povezane z bakterijskim preras¢anjem tankega
trevesa (2). SIBO - bakterijsko preras¢anje tankega crevesa.

Mehanizem Specifi¢no stanje ali bolezen

motena Zelodéna kislinska pregrada atroficni gastritis (avtoimunski, Helicobacter pylori)
zaviralci protonske ¢rpalke
visoka starost s hipoklorhidrijo
vagotomija
subtotalna ali totalna gastrektomija
bariatri¢ni Zelodéni obvod

moteno praznjenje tankega crevesa primarne visceralne nevropatije in miopatije
sistemske bolezni veziva (npr. skleroderma, polimiozitis, sistemski
lupus eritematosus, mesana vezivnotkivna bolezen)
poradiacijska enteropatija
paraneoplasti¢ni sindrom
amiloidoza (primarna in sekundarna)
misi¢na distrofija (miotoni¢na, Duchennova, okulofaringealne
misicne distrofije)
Chagasova bolezen
zdravila (opiati, tricikli¢ni antidepresivi, antiholinergiki)
idiopatski mezenteri¢ni ganglionitis
anatomske spremembe tankega divertikli dvanajstnika in jejunuma
trevesa fistule in strikture
sindrom slepe vijuge (po Roux-en-Y rekonstrukciji, Zelod¢ni obvod)
resekcija ileocekalne zaklopke

lokalna ali sistemska imunska navadna kombinirana imunska pomanjkljivost (angl. common
pomanijkljivost variable immunodeficiency, CVID)
hipogamaglobulinemija
T-celi¢na imunska pomanijkljivost
AIDS
huda podhranjenost

sistemske bolezni, povezane s SIBO celiakija
ciroza
nealkoholni steatohepatitis
kroni€ni pankreatitis
sladkorna bolezen
konéna ledviéna odpoved

mu, vendar v §tevilu < 10°CFU/ml. Razrast  njih prebavilih ni prisotna, tako da je vsa-
te flore je navadno povezana z moteno Ze-  ka osamitev teh bakterij patoloska. Nava-
lodéno kislinsko pregrado. Koliformna flo-  dno je razrast tovrstnih bakterij posledica
ra (npr. Enterobacter, E. coli, Bacteroides, = motenega praznjenja tankega Crevesa ali
Clostridium, Klebsiella) normalno v zgor-  spremenjene anatomije (tabela 2) (6).

Tabela 2. Bakterijsko prerastanje tankega crevesa in povzrotitelji (2, 6).

Grampozitivna flora Gramnegativni bacili
Patogeneza motena Zelodéna kislinska pregrada moteno praznjenje tankega ¢revesa
Vzrok H. pylori atrofi¢ni gastritis, motnje peristaltike
zdravila, aklorhidrija ali anatomske spremembe
Aerobne bakterije Streptoccoccus, Staphylococcus, E. coli, Klebsiella, Proteus,
Enterococcus, Micrococcus, Acinetobacter, Enterobacter,
Lactobacillus, Corynebacterium Neisseria, Citrobacter
Anaerobne bakterije Fusobacterium, Peptostreptococcus Bacteroides, Clostridium

Prizadeti del prebavil Zelodec, dvanajstnik, proksimalni jejunum tanko ¢€revo
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KLINICNA SLIKA

Klini¢na slika SIBO je pestra in vkljucuje
Stevilne simptome. Tipi¢ni klini¢ni simp-
tomi so:

+ bolecina v trebuhu,

+ napihnjenost,

+ napenjanje,

+ spahovanje,

- steatoreja,

+ malabsorbcija,

+ hujSanje,

+ podhranjenost in

- dispepsija.

SIBO je lahko vzrok kroni¢ni driski ali ma-
labsorbcijskemu sindromu. Starej$i bolni-
ki so lahko tudi povsem asimptomatski
(2). Prestevilne bakterije dekonjugira-
jo Zol¢ne kisline, ki so toksi¢ne za Creve-
sno sluznico, in povzrocijo vodeno drisko.
Motena je absorbcija mascob in lipidoto-
pnih vitaminov A, D, E in K (7). Okvarjena
¢revesna sluznica je vzrok tudi za moteno
absorbcijo ogljikovih hidratov, ki jih bak-
terije nato razgradijo v mascobne kisline
in pline (vodik, metan).

Laboratorijski izvidi so pri vecini bol-
nikov normalni, patolo8ki pa so pri bol-
nikih s hudo obliko SIBO. Znacilna je
makrocitna anemija zaradi pomanjkanja
vitamina B,,, nivo folne Kkisline in vita-
mina K je poviSan. PoviSan je serumski
D-laktat, zniZan pa je albumin (8).

Endoskopska slika pri bolnikih s SIBO
je najveckrat normalna ali blago nespeci-
fi¢no patoloSka. Prisotni so lahko:

+ edem sluznice,

+ zabrisana Zilna risba,

- mestoma pordela sluznica in
+ ulkusi.

Mikroskopski pregled najveckrat pokaZe
nespecifi¢ne vnetne spremembe, kot so:

«  kriptitis,

- skrajSane resice,

- intraepitelijska limfocitoza in

- eozinofilija.

DIAGNOSTIKA

Zlati standard za diagnostiko SIBO je aspi-
racija in direktna kultivacija jejunalnega
aspirata (2, 7, 8). Postopek pridobivanja
aspirata je relativno zapleten. Kultivacija
jejunalne biopsije je tehni¢no enostavnej-
8a, vendar manj obcutljiva metoda, ki jo
bo potrebno Se potrditi (9). Z neinvaziv-
nimi dihalnimi testi izmerimo produkte
bakterijske razgradnje testnega substrata
v izdihanem zraku. Zaradi enostavnosti,
neinvazivnosti in nizke cene so dihalni te-
sti kljub niZji ob¢utljivosti in specifi¢nosti
vse pogosteje uporabljani (9).

Kultivacija jejunalnega aspirata
Priprava bolnika pred endoskopskim
posegom

Mesec dni pred posegom bolnika ne sme-
mo Cistiti za kolonoskopijo, dva tedna
pred posegom naj ne jemlje antibiotikov
ali probiotikov. Teden dni ne sme jemati
odvajal, mehcalcev blata ali dodatnih vla-
knin. Dva dni pred posegom naj ne pre-
jema prokinetikov in ne uZiva obrokov
z visoko vsebnostjo ogljikovih hidratov.
Bolnik naj bo te§¢ 12 ur pred posegom.
Pred posegom naj si bolnik spere usta z
antisepti¢no ustno vodico (2).

Odvzem in transport vzorca

Primerna kuZnina je aspirat tankega ¢reve-
sa, ki ga je potrebno odvzeti endoskopsko s
sterilnim katetrom oz. sterilno cevko. Z en-
doskopom je potrebno doseci proksimalni
jejunum, navadno uporabimo enteroskop
ali pediatri¢ni kolonoskop. Ob odvzemu
vzorca se v tanko ¢revo ne sme vnesti zra-
ka, da se ne zavira rast anaerobov. Odvze-
ti je treba najmanj 1 ml tekocine. Posebno
transportno gojis€e ni potrebno, pomemb-
no pa je, da se vzorec takoj dostavi v la-
boratorij. Ce takojsnji transport ni moZen,
vzorec shranimo pri + 4 °C (v hladilniku)
najkasneje v dveh urah po odvzemu, saj se
ob daljSem ¢akanju lahko pomembno spre-
meni koli¢ina bakterij v vzorcu (2, 10).
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Na napotnici mora biti jasno oznace-
no, kak$na preiskava je naro€ena in to¢na
ura odvzema vzorca. Priporocljivo je tudi,
da se laboratorij predhodno obvesti o pri-
hodu tovrstnega vzorca. Druge kuZnine
(npr. aspirat Zelod¢ne vsebine) za to prei-
skavo niso primerne.

Obdelava v laboratoriju

Vzorec po predhodni obdelavi nacepimo na
krvni in ¢okoladni agar, na gojisce za anae-
robe (npr. Schaedler agar) ter v tekoce goji-
§Ce (npr. tioglikolatni bujon). Vzorec v labo-
ratoriju najprej premeSamo. Sledi priprava
treh delovnih red¢in (102, 10 in 10%),
kuZnino red¢imo s teko¢im gojis¢em. Vsa-
ko od delovnih red¢in nacepimo na Kkrvni,
¢okoladni in Schaedler agar. Krvni agar in-
kubiramo 16-24 ur pri 35 °C v aerobni at-
mosferi, ¢okoladni agar 16-24 ur pri 35 °C
v CO,, Schaedler agar pa inkubiramo 72 ur
pri 35 °C v anaerobni atmosferi (10).

Po koncani inkubaciji sledi kvantifikaci-
ja kolonij iz plos¢, kjer poraste med 30-300
kolonij. Posebej ocenimo skupno Stevilo
vseh mikroorganizmov in posebej Se sku-
pno Stevilo aerobno in skupno Stevilo ana-
erobno rastoc¢ih mikroorganizmov. Identifi-
kacija bakterijskih vrst ni nujno potrebna,
se pa obicajno izvede vsaj v zgornjem delu
tankega Crevesa. Bakterije, ki so normalno
prisotne v debelem ¢revesu (npr. Enterobac-
ter, E. coli, Bacteroides, Clostridium in Klebsi-
ella), ne bi smele biti prisotne (2). Testiranje
obcutljivosti za antibiotike se izvaja le po
dogovoru, saj je preiskava v osnovi name-
njena kvantifikaciji mikroorganizmov.

Ce je celokupno 3tevilo bakterij < 105
CFU/ml, je rezultat v mejah normale. Ce
je celokupno Stevilo mikroorganizmov >
105 CFU/ml, gre lahko za bakterijsko pre-
ra$canje.

Dihalni testi

Dihalni testi izkori¢ajo zmoZnost bakterij,
ki kolonizirajo prebavni trakt, da razgradi-
jo testne sladkorne substrate. Najpogoste-

je kot substrat uporabljamo laktulozo, glu-
kozo in D-ksilozo, v izdihanem zraku pa
merimo produkte (vodik, metan ali radi-
oizotopno oznacen ogljikov dioksid (CO,))
(8). Dihalni testi imajo niZjo specifi¢nost
in obcutljivost od kulture jejunalnega
aspirata in niso standardizirani (7, 11).

Priprava bolnika pred dihalnim testom
Podobno kot pred endoskopsko preiskavo
za odvzem jejunalnega aspirata mesec dni
pred posegom bolnika ne smemo distiti za
kolonoskopijo, dva tedna pred posegom pa
naj ne jemlje antibiotikov ali probiotikov.
Teden dni ne sme uZivati odvajal, mehcal-
cev blata ali dodatnih vlaknin. Dva dni pred
posegom naj ne prejema prokinetikov in ne
uZiva obrokov z visoko vsebnostjo ogljiko-
vih hidratov. Bolnik naj bo teS¢ 12 ur pred
posegom. Pred posegom naj si bolnik spere
usta z antisepticno ustno vodico (2).

Testni protokoli

Bolnik zauZije 10 g laktuloze. Nato nasle-
dnje 3 ure vsakih 15 minut zabeleZimo
koncentracijo vodika ali metana v izdiha-
nem zraku. Pri zdravih ljudeh se laktuloza
ne absorbira vse do prehoda v debelo cre-
vo (tj. po pribliZzno 90 minutah). V prime-
ru SIBO pa pride do metaboliziranja lak-
tuloze v tankem ¢revesu, kar zaznamo kot
zgodnje (v manj kot 90 minutah) povi3a-
nje koncentracije vodika ali metana v izdi-
hanem zraku za vec kot 20 ppm glede na
izhodi§¢no vrednost.

Namesto laktuloze lahko bolnik zau-
Zije 50 g glukoze. Ker se glukoza absorbi-
ra Ze v tankem Crevesu, je lahko test krajsi
in traja le 2 uri. V primeru SIBO glukozo
metabolizirajo bakterije v tankem €revesu
Se preden pride do absorbcije, kar se kaZe
kot poviSanje koncentracije vodika ali me-
tana v izdihanem zraku za vec kot 20 ppm
glede na izhodi$¢no vrednost.

D-ksiloza se v ¢revesju ne absorbira.
Navadno jo razgradijo gramnegativni ae-
robi v debelem c¢revesu. Pride do izlo¢anja
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radioaktivnega izotopa “CO,. Pri bolnikih
s SIBO se razgradnja zacne Ze v tankem
Crevesu in pride do kon¢ne akumulacije
14C 4,5 % v §tirih urah (2).

ZDRAVLJENJE
SkuSamo identificirati in sanirati vzroke
SIBO, popraviti vzro¢ni dejavnik in nato
zmanj$ati Stevilo bakterij v tankem creve-
su (2). Vzro¢no zdravljenje oz. eliminacija
vzroka za SIBO je najucinkovitejSe. Sicer pa

skuSamo bolniku pomagati z antibioti¢no
terapijo. Cilj je zmanjSanje koli¢ine bakte-
rij v prebavilih. Uporabljamo metronida-
zol, ciprofloksacin, rifaksimin in druge an-
tibiotike. Odmerki in trajanje zdravljenja so
opisani v tabeli 3. Ob antibioti¢ni terapiji
dietna prehrana (visoka vsebnost mascob,
nizka vsebnost ogljikovih hidratov in belja-
kovin) zmanj$a simptome SIBO. Pri shuj$a-
nih je potrebna prehranska podpora ter na-
domeScanje vitaminov in mikroelementov.

Tabela 3. Antibiotiki za zdravljenje bakterijskega preras¢anja tankega crevesa (2).

Antibiotik Odmerek Trajanje

tetracikin 250-500 mg 4-krat/dan 7 dni
ciprofloksacin 250-500 mg 2-krat/dan 7-10 dni

doksiciklin 100 mg 2-krat/dan 10 dni

metronidazol 250 mg 2-3-krat/dan 7 dni

neomicin 500 mg 2-krat/dan 10 dni

norfloksacin 400 mg 2-krat/dan 7 dni
amoksicilin-klavulanat 500 mg/125 mg 3-krat/dan 7-10 dni

rifaksimin 400 mg 2-krat ali 3-krat/dan 10 dni
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Razliéni pristopi za studije interakecij
crevesne mikrobiote in bakterije
Clostridium difficile

Different Approaches to Study Interactions between Gut Microbiota and
Clostridium difficile

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: érevesna mikrobiota, Clostridium difficile, interakcije, disbioza

Crevesna mikrobiota je kompleksen ekosistem razli¢nih mikroorganizmov, ki naseljuje-
jo naSe ¢revo in imajo pomembno vlogo v zdravju in bolezni. Ena od pomembnih vlog
Crevesne mikrobiote je za$€ita pred kolonizacijo s patogenimi mikroorganizmi. OkuZbe s
Clostridium difficile so povezane s poruSenjem ravnoteZja v sestavi ¢revesne mikrobiote,
ki je najveckrat posledica zdravljenja z antibiotiki. To unici Stevilne predstavnike zdrave
¢revesne mikrobiote in omogoci kolonizacijo C. difficile. Za mikrobioto pri bolnikih, oku-
Zenih s C. difficile, so znacilne manjSa gostota in mikrobna pestrost ter razlike v zastopa-
nosti posameznih taksonomskih skupin. Prvi pristopi za proucevanje sestave crevesne
mikrobiote so temeljili na gojitvenih tehnikah, katere so potem zamenjale molekularne
tehnike, med katerimi je danes metoda izbora sekvenciranje in analiza gena za 16S rRNA.
Glavni poudarki pri Studijah mikrobiote in C. difficile so razlike v zastopanosti mikrobnih
skupin med zdravimi ljudmi in bolniki, okuZenimi s C. difficile, razlike v obnovitvi ¢re-
vesne mikrobiote po fekalni transplantaciji ter spremembe mikrobiote pri ponavljajo¢ih
se okuZbah. Raziskani so tudi nekateri mehanizmi kolonizacijske rezistence. Vec¢ina §tu-
dij je opravljenih na ljudeh, nekaj tudi na poskusnih Zivalih in in vitro modelih ¢revesa.

ABSTRACT
KEY WORDS: gut microbiota, Clostridium difficile, interactions, dysbiosis

Gut microbiota is a complex ecosystem of different microorganisms that inhabit our
intestinal tract and plays an important role in health and disease. One of the most
important roles of the gut microbiota is providing colonization resistance against
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pathogenic microorganisms. Clostridium difficile infections (CDI) are commonly
associated with a disruption of the gut microbiota, often being a result of a decrease of
protective microorganisms due to antibiotic treatment. This dysbiosis leads to a loss of
colonization resistance and enables C. difficile to colonize the gut. In patients with CDI,
the gut microbiota is characterized by lower bacterial counts and microbial diversity and
differences in the representation of individual taxonomic groups. The first approaches
in the studies of the gut microbiota composition were based on cultivation techniques,
which were then replaced by molecular techniques, among which sequencing and
analysis of 16S rRNA gene became the method of choice. The main emphasis in studies of
microbiota in relation to C. difficile is the characterization of microbial groups that differ
between healthy people and those with CDI, the regeneration of intestinal microbiota
by fecal transplantation and changes in recurrent infections. In addition, some of the
underlying mechanisms have also been resolved recently. Most of the studies were done

on humans, some also on animals and in in vitro gut models.

CREVESNA MIKROBIOTA
IN NJEN POMEN
Crevesna mikrobiota je Steviléen in kom-
pleksen ekosistem razli¢nih mikroorga-
nizmov, ki naseljujejo naSe ¢revo in ki s
svojimi raznolikimi bioloskimi proce-
si doprinesejo k presnovni pestrosti, ki je
¢lovek tekom evolucije ni razvil sam. Po-
leg njene vloge pri uravnavanju metabo-
lizma in s tem ucinkovitem pridobivanju
energije ima Crevesna mikrobiota po-
membno vlogo tudi pri obrambi pred pa-
togenimi mikroorganizmi ter pri razvoju
imunskega sistema. V zadnjem ¢asu je vse
ve¢ dokazov tudi o povezavi Crevesne mi-
krobiote in osrednjega Zivénega sistema;
preko neposrednih Zivénih povezav ali po-
sredno preko imunskega sistema (1, 2).
Najstevil¢nejSi predstavniki Ccreve-
sne mikrobiote so razli¢ne vrste bakterij,
v manjSem deleZu pa najdemo tudi gli-
ve, arheje, viruse in praZivali. Zdravo ¢re-
vesno mikrobioto sestavlja ve¢ kot 1.000
vrst mikroorganizmov, oziroma pribliZzno
10"2 celic na gram fecesa (1, 2). Prevladu-
jejo anaerobne bakterije iz dveh skupin;
po Gramu pozitivne firmikute in po Gra-
mu negativne bakteriodete. Med bolj za-
stopanimi so Se aktinobakterije in prote-
obakterije. Kljub temu, da ima crevesna

mikrobiota pri posameznikih zelo podob-
no funkcijo, pa so razlike v sestavi mikro-
biote (predvsem na niZjih taksonomskih
nivojih kot sta rod in vrsta) med posame-
zniki zelo velike (1, 3).

VPLIV CREVESNE MIKROBIOTE

NA KOLONIZACIJO S CLOSTRIDIUM
DIFFICILE

Kolonizacija prebavnega trakta se zacne
ob rojstvu. Raznolikost in sestava Creve-
sne mikrobiote se med odrascanjem po-
stopoma spreminja, njena pestrost se po-
vecuje in dozori nekje pri starosti 2-3
let (1). Ceprav je Erevesna mikrobiota pri
zdravih ljudeh relativno stabilna in se s
¢asom ne spreminja, pa lahko zaradi do-
locenih zunanjih dejavnikov (antibioti-
ki, prehrana, starost) pride do sprememb
v sestavi in s tem tudi funkcionalnosti
¢revesne mikrobiote. Tak§no neravnoteZz-
je v sestavi mikrobiote imenujemo disbi-
oza (2, 4. Med pomembnejSimi dejavni-
ki, ki lahko privedejo do disbioze, je npr.
zdravljenje z antibiotiki. Ena od glavnih
sprememb, ki jo povzrocijo antibiotiki je
zmanjSana pestrost v sestavi ¢revesne mi-
krobiote, kar lahko posledi¢no vodi do iz-
gube odpornosti ¢revesa pred kolonizacijo
s patogenimi mikroorganizmi, med kate-
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rimi je zelo pogosta bakterija Clostridium
difficile (5).

C. difficile je po Gramu pozitivna, strik-
tno anaerobna, sporogena bakterija in je
najpogostejSa povzrociteljica bolni$nic-
nih ¢revesnih okuZb v Stevilnih drZavah.
Okuzba s C. difficile (OCD) lahko poteka
kot blaga vodena driska, krvava driska ali
v teZjih primerih kot psevdomembrano-
zni kolitis, ki je lahko tudi smrten. OCD so
skoraj vedno povezane z disbiozo creve-
sne mikrobiote, najveckrat kot posledica
uporabe antibiotikov, najpogosteje klin-
damicina, fluorokinolonov ali penicilinov.
Ker je C. difficile odporen na Stevilne anti-
biotike, je sposoben kolonizacije ob soca-
sni protimikrobni terapiji (5, 6).

PRISTOPI ZA ANALIZO CREVESNE
MIKROBIOTE

Crevesno mikrobioto so zaradi njene vlo-
ge zaceli proucevati Ze v 70-ih letih prej-
$njega stoletja. Za Studije crevesne mikro-
biote se kot vzorec najpogosteje odvzeme
feces, redkeje vzorci biopsije. Sestavo Cre-
vesne mikrobiote se potem lahko dolo-
¢i na dva glavna nacina; z gojitvenimi ali
molekularnimi metodami. Gojenje mikro-
organizmov je pogosto zahtevno in dol-
gotrajno ter ne pokaZe celotne mikrobne
zdruZbe, ki je zastopana v dolocenem eko-
sistemu, ampak je omejena samo na ne-
katere predstavnike, ki se jih da enostav-
no gojiti (7). Molekularne metode pa po
drugi strani temeljijo na analizi mikrob-
ne DNA, ki je prisotna v vzorcu, torej brez
potrebe po predhodnem gojenju mikroor-
ganizmov v ¢isti kulturi. Najpogosteje se
kot marker uporablja gen za 16S rRNA,
ki ga najprej pomnoZimo z veriZzno reak-
cijo s polimerazo (angl. polymerase chain
reaction, PCR) v celokupni DNA, izolira-
ni iz vzorca fecesa. PomnoZene markerske
gene se potem lahko analizira z razli¢nimi
pristopi; v zaCetnih Studijah so za analizo
pomnoZkov uporabljali gelsko elektrofo-
rezo s temperaturnim (angl. temperature

gradient gel electrophoresis, TGGE) ali de-
naturirajo¢im gradientom (angl. denatu-
ring gradient gel electrophoresis, DGGE) ter
visokotlacno kromatografijo v denaturi-
rajo¢ih pogojih (angl. denaturing high-per-
formance liquid chromatography, DHPLC),
danes pa se za proucevanje sestave creve-
sne mikrobiote najpogosteje uporablja se-
kvenciranje (8-11).

Poleg taksonomske raznolikosti, ki
nam jo pokaZe analiza na podlagi gena
za 16S rRNA, pa danes raziskovalci vse
pogosteje segajo tudi po drugih »omika«
pristopih, kot sta metagenomika in tran-
skriptomika, ki omogocajo bolj celovit po-
gled na funkcijske povezave mikrobiote in
gostitelja ter identifikacijo genov, ki se v
¢revesju izraZajo in lahko sodelujejo v raz-
liénih metabolnih funkcijah (12). Vse bolj
pomembno ponovno postaja gojenje mi-
kroorganizmov, predvsem zaradi njihove
uporabnosti kot potencialnih probiotikov
ali bioterapevtikov (4, 7).

STUDIJE CREVESNE MIKROBIOTE
IN CLOSTRIDIUM DIFFICILE
Glavni poudarek pri Studijah ¢revesne mi-
krobiote v povezavi s C. difficile je karak-
terizacija mikrobnih skupin, ki se razli-
kujejo med zdravimi ljudmi in bolniki z
OCD, obnovitvi Crevesne mikrobiote po
fekalni transplantaciji (oblika bioterapi-
je, s katero pri bolnikih, okuZenih s C. dif-
ficile, zamenjajo mikrobioto s ¢&revesno
mikrobioto zdravega ¢loveka, najveckrat
v obliki administracije suspenzije fecesa
preko nazogastri¢ne sonde) in spremem-
be mikrobiote pri ponavljajo¢ih se okuZz-
bah (13-15). Vecina $tudij je narejena na
ljudeh (otrocih, mlajSih odraslih in staro-
stnikih), nekaj Studij je narejenih tudi na
Zivalskih modelih (miSkah, hr¢kih in mi-
Skah s humanizirano mikrobioto) in na in
vitro modelih Crevesa (16, 17).

Glavne in najpogosteje opisane spre-
membe v ¢revesni mikrobioti pri bolnikih
z OCD so obCutno zmanjSana bakterijska
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gostota in vrstna raznolikost v primerjavi
z zdravimi posamezniki, ki niso kolonizi-
rani s C. difficile. Prav tako so v veliko §tu-
dijah skupna dognanja, da je pri bolnikih
z OCD manjsi deleZ bakterij iz rodu Bacte-
roides sp. in bifidobakterij in da so so¢asno
pogosteje kolonizirani s fakultativnimi
anaerobi (enterokoki in enterobakterija-
mi) (18).

Kolonizacija s C. difficile naj ne bi bila
odvisna samo od prisotnosti posameznih
taksonomskih skupin, ampak je pomemb-
na tudi sama kombinacija mikroorganiz-
mov, ki so zastopani v mikrobioti (11).
Razen tega obseg sprememb v crevesni
mikrobioti ni povezan samo s kolonizacij-
skim statusom, ampak tudi s prisotnim ti-
pom C. difficile (11, 19). Skraban in sod. so
v slovenski Studiji pokazali, da imajo bol-
niki, ki so kolonizirani z bakterijo C. diffi-
cile PCR-ribotipa 027 (epidemicen sev, ki
lahko povzroca teZje oblike bolezni), zna-
¢ilno manjSo raznolikost kot bolniki, ki so
bili kolonizirani z drugimi PCR-ribotipi.
Bolniki, kolonizirani z ribotipom 027, so
bili pogosteje kolonizirani tudi z glivami
iz rodu Candida sp. (11).

Antibiotiki imajo lahko dolgotrajen
ucinek na ¢revesno mikrobioto in vpliva-
jo tako na zmanjSanje mikrobne gostote
kot tudi mikrobne raznolikosti. Crevesna
mikrobiota se v ve¢ini primerov obnovi v
nekaj tednih po konc¢ani antibioti¢ni tera-
piji, lahko pa traja tudi ve¢ mesecev, da se
posamezne skupine povrnejo na zacetno
raven, ali pa so za vedno izgubljene (20).
V tem obdobju, ko se mikrobiota Se obna-
vlja, pogosto pride do ponovitve okuZb s
C. difficile, ki so lahko tudi veckratne (21).
Chang in sod. so porocali, da je pri pono-
vitvah OCD ¢revesna mikrobiota manj ra-
znolika kot pri primarni okuzbi (13). Pri
zdravljenju in preprecevanju ponovitev
okuZb se je kot zelo uspeSna pokazala t.
i. fekalna transplantacija pri kateri ¢reve-
sno mikrobioto bolnika z OCD zamenjamo
z mikrobioto zdravega cloveka ter s tem

ponovno vzpostavimo mikrobno simbio-
zo, ki povrne rezistenco pred kolonizacijo
s patogenimi bakterijami (1, 20).

Za okuzbe s C. difficile so Se posebej
dovzetni starejsi ljudje (> 65 let), ki imajo
v primerjavi z zdravimi odraslimi drugac-
no sestavo ¢revesne mikrobiote. Medtem
ko je mikrobiota pri zdravih odraslih sko-
zi €as relativno stabilna, je pri starostniku
bolj dinamiéna (vecje razlike med posa-
mezniki) in manj raznovrstna. Z razlicni-
mi Studijami so pokazali, da je pri staro-
stnikih zastopanost nekaterih »za$c¢itnih«
skupin manjSa (manj bifidobakterij in ne-
katerih predstavnikov firmikut), vec¢ je
bakteriodet in proteobakterij (22, 23). Ce-
prav je mozno, da je starost neodvisen de-
javnik tveganja za OCD, je mogoce tudi,
da je vecja dovzetnost za okuZbe pri sta-
rostnikih posledica njihovega S3ibkejSe-
ga imunskega statusa in vecje verjetnosti
antibioti¢ne terapije in zdravljenja v bol-
nidnici, kar so tudi dejavniki tveganja za
okuzbo s C. difficile (5, 20).

V Sloveniji je bila narejena S$tudija
¢revesne mikrobiote pri starostnikih (60-
85 let), v kateri se je spremljala tudi ko-
lonizacija s C. difficile. V raziskavo je bilo
vkljuc€enih 88 starostnikov in samo 6 jih
je bilo pozitivnih na C. difficile. Mikro-
biota je bila analizirana z DHPLC in se-
kvenciranjem mikrobne zdruZbe na podla-
gi gena za 16S rRNA, vendar z nobeno od
metod nismo naSli statistiéno pomemb-
nih razlik med koloniziranimi in ne-ko-
loniziranimi osebki. Vzrok za to je lahko
bodisi premajhno S$tevilo C. difficile po-
zitivnih vzorcev bodisi Ze prej omenjena
velika raznolikost v sestavi ¢revesne mi-
krobiote med posamezniki (Mahni¢ in Ru-
pnik, neobjavljeno).

Dojencki so posebna skupina, ki so
pogosto kolonizirani s C. difficile (do
50 % dojenckov naj bi bilo kolonizira-
nih), vendar se pri njih bolezen le redko
razvije (8). Crevesna mikrobiota dojené-
kov se razlikuje od mikrobiote pri zdra-
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vih odraslih, razlike pa bi lahko bile po-
membne tako pri kolonizaciji s C. difficile
kot tudi pri odpornosti pred boleznijo.
Zakaj je Stevilo OCD pri otrocih nizko,
kljub visokemu odstotku koloniziranosti,
Se ni popolnoma pojasnjeno. Med moZni-
mi vzroki se omenja dejstvo, da otroci Se
nimajo razvitega receptorja za vezavo to-
ksina, za$¢itna vloga materinega mleka
(IgA, ki preprecuje vezavo toksina na re-
ceptor) ali pa celo za$¢itna vloga speci-
ficnih predstavnikov dojenckove creve-
sne mikrobiote (20).

Vedno pomembnejsi deleZ Studij pred-
stavljajo raziskave mehanizmov, ki pri-
spevajo k preprecevanju rasti in produk-
cije toksinov bakterije C. difficile. Eden
izmed njih je tekmovanje za hranila. V mi-
krobioti po zdravljenju z antibiotiki lahko
manjkajo skupine, ki bi porabljale siali¢no
kislino kot vir hranil, ta pa zato ostane na
razpolago nekaterim patogenim mikroor-
ganizmom, npr. C. difficile in salmonelam
(24). Drug pomemben mehanizem je urav-
navanje razmerja med primarnimi in se-
kundarnimi solmi Zolénih kislin. To raz-

merje namrec lahko vzpodbuja klitje spor
C. difficile in/ali zavira rast vegetativnih
celic (25, 26). Poznavanje teh mehaniz-
mov je pomembno pri razvoju kombinira-
nih probiotikov.

ZAKLJUCEK

Ceprav je vloga Erevesne mikrobiote pri
okuZbah s C. difficile poznana Ze dolgo in
se je razumevanje patogeneze C. difficile v
zadnjih desetletjih zelo izboljSalo, Se ve-
dno nimamo dovolj znanja o tem, kate-
re so klju¢ne komponente Crevesne mi-
krobiote, povezane z za$¢itno vlogo pred
okuzbami s C. difficile. Novejsi pristo-
pi, kot so nove generacije sekvenciranja
DNK in metabolomika, bodo omogoc¢ili
bolj poglobljeno analizo razlik v struktu-
ri ¢revesne mikrobiote med zdravimi lju-
dmi in bolniki, okuZenimi s C. difficile, in
tako prispevali k boljSemu poznavanju
vloge posameznih taksonomskih skupin
ter predvsem njihove funkcije. Ti izsledki
bodo lahko potem uporabni za razvoj al-
ternativnih terapij za zdravljenje ali celo
za preprecevanje okuzb s C. difficile.
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Problematika odkrivanja bakterij Escherichia
coli, ki povzrocajo crevesne okuzbe

Problems of Diarrheagenic Escherichia coli Detection

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: Escherichia coli, ki povzrotajo €revesne okuzbe, odkrivanje, VTEC, EPEC, ETEC, EIEC,
EAEC, DAEC

Escherichia coli lahko postane s pridobitvijo mobilnih genetskih elementov visoko pri-
lagojena patogena bakterija, ki povzroca razli¢ne bolezni. E. coli, ki povzrocajo ¢revesne
okuZbe, delimo na podlagi specifi¢nih dejavnikov virulence v Sest glavnih skupin - pa-
totipov: enteropatogene, enterotoksigene, enteroinvazivne, enteroagregativne, difuzno
adherentne in verotoksigene ali E. coli, ki izdelujejo toksine Siga. V zadnjem &asu so bile
predlagane e adherentno invazivne in toksin Siga izdelujo€e enteroagregativne E. coli.
Ceprav so vse nastete skupine pomembne povzro€iteljice drisk, pa njihova velika genet-
ska raznolikost povzroca teZave pri diagnostiki. Uporaba molekularnih metod omogoca,
v nasprotju s konvencionalnimi metodami, odkrivanje specifi¢nih dejavnikov virulen-
ce posameznih patotipov, pomembnih za njihovo identifikacijo. V prispevku so predsta-
vljeni posamezni patotipi, njihova vloga kot povzrociteljev drisk in molekularni posto-
pek za njihovo odkrivanje.

ABSTRACT
KEY WORDS: diarrheagenic Escherichia coli, detection, VTEC, EPEC, ETEC, EIEC, EAEC, DAEC

Escherichia coli can become, with the inclusion of mobile genetic elements, a highly adap-
ted pathogenic bacteria capable of causing a range of different diseases. On the basis
of specific virulence factors, diarrheagenic E. coli have been grouped into six main
categories: enteropathogenic E. coli, enterotoxigenic E. coli, enteroinvasive E. coli, entero-
aggregative E. coli, diffusely adherent E. coli, and Shiga toxin/Vero cytotoxin-producing
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E. coli. Recently two further pathotypes have been suggested: adherent invasive E. coli
and Shiga toxin producing enteroaggregative E. coli. Although diarrheagenic E. coli are
important causative agents of diarrhea, their high genetic diversity causes problems in
diagnosis. The usage of molecular tools, in contrast to conventional methods, enables
the detection of specific virulence factors important for identifying pathotypes. This
paper presents different pathotypes, their role as the agents of diarrhea and a molecu-
lar procedure for detection and identification.

uvoD

Bakterija vrste Escherichia coli je najbolj
proucevana bakterijska vrsta. Genom te
izjemne in zelo raznolike bakterije obse-
ga med 4.200 in 5.500 genov, od katerih
je manj kot 2.000 genov skupnih vsem
sevom (1). Od obic¢ajno neskodljive ko-
menzalne bakterije lahko postane s pri-
dobitvijo razlicnih mobilnih genetskih
elementov visoko prilagojena patogena
bakterija. Ti patogeni sevi lahko povzro-
¢ajo razlitne bolezni, od izven Crevesnih
okuZb secil, krvnega obtoka in centralne-
ga Zivfnega sistema do ¢revesnih okuZb
(angl. diarrheagenic E. coli, DEC). Breme
teh bolezni je v svetovnem merilu vsako
leto izjemno visoko (2). Sevi, ki povzroca-
jo drisko, povzro¢ajo posamezne primere
okuzb in tudi izbruhe. Glede na specific-
ne dejavnike virulence jih razvr§¢amo v
Sest osnovnih skupin - patogenih tipov. V
prispevku navajamo le najpomembnejse
dejavnike virulence, saj uporabljamo nji-
hovo doloCevanje za prepoznavanje posa-
meznih patogenih tipov. Natan¢nejsi me-
hanizmi virulence pa so podrobno opisani
v literaturi (2-5). E. coli, ki povzrocajo ¢re-
vesne okuZbe, sodijo med verotoksige-
ne (VTEC/STEC), enteropatogene (EPEC),
enterotoksigene (ETEC), enteroinvazivne
(EIEC), enteroagregativne (EAEC) in difu-
zno adherentne E. coli (DAEC). Clements
in sod. predlagajo Se dodatna patogena
tipa: adherentno invazivne E. coli (AIEC),
ki jih povezujejo s Crohnovo boleznijo, in
toksin Siga izdelujofe enteroagregativne
E. coli (angl. Shiga-toxin producing enteroa-

ggregative E. coli, STEAEC) (2). Predstavnik
te skupine, sev E. coli 0104:H4, je povzro-
¢il izbruh v Nem¢iji leta 2011.

Velika genetska raznolikost teh bak-
terij povzroca teZave pri diagnostiki. Zato
v vecini medicinskih mikrobiolo8kih la-
boratorijev po svetu rutinsko ugotavljajo
predvsem VTEC. E. coli sicer zlahka iden-
tificiramo do nivoja vrste, opredeljevanje
DEC pa je zahtevno, ker zahteva dodatno
laboratorijsko testiranje z ugotavljanjem
prisotnosti specifi¢nih dejavnikov viru-
lence. V prispevku podrobneje opisujemo
tiste, ki so pomembni za njihovo identifi-
kacijo, predstavljamo vlogo DEC kot pov-
zrociteljic drisk, s ¢imer Zelimo poudariti
pomen njihovega ucinkovitega odkrivanja
in stalnega spremljanja.

ZNACILNOSTI PATOGENIH TIPOV
E. COLI, KI POVZROCAJO
CREVESNE OKUZBE
Enteropatogene E. coli

EPEC so ene najpomembnejSih povzroci-
teljic drisk pri otrocih, z ocenjeno preva-
lenco v drZavah v razvoju med 6 in 54 %,
in ene glavnih povzrociteljic dolgotrajnih
drisk (2, 6). Po definiciji, ki je bila sprejeta
leta 1995, sta najpomembnejsi lastnosti
EPEC, da ne izdelujejo verocitotoksinov
(VT) in da povzrocajo histopatoloske spre-
membe epitelnih celic ¢revesne sluznice
(angl. attaching and effacing (A/E) lesions)
(7). Te spremembe jim omogocajo zapisi
na otoku patogenosti, lokusu za izbris en-
terocitov (angl. locus for enterocyte efface-
ment, LEE). LEE nosi zapise za intimin, se-
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krecijski sistem III, protein Tir in razli¢ne
sekrecijske proteine. Vsi sodelujejo pri
pritrjevanju bakterije na celice gostitelja
(4). Prisotnost gena za intimin (eae) se $i-
roko uporablja za molekularno odkrivanje
EPEC (8). Vendar naj bi bili nekateri sevi
z genom ede, t. i. »attaching and effacing«
E. coli (A/EEC), manj ali pa nepatogeni (9).
Od patogenih sevov se jih razlikuje s se-
rotipizacijo (10). Med te seve, t. i. klasi¢ne
in na novo prepoznane EPEC, sodi namre¢
le omejeno Stevilo serotipov (7). Glede na
prisotnost plazmida EAF (angl. E. coli ad-
herence factor), ki nosi zapis za gen bfpA
(angl. bundle-forming pilus), delijo EPEC v
dve skupini, tipicne EPEC (tEPEC) in ati-
pi¢ne EPEC (@EPEC). Tipi¢ne EPEC ima-
jo plazmid EAF, aEPEC pa ga nimajo (11).
Sevi tEPEC so v svojem virulentnem po-
tencialu bolj homogeni kot sevi aEPEC (6,
8). Vecina sevov tEPEC sodi med klasi¢ne
EPEC, vedji del sevov aEPEC pa ne, ampak
pripadajo Stevilnim serolo$kim skupinam
O (6, 12). Nekateri avtorji navajajo, da so-
dijo med tEPEC zelo virulentni sevi, med
tem ko sodijo manj virulentni, vendar pa
pri bolnikih pogosteje prisotni, med aE-
PEC (6, 11). Mnogi avtorji tudi aEPEC po-
vezujejo z drisko (13-15).

Verotoksigene E. coli

NajpomembnejSa znacilnost VTEC je iz-
delovanje verocitotoksinov ali toksinov
Siga (STEC). Delimo jih v dve skupini,
VT1 (Stx1) in VT2 (Stx2), bakterije pa iz-
delujejo eno ali pa obe skupini toksinov.
Zapise zanje nosijo geni vtx1 (stxl) in
vtx2 (stx2). Nekatere VTEC imajo na ge-
nomu otok patogenosti LEE, ki je zna-
¢ilen tudi za EPEC. Znotraj obeh skupin
verotoksinov razlikujemo razli¢ne podti-
pe in variante. Za podtip Stxla je pozna-
nih devet variant, za Stx1c §tiri, za Stx1d
ena, za Stx2a enaindvajset, za Stx2b Sest-
najst, za Stx2c osemnajst, za Stx2d osem-
najst, za Stx2e S§tirinajst, za Stx2f dve in
za Stx2g S8tiri variante (1, 16). Pri okuz-

bi z VTEC lahko pride do zapletov, kot sta
tromboti¢na trombocitopeni¢na purpu-
ra (TTP) in hemoliti¢ni uremi¢ni sindrom
(HUS). S teZjim potekom bolezni so po-
gosteje povezani sevi, ki izdelujejo vero-
toksine 2 in imajo gen za intimin, vendar
pa lahko krvavo drisko in HUS povzroca-
jo tudi sevi brez LEE. Z resnejSo klini¢-
no sliko bolezni povezujejo tudi seve, ki
izdelujejo toksin enterohemolizin, zapis
zanj pa nosi gen ehxA na plazmidu. Z za-
pletom HUS so pogosteje povezani sevi s
podtipom verotoksina Stx2a (1). Kot zelo
virulenten sev se je izkazal hibridni sev
STEC-EAEC (STEAEC) 0104:H4, ki je pov-
zro€il izbruh v Nemciji leta 2011. Sev je
povzrocil bolezen brez zapleta HUS pri
3.167 bolnikih, od katerih jih je umrlo 16.
Zaplet HUS se je pojavil Se pri 908 bol-
nikih, od katerih jih je umrlo 34. Ome-
njeni sev je izdeloval verotoksine Stx2a,
ni imel gena za intimin, vendar pa so
pri njem nasli Stevilne gene, znacilne za
EAEC (1). Sevi VTEC lahko povzro&ajo po-
samezne primere okuZb in tudi izbruhe,
pripadajo pa lahko zelo razli¢nim serolo-
Skim skupinam O (7). Po podatkih Evrop-
skega centra za preprecevanje in obvlado-
vanje nalezljivih bolezni (angl. European
Centre for Disease Prevention and Control,
ECDC) in tudi slovenskih podatkih sta
najpogoste;jsi seroloski skupini humanih
izolatov VTEC 0157 in 026 (17, 18). Pre-
ostali izolati, ki so bili osamljeni v na-
Sih laboratorijih, pa pripadajo pestri pa-
leti seroloskih skupin: 06, 010, 017, 020,
027, 034, 037, 038, 055, 063, 074, 075,
076, 082, 084, 091, 0103, 0111, 0113,
0114, 0126, 0128, 0145, 0146, 0148,
0149, 0153, 0174 in 0177.

Enterotoksigene E. coli

Za ETEC so znacilni Stevilni proteinski ko-
lonizacijski faktorji (angl. colonization fac-
tors, CFs), poglavitna dejavnika virulen-
ce pa sta izdelovanje toplotno stabilnega
(ST) in/ali toplotno neobstojnega entero-



76  Marija Trkov, Tjaga Zohar Cretnik, Mateja Pirg, Ingrid Berce, Mateja Ravnik, Metka Paragi

Problematika odkrivanja ...

toksina (LT). Razlikujemo dva tipa toksina
LT. Toksin LT-I je znacilen za humane izo-
late in je soroden toksinu kolere. Toksin
LT-II je bolj znacilen za nehumane izolate.
ETEC lahko izdelujejo tudi druge toksine,
ki pa niso znacilni zgolj za ta patotip. Dri-
sko povzrocajo pri vseh starostnih skupi-
nah ljudi. So najpogostejSe povzrociteljice
potovalnih drisk, predvsem pri obiskova-
nju drZav s slab8imi higienskimi razme-
rami (2, 19).

Enteroagregativne E. coli

Za EAEC je znacilno, da se na celice HEp-2
veZejo v znacilnem vzorcu (angl. stacked-
-brick). Bakterije lahko na ¢revesni sluzni-
ci tvorijo biofilm. EAEC so genetsko zelo
raznolike, redki dejavniki virulence so
skupni vsem sevom, zapisi zanje pa so po-
gosto na plazmidih. EAEC lahko izdeluje-
jo razli¢ne toksine, ki sodijo med serinsko
proteazne avtotransporterje enterobakte-
rij (SPATE), kot npr. Pic in Pet. Izdeluje-
jo lahko tudi druge toksine, ki prav tako
prispevajo k njihovi virulenci: toplotno

stabilen enterotoksin 1 (EAST-1), toksina
HIyE in ShETI1. Povzro¢ajo potovalno in
dolgotrajno drisko, posebne teZave pa pri
bolnikih z aidsom (2).

Enteroinvazivne E. coli

Mehanizem virulence EIEC je podoben
mehanizmu virulence $igel, zato so po-
dobni tudi klini¢ni znaki bolezni (2). Za
molekularno identifikacijo EIEC se pogo-
sto uporablja prisotnost gena ipaH; zapis
zanj se v ve€ kopijah nahaja na kromoso-
mu in plazmidu pInv (9).

Difuzno adherentne E. coli
Vecina sevov DAEC ima fimbrijske (Dr)
in nefimbrijske (Afa) adhezine in izdelu-
jejo SPATE Sat (2). Ker so slabSe poznane
v svojih specifi¢nih dejavnikih virulence,
jih v naSih laboratorijih Se ne dolo¢amo.
V tabeli 1 so zbrani posamezni pato-
tipi DEC, najbolj ogroZene skupine ljudi,
sploSen opis bolezni in najpomembne;jsi
genetski markerji za identifikacijo posa-
meznih patotipov (20).

Tabela 1. Patotipi DEC, najbolj ogroZene skupine ljudi, opis bolezni in najpomembnejsi genetski markerji
za identifikacijo patotipov. + prisotnost gena, - gen ni prisoten, tEPEC - tipi¢ne enteropatogene E. coli,
aEPEC atipicne enteropatogene E. coli, VTEC/STEC - verotoksigene E. coli, ETEC - enterotoksigene E. coli,
EIEC - enteroinvazinve E. coli, EAEC - enteroagregativne E. coli, DAEC - difuzno adherentne E. coli, AIEC -
adherentno invazivne E. coli, HUS - hemoliti¢ni uremiéni sindrom, LT - toplotno labilni enterotoksin, ST -
toplotno stabilni enterotoksin, CFs - proteinski kolonizacijski faktorji (angl. colonization factors, CFs).

Patotip Najbolj ogrozene skupine Bolezen Genetski markerji
tEPEC otroci <5 let, odrasli obilna vodena driska eae+, bfp+, vtx-
aEPEC (ob velikem inokulumu) eae+, vtx-
VTEC/STEC otroci, odrasli vodena driska, eae+/-, vtx+
hemoragicni kolitis, HUS
ETEC otroci < 5 let, potujoci, osebe dolgotrajna driska, LT, ST, CFs

z oslabljeno imunostjo

EIEC/Shigella otroci < 5 let, potujoti, osebe

z oslabljeno imunostjo

EAEC odrasli, otroci
DAEC otroci, odrasli
AIEC odrasli, otroci

dolgotrajna driska, potovalna

dolgotrajna vodena driska

povezava s Crohnovo boleznijo

vodena driska

Sigeloza, dizenterija,
moZen HUS

ipaH+, ial+, vtx+
(Shigella dysenteriae)

aatA, aaiC, aggR, drugi
driska, HUS (vtx+)

nepoznani skupni

pri otrocih markerji

nepoznan
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E. COLI, KI POVZROCAJO
CREVESNE OKUZBE KOT
POVZROCITELJICE DRISK -
EPIDEMIOLOSKI PODATKI

Stevilne raziskave dokazujejo, da so DEC
pomembne povzrociteljice drisk tako v
razvitih kot manj razvitih drZavah. Ven-
dar pa se objavljene Studije o etiologi-
ji drisk praviloma nana$ajo na eno dr-
Zavo in imajo razli¢ne omejitve, kot so:
razli¢no Stevilo preiskanih vzorcev, raz-
licne skupine vkljuenih bolnikov, raz-
licne uporabljene metode (razli¢ni
kultivacijski pristopi, seroloske in mole-
kularne metode), testiranje razli¢nih pov-
zroCiteljev, poleg tega pa so nekatere raz-
iskave opravljene brez kontrolnih skupin.
Rezultati Studij o prisotnosti posameznih
patotipov DEC se mocno razlikujejo glede
na geografsko podrocje, avtorji pa ugota-
vljajo pogostost meSanih okuZb z drugi-
mi povzrocitelji drisk. Cohen in sod. so
ugotovili statisti¢no znacilno razliko v
prisotnosti sevov EAEC, DAEC in aEPEC
pri otrocih z drisko (skupina GE), starih
< 5 let, v primerjavi z otroki iz kontrolne
skupine (KS) ter poudarili pogostost me-
Sanih okuZb EAEC in DAEC z virusi (13).
Olsen in sod. navajajo statisti¢no znacil-
no vecjo pogostost rotavirusov, salmonel,
norovirusov, adenovirusov, kampilobak-
trov, sapovirusov, VTEC, klasi¢nih EPEC,
jersinij in kriptosporidijev v skupini GE
glede na KS (10). A/EEC so bile zelo pogo-
ste, vendar zastopane v podobnem deleZu
v skupini GE kot v KS. Bueris in sod. so
ugotovili prisotnost DEC v 25,4 % vzor-
cev otrok z drisko, starih od enega do de-
set let, in v 18,7 % vzorcev KS otrok, sta-
rih do deset let (15). Ceprav razlika ni bila
statisti¢no znacilna, poudarjajo pomemb-
nost njihovega odkrivanja in nadaljnje-
ga proucevanja. Najpogostejsi patotip so
bile EAECz 11,1% v GE in 8,6% v KS, sle-
dile so aEPEC z 10 % v GE in 5,9 % v KS,
ETEC z 3,7 % v GE in 3,2 % v KS, VTEC
z 0,5 % v GE in 1,1 % v KS. Pogostost

tEPEC je bila zelo nizka. Ben Salem-Ben
Nejma in sod. navajajo ETEC, rotaviruse
in salmonele kot najpogostejSe povzroci-
teljice drisk pri otrocih do petega leta sta-
rosti (19). Visoko prevalenco so ugotovili
tudi za EAEC, vendar razlika, v naspro-
tju s prej naStetimi patogeni, ni bila sta-
tisti€no znacilna glede na KS. Enserink in
sod. pa so raziskovali prisotnost razli¢nih
crevesnih patogenov v iztrebkih otrok
brez klini¢nih znakov bolezni, vkljucenih
v dnevno varstvo na Nizozemskem (21).
NajviSjo prevalenco so ugotovili za bak-
terije, med njimi najviSjo za EPEC, sledili
So paraziti in nato virusi. Avtorji opozar-
jajo, da lahko ti otroci prena$ajo ¢revesne
patogene na druge otroke, osebje in dru-
Zinske ¢lane. V letoSnjem letu so Spina in
sod. objavili rezultate Studije, v kateri je
sodelovalo desetih evropskih drzav (22).
Testirali so 709 vzorcev iztrebkov bolni-
kov z drisko, ne glede na starost, odvzetih
leta 2014 z avtomatizirano molekularno
metodo FilmArray GI Panel. V testira-
nje je bilo vklju€enih 24 povzrociteljev.
V 45,8 % vzorcev niso odkrili nobenega
povzrocitelja, enega v 37,8 %, ve€ povzro-
citeljev pa v 16,4 % vzorcev. Najpogostej-
8i povzrocitelji so bili naslednji: EPEC,
kampilobaktri, toksigeni sevi Clostridium
difficile, EAEC, norovirusi, ETEC. Zaznali
so visok deleZ meSanih okuZb in izjemno
visok deleZ DEC, zlasti z EPEC in EAEC. S
klasi¢nimi metodami so bile EPEC ugoto-
vljene le v treh primerih, EAEC pa v no-
benem. V vecini laboratorijev namrec teh
patogenov s klasi¢nimi metodami niso
iskali. Avtorji opozarjajo na pomembnost
nadaljnjega preiskovanja obeh patotipov.
Visok deleZ EPEC in EAEC so v podob-
ni $tudiji ugotovili Buss in sod., pa tudi
drugi avtorji (10, 23). Allerberger poudar-
ja nujnost uporabe molekularnih metod
v diagnostiki v bliZnji prihodnosti in po-
trebo po standardizaciji, kar bi omogocilo
primerljivost pridobljenih podatkov med
drZavami (24).
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Steyer in sod. so med letoma 2010
in 2011 izvedli raziskavo etiologije drisk
hospitaliziranih otrok v Ljubljani, mlaj-
§ih od Sest let, v katero je bilo zajeto od-
krivanje velikega Stevila virusov, bakterij
(salmonele, kampilobaktri, DEC, jersini-
je, Sigele in C. difficile) in parazitov (Cryp-
tosporidium spp., Gardia duodenalis) (25).
Molekularne preiskave odkrivanja DEC
so bile izvedene na Oddelku za javnoz-
dravstveno mikrobiologijo Ljubljana Na-
cionalnega laboratorija za zdravje, okolje
in hrano (OJZML NLZOH), s postopkom,
opisanem Vv naslednjem poglavju. Najpo-
gostej§i povzrocitelji drisk so bili virusi
v 82,5 %, bakterije v 27,3 % in paraziti v
3 %. Med bakterijami so bile najpogostej-
Se patogene E. coli (30 oz. 11,7 %) in C. dif-
ficile (24 oz. 8,1%), vendar pa prevalenca
ni bila statisti¢no znacilno visja kot v KS
(za E. coli 5,5 % in C. difficile 5,7 %). V sku-
pini otrok z drisko so bile EAEC odkrite v
17, EPECv 7, VTEC v 4 ter ETEC+EAEC in
EPEC+EAEC v po enem vzorcu. Vendar pa
je bil gen za intimin odkrit Se pri 17 izo-
latih A/EEC v skupini GE in pri 4 izola-
tih v KS. Gen za intimin je bil odkrit tudi
v 15 meSanih bakterijskih kulturah v GE
in eni meSani bakterijski kulturi v KS. Ti
vzorci lahko predstavljajo dodaten vir pa-
togenih sevov E. coli. Statisti¢no znacilna
je bila prevalenca kampilobaktrov (5,1 %)
in salmonel (4,7%), ki niso bili odkriti v
vzorcih iz KS.

Zgolj kot informacijo navajamo rezul-
tate preiskav DEC, izvedenih leta 2014 na
OJZML NLZOH, vendar teh podatkov ne
moremo smatrati kot podatke o prevalen-
ci DEC. Sodelujo¢i medicinski laboratori-
ji NLZOH in InStituta za mikrobiologijo
in imunologijo so namre¢ Ze sami prese-
jalno testirali vzorce z molekularnimi in
fenotipskimi metodami ali pa jih selek-
cionirali na kakSen drugacen nacin, npr.
glede na starost bolnikov, klini¢no sliko
bolezni, potovanje. Testiranih je bilo pri-
bliZno 740 meSanih bakterijskih kultur

ali pa izolatov E. coli, osamljenih iz iztreb-
kov bolnikov z drisko. VTEC smo ugotovi-
li v 29 primerih, od tega v dveh le v meSa-
ni bakterijski kulturi, klasi¢éne EPEC v 32,
ETECv 15in EIECv treh primerih (v dveh
primerih le v meSani bakterijski kulturi).
A/EEC smo ugotovili v 58 primerih, do-
datno pa smo gen za intimin ugotovili Se
v 22 meSanih bakterijskih kulturah. EAEC
smo ugotovili v 20 primerih (v 7 primerih
v meS8ani bakterijski kulturi), vendar smo
preiskavo opravili samo pri vzorcih, kjer
nismo na$li genov, znacilnih za VTEC,
EPEC, ETEC in EIEC (Trkov in sod., neo-
bjavljeni podatki).

ODKRIVANJE E. COLI,

KI POVZROCAJO

CREVESNE OKUZBE

Prva prepoznana skupina E. coli, ki pov-
zro€ajo Crevesne okuZzbe, so bile EPEC. Iz-
raz se je Siroko uporabljal za seve, ki so
povzrocali drisko pri otrocih, pripadali pa
so omejeni skupini seroloskih skupin O.
Ta nenatancna definicija, ki se je od leta
1955 naprej uporabljala Se desetletja in je
zato povzroc€ila tudi veliko zmede, je po-
stala zelo problemati¢na z boljSim pozna-
vanjem bakterije. Svetovna zdravstvena
organizacija (angl. World Health Organi-
zation, WHO) je leta 1987 dolocila nabor
EPEC seroloskih skupin O, ki pa vkljucu-
jejo tEPEC in aEPEC (11). Seznam t. i. kla-
si¢nih in na novo prepoznanih serotipov
EPEC je bil objavljen leta 2005 (7). Ven-
dar pa tudi sama serotipizacija ne omogo-
¢a doloCevanja patogenosti E. coli in raz-
vrstitve v posamezne patogene tipe, saj
lahko sodijo dolocene seroloSke skupine/
serotipi E. coli v ve€ patotipov ali pa so ne-
patogene. Tako je npr. E. coli 026 (E. coli
026:H11) lahko enteropatogena ali pa ve-
rotoksigena (2).

Uporaba molekularnih metod je omo-
gocila povsem nov vpogled v poznavanje
E. coli. Omogocajo nam razlikovanje med
E. coli, ki so del normalne ¢revesne mikro-
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flore, in patogenimi sevi, prepoznavanje
posameznih patotipov in dolocevanje Ste-
vilnih drugih lastnosti. Na Zalost je trenu-
tno vloga DEC Se vedno premalo poznana
in zato tudi podcenjena. V mnogih drZa-
vah izvajajo molekularne preiskave samo
v referencnih laboratorijih, pogosto le v
primeru obravnave izbruhov ali pa za od-
krivanje posameznih patotipov, kot npr.
VTEC (26). Po priporocilih CDC (angl. Cen-
ters for Disease Control and Prevention) naj
bi VTEC ugotavljali v vseh vzorcih iztreb-
kov bolnikov z drisko in bolnikov s su-
mom na HUS. Grobe smernice odkrivanja
DEC podaja tudi ESCMID (angl. European
Society of Clinical Microbiology and Infecti-
ous Diseases) (27, 28). Vendar pa je stalno
spremljanje in karakterizacija vseh sku-
pin DEC velikega javnozdravstvenega po-
mena, kar se je Se zlasti potrdilo leta 2011
ob izbruhu v Nem¢iji.

Za odkrivanje DEC so Siroko uporab-
ne metode veriZne reakcije s polimerazo
(angl. polymerase chain reaction, PCR), ki
omogocajo istofasno odkrivanje vec ge-
nov, povezanih z njihovo virulenco. Kljub
temu pa moramo biti pri izbiri metod za-
radi velikega Stevila podtipov in variant
posameznih genov, kot so vtxl, vtx2 in
eae, pazljivi. Odkrivanje gena za intimin
je tudi najpogosteje uporabljen nacin de-
tekcije EPEC, vendar pa Stevilni podat-
ki iz literature kaZejo, da vsi eae pozitivni
sevi niso enako virulentni. Tudi doloceva-
nje genov, ki lo¢uje med tEPEC in aEPEC,
ne zadosti lo€evanju, saj raziskave kaZejo,
da so lahko patogeni tudi sevi aEPEC. Ce
kot EPEC smatramo zgolj intimin pozitiv-
ne seve, katerih serotip sodi med Kklasi¢-
ne in na novo prepoznane serotipe EPEC,
pa verjetno ne zajamemo vseh patogenih
sevov. Tako je glavna pomanjkljivost di-
agnostike EPEC trenutno nepoznavanje
skupnega genetskega markerja, s katerim
bi zanesljivo loc¢ili patogene od nepato-
genih sevov, zato je nujno nadaljnje razi-
skovanje eae pozitivnih sevov (10, 24). Po-

manjkljivost odkrivanja genov, povezanih
z virulenco, direktno iz klini¢nih vzorcev,
brez izolacije, pa je, da so lahko doloceni
geni skupni tudi drugim sorodnim bakte-
rijam (npr. geni vtx in ipaH Sigelam).

Na OJZML NLZOH se uporablja na-
slednji postopek odkrivanja DEC iz vzor-
cev iztrebkov. Najprej se pripravi lizate
iz meSanih bakterijskih kultur, ki so zra-
sle po nasaditvi vzorca iztrebka na nese-
lektivno gojiSce. V prvi preiskavi PCR se
odkriva gene vtxl in vtx2 sevov VTEC,
gen eae sevov EPEC, A/EEC in nekaterih
VTEC, gena eltA in estA enterotoksige-
nih E. coli in gen ipaH enteroinvazivnih
E. coli (9). V drugi preiskavi PCR se isce
gene aggR, aaiC in aatA enteroagregativ-
nih E. coli (29, 30). Ce se s presejalnim te-
stiranjem odkrije kak$nega od preiskova-
nih genov, se skusa osamiti ¢iste kulture s
ponovnimi testiranji posameznih kolonij.
Osamljene ¢iste kulture bakterij se identi-
ficira z biokemijskimi testi. Serotipizaci-
ja eae pozitivnih sevov omogoca razliko-
vanje med klasi¢nimi EPEC in A/EEC (10),
pri drugih patotipih pa je namenjena nji-
hovemu spremljanju. Temu pa so name-
njene tudi druge molekularne preiskave,
ki se jih uporablja za nadaljnjo tipizacijo
izolatov DEC.

ZAKLJUCEK

Menimo, da imamo v nasi drZavi vzpo-
stavljeno dobro metodologijo odkrivanja
DEC, ki jo je treba ¢im $irSe uporabljati
v rutinski diagnostiki in z njo preiskati,
¢e ne vse, pa vsaj ¢im vecje Stevilo vzor-
cev bolnikov z drisko. S selekcijo vzorcev
glede na npr. starost bolnikov, letni ¢as
in teZji potek bolezni, spregledamo veli-
ko okuZb z DEC. Kljub temu pa ima tudi
metodologija, ki smo jo opisali v prispev-
ku, dolo¢ene omejitve. Zato je treba stalno
slediti novim spoznanjem v raziskovanju
DEC in jih upoStevati pri uporabljeni me-
todologiji, namenjeni njihovemu odkriva-
nju in tipizaciji.
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Bakterijska diarealna obolenja so ena izmed najpogostej$ih obolenj tako v razvitem kot
tudi v nerazvitem svetu. Standardni laboratorijski postopek za odkrivanje povzrocite-
ljev bakterijskih drisk, kot so salmonele, Sigele, kampilobaktri in jersinije, je kultivacija
z uporabo razli¢nih selektivnih in diferencialnih gojis¢, odvisno od iskanega patogena.
V pomoc¢ nam je lahko tudi uporaba nekaterih kromogenih goji§¢. Za nekatere patogene,
kot je Clostridium difficile ali verotoksigena Escherichia coli, v rutinski diagnostiki upo-
rabljamo tudi encimsko-imunske teste in molekularno detekcijo. Molekularne metode
nam omogocajo hitrejSo in boljSo detekcijo bakterijskih patogenov. Posebej obetavne so
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kacijo. Molekularne metode nam $e posebej lahko koristijo pri iskanju patogenov, pri
katerih so kultivacijski postopki zahtevnejsi. Kljub prednostim, ki nam jih ponujajo mo-
lekularne metode, pa za dokonéno opredelitev bakterijskega povzrocitelja driske potre-
bujemo tudi izolat, tako za dokon¢no identifikacijo kot tudi za dolo¢anje njegove obcu-
tljivosti za antibiotike in za epidemioloSko sledenje.
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ABSTRACT

KEY WORDS: bacterial diarrhea, classical cultivation, chromogenic media, antigen detection, molecular

methods, syndromic testing

Bacterial gastroenteritis is one of the most common diseases in both the developing and
developed worlds. Standard laboratory procedures for identifying etiological agents,
such as Salmonella, Shigella, Campylobacter or Yersinia, rely on bacterial stool culture
which includes both selective and differential media. In some cases chromogenic me-
dia can also be used. Media selection is adapted according to epidemiological data. For
some pathogens such as Clostridium difficile or verotoxigenic Escherichia coli enzyme
immunoassay and molecular tests are also used in routine diagnostics. Molecular me-
thods improve detection and shorten testing times. Particularly promising are multi-
plex nucleic acid tests which enable simultaneous detection of multiple pathogens.
Multiplex tests can be performed for selected bacterial pathogens or combined with
other microorganism as part of syndromic diagnostic algorithm depending on the cli-
nical data. Molecular methods are particularly useful for bacterial pathogens with spe-
cial or difficult cultivation protocols. One very important limitation of this technology
is that testing does not yield an isolate that could be used for definitive identification
and antimicrobial resistance testing as well as for typing in investigation of outbreaks.

uvoD

Bakterijska diarealna obolenja so ena iz-
med najpogostejsih obolenj tako v drZa-
vah v razvoju kot tudi v razvitem svetu.
Po podatkih Svetovne zdravstvene orga-
nizacije (SZO) letno porocajo o vec kot
1,7 milijarde primerih diarealnih obolenj.
SZO ocenjuje, da so diarealna obolenja
povezana z 2,2 milijonoma smrtnih pri-
merov, od tega je tretjina primerov med
otroci. Breme teh obolenj je najvecje v dr-
Zavah v razvoju, saj so pomembno pove-
zana s slabSe razvito infrastrukturo (vo-
dovod in kanalizacija) ter podhranjenostjo
v povezavi s pomanjkanjem mikrohranil
(1). V razvitih drZavah je breme manjse,
vendar diarealna obolenja Se vedno pred-
stavljajo enega od pomembnih javnozdra-
vstvenih problemov.

Diarealna obolenja povzrocajo razlic-
ni patogeni, od bakterij do virusov in pa-
razitov. V patogenezi bakterijskega ga-
stroenteritisa so pomembni enterotoksini,
dejavniki, ki vplivajo na adherence in ko-
lonizacijo ter invazivnost in sposobnost

prodiranja skozi sluznico. Glede na glavne
patogenetske mehanizme bakterijskega
gastroenteritisa lahko lo¢imo sekretorni,
inflamatorni in invazivni gastroenteritis.
Sekretorni gastroenteritis se kaZe z vode-
no drisko, povzrocajo pa ga lahko razli¢-
ni enterotoksini ali adherenca oz. invazija
bakterij, kar vodi v spremenjeno izloca-
nje in absorbcijo vode in elektrolitov. Med
glavnimi povzrocitelji so Vibro cholerae,
enterotoksigena Escherichia coli (ETEC),
Clostridium perfringens, Bacillus cereus in
Staphylococcus aureus. Inflamatorni ga-
stroenteritis se kaZe z drisko s primesmi
krvi ali sluzi oz. dizenterijo in je posle-
dica invazije bakterij ali citotoksinov, ki
povzrocijo okvaro sluznice s posledi¢nim
vnetjem. Med najpomembne;j$imi povzro-
Citelji so: Shigella, Salmonella spp. (razen S.
Typhi/Paratyphi), Campylobacter, Clostri-
dium difficile, E. coli, ki izlo€ajo Sigove oz.
verotoksine (STEC), in V. parahaemolyticus.
Invazivni gastroenteritis povzrocajo bak-
terije, ki lahko prodrejo skozi sluznico in
vdrejo v retikuloendotelijski sistem, med
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glavne povzrocitelje pa Stejemo S. Typhi/
Paratyphi in Yersinia enterocolitica (2).

Vecina obolenj je samoomejujocih,
za zdravljenje pa zado$¢ajo nadomeSca-
nje tekocine in elektrolitov ter poostreni
higienski ukrepi za preprecitev morebi-
tnih prenosov (3). Identifikacija povzroci-
telja je priporocljiva za obravnavo bolni-
ka s hudo ali dalj ¢asa trajajoco drisko, pri
bolnikih s sumom na invazivno obolenje
in pri bolnikih z osnovnimi stanji ali obo-
lenji, ki so lahko povezana z zapleti (2-4).
Poleg tega pa je identifikacija povzrocite-
ljev bakterijskih drisk v klini¢nih mikro-
biolo8kih laboratorijih eden od osnovnih
pristopov javnozdravstvenih ustanov za
odkrivanje in sledenje izbruhov bakterij-
skih drisk (2, 4).

POSTOPKI ZA ODVZEM

IN TRANSPORT VZORCEV

Vzorec izbora je blato v akutni fazi bolezni,
torej &im prej po pojavu bolezni. Ce je blato
tekoce, se odvzame pribliZzno 3-5 ml blata,
¢e je blato formirano pa 0,5-2 grama oziro-
ma do 1/3 posodice za blato. Vzorec je pri-
porocljivo dostaviti v laboratorij in obdela-
ti v dveh urah po odvzemu. Cas od odvzema
do obdelav v laboratoriju negativno vpli-
va predvsem na preZivetje bakterij iz rodov
Shigella in Campylobacter. V kolikor obde-
lava v dveh urah po odvzemu ni izvedlji-
va, je priporocljiva uporaba transportnega
g0jis¢a, npr. Cary-Blair, ki ga shranimo pri
4 °C do obdelave v laboratoriju (2, 5).

Brisi rektuma v sploSnem veljajo za
manj primerne vzorce zaradi slabSe obcu-
tljivosti, vendar pa so lahko zelo koristni
pri dolo¢enih populacijah bolnikov, npr.
pri dojenckih. Rektalni bris vstavimo pri-
blizno 3 cm globoko v danko (oziroma 1
cm globlje od analnega sfinktra) in ga ne-
Zno vrtimo; blato mora biti na brisu vi-
dno. Bris vstavimo v transportno gojisce,
npr. Cary-Blair, in ga po§ljemo v laborato-
rij (2). Novejsi, flokulirani brisi so enako-
vredni klasi¢nim bombaZnim brisom. Bo-

lje so se izkazali flokulirani brisi, ki imajo
transportno gojisce, specificno namenje-
no boljSemu preZivetju bakterijskih pov-
zrocCiteljev drisk (0).

POSTOPKI V MIKROBIOLOSKEM
LABORATORIJU

Standardni postopek za odkrivanje pov-
zroCiteljev bakterijskih drisk je kultiva-
cija z uporabo razli¢nih selektivnih in di-
ferencialnih gojis¢, odvisno od iskanega
patogena. Za nekatere patogene v rutin-
ski diagnostiki, kot so C. difficile in STEC,
uporabljamo tudi encimsko-imunske teste
in molekularno detekcijo (2, 4).

Kultivacija
Standardni postopek za odkrivanje pov-
zroCiteljev bakterijskih drisk je kultivaci-
ja. Osnovna preiskava blata obi¢ajno za-
jema preiskave na salmonele, Sigele in
kampilobaktre, ponekod tudi jersinije. V
nekaterih evropskih drZzavah in ZDA se
poleg osnovne preiskave blata na salmo-
nele, Sigele in kampilobaktre izvaja tudi
detekcija STEC (4).
Patogeni, ki jih iS¢emo v posebnih epi-
demiolos$kih situacijah, so:
+ E. coli, ki povzrocajo drisko pri potoval-
nih driskah;
V. cholerae pri driski po vrnitvi iz en-
demskih podrocij;
C. difficile pri bolnikih na/po antibioti¢-
nem zdravljenju;
« STEC pri krvavi driski in pri sumu na
hemoliti¢no uremicni sindrom (HUS);
« pri krvavi driski ali pseudoapendiciti-
su in dolgotrajne;jsi driski z artralgija-
mi lahko i§¢emo tudi jersinije (4).

Kultivacijo bakterijskih ¢revesnih patoge-
nov se izvaja s kombinacijo selektivnih in
diferencialnih gojisc¢.

Salmonele in Sigele iS¢emo na gojiscu,
kot sta npr. ksiloza-lizin-deoksiholat agar
(angl. Xylose lysine deoxycholate agar, XLD
agar) ali Salmonella Shigella agar (SS agar).
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Izolacijo salmonel in Sigel lahko dodatno
izboljSamo z uporabo obogatitvenega te-
kocega gojisca, npr. selenitnega bujona, ki
ga po prekonoc¢ni inkubaciji subkultivira-
mo na gojice za salmonele in Sigele. Kam-
pilobaktre iS¢emo na gojiS¢u za kampilo-
baktre, ki obi¢ajno vsebujejo oglje (npr.
Karmali agar, ki ga je potrebno inkubirati
v mikroaerofilni atmosferi pri 42 °C). Na-
bor gojis¢ lahko vkljucuje krvni agar, s po-
mocjo katerega lahko najdemo druge pa-
togene, kot so Aeromonas spp., Plesiomonas
spp. in Vibrio spp. V kolikor iS¢emo E. coli,
ki povzrocajo drisko, se obi¢ajno v nabor
g0jis¢ doda MacConkey agar; lahko samo-
stojno, lahko pa z vklju€enim sorbitolom
ali cefiksim-teluritom, s ¢imer izboljSamo
detekcijo STEC. Za izolacijo Clostridum dif-
ficile se za klasi¢no kultivacijo uporablja
selektivno gojis€e fruktozni agar s ciklo-
serinom in cefoksitinom.

Stevilne $tudije so pokazale, da uporaba
kromogenih gojiS¢ izboljSa izolacijo pato-
genov, kot so Salmonella, STEC, Clostridum
difficile, Vibrio in Yersinia (7-12). Kromo-
gena gojiSca za salmonele sicer izboljSa-
jo detekcijo salmonel v blatu, vendar niso
primerna za kultivacijo Shigella spp., kar po-
meni, da z uporabo teh gojis¢ ne nadomesti-
mo Kklasi¢nih selektivnih in diferencialnih
g0ji8¢, kot je npr. XLD agar (10, 13).

CHROMagar STEC (CHROMagar, Fran-
cija) detektira O157 in preostalih 6 prevla-
dujocih STEC serogrup (026, 045, 0103,
0111, 0121, in O145). V eni od Studij so
ugotovili 89,1 % obcutljivost in 86,7 %
specifi¢nost (11).

S kombinacijo ChromID C. difficile
agar (CDIF) (bioMérieux, Francija) in ve-
riZne reakcije s polimerazo (angl. polyme-
rase chain reaction, PCR) za toksinski gen
so odkrili 9 % ve¢ pozitivnih vzorcev, kot
e bi uporabljali le molekularno metodo.
Vec kot 90 % vseh izolatov so detektirali
Ze po 24 urah kultivacije (12).

CHROMagar Yersinia (CHROMagar,
Francija) je kromogeno gojiSce za detekci-

jo virulentnih sevov Yersinia enterocolitica
v blatu. Nekaj Studij je pokazalo, da je ena-
kovredno refrenénemu mediju CIN (cefsu-
lodin-irgasan-novobiocin agar), vendar je
bolj specifi¢no in z niZjim deleZem laZno
pozitivnih rezultatov (8, 14).

CHROMagar Vibrio je kromogeno go-
jiS¢e za detekcijo Vibrio cholerae in V. pa-
rahaemolyticus. Gojis€e je enakovredno
referencnemu mediju TCBS (tiosulfat-ci-
trat-Zol¢ne soli-saharoza agar) z enako
obcutljivostjo (78,5 % pred obogatitvijo in
100 % po obogatitvi z alkalno peptonsko
vodo) za detekcijo V. cholerae (7).

0d kultivacije neodvisne

metode

Dokazovanje antigenov

V rutinski diagnostiki se §iroko uporablja-
jo tovrstni testi predvsem v sklopu labo-
ratorijske diagnostike okuzb s C. difficile.
Dokazujemo lahko prisotnost komponen-
te celi¢ne stene glutamatno dehidrogena-
zo (GDH) in toksine A/B z encimsko-imun-
skimi testi ali imunokromatografskimi
testi. Prisotnost GDH sicer kaZe na pri-
sotnost C. difficile v vzorcu, vendar je po-
trebno izvesti Se dokaz toksinov A/B z
encimsko-imunskimi testi, saj so klini¢-
no pomembni toksigeni sevi. Samostojni
encimsko-imunski testi za toksin A/B so
premalo obcutljivi (15).

STEC lahko dokazujemo neposredno
iz blata ali obogatitvenega gojis¢a z upo-
rabo encimsko-imunskih testov, ki imajo
obcutljivost od 70 % (blato) do 85 % (obo-
gatitveno gojisce). Nekateri izmed imu-
nokromatografskih testov ne zaznavajo
posameznih razli¢ic vtx2 gena (16).

Encimsko-imunske teste lahko upora-
bljamo tudi za odkrivanje kampilobaktrov,
kar sicer zelo skrajSa ¢as do detekcije,
vendar so v nekaj Studijah opaZali pro-
blem s specifi¢nostjo testa. Tekom upora-
be teh testov v rutinski diagnostiki so na-
mre¢ opaZali slabo pozitivno napovedno
vrednost (42 %) (17).
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Molekularna diagnostika

Molekularna detekcija gena za toksin pri
C. difficile je zelo hitra in dobro obcutljiva
metoda, ki se uporablja v rutinski diagno-
stiki okuZzb s C. difficile v Stevilnih labora-
torijih. Na voljo imamo 3tevilne teste raz-
licnih proizvajalcev (15).

Dokazovanje okuzbe s STEC temelji
na molekularni potrditvi prisotnosti gena
vtx1 ali vtx2 (4). Ceprav se test lahko izva-
ja neposredno iz kuZnine, pa je priporo-
¢ljivo, da se testiranje kombinira s kulti-
vacijskimi metodami, da se opredeli tudi
seroskupino STEC (2, 4).

V zadnjem c¢asu se vse bolj uveljavlja
uporaba molekularnih metod, ki omogo-
¢ajo hkratni dokaz bakterijskih patogenov,
ki povzrocajo driske; primer je hkratni
PCR (angl. multiplex PCR). Z molekular-
nimi testi lahko dokazujemo le bakterij-
ske povzrocitelje, lahko pa jih kombini-
ramo s testi, ki omogocajo dokaz drugih
povzrociteljev v sklopu t. i. sindromske-
ga pristopa. Nabor patogenov je odvisen
od mikrobioloS8kega laboratorija oziro-
ma proizvajalca testa; pri driskah iz do-
macega okolja brez sumljive epidemiolo-
Ske anamneze lahko zado$¢a Ze oZji nabor
testov (2, 18). Z uporabo hkratnega PCR
zmanjSamo Stevilo klasi¢nih laboratorij-
skih tehnik, hkrati pa odkrivanje zlasti
bakterijskih patogenov bistveno pospesi-
mo. Brez teZav lahko tudi raz8irimo nabor
iskanih patogenov (19, 20).

Razli¢ne Studije so pokazale, da so
molekularni testi bolj obcutljivi od kulti-
vacije (2, 21-23). Buchan in sodelavci na
primer porocajo, da je molekularna de-
tekcija salmonel, Sigel in kampilobaktrov
za 25-35 % bolj obcutljiva od kultivaci-
je (23). Pri interpretaciji rezultatov pane-
lov s Sirokim naborom bakterijskih pato-
genov, moramo upoStevati dejstvo, da so
rutinski kultivacijski postopki za detekci-
jo €revesnih patogenov optimizirani pred-
vsem za detekcijo salmonel, Sigel in kam-
pilobaktrov, ponekod tudi za STEC, in da

je slabSa obcutljivost kultivacijskih po-
stopkov za redkejSe patogene lahko po-
sledica suboptimalne rutinske kultivaci-
je. Prav pri detekciji patogenov, s katerimi
se v laboratoriju redko srecujemo, lahko
molekularne metode predstavljajo veliko
prednost.

Pri komercialnih testih pogosto ni
znano, kateri je tar¢ni gen za dokaz posa-
meznega patogena (24). Poznavanje tarc¢-
nega gena je pomembno predvsem pri
patogenih z variabilnim virulentnim po-
tencialom, kjer je za dokonéno opredelitev
patogenosti potreben fenotipski test. Pri-
mer so enteropatogene E. coli (EPEC), ki jih
obi¢ajno molekularno iS¢emo s pomnoZe-
vanjem gena za intimin (eae). Vendar niso
vsi sevi, pri katerih sicer dokaZemo ta gen,
enako patogeni. Pomembne so zlasti t. i.
tipi¢ne EPEC, ki imajo bfp gen in pripada-
jo doloCenim serotipom. Samo na podla-
gi molekularnega testiranja blata tako ne
moremo opredeliti virulentnega potenci-
ala (25). Podobno je lahko teZavna inter-
pretacija molekularnih testov za enteroa-
gregativne E. coli (EAEC), saj so genetsko
zelo heterogene in ne poznamo zaneslji-
vih molekularnih oznacevalcev (26). Pro-
blemati¢na je lahko tudi molekularna de-
tekcija bakterije Yersinia enterocolitica, saj
je znano, da so biotipi 1B in 2-5 patogeni,
biotip 1A pa naj bi bil nevirulenten, ven-
dar nekatere Studije kaZejo, da lahko tudi
ta biotip povzroca drisko. Ali bo moleku-
larni test zaznal tudi ta biotip je odvisno
od izbranega tar¢nega gena (27).

Posebna teZava se pojavi, kadar soca-
sno dokaZzemo DNK vecih patogenov, saj
se postavi vpraSanje, katerega od teh pa-
togenov bi morali zdraviti (v kolikor je
usmerjeno zdravljenje indicirano) (20).
Dodatno pa nam interpretacijo rezultatov
oteZi dejstvo, da so v nekaterih Studijah
opazali prisotnost DNK ¢revesnih patoge-
nov tudi pri zdravi kontrolni skupini. Liu
in sod. so tako opaZzali, da so se C. jejuni, C.
coli, EPEC, ETEC, Shigella spp., EIEC in V.
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cholerae pojavljali tako pri otrocih z drisko
kot pri zdravih otrocih v kontrolni skupini
(zaradi premajhnega Stevila izolatov niso
mogli oceniti pojavnosti Salmonella spp.),
hkrati pa so ugotovili, da je bila vecja ko-
li¢ina DNK prisotna pri bolnih otrocih. S
tem so pokazali, da je poleg podatka o pri-
sotnosti DNK koristen tudi podatek o ko-
li¢ini DNK v vzorcu (28).

Najve¢ja slabost molekularne detek-
cije ¢revesnih patogenov pa je nedvomno
dejstvo, da nimamo na voljo izolata za do-
kon¢no opredelitev povzrocitelja v primeru
salmonel in Sigel, pa tudi v primeru STEC.
Izolat je nujno potreben tudi za doloCanje
obcutljivosti za antibiotike in za epidemi-
olosko sledenje. Dolo¢anje ob¢utljivosti za
antibiotike je nujno, saj so npr. v Sloveni-
ji kampilobaktri (Campylobacter jejuni in C.
coli) v skoraj dveh tretjinah primerov od-
porni proti fluorokinolonom, prav tako pa
zmanjSana obcutljivost za fluorokinoko-
ne ni zanemarljiva pri salmonelah (20 %)
(29). Molekularna detekcija torej kultivacij-
skih metod ne nadomesti v celoti. V prime-
ru pozitivnega PCR je tako smiselno, da iz
primarnega vzorca izvedemo tudi kultiva-
cijo bakterijskega patogena (2, 30).

NASE IZKUSNJE

Z MOLEKULARNIMI METODAMI

ZA DETEKCIJO SALMONEL, SIGEL,
KAMPILOBAKTROV IN JERSINI]
Metode

Zajeli smo vse bolnike, za katere so iz Kli-
nike za infekcijske bolezni in vrocinska
stanja v obdobju od 1. 6. 2014 do 30. 8.
2014 poslali blato za kultivacijo salmo-
nel, Sigel, kampilobaktrov in jersinij. Bla-
to je bilo poslano v transportnem gojiscu
AlphaTec ETM.

Klasi¢na kultivacija

Blato smo nacepili po standardnem po-
stopku na krvni agar, XLD, Karmali agar
in selenitni bujon, ki smo ga po prekonoc-
ni inkubaciji precepili na XLD agar.

Molekularna detekcija

Celokupno nukleinsko kislino smo izolira-
li z uporabo kita MagNA Pure Compact To-
tal Nucleic Acid Isolation Kit (Roche, Nem-
¢ija). Molekularni dokaz salmonel, Sigel,
kampilobaktrov in jersinij s hkratnim PCR
v realnem ¢asu smo izvedli z uporabo kita
Roche LightMix Modular Assay Gastro -
Bacteria (Roche, Nemcija).

Rezultati

V raziskavo smo vkljucili 326 vzorcev bla-
ta 317 bolnikov. S kultivacijo smo dokaza-
li povzrocitelja v 30,4 % (100 bolnikov),
z molekularnimi metodami pa v 39,3 %
(134 bolnikov). S kultivacijo smo dokaza-
li 68 kampilobaktrov, s PCR pa smo do-
kazali prisotnost specificnega tartnega
gena v 90 vzorcih (24,4 % vec). Salmo-
nele smo izolirali v 28 vzorcih, s PCR pa
smo dokazali prisotnost specifi¢ne tarce v
36 vzorcih (22,2 % veg). Sigele smo izo-
lirali v dveh primerih, PCR je bil poziti-
ven Se v enem dodatnem vzorcu. Jersini-
je smo izolirali v enem vzorcu, prisotnost
specifi¢nega odseka DNK pa smo dokazali
v treh primerih (slika 1). V vseh primerih,
ko smo s kultivacijo izolirali bakterijske-
ga povzrocitelja, so bili molekularni testi
pozitivni. V 34 primerih s kultivacijo pov-
zrocitelja nismo uspeli dokazati, moleku-
larni testi pa so bili pozitivni. V §tirih pri-
merih diskrepantnih rezultatov (po dva
kampilobaktra in dve salmoneli) so bol-
niki Ze prejemali antibioti¢no terapijo, za
13 bolnikov ni bilo znano, ali so Ze pre-
jemali antibiotike ali ne, preostali bolni-
ki antibiotika niso prejemali. Devet bolni-
kov je imelo pred odvzemom blata drisko,
ki je trajala teden dni ali ve€. S kultivaci-
jo dvojih okuZb nismo dokazali, s PCR pa
smo pri 3 bolnikih dokazali soasno pri-
sotnost DNK salmonel in kampilobaktrov.
Rezultati naSe pilotske Studije so podob-
ni kot v prej omenjenih Studijah (21-23).
Interpretacija diskrepantnih rezultatov je
teZavna, nekaj jih lahko pojasnimo s pred-
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hodno antibioti¢no terapijo oziroma dalj
¢asa trajajoco simptomatiko, kjer bi lahko
bili povzrocitelji mrtvi, DNK pa je Se pri-
sotna v blatu.

Molekularna diagnostika klasi¢nih
bakterijskih patogenov nam omogoca hi-
trejSi dokaz morebitnih povzrociteljev,
zlasti v primeru kampilobaktrov, kjer je
kultivacija dolgotrajnej$a oziroma v pri-
meru jersinij, kjer so kultivacijski postop-
ki lahko zahtevnejsi. V idealnih razmerah
bi lahko z molekularno diagnostiko hitro
ugotovili, ali je prisotna DNK salmonel,
Sigel, kampilobaktrov in jersinij, dodatno
bi lahko vkljucili Se detekcijo verotoksi-

nov, rezultate pa bi potrdili s klasi¢no kul-
tivacijo, s katero bi dokon¢no identificira-
li povzrocitelja in mu dolo¢ili obcutljivost
za antibiotike. V primeru negativnega re-
zultata molekularnega testiranja bi lahko
preiskavo zakljucili kot negativno oziro-
ma bi blato nacepili na neselektivno go-
jiS¢e, kot je npr. krvi agar, kjer bi iskali
Se nekatere redkejSe povzrocitelje. Slabost
tega pristopa je seveda viSja cena za na-
ro¢nika in vecja zahtevnost preiskave za
izvajalca, prednost pa je hitrejSa oprede-
litev povzrocitelja, kar pripomore k izbiri
ustreznega antibiotika, v kolikor je antibi-
oti¢no zdravljenje indicirano.

22
M kultivacija
PCR
8
2 3
T T T B T + 1
Campylobacter Salmonella Shigella Yersinia

Slika 1. Rezultati testiranja vzorcev blata s klasi¢no kultivacijo in z verizno reakcijo s polimerazo (angl.
polymerase chain reaction, PCR) za salmonele, Sigele, kampilobaktre in jersinije.

ZAKLJUCEK

Klasi¢ni diagnosti¢ni postopki za odkriva-
nje bakterijskih povzrociteljev drisk, kot
so salmonele, Sigele, kampilobaktri in jer-
sinije, obsegajo kultivacijo na selektivnih
in diferencialnih goji§¢ih, v pomo¢ nam je
lahko tudi uporaba nekaterih kromogenih
g0jis¢. Molekularne metode nam omogo-
¢ajo hitrejSo in boljSo detekcijo bakterij-
skih patogenov. Posebej obetavne so me-

tode, ki omogocajo sofasno zaznavo vecih
patogenov, bodisi samo bakterijskih pato-
genov bodisi v sklopu sindromskega pri-
stopa, kjer nabor uskladimo s klini¢no in-
dikacijo. Kljub prednostim, ki nam jih
ponujajo molekularne metode, pa za do-
konéno opredelitev povzrocitelja, doloca-
nje obcutljivosti za antibiotike in za epi-
demioloSko sledenje potrebujemo tudi
izolat.
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Novosti na podrocju virusnih okuzb prebavil

Novelties in Gastrointestinal Viral Infections

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: virusni gastroenteritis, diagnostika, epidemiologija, molekularne metode, rotavirusno

cepivo, rotavirusi, norovirusi, astrovirusi, enteriti¢ni adenovirusi

V prispevku bomo osvetlili novosti na podroc¢ju virusnih gastroenteritisov. Predstavili
bomo povzetek najnove;j$ih spoznanj na podroc¢ju patogeneze in epidemiologije enteritic-
nih virusov ter podali kriti¢en pogled na diagnosti¢ne postopke, ki so trenutno v uporabi.
Znani virusni predstavniki, rotavirusi, norovirusi in astrovirusi, so pomembni predvsem
zaradi svoje raznovrstnosti, ki se odraZa tako na genomskem kot na antigenskem nivoju,
kar ima posledi¢no lahko vpliv na patogenezo in epidemiologijo. Hkrati jih zaradi speci-
ficnih molekularnih in antigenskih metod zlahka zgre§imo v diagnosti¢nem postopku.
Epidemiolo8ko spremljanje enteriti¢nih virusov je osnova za razvoj dobrih diagnostic-
nih testov. NajboljSe orodje za odkrivanje novih ali raznolikosti znanih virusov je meta-
genomski pristop z naslednjo generacijo sekvenciranja, a je potrebno, predvsem na novo
odkrite viruse, opredeliti Se v klini¢nem pomenu. Posebno pozornost je potrebno posve-
titi molekularnim diagnosti¢nim postopkom, saj zaradi njihove visoke ob¢utljivosti za-
jemamo tudi asimptomatske okuZbe. Za opredelitev le-teh je vsaj za viruse pomembna
ocena koncentracije v vzorcu in sindromski pristop v diagnostiki gastroenteritisov. Na
podrocju epidemiologije smo najvecjo spremembo spremljali po uvedbi uspe$nih rotavi-
rusnih cepiv, saj so v drZavah z visoko precepljenostjo zabeleZili moc¢an padec zbolevno-
sti in hospitalizacije. SlabSo u¢inkovitost so ugotovili le na podro¢ju Afrike, vzrok katere-
ga je drugacna fenotipska sestava populacije, vezana na antigene krvnih skupin.

ABSTRACT

KEY WORDS: viral gastroenteritis, diagnostics, epidemiology, molecular methods, rotavirus, norovirus,

astrovirus, enteric adenovirus

In this paper, we present recent findings in the field of viral gastroenteritis, focusing
on epidemiology, pathogenesis and a critical review of available microbiological dia-
gnostic procedures. The most known enteric viruses, rotaviruses, noroviruses and astro-
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viruses, are important for their genomic variability which is reflected also at the an-
tigenic level. This consequently may influence viral pathogenesis, epidemiology; due
to specific molecular methods in diagnostics procedures false negative results can be
common. Thus, epidemiological studies are needed for tracing variable enteric viruses
and to upgrade viral diagnostics methods. The best possible tool to detect new or alrea-
dy known but genetically variable viruses is metagenomic approach with next genera-
tion sequencing, however, the clinical importance of the newly discovered viruses sho-
uld be evaluated as well. In viral gastroenteritis diagnostics, the results obtained with
molecular methods should be interpreted with care because the methods with high sen-
sitivity can also detect viruses causing asymptomatic infections. An estimated virus
concentration in stool sample and syndromic approach are important for predicting cli-
nically important findings for the detected viruses. The most extensive change in the
epidemiology of enteric infections happened after the introduction of effective rotavi-
rus vaccines. A significant decrease of rotavirus diarrhea cases and hospitalization for
rotavirus disease was recorded in countries with high vaccination coverage. Low effici-
ency was noted only in the African region, which was most likely due to different popu-

lation phenotype of histo-blood group antigens.

uvoD

Akutni gastroenteritis je pogosta bolezen,
ki najveckrat prizadene otroke vseh staro-
sti, pa tudi odrasle v razvijajocih kot tudi
razvitih drZzavah. Pomen posameznih pov-
zroCiteljev se razlikuje glede na podro-
¢je sveta, a povsod so virusi najpogostej-
§i (1). Med enteriti¢nimi virusi dokazemo
najpogosteje rotaviruse, sledijo kalicivi-
rusi (norovirusi in sapovirusi), ¢revesni
adenovirusi in astrovirusi (2). Poleg teh
se v iztrebkih bolnih pojavljajo tudi koro-
navirusi, torovirusi, razli¢ni pikornaviru-
si, pikobirnavirusi, reovirusi, parvovirusi,
anelovirusi (3-8). Njihov pomen pri bole-
zni ni popolnoma razjasnjen. Virusni ga-
stroenteritis se pojavlja v dveh epidemio-
loskih vzorcih:

+ endemicni, sporadi¢ni obliki pri otro-

cih in
+ epidemicni obliki pri ljudeh vseh sta-
rosti.

Virusne driske pri otrocih povzrocajo ro-
tavirusi skupine A, norovirusi, creve-
sni adenovirusi in astrovirusi. Epidemic-
no obliko bolezni povzrocajo predvsem

norovirusi, ki se pogosto prena$ajo s fe-
kalno onesnaZeno hrano in vodo. OkuZba
prizadene ljudi vseh starosti. Zaradi veli-
kega Stevila antigenskih razlicic, ki kroZi-
jo v naravi in kratkotrajne imunosti pri-
haja do ponavljajocih norovirusnih okuzb
v vseh starostnih obdobjih. V zadnjih le-
tih so opisali dolgotrajno norovirusno iz-
lo¢anje pri bolnikih po presaditvi organov
in krvotvornih mati¢nih celic (9, 10). Pred-
hodno zdravi ljudje norovirusno okuZbo
hitro prebolijo, toda pri bolnikih z drugo
osnovno boleznijo, kot je sréno-Zilna bole-
zen, bolnikih po presaditvi in prejemnikih
imunosupresivne terapije se lahko stanje
resno zaplete (11). S sapovirusi povzrocen
gastroenteritis se po klini¢nih znakih ne
loci od tistega, povzocenega z noroviru-
si, je pa milej3i in redko traja ve¢ kot tri
dni (12). Sporadi¢ne okuZbe so znacilne za
mlajSe otroke, izbruhi za ljudi vseh staro-
sti (13, 14). Pogosto je vir okuZbe kontami-
nirano Zivilo in voda (15).

Crevesni adenovirusi vrste F, serotipa
40 in 41 povzrocajo bistveno manj okuzb
kot rotavirusi. Pogosti so pri bolnikih z
imunsko pomanjkljivostjo (16).
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Simptomatska okuZba z astrovirusi
se pojavlja predvsem pri mlajsih otrocih,
redkeje pri starostnikih (17, 18). Od vseh
akutnih virusnih okuzb pri otrocih, odpa-
de na astroviruse le 2-9 % (19).

Od nastetih virusnih povzrociteljev je
okuZba z rotavirusi najresnejSa. Klini¢ni
znaki lahko trajajo ve¢ kot 7 dni, 10-12
odvajanj iztrebka dnevno lahko povzroci
hudo dehidracijo, zato je pogosto potreb-
na hospitalizacija bolnika (20). V drZavah,
Kkjer so uvedli rotavirusno cepivo v nacio-
nalni cepilni program, so opazili znatno
zniZanje rotavirusnih okuzb (21).

Ozdravitev po okuZbi z gastroente-
riti€nimi virusi ne povzro¢i dolgotrajne
imunosti, zato lahko zbolimo veckrat v Zi-
vljenju.

NOVI ENTERITICNI VIRUSI

IN NJIHOV POMEN PRI
GASTROENTERITISIH

V zadnjem desetletju so na podro¢ju en-
teriti¢nih virusov porocali o $tevilnih no-
vih virusih, ki bi jih lahko obravnavali kot
potencialne patogene (kosavirusi, bufavi-
rusi, tusavirusi) (8, 22-24). Z metagenom-
sko analizo iztrebkov otrok z drisko so ve-
likokrat dokazali bodisi komenzale ali pa
redkejSe povzrocitelje drisk. Z dodatni-
mi prevalen¢nimi $Studijami namre¢ niso
potrdili njihove vecje vloge pri gastro-
enteritisih. Vsekakor pa tovrstna odkritja
doprinesejo veliko novih podatkov o evo-
lucijski dinamiki dolo¢ene S$irSe skupine
virusov ali njihovem zoonotskem potenci-
alu. V Sloveniji smo izvedli metagenom-
ske analize iztrebkov otrok z drisko, pri
katerih etiologije s Sirokim naborom mo-
lekuarnih testov za dokaz enteriti¢nih pa-
togenov nismo uspeli pojasniti. Tako smo
od 38 testiranih vzorcev enteri¢ne viru-
se dokazali pri 16 (42,1 %). VeCinoma so
bili to znani povzrocitelji (norovirusi, sa-
povirusi, astrovirusi), ki smo jih zgreSili z
naSimi metodami. Dokazali smo tudi po-
tencialne povzrocitelje drisk, npr. pareho-

viruse, enteroviruse, a le v enem vzorcu
novega predstavnika vrste pikobirnaviru-
sov (25). Pikobirnavirusi so zelo raz3irje-
ni enteriti¢ni virusi, ki pa vsaj po doseda-
njih podatki ne predstavljajo vecje vloge
pri driskah imunsko kompetentnih oseb
(20). Raziskovanje teh virusov je zanimivo
predvsem zaradi razjasnitve virusne evo-
lucije in zoonotskega potenciala.

Pred kratkim smo v Sloveniji prvié¢
opisali primer okuZbe otroka z nenava-
dnim reovirusom, ki ni podoben opisanim
sesalskim reovirusom pri ljudeh, ampak
reovirusom pri evropskih netopirjih (27).
Za opisan netopirski reovirus smo zaen-
krat dokazali visoko prevalenco pri neto-
pirjih v Sloveniji, a le minimalno vlogo
patogena pri driskah med otroci.

Sporadi¢ne primere drisk, povzro-
Cenih z redkimi virusnimi predstavni-
ki, je priporoceno kljub predvidoma niz-
kemu patogenemu potencialu pri ljudeh
obravnavati previdno. S sindromskim pri-
stopom diagnostike gastroenteritisa je
potrebno preveriti so¢asno okuzbo z dru-
gimi patogeni. Sele na tak nacin lahko
prepoznamo njihov patogeni potencial.
Pri spremljanju tovrstnih okuZb moramo
posebej obravnavati imunsko oslabljene
osebe, pri katerih se okuZba lahko odraZza
s popolnoma drugacno teZo bolezni.

POJAVLJANJE NOVIH

RAZLICIC ZNANIH VIRUSNIH
PREDSTAVNIKOV

Norovirusi

Za noroviruse, predstavnike druZine Cali-
civiridae, je znacilna velika raznolikost. To
doloc¢a aminokislinsko zaporedje za glav-
no virusno beljakovino VP1, zaradi katere
so virusi razporejeni v Sest genskih sku-
pin (GI do GVI) in vec¢ kot 40 genotipov
(28, 29). Raznolikost genotipov je posle-
dica tockovnih mutacij in rekombinacij
ter evolucijskega odgovora na selektiv-
ni pritisk ¢loveSkega imunskega sistema
(30). Najpogosteje okuZbe pri ljudeh pov-
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zroCajo norovirusi GII (najveckrat genotip

GIIL4), GI in zelo redko GIV. Norovirusna

genska skupina GII se v 37-38 % nukleo-

tidnega zaporedja razlikuje od prototipne-

ga seva GI.1 Norwalk. Tudi znotraj GIL.4

se aminokislinska zaporedja razlikujejo v

5-7 %, celo med samimi sevi so razlike v

2,8 %. Zaradi rekombinacij na mestu pre-

krivanja odprtega bralnega okvira ORF 1

in ORF 2 se pribliZno na 3 leta pojavijo

nove razli¢ice znotraj GII.4, ki sovpadajo

z novimi epidemijami norovirusnega ga-

stroenteritisa (31). V zadnjih dvajsetih le-

tih je kroZilo devet variant GII.4:

+ GIL4-1996 (Grimsby),

+ GII.4-2002 (Farmington Hills),

+ GII.4-2004 (Hunter),

» GIL4-2006a (Laurens),

» GIL.4-2006b (Minerva),

- GII4-2008a (0OC07138/Jap),
(Appledorm),

+ GII14-2010 (New Orleans) in

+ GIL.4-2012 (Sidney) (32).

2008b

Spreminjale so se tudi vezavne lastnosti
virusov GII.4 na receptorje v ¢revesju, po-
sledica Cesar je vecja dovzetnost gostitelj-
ske populacije. Pozimi 2014/15 je epide-
mijo v Aziji povzro¢il nov sev GII.17-2014
(Kawasaki), ki se je sporadicno pojavljal
Ze 13 let in zamenjal genotip GII.4-2012
(Sidney) (33). Sporadic¢no so te viruse do-
lo¢ili tudi v Ameriki, Avstraliji, Novi Ze-
landiji, Franciji, Italiji, na Nizozemskem,
pojavil pa se je tudi v Sloveniji (34).

Astrovirusi

Z metagenomskim pristopom so iz iztreb-
kov bolnikov z nepojasnjenim gastroente-
ritisom dokazali nove astroviruse, ki niso
sorodni znanim osmim serotipom ¢love-
8kih astrovirusov (angl. human astrovirus,
HAstV), danes imenovanih klasi¢ni HAstV
(35). Prve neklasi¢ne astroviruse so doka-
zali v iztrebku otroka leta 2008 v Avstra-
liji ter jih poimenovali HAstV-MLB. Soro-
dne seve so nasli Se drugod po svetu, tudi

v Evropi - MLB1, MLB2 MLB3 (36). Na-
slednje leto so odkrili novo skupino HA-
stV-VA v Virginiji, ZDA, ter HAstV-HMO
(angl. human, mink, ovine-like astroviru-
ses) v Nigeriji, Pakistanu in Nepalu, toda
do sedaj jih v Evropi Se niso dokazali (5,
37). S serolo8kimi Studijami v ZDA so po-
trdili visoko prevalenco virusov HAstV-
-HMO. Viruse so osamili pri bolniku s ce-
liakijo; izven crevesni razsoj v Zivénem
tkivu so potrdili tudi pri otroku z imun-
sko pomanjkljivostjo in encefalitisom (38,
39, 40). Viruse HastV-MLB so nasli tudi v
nosnem Zrelu in plazmi bolnikov, tako da
verjetno niso omejeni le na gastrointesti-
nalni trakt in bo njihovo vlogo pri okuz-
bah prebavil potrebno Se razjasniti (41).

Rotavirusi

Rotavirusi skupine A so glavni povzroci-
telji virusnih gastroenteritisov pri otro-
cih do petega leta starosti. Ocenjujejo, da
rotaviroze letno povzrocijo 453.000 smr-
ti, 2,4 milijonov hospitalizacij, 24 milijo-
nov obiskov pri zdravniku in 114 milijo-
nov primerov, prebolelih v domaci oskrbi
(42). Rotaviruse oznacuje njihova veli-
ka genetska variabilnost. Rezultati razi-
skav dolo¢anja genotipov po svetu kaZe-
jo, da se pri ljudeh najpogosteje pojavlja
genotip G1P[8]. Najpogostejsi je v Ameri-
ki (43 %), Evropi (33 %) in zahodnem Pa-
cifiku (47 %). Pogosto se v Evropi pojavlja
tudi genotip G4P[8] (23 %), v zahodnem
Pacifiku pa G3P[8] (25 %). V vzhodnem
Mediteranu ima prevladujoo vlogo ge-
notip G2P[4] (41 %) in ostali redki genoti-
pi (31 %). Za Afriko in jugovzhodno Azijo
so znacilni netipi¢ni rotavirusni genotipi,
kot so G2P[6], G3P[6], G12P[8], G12P[6] in
GIP[06], ki v Afriki predstavljajo 35 %, v
jugovzhodni Aziji pa kar v 55 % opisanih
sevov (43).

V Sloveniji se najpogosteje pojavlja-
jo genotipi GI1P[8], G2P[4], G4P[8] ter
GIP[8]. OpaZamo pa veliko razliko v poja-
vljanju genotipov v posameznih sezonah
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(44). V sezoni 2013/14 je bil najpogostej-
§i genotip G2P[4] (37 %), sledila sta mu
G1P[8] (30 %) in G4P[8] (22 %) (25). V se-
zoni 2014/15 je bil najpogostejsi genotip
G1PI[8] (78 %), ostale genotipe smo doka-
zali v manj kot 10 %.

Znano je, da se veliko novih razli¢ic
in rotavirusnih genotipov prenese medvr-
stno, z Zivali na ¢loveka (45). Redko opazi-
mo zoonotski prenos virusnega seva, ki bi
dolgoroc¢no pri ljudeh povzrocal pogoste
okuZbe. V zadnjih dvajsetih letih smo za-
beleZili dva taksna primera zoonotskih ro-
tavirusov, genotipa G9 in G12, a sta posta-
la pomembna patogena pri ljudeh Sele po
vecjih genomskih spremembah (46, 47).

KA] JE NA PODROCJU
GASTROENTERITISOV
SPREMENILO ROTAVIRUSNO
CEPIVO IN KAKSNI SO OBETI?
Doslej je najvecjo spremembo na podrocju
pojavljanja virusnih okuZb prebavil pov-
zrocila uporaba dveh uspesnih cepiv proti
rotavirusnim okuZbam. Monovalentno ce-
pivo Rotarix® (Glaxo-Smith Kline, Brent-
ford, Velika Britanija) in petvalentno ce-
pivo RotaTeq (Merck Sharp&Dohme, New
Jersey, ZDA) sta upravicila evfori¢ne napo-
vedi iz klini¢nih $tudij, da bosta uspesno
za§cCitili pred rotavirusnimi driskami. Ta-
krat so napovedovali 84,8-94,5 % ucinko-
vito za§¢ito pred hujSimi oblikami bolezni
(48, 49). V osmih letih po pridobitvi licen-
ce in uvedbi obSirne imunizacije v nekate-
rih drZavah, smo lahko v literaturi za obe
cepivi zasledili veliko podatkov o ucinko-
vitosti. V Evropi, Severni in JuZni Ameriki
ter Avstraliji cepivo dosega pri¢akovano
visoko ucinkovitost (50). Pri spremljanju
ucinkovitosti cepiva v Afriki in nekaterih
azijskih drZavah pa opaZajo negativen od-
klon, kar bi lahko pripisali Stevilnim de-
javnikom (51). Najbolj verjeten in zanimiv
je povezan z antigeni krvnih skupin (angl.
histo-blood group antigens, HBGAS) in izra-
Zanjem teh antigenov na sluznicah, saj je

ucinkovita vezava na te antigene odvisna
od rotavirusnega genotipa (52). Fenotip
krvnih skupin se razlikuje med etni¢nimi
skupinami. Primer je antigen Lewis, ki ga
izraZa le 4-6 % belopoltih, medtem ko so
ta fenotip dokazali v ve¢ kot 30 % popula-
cije v Afriki in Latinski Ameriki. Omenje-
ni fenotip je najverjetnejsi vzrok za razli-
¢en genotipski profil rotavirusov in nizko
ucinkovitost rotavirusnega cepiva na tem

geografskem podro¢ju (52).

Po vecletni uporabi cepiva in spre-
mljanju uspeSnosti lahko iz razli¢nih raz-
iskav zaklju¢imo naslednje:

1. Cepivo je varno, saj ni dokazane vzroc-
ne povezave s pogostejSimi zapleti po
cepljenju otrok (53, 54).

2. Cepivo nudi udinkovito zaS¢ito pred
teZjo obliko rotavirusne driske (68-
98 %) in zmanjSa Stevilo hospitalizacij
za 65-84 % (50, 55).

3. V raziskavah ucinkovitosti zaSc¢ite z
rotavirusnim cepivom so ocenili 22-
24,9 % ucinek ¢redne za$cite (50).

4. Ceprav so rotavirusi genetsko in an-
tigensko zelo raznoliki, uporaba cepi-
va in visoka precepljenost za zdaj ni-
sta povzrocila s selekcijskim pritiskom
povzroCene osamitve rotavirusnega
seva, ki bi lahko povzrocal okuZbo in
bolezni pri precepljenih otrocih (57).

5. Po cepljenju traja imunska zas€ita vsaj
prvi dve leti (58).

Z rotavirusnim cepivom smo dobili mo¢-
no oroZje v boju z najpogostejSim povzro-
¢iteljem hudih drisk pri otrocih. Po po-
datkih raziskave primerov in kontrol med
hospitaliziranimi otroci do Sestega leta
starosti v Sloveniji so rotavirusi povzro-
citelji drisk pri 55,6 %, norovirusi pa pri
17,8 % primerov (25). Po uvedbi rotaviru-
snega cepiva se v drZavah z visoko pre-
cepljenostjo ob absolutnem zniZanju pri-
merov drisk na prvo mesto po prevalenci
enteriticnih patogenov uvrscajo prav no-
rovirusi (59, 60). Znano je Se, da so noro-
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virusi pomembni povzrocitelji drisk tako
pri otrocih kot pri odraslih in jih povezu-
jejo s Stevilnimi izbruhi drisk, tudi v po-
vezavi s hrano in vodo (61, 62). Z uspe-
$nim cepivom proti obema patogenoma
bi uspeli bistveno zmanjsati teZo te nale-
zljive bolezni, ki v drZavi predstavlja veli-
ko neposredno in posredno finan¢no bre-
me. Zato ni presenetljivo, da so v razvoju
tudi Ze cepiva proti norovirusnim okuZz-
bam (63). Zanimiv pristop k boju pro-
ti glavnima virusnima povzro€iteljema
drisk so predstavili finski raziskovalci, ki
so Ze izdelali primer kombiniranega mr-
tvega cepiva proti rotavirusom in norovi-
rusom (64). Zacetne faze preizkuSanja so
v teku.

V Sloveniji smo po podatkih Nacio-
nalnega inStituta za javno zdravje (NIJZ)
do danes zabeleZili najviSjo precepljenost
novorojenckov v letu 2009, ko je znaSala
26,94 %, kar je premalo, da bi lahko opa-
zili trende zmanjSevanja obolevnosti ali
hospitalizacije. Po uradnih podatkih NIJZ
smo med leti 2008 in 2013 zabeleZili ne-
koliko niZjo incidenco hospitalizacije in
obolevnosti zaradi rotavirusnih okuZb, a
za zdaj oprijemljivih dokazov o u¢inkih ce-
pljenja ni (44). Cepivo je v Sloveniji na vo-
ljo v samoplacni3ki obliki, kar je verjetno
eden od dejavnikov nizke precepljenosti.

TEZAVE PRI DIAGNOSTIKI
VIRUSNIH POVZROCITELJEV
GASTROENTERITISOV

Po podatkih iz literature se je z uved-
bo molekularnih metod za dokaz viru-
snih povzrociteljev drisk deleZ etioloSko
nepojasnjenih primerov znatno zmanj-
Sal. Vsekakor je potrebno podatke pregle-
dati kriti€no in ugotoviti, ali je dokaz ne-
kega potencialnega virusnega patogena
v iztrebku dovolj za opredelitev povzro-
¢itelja driske. Dilema glede pomena do-
kazane virusne nukleinske kisline v iz-
trebku je postala vedja z vpeljevanjem
obcutljivih molekularnih metod in mno-

Zico raziskav z metagenomskimi pristopi,
s katerimi so poroc¢ali o morebitnih novih
patogenih (8, 23, 24). V raziskavi prime-
rov in kontrol smo z molekularnimi me-
todami pri hospitaliziranih otrocih z dri-
sko dokazali viruse v 82,5 % primerih, kar
43,7 % od teh je bilo v sofasni okuZbi z
vsaj enim dodatnim virusnim, bakterij-
skim ali parazitskim patogenom. Dodatno
smo virusne patogene razmeroma pogo-
sto dokazali tudi pri kontrolni skupini
(15,9 %), najpogosteje noroviruse, sapovi-
ruse in parehoviruse (25). Skladno z na-
§imi podatki so tudi v drugih raziskavah
ugotovili relativno velik deleZ asimpto-
matskih okuZb z enteriti¢nimi virusi, kar
v diagnostiki predstavlja dodatno teZavo.
Pomembno vlogo pri pravilni opredelitvi
etioloSke vloge razli¢nih virusov, dokaza-
nih v vzorcu bolnika, ima kazalnik kon-
centracije dokazanega virusa (65). Z mo-
lekularnimi metodami, veriZzna reakcija s
polimerazo v realnem ¢asu (angl. real time
polymerase chain reaction, RT-PCR), lahko
do neke mere ta kazalnik izrazimo z vre-
dnostjo mejnega cikla (angl. cycle of tre-
shold, Ct), tocko v reakciji pomnoZevanja
nukleinske kisline, ko zaznamo signal po-
mnoZevanja naSe tarc€e. V nekaterih raz-
iskavah so Ze ovrednotili mejne vredno-
sti Ct, pri kateri se dokaz rotavirusov in
norovirusov upoSteva kot pomemben pri
etiolo8ki opredelitvi driske. Za rotavirus
je ta meja blizu meje detekcije encimsko-
-imunskih testov (vrednost Ct 25), pri no-
rovirusih pa je ta meja vi§ja (vrednost Ct
30-31) (66, 67). Zato za rotaviruse iz sku-
pine A kot najprimernejsi test za dokazo-
vanje akutnih okuZb predlagajo kar en-
cimsko-imunski test (angl. enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA), saj lahko s
preobcutljivo molekularno metodo zaja-
memo veliko asimptomatskih okuZzb. Pri
norovirusih je ta meja vi§ja, zato se ob za-
vedanju mejne vrednosti Ct za opredeli-
tev vloge patogena v akutni okuZbi kot
najprimernejSa uporablja molekularna
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metoda. V kolikor se za diagnostiko en-
teriti¢nih virusov uporabljajo molekular-
ne metode, je zelo pomembno, da imamo
vpogled v celoten potek reakcije in ana-
lizo pomnoZenega signala tarce, saj lah-
ko le na tak nacin presodimo o analitic-
ni, in v dobri komunikaciji s kliniki, tudi
klini¢ni vrednosti naSega rezultata. Zaprti
komercialni sistemi molekularnega doka-
zovanja Sirokih naborov enteriti¢nih pa-
togenov so v tem kontekstu lahko moc¢no
zavajajoci in ob pomanjkanju informacij o
poteku reakcije in analizi dobljenih signa-
lov dobimo analiti¢ni del rezultata, ki pa v
klini¢nem kontekstu nima vrednosti.

Kljub uporabnosti zanesljivih in ob-
cutljivih molekularnih metod je pri spre-
mljanju in pojasnjevanju virusnih ga-
stroenteritisov, predvsem pri izbruhih,
pomembna elektronska mikroskopija
(EM). Metoda je v preteklosti pustila pe-
¢at na mejniku v diagnosti¢ni virologiji,
tudi na podro¢ju gastroenteritisov. Glav-
ni virusni povzrocitelji drisk, norovirusi
in rotavirusi, ki Se danes veljajo za najpo-
membnejSe, so bili odkriti prav s to me-
todo (68, 69). Prednost EM je v moZnosti
hitre diagnostike pri okuZbah bolnikov z
akutnim virusnim gastroenteritisom, ko
se v vzorcu bolnika izlo¢a veliko Stevilo
virusnih delcev (10°delcev/mL), predvsem
pri akutnih okuzbah z rotavirusi. EM nam
omogoca »odprti pogled« in s tem doloci-
tev drugih virusnih povzrociteljev v vzor-
cih bolnikov, ki jih z molekularnimi meto-
dami in antigenskimi testi lahko zgreSimo
(27). Je edina metoda, kjer virusnega pov-
zrocCitelja opredelimo neposredno na pod-
lagi morfoloSkih znacilnosti, zato so laZno
pozitivni rezultati izjemno redki. Slabost
EM je poleg nizke obcutljivosti tudi v tem,
da za izvajanje diagnostike potrebujemo
drago opremo in izkuSenega mikroskopi-
sta z znanjem o virusni morfologiji.

Pri imunokromatskih testih je potreb-
na velika previdnost pri njihovi uporabi,
saj najpogosteje ne dosegajo dovolj viso-
ke obcutljivosti za primerno diagnosti-
ko, hkrati pa pri nekaterih testih opaZamo
nizko specifi¢nost (70, 71).

ZAKLJUCEK

Glavni izziv na podro¢ju virusnih okuZb
prebavil je vzpostaviti pravilen sistem
dokazovanja in interpretacije rezultatov.
Sindromski pristop je nujen za pravilno
in ucinkovito mikrobioloS8ko diagnosti-
ko in mora biti podprt z epidemioloskimi
raziskavami o variabilnosti, spreminjanju
virusov in pojavom morebitnih novih pa-
togenov.

Z razvojem novih molekularnih me-
tod je na podro¢ju diagnostike virusnih
gastroenteritisov deleZ etioloSko nepo-
jasnjenih gastroenteritisov mo¢no upa-
del. Hkrati smo pri¢a povecevanju deleZa
meSanih okuZb, saj zaradi visoke obcutlji-
vosti uporabljenih metod dokaZemo tudi
prisotne patogene v nizkih koncentraci-
jah, ki ne vplivajo nujno na teZo bolezni
v danem trenutku. Opredeljevanje pome-
na specifi¢nih patogenov v meSanih okuz-
bah pri gastroenteritisih je izjemno tez-
ko, a vsaj za virusne povzrocitelje lahko
na podlagi relativno ocenjene koncentra-
cije ugotovimo, kakSen pomen ima v aku-
tni fazi bolezni.

Kljub uvedbi rotavirusnega cepiva, ki
v drZavah z visoko precepljenostjo bistve-
no zmanj3a Stevilo drisk pri otrocih, ni za-
znati novih virusnih povzrociteljev, ki bi
tako kot rotavirusi prevzeli vodilno vlogo
med povzrocitelji gastroenteritisov. V bo-
doce bo pomembno spremljanje redkih vi-
rusnih povzrociteljev, tudi zoonotskih, ki
bi lahko povzro¢ili izbruhe ali predstavlja-
li teZavo pri imunsko oslabljenih osebah.
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Gastrointestinal Infections in Small Children

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: gastroenteritis, okuZzba dihal, molekularne metode, otroci, prospektivna raziskava,

entericni patogeni

V prispevku predstavljamo rezultate raziskav, v kateri smo poskuS$ali z molekularnimi
metodami opredeliti vlogo nekaterih enteri¢nih patogenov pri otrocih, starih do 6 let,
ki so bili bolnisni¢no obravnavani zaradi akutnega gastroenteritisa. Za bolj$o opredeli-
tev posameznih povzrociteljev smo v prospektivno raziskavo vkljucili kontrolno skupi-
no zdravih otrok brez znakov okuZbe dihal. Enteriti¢ne viruse smo ob sprejemu v vzor-
cih iztrebkov potrdili pri 79,4 % otrok. Najpogosteje smo dokazali rotaviruse (50,5 %), ki
so poleg norovirusov in adenovirusov vrste F statisti¢no bolj pogosto prisotni pri bolnih
kot pri zdravih otrocih. Z dokazovanjem bakterijskih in parazitskih povzrociteljev smo
dodatno potrdili etiologijo akutnega gastroenteritisa Se pri 9,8 % otrok. So¢asno okuz-
bo prebavil in dihal smo zaznali pri 57,8 % otrok, pri vecini je bila omejena na okuZz-
bo zgornjih dihal (56,4 %). Za natanc¢no opredelitev so¢asno potekajoc¢ih okuZzb dihal in
prebavil bo v prihodnje potrebno dodatno testiranje nekaterih virusov, ki bi morda lah-
ko bili vpleteni v to problematiko.

ABSTRACT

KEY WORDS: gastroenteritis, respiratory infections, molecular methods, children, prospective study,

enteric pathogens

In this report, we present the study in which we aimed to determine enteric pathogens
by using molecular methods in children aged up to 6 years of age who needed hospital
treatment. In order to establish a causal relationship, a control group of healthy
children was included in this prospective study as well. We detected enteric viruses
in 79.4% of children with acute gastroenteritis. Rotaviruses (50.5%) were the most
frequently detected, followed by noroviruses and adenoviruses species F. All were
statistically more frequently present in cases than in the control group. By including
bacterial and parasitic pathogens in the diagnostics scheme, we further confirmed
the etiology for 9.8% of children. Both gastrointestinal and respiratory symptoms
were noted in 57.8% of the children and the majority of them had upper respiratory
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tract infection (56.4%). A further investigation of other viruses that may have been
involved in dual respiratory and gastrointestinal infections will clarify the concurrent

infection.

uvoD

Akutna okuZba prebavil (angl. acute ga-
stroenteritis, AGE) je Se vedno zelo po-
gost vzrok za sprejem otroka v bolni-
$nico, v nerazvitem svetu pa tudi vzrok
umrljivosti. Povzrocajo jo razli¢ni patoge-
ni, najpogosteje enteriti¢ni virusi, kot so
rotavirusi (RoV) in norovirusi (NoV), od
bakterij pa enteropatogena in enterotoksi-
gena Escherichia coli (1, 2). V razvitem sve-
tu je pogostnost AGE pri otrocih Se vedno
razmeroma visoka, vendar je umrljivost
nizka. OkuZbe pogosteje povzrocajo virusi
kot bakterije (3). DeleZ nepojasnjenih AGE
je med razli¢nimi raziskavami med 25 %
do 49 % (4).

POTEK RAZISKAVE

V prispevku predstavljamo preliminarne
rezultate raziskav, v katerih smo Zeleli z
molekularnimi metodami in novimi mo-
lekularnimi tehnikami, kot je naslednja
generacija sekvenciranja, opredeliti po-
membne povzro€itelje AGE pri majhnih
otrocih, ki so bili zaradi tega bolniSni¢no
obravnavani. V ta namen smo v prospek-
tivno raziskavo, ki je bila sestavljena iz
dveh locenih sledecih si raziskav, vkljuci-
li otroke, stare do 6 let, ki so jih od oktobra
2009 do oktobra 2012 zaradi AGE obrav-
navali na Kliniki za infekcijske bolezni in
vrocinska stanja v Ljubljani. Vklju€eni so
bili otroci, ki so v zadnjih 12 urah ve¢ kot
trikrat odvajali tekoce blato in katerih star-
§i so po obrazloZitvi podali pisno soglas-
je k sodelovanju v raziskavi. Raziskava je
bila predhodno odobrena s strani Komisi-
je Republike Slovenije za medicinsko eti-
ko in opravljena v skladu z naceli Helsin-
Sko-tokijske deklaracije ter prijavljena na
register klini¢nih raziskav pri Clinical Tri-

als.gov. Za opredelitev pomena posame-
znih povzrociteljev smo v raziskavo vklju-
¢ili tudi kontrolno skupino zdravih otrok
(KO) brez znakov okuZbe prebavil in dihal,
ki so jih zaradi elektivnega kirurSkega po-
sega sprejeli na Klini¢ni oddelek za otro-
Sko kirurgijo in intenzivno terapijo Uni-
verzitetnega klini¢nega centra v Ljubljani.

Skupini otrok z AGE in KO, ki so bili
vklju€eni v raziskavo, so odvzeli vzorec
iztrebka. V literaturi smo zasledili poda-
tek, da se pri vec kot polovici otrok z AGE
pojavlja tudi okuZba dihal, zato smo v pr-
vih dveh letih raziskave vsem vkljucenim
otrokom odvzeli tudi bris nosnega dela
Zrela in kri (5). Prav tako smo v prvih dveh
letih raziskave klini¢ne podatke v raziska-
vo vklju€enih otrok pridobili z vpraSalni-
kom, ki smo ga izpolnili ob sprejemu in
na kontrolnem pregledu po 14 dneh, ko
smo jim ponovno odvzeli vse tri vzorce.
V drugem delu raziskave, ki je zajemalo
zadnje raziskovalno leto, smo vkljucenim
otrokom odvzeli le iztrebek; niso bili kli-
cani na kontrolni pregled po 14 dneh, smo
pa v tej skupini otrok iztrebke pregleda-
li Se na prisotnost bakterijskih in parazit-
skih povzrociteljev.

VIRUSNI POVZROCITELJI

V raziskavo, ki je vkljucevala triletno ob-
dobje, smo vkljucili 519 otrok, starih do 6
let, z AGE in 239 otrok v skupini KO. Glede
na povprecno starost so bili otroci z AGE
mlaj$i od skupine KO (23,0 mesecev otro-
ci z AGE in 29,2 mesecev skupina KO) in v
obeh skupinah je bilo vklju€enih ve¢ dec¢-
kov kot deklic (55,5 % deckov z AGE in
85,3 % deckov KO). Enteriti¢ne viruse smo
ob sprejemu v vzorcih iztrebkov potrdili
pri 79,4 % otrok z AGE. Najpogosteje smo
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dokazali RoV (50,5 %, 262/519), ki so poleg
adenovirusov vrste F (AdV F) in NoV stati-
sti¢no bolj pogosto prisotni pri bolnih kot
pri zdravih otrocih (tabela 1). Vloga ostalih
virusov je pri otrocih z AGE vprasljiva, saj
ni statisti¢no znacilne razlike med bolnimi
in zdravimi otroci. Podobno kot v nasi raz-
iskavi, so tudi v drugih v Evropi dokazali
enteriti¢ne viruse pri 82,5 % otrok z AGE,
ki ga je vecinoma povzrocal RoV (55,6 %)
(6, 7). V Avstriji, na Finskem in v Belgiji je
precepljenost z rotavirusnim cepivom vi-

soka, zato se s tem sorazmerno zmanjSu-
je tudi Stevilo otrok z AGE, ki potrebujejo
bolni$ni¢no obravnavo (8-10).

V nasi raziskavi je bilo Stevilo vkljuce-
nih otrok odvisno od sezonskega pojavlja-
nja okuzb in je bilo povec¢ano v zimskih in
spomladanskih mesecih, takrat pa je bilo
tudi najvecje Stevilo dokazanih okuZb, in
sicer od januarja do maja leta 2010, no-
vembra do aprila 2011 in marca do maja
2012. Na sliki 1 vidimo prikaz posame-
znih virusnih povzrociteljev po mesecih.

Tabela 1. Pregled dokazanih virusnih povzrociteljev pri otrocih z akutnim gastroenteritisom. AGE - sku-
pina otrok z akutnim gastroenteritisom, KO - kontrolna skupina zdravih otrok, RoV - rotavirusi, AdV F
- adenovirusi vrste F, AstV - astrovirusi, NoV - norovirusi, HCoV - ¢loveski koronavirusi, HBoV1, HBoV2/4,

HBoV3 - ¢loveski bokavirusi genotipov 1-4, P - vrednost P.

Virus AGE Ko P
Stevilo (%) Stevilo (%)

RoV 262/519 (50,5) 1/239(0,4) < 0,001
AdV F 34/519 (6,5) 0/239 (0) < 0,001
AstV 19/519 (3,7) 5/239(2) 0,25
NoV 99/519 (19,1) 10/239 (4,2) < 0,001
HCoV 8/519 (1,5) 1/239 (0,4) 0184
HBoV1 18/519 (3,5) 7/239 (2,9) 0,699

HBoV2/4 16/519 (3,1) 4/239(1,7) 0,2607
HBoV3 4/519 (0,8) 0/239 (0) 0,173

0
0
0
0
0
.10
0
0
0
0
0

120,00
100,00 = RoV
& 8000 % Ad40/a1
Tg 60,00 B Asty
a 40,00 Nov
20,00 ® HCoV

R kR =R oo > mHBoV2/4
o Q 3 <
SE@EREZ=Z 33 2

HBoV1
= HBoV3
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Slika 1. Prikaz sezonskega spreminjanja virusnih povzrociteljev pri otrocih z akutnim gastroenteritisom
glede na Stevilo vseh poslanih vzorcev v posameznem mesecu. RoV - rotavirusi, AdV F - adenovirusi
vrste F, AstV - astrovirusi, NoV - norovirusi, HCoV - ¢loveski koronavirusi, HBoV1, HBoV2/4, HBoV3 -
¢loveski bokavirusi genotipov 1-4.
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Izlocanje virusov ob kontrolnem
pregledu

Na kontrolnem pregledu po 14 dneh smo
v iztrebku dokazovali posamezne viruse,
podobno kot ob sprejemu. Otroci z AGE
in dokazanim AdV F v iztrebku virusa po
14 dneh niso vec izloc¢ali, RoV smo po 14
dneh dokazali le pri enem otroku, medtem
ko je 14/31 (45,2 %) otrok z dokazanim

NoV ob sprejemu virus po 14 dneh Se ve-
dno izlo¢alo (slika 2). Viremijo z RoV smo
dokazali pri 41/79 (51,9 %) otrocih. Medi-
ana vrednosti Ct za RoV dokazane v krvi
je bila 33,7. Viremijo smo potrdili tudi pri
5/8 (62,5 %) AdV F in 1/31 (3,2 %) NoV.
Viremijo so do sedaj Ze dokazali v drugih
raziskavah pri RoV, NoV in enterovirusih
(EV) (11-14).

90
80
70—
60 -
o 50
z t0=1
o 40 -
t0=1,114=1
30
t0=0,t14=1
20 -
10 -
5 L " B
RoV NoV AdV F
Virus

Slika 2. Prikaz stevila dokazanih virusov ob sprejemu v bolninico (t0) in pri istih bolnikih na kontrolnem

pregledu ez 14 dni (t14) pri otrocih z AGE. 1 = virus do
- norovirusi, AdV F - adenovirusi vrste F.

BAKTERIJSKI IN PARAZITSKI
POVZROCITEL]I

Bakterijske okuZbe so pri majhnih otrocih
manj pogoste kot virusne. V Evropi, ZDA
in Avstraliji porocajo, da bakterije pov-
zro¢ajo 5-20 % AGE pri starostni skupi-
ni otrok, primerljivi s skupino v nasi razi-
skavi (1, 7). Prav tako so parazitske okuzbe
bolj pomembne v nerazvitem svetu, med-
tem ko je v Evropi pogostnost nizka (15-
19). V zadnjem letu raziskave smo zara-
di jasne etioloSke opredelitve posameznih
patogenov dodatno dokazovali patogene
bakterije (patogene skupine Escherichia

kazan, 0 = virus ni dokazan. RoV - rotavirusi, NoV

coli, Campylobacter jejuni/coli, Salmonella
spp., Yersinia spp., Shigella spp. in Clostri-
dium difficile, ki tvorijo toksin) in parazite
(Cryptospodium spp. in Giardia duodenalis)
(tabela 2), s katerimi smo dodatno potrdili
etiologijo AGE 8e pri 9,8 % otrok (slika 3).

SOCASNE OKUZBE PREBAVIL

IN DIHAL

Pri otrocih se zelo pogosto pojavlja soca-
sna okuZzba prebavil in akutna okuzba di-
hal (angl. acute respiratory infection, ARI).
Do sedaj so v brisih nosnega dela Zrela Ze
dokazali viruse, ki primarno povzrocajo
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Tabela 2. Pregled dokazanih povzrotiteljev pri otrocih z akutnim gastroenteritisom v obdobju od oktobra
2011 do oktobra 2012. AGE - skupina otrok z akutnim gastroenteritisom, KO - kontrolna skupina zdravih

otrok, P - vrednost P.

Bakterija AGE Ko P
Stevilo (%) Stevilo (%)

Escherichia coli 30/257 (11,7) 4/73 (5,5) 1,000
Campylobacter jejuni/coli 15/295 (5,1) 0/88 (0) 0,031
Salmonella spp. 14/295 (4,7) 0/88 (0) 0,037

Yersinia spp. 0/295 (0) 0/88 (0) /
Shigella spp. 1/295 (0,3) 0/88(0) 1,000
Clostridium difficile 24/295 (8,1) 5/88 (5,7) 0,480

Parazit

Cryptosporidium spp. 8/295 (2,7) 1/88 (1,1) 0,468
Giardia duodenalis 1/295(0,3) 0/88 (0) 1,000

11%
1,0 % W
0,7 %

18,9 %

1,3 %

® Virusi

% Bakterije

w Paraziti

W Virusi in bakterije

m Virusiin paraziti
Bakterije in paraziti

= Negativno

59,6 %

Slika 3. Pogostnost virusnih, bakterijskih in parazitskih povzrotiteljev pri otrocih z akutnim gastroente-
ritisom v tretjem letu raziskave (oktober 2011 do oktober 2012).

okuZbe prebavil, vendar njihova vloga ni
popolnoma razjasnjena. RoV so predhodno
Ze dokazali v brisih Zrela, v brisu nosnega
dela Zrela pa NoV pri otroku z vrocino, ki
ni bruhal in ni imel znakov okuZbe preba-
vil (20, 21). Po drugi strani pa so v vzorcu
iztrebkov dokazali HCoV, AdV (ne iz vrste
F) in enteroviruse (EV), ki primarno pov-
zrocajo okuzbo dihal (22-24). Podobno so
HCoV socasno dokazali v iztrebkih in bri-
sih nosnega dela Zrela pri otrocih z AGE

in ARI, vendar je njihova vloga zaradi pre-
majhnega Stevila pozitivnih vzorcev osta-
la nerazjasnjena (5, 25). Nasprotno je pri
virusu SARS (angl. severe acute respiratory
syndrome-associated coronavirus) znano, da
lahko poleg hude okuZbe spodnjih dihal
povzroca tudi drisko (26, 27). V prvih dveh
letih naSe raziskave (od oktobra 2009 do
oktobra 2011) smo socasno okuzbo preba-
vil in dihal ugotovili pri 57,8 % (126/218)
otrok. Pri vecini otrok smo zaznali okuZ-



108 Monika Jevinik, Andrej Steyer, Miroslav Petrovec  Okuzbe prebavil pri majhnih otrocih

bo zgornjih dihal (angl. upper respiratory
tract infections, URTI) (56,4 %, 123/218)
in le pri manjSini okuZbo spodnjih dihal v
obliki akutnega bronhiolitisa (AB) (1,4 %,
3/218). Pri vseh otrocih smo v brisih no-
snega dela Zrela dokazovali viruse, ki pov-
zroCajo okuzbe dihal, saj smo Zeleli ugo-
toviti, ali gre za vzrofno povezavo med
dvojno simptomatiko in dokazanim pov-
zroCiteljem. Raziskava je Se vedno v teku,
saj do sedaj Se nismo dokazovali doloce-
nih virusov, ki bi lahko bili moZni kan-
didati za razreSitev te problematike. Pri
otrocih z AGE smo v brisih nosnega dela
Zrela najpogosteje dokazali AdV, ki je bil
v 80 % povezan s simptomatiko okuZzbe
dihal, za razliko od rinovirusov (hRV), ki
smo jih pri 18/43 (41,9 %) dokazali pri
otrocih brez simptomatike okuzbe dihal.
Pri primerjavi dvojne simptomatike smo
se osredotocili na viruse HCoV, HBoV in
AdV (slika 4). Pri vecini otrok, pri kate-
rih smo dokazali virusa HCoV in HBoV v
iztrebku, smo jih soasno dokazali tudi v
brisih nosnega dela Zrela (5/6, 83,3 % za
HCoV in 7/11, 63,6 % za HBoV) za razli-

ko od AdV, kjer smo jih soasno dokaza-
li v obeh vzorcih pri 34/71 (47,9 %) otrok.
Vendar pa je velik deleZ otrok z AGE, pri
katerih smo dokazali prisotnost teh viru-
sov v brisih nosnega dela Zrela, brez zna-
kov okuZbe dihal, kar oteZi razlago njiho-
ve prisotnosti v zgornjih dihalih. Lahko bi
govorili o asimptomatski okuZzbi, vendar
pa z izjemo AdV pri zdravih otrocih niso
pogosto prisotni.

ZAKLJUCEK

Vecino AGE povzrocajo enteriti¢ni viru-
si kot so RoV, NoV, AdV F in AstV, s ka-
terimi lahko potrdimo etiologijo pri 80 %
otrok. Pri nepotrjenih AGE bi bilo smisel-
no testirati Se bakteriji Campylobacter spp.
in Salmonella spp., s katerimi bi lahko raz-
jasnili Se nadaljnjih 10 % okuZb. Vloga
posameznih virusov pri otrocih, ki imajo
simptomatiko AGE in ARI, Se ni popolno-
ma razjasnjena; predvsem zato, ker se do-
loceni virusi pogosto pojavljajo tako pri
otrocih z AGE, ki imajo ARI, in pri tistih,
ki nimajo ARI, kljub temu, da ti virusi
niso pogosto prisotni pri zdravih otrocih.
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Slika 4B
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Slika 4. Prikaz dokazanih virusov v brisih nosnega dela Zrela pri otrocih z akutnim gastroenteritisom
glede na socasne respiratorne znake okuzb (slika 4A) in prikaz socasno dokazanih virusov v iztrebkih in
brisih nosnega dela Zrela (slika 4B). 1 = virus dokazan, 0 = virus ni dokazan. HCoV - ¢loveski koronavirusi,
AdV - adenovirusi, HBoV1 - €loveski bokavirusi genotip 1.
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IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: sindromski pristop, gastroenteritis, molekularne metode

Diarealna obolenja povzrocajo razli¢ni patogeni mikroorganizmi, od bakterij do viru-
sov in parazitov. Standardni postopek za odkrivanje povzrociteljev bakterijskih drisk
je kultivacija z uporabo razli¢nih selektivnih in diferencialnih gojis¢, za nekatere pato-
gene v rutinski diagnostiki pa tudi encimsko-imunski testi in molekularno dokazova-
nje. Ciste in jajCeca parazitov dokazujemo z mikroskopskim pregledom blata, pri neka-
terih patogenih pa se lahko uporablja direktna imunofluorescenca. OkuZbe z virusi, ki
povzrocajo gastroenteritis, se obicajno diagnosticira s kombinacijo encimsko-imunskih
in molekularnih metod. Zgolj na podlagi klini¢ne slike ni mogoce predvideti povzroci-
telja gastroenteritisa. Molekularne metode nam omogocajo hitrejSo in boljSo detekci-
jo povzrocitelja gastroenteritisa. Posebej obetavne so metode, ki omogocajo soasno za-
znavo vecih patogenov v sklopu sindromskega pristopa, kjer nabor patogenov zoZimo
na najpogostejSe povzrocitelje (bakterije, viruse in parazite) v skladu s klini¢no indika-
cijo - t. i. sindromski pristop. Predpogoj za tovrstno omejeno sindromsko testiranje pa
so dobri podatki s strani klinika o tem, ali gre za okuZbo v domacem ali bolnisni¢nem
okolju, morebitnem jemanju antibiotika ter o potovanju in trajanju driske pred odvze-
mom vzorca. Z uporabo sindromskega pristopa za dokazovanje patogenov, ki povzrocajo
drisko, lahko bistveno pospeSimo in raz§irimo nabor iskanih patogenov. Metode so zelo
obetavne, vendar so draZje in tehni¢no zahtevnejSe od ustaljenih postopkov, poleg tega
pa je potrebna previdnost pri interpretaciji rezultatov.
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ABSTRACT

KEY WORDS: syndromic approach, gastroenteritis, molecular methods

The microbiological etiology of gastroenteritis may include bacterial, viral, or protozoal
pathogens. Bacterial agents are identified by bacterial stool culture, which includes
both selective and differential media, for some pathogens enzyme immunoassay and
molecular tests are also used in routine diagnostics. Cysts and ova can be identified using
microscopical stool examination that can be combined with direct immunofluorescence.
A combination of enzyme immunoassay and molecular tests is usual employed in
diagnosis of viral gastroeneteritis. Presumptive etiology based on clinical presentation
alone is undependable. Molecular methods improve the detection of pathogens and
shorten testing times. Particularly promising are multiplex nucleic acid tests which
enable simultaneous detection of multiple pathogens (bacterial, viral or protozoal) as
part of a syndromic diagnostic algorithm where the selection of pathogens depends
on clinical data. Such a diagnostic approach requires good clinical data regarding the
duration of symptoms, whether the diarrhea is community or hospital-acquired, previous
antibiotic treatment or travel. The syndromic approach for determining the etiology of
gastroenteritis shortens testing times and improves the detection of pathogens. Such
molecular methods are very promising, however, they are more expensive and technically
complex and the results must be carefully considered in conjunction with clinical data.

IZHODISCA .
Diarealna obolenja povzroc€ajo razli¢ni pa- .
togeni mikroorganizmi, od bakterij do vi-
rusov in parazitov. Glede na glavne pa-
togenetske mehanizme gastroenteritisa

Microsporidia spp. in
Cyclospora cayetanensis.

Inflamatorni gastroenteritis se kaZe z dri-
sko s primesjo krvi ali sluzi oz. dizenteri-

lahko lo¢imo:

- sekretorni,

+ inflamatorni in

- invazivni gastroenteritis.

Sekretorni gastroenteritis se kaZe z vo-
deno drisko. Povzrocajo ga lahko razli¢-
ni enterotoksini ali adherenca oz. invazija
patogenov, kar vodi v spremenjeno izloca-
nje in absorbcijo vode in elektrolitov. Med
glavnimi povzrocitelji so (1):

« Vibro cholerae,

+ enterotoksigene E. coli (ETEC),

+ Clostridium perfringens,

+  Bacillus cereus,

+ Staphylococcus aureus,

+ Giardia duodenalis,

- rotavirusi,

+ norovirusi,

- Cryptosporidium spp.,

jo in je posledica invazije bakterij ali ci-

totoksinov, ki povzrocijo okvaro sluznice

s posledi¢nim vnetjem. Med najpomemb-

nejSimi povzrocitelji so (1):

+ Shigella spp.,

+ Salmonella spp. (razen S. Typhi/Para-
typhi),

+ Campylobacter spp.,

+  Clostridium difficile,

« E. coli, ki izlo¢ajo Sigove oziroma vero-
toksine (STEC) ali enteroinvazivne E.
coli (EIEC),

+ Vibrio parahaemolyticus in

+ Entamoeba histolytica.

Invazivni gastroenteritis povzrocajo bak-
terije, ki lahko prodrejo skozi sluznico in
vdrejo v retikuloendotelijski sistem. Med
glavnimi povzrocitelji so S. Typhi/Para-
typhi in Yersinia enterocolitica (1).
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Vecina obolenj je sicer samoomeju-
jocih, za zdravljenje pa zado$¢ajo nado-
meScanje tekocine in elektrolitov ter po-
ostreni higienski ukrepi za preprecitev
morebitnih prenosov (2). Identifikacija
povzrocitelja je priporocljiva za obravna-
vo bolnika s hudo ali dalj ¢asa trajajoco
drisko, pri bolnikih s sumom na invazivno
obolenje in pri bolnikih z osnovnimi sta-
nji ali obolenji, ki so lahko povezana z za-
pleti (2-4). Poleg tega pa je identifikacija
povzrociteljev drisk v klini¢nih mikrobio-
lo8kih laboratorijih eden od osnovnih pri-
stopov javnozdravstvenih ustanov za od-
krivanje in sledenje izbruhov drisk (3, 4).

Standardni postopek za odkrivanje
povzrociteljev bakterijskih drisk je kulti-
vacija z uporabo razli¢nih selektivnih in
diferencialnih gojiS¢, odvisno od iskane-
ga patogena. Za nekatere patogene (npr.
C. difficile in STEC) v rutinski diagnosti-
ki uporabljamo tudi encimsko-imunske
teste in molekularno dokazovanje. Ciste
in jajéeca parazitov dokazujemo z mikro-
skopskim pregledom blata, za dokazovanje
Cryptosporidium in Giardia duodenalis pa
se lahko uporablja direktna imunofluore-
scenca (DIF). VeriZna reakcija s polimera-
zo (angl. polymerase chain reaction, PCR) v
realnem ¢asu se v parazitolo3ki diagnosti-
ki redko uporablja v rutinskem testiranju.
OkuZbe z virusi, ki povzrocajo gastroente-
ritis, se obic¢ajno diagnosticira s kombina-
cijo encimsko-imunskih (npr. rotavirusi,
adenovirusi 40/41) in molekularnih me-
tod (npr. norovirusi, astrovirusi) (3-5).

MOLEKULARNA SINDROMSKA
DIAGNOSTIKA

Zgolj na podlagi klini¢ne slike ni mogoce
predvideti povzrocitelja gastroenteritisa.
Ceprav je nabor moZnih povzro€iteljev 8i-
rok, lahko na podlagi geografskega polo-
Zaja, starosti bolnika in nekaterih drugih
zdravstvenih in demografskih podrobno-
sti nabor patogenov v laboratorijski di-
agnostiki zoZimo na najpogostejSe pov-

zroCitelje, vkljuCujo¢ bakterije, viruse in
parazite - t. i. sindromski pristop. Za sin-
dromsko diagnostiko drisk so na voljo Ste-
vilni komercialni testi (pa tudi t. i. hi$ni
testi), ki vecinoma temeljijo na metodi
hkratnega (angl. multiplex) PCR. Nekate-
ri testi imajo ustaljen nabor iskanih pa-
togenov. Druga moZnost so testi, ki omo-
gocajo razlicne kombinacije bakterijskih,
virusnih in parazitarnih patogenov, tretja
mozZnost pa je popolnoma poljubna kom-
binacija molekularnih testov (tabela 1).

PRIMER UPORABE SINDROMSKE
DIAGNOSTIKE - EVROPSKA
STUDIJA EUCODI

Evropska multicentri¢na tockovno-preva-
len¢na raziskava v domacem okolju pov-
zroCene driske (angl. European, multi-centre,
quarterly point prevalence study of communi-
ty-acquired diarrhoea, EUCODI) je potekala
v letu 2014 v 10 evropskih drZavah (Avstri-
ja, Finska, Francija, Nemcija, Gr¢ija, Irska,
Italija, Portugalska, Romunija in Velika Bri-
tanija). Iz vsake drZave je sodeloval en la-
boratorij, ki je enkrat na Cetrtletje v Studi-
jo vkljucil do 20 vzorcev, ki so jih prejeli
na dan vkljucevanja v Studijo. VKkljucili so
vzorce neformiranega blata bolnikov z aku-
tnim, v domacem okolju pridobljenim ga-
stroenteritisom. Vsak laboratorij je vzorce
obdelal po lastnem ustaljenem postopku,
del vzorca pa so poslali v centralni labora-
torij na Dunaj, kjer so izvedli molekularno
metodo dokazovanja 22 povzrociteljev dri-
ske z uporabo FilmArray GI Panel (BioFire
Diagnostics, Salt Lake City, ZDA/BioMerie-
ux, Marcy I'Etoile, Francija). Skupno so ob-
delali 709 vzorcev. Z uporabo FilmArray GI
Panel so povzrocitelja dokazali v 384 vzor-
cih (54,2 %). Najpogosteje so dokazali DNK:
+ enteropatogene E. coli (EPEC),

+ Campylobacter spp.,

- toksigenih sevov C. difficile,

+ enteroagregativne E. coli (EAEC),

+ norovirusov in

- ETEC
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V 116 od 384 (30,2 %) vzorcev so do-
kazali ve¢ povzrociteljev hkrati. Z rutin-
skimi postopki so dokazali povzrocitelja
le v 18,1 %, najpogosteje:

«  Campylobacter spp.,

«  Salmonella spp,

+ toksigene seve C. difficile,
+ rotaviruse in

+ noroviruse.

S kultivacijskimi metodami so dokazali

ve¢ povzrociteljev hkrati le v 1,0 % vzor-

cev. Vecina laboratorijev ni izvajala di-

agnostike za EPEC, noben laboratorij pa

ni testiral EAEC, kar pomembno prispe-
va k veliki razliki med dokazanimi pato-

geni (16).

Studija je prinesla nekaj zanimivih re-
zultatov. Med najbolj zanimivimi ugoto-
vitvami so naslednje (16-18):

+ Pogosto so dokazali gene za EPEC in
EAEC, v vecini primerov v kombinaci-
ji z drugimi patogeni. Tovrstni rezulta-
ti vzbujajo dvom v klini¢ni pomen do-
kazovanja specifi¢nih genov patogenih
bakterij brez gojitve in dokonéne opre-
delitve izolatov.

+ Z raziskavo so ugotovili, da rotaviru-
si in salmonele niso ve¢ prevladujoci
povzrocitelji drisk v domacem okolju v
Evropi.

» Kot pomembni patogeni, ki povzrocajo
drisko v domacem okolju, so se izkaza-
li norovirusi, kampilobaktri in toksige-
ni sevi C. difficile.

PREDNOSTI SINDROMSKEGA
PRISTOPA V DIAGNOSTIKI

DRISK

Z uporabo molekularnih metod, npr. s
hkratnim PCR, s katerim lahko socasno
dokazujemo razli¢ne patogene, se je iz-
bolj$ala diagnostika povzrociteljev drisk,
kar je prineslo zelo dragocene epidemio-
loske podatke (16, 19, 20). Z uporabo mo-
lekularnih metod zmanjSamo Stevilo la-
boratorijskih tehnik, ki jih potrebujemo

za dokazovanje bakterijskih, virusnih in
parazitarnih patogenov in ki vkljucuje-
jo vse mikroskopiranje, gojitvene tehni-
ke, encimsko-imunske metode in posa-
mezne PCR. Hkrati pa odkrivanje zlasti
bakterijskih patogenov bistveno pospe-
S§imo in laZje raz8irimo nabor iskanih
patogenov.

SLABOSTI SINDROMSKEGA
PRISTOPA V DIAGNOSTIKI
DRISK
Pri komercialnih molekularnih testih po-
gosto ne vemo, katero genomsko podro-
¢je je bilo izbrano za dokazovanje posame-
znih patogenov (16). Poznavanje taré¢nega
odseka genoma je pomembno predvsem
pri patogenih z variabilnim virulentnim
potencialom, kjer so za dokonc¢no oprede-
litev patogenosti potrebni fenotipski te-
sti. Tak primer so EPEC, ki jih obicajno
iS¢emo z dokazovanjem gena za intimin
(eae). Vendar niso vsi sevi enako patoge-
ni. Pomembne so zlasti t. i. tipi¢ne EPEC,
ki imajo bfp gen in pripadajo dolocenim
serotipom. Samo na podlagi molekularne-
ga testiranja iztrebka tako ne moremo do-
koné¢no opredeliti njihovega virulentnega
potenciala (18). Podobno je lahko teZav-
na interpretacija molekularnih testov za
EAEC, saj so genetsko zelo heterogene
in ne poznamo zanesljivih molekularnih
oznacevalcev (21). Problem lahko predsta-
vlja tudi molekularno dokazovanje bakte-
rije Yersinia enterocolitica, za katero je zna-
no, da so biotipi 1B in 2-5 patogeni, biotip
1A pa naj bi bil nevirulenten. Kljub temu
pa nekatere raziskave kaZejo, da tudi ta
biotip lahko povzro¢a drisko. Ali bo mo-
lekularni test ta biotip zaznal je odvisno
od izbranega tar¢nega gena (22). Nekate-
ri molekularni testi ne lo€ujejo med pato-
geno amebo E. histolytica in nepatogeno
amebo E. dispar (10).

Posebno teZavo predstavlja socasni
dokaz DNK ve¢ patogenov, saj se posta-
vi vpraSanje, okuZbo s katerim od teh pa-
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togenov bi morali zdraviti (v kolikor je
usmerjeno zdravljenje sploh indicirano).
Na podlagi teh opaZanj bomo s¢asoma
laZje opredelili pomen socasne izolacije
razli¢nih patogenov (19, 23).

Glede na to, da so molekularne tehni-
ke zelo obcutljive in da lahko zaznajo mr-
tve bakterije ali neinfektivne viruse, so v
nekaterih raziskavah naredili primerjavo
med bolniki z drisko in zdravo kontrolno
skupino. V vseh tovrstnih raziskavah so
dokazali DNK ¢revesnih patogenov tudi
pri zdravih kontrolnih skupinah, kar oteZi
interpretacijo rezultatov pri bolnikih. Liu
in sod. so tako opaZali, da so se tako pri
otrocih z drisko kot pri zdravih kontrolah
pojavljali:

+ C. jejuni,
C. coli,
EPEC,

- ETEC,

« rotavirusi,

+ Shigella spp.,

- EIECin

+ V. cholerae.

Zaradi premajhnega Stevila izolatov ni-
smo mogli oceniti pojavnosti Salmonella
spp. Hkrati so opazili, da je bila pri bolnih
otrocih prisotna vecja koli¢ina DNK pato-
gena. S tem so pokazali, da je poleg podat-
ka o prisotnosti DNK koristen tudi poda-
tek o koli¢ini DNK v vzorcu (19). Podobno
so Bruijnesteijn van Coppenraet in sod. z
molekularnimi metodami dokazali bakte-
rijske in/ali virusne povzrocitelje v 54 %
vzorcev bolnikov z drisko in pri 49 %
zdravih kontrol. OpaZali so povecano po-
gostost in vecjo koli¢ino DNK Campylo-
bacter spp., Salmonella spp., ETEC in Cryp-
tosporidium v skupini bolnikov. Podobno
so opazili tudi pri dolo€enih starostnih
skupinah za C. difficile (21-50 let), EAEC
(21-50 let) in atipi¢ne EPEC (< 5 let), kar
nakazuje na vzro¢no povezavo. Pri pozi-
tivnem rezultatu PCR za STEC/EHEC ali

prazival Dientamoeba fragilis vzrocne po-
vezave niso opazili (24). Tovrstne raziska-
ve Se dodatno potrjujejo dejstvo, da je po-
trebno pozitivne rezultate interpretirati v
skladu s klini¢no sliko.

Sistemati¢na uporaba molekularnega
sindromskega pristopa pomembno izbolj-
Sa dokaz diarealnih patogenov. V kolikor
izvajamo diagnostiko le v skladu s klini¢-
no oceno o verjetni bakterijski ali virusni
etiologiji, lahko zgreSimo pomembne pa-
togene tako v domacem kot tudi v bolni-
$ni¢nem okolju (25).

KDA) Bl LAHKO UPORABILI
MOLEKULARNI SINDROMSKI
PRISTOP V KLINIKI?

Vecina diarealnih obolenj je samoomeju-
jocih, za zdravljenje pa zado3¢ajo nado-
meScanje tekocine in elektrolitov ter po-
ostreni higienski ukrepi za preprecitev
morebitnih prenosov, zato se kliniki po-
gosto ne odloc¢ajo za mikrobioloSko opre-
delitev povzrocitelja (2). MikrobioloSka
diagnostika je smiselna predvsem pri bol-
nikih s hudo ali dolgotrajno drisko, pri
sumu na invazivno obolenje in pri bolni-
kih z osnovnimi stanji ali obolenji, ki so
lahko povezani z zapleti (2-4).

V tabeli 2 so prikazane moZnosti za
zmanjSanje nabora patogenov in s tem
stroSkov testiranja glede na klini¢no sli-
ko, ki so prirejene po priporocilih Public
Health England za sindromsko diagnosti-
ko gastroenteritisa (5). Predpogoj za tovr-
stno omejeno sindromsko testiranje pa so
podatki s strani klinika, ali gre za okuZz-
bo v domacem ali bolniSni¢nem okolju,
morebitnem jemanju antibiotika in poto-
vanju. Dobro je, da je laboratorij pred od-
vzemom vzorca obveS¢en tudi o trajanju
driske, o morebitnih primeseh krvi v bla-
tu in o konsistenci blata, Se posebej, ¢e na-
ro¢nik uporablja transportno gojis¢e. Do-
datno je nabor patogenov odvisen tudi od
lokalnih razmer.
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Tabela 2. MozZnosti za zmanjsanje nabora patogenov in s tem stroskov testiranja glede na klini¢no sliko. Za
tovrstni natin testiranja mora imeti laboratorij dobre klini¢ne in epidemioloske podatke (5). DO - driska v
domacem okolju, DOA - driska v domacem okolju po jemanju antibiotika, BO - driska v bolnisni¢cnem okol-
ju, I0B - driska pri imunsko oslabelem bolniku, PO - driska pri popotniku, e - v skladu z epidemioloskimi
podatki, k - glede na klini¢no sliko, kp - glede na klini¢no sliko dalj ¢asa trajajoce driske.

DO DOA BO 10B PO
Bakterije (molekularni test se kombinira s

kultivacijo)
Campylobacter spp. . . . . o
Salmonella spp. . . . . .
Plesiomonas shigelloides e e .

Clostridium difficile (toksin A/B) . . .
Shigella/enteroinvazivne E. coli (EIEC) . . . . .
Vibrio cholerae e
Yersinia enterocolitica k k . .
E. coli, ki izlotajo Sigove toksine (STEC) stx1/stx2 . . . .
druge E. coli, ki povzrocajo drisko k .
Virusi
Adenovirusi F 40/41 . . . . .
Astrovirusi . . .
Norovirusi GI/GII . . . . .
Rotavirusi A . . . . .
Sapovirusi (I, I, IV in V) . . .
Paraziti

Cryptosporidium spp. kp . .
Entamoeba histolytica . .
Giardia duodenalis kp . .

ZAKLJUCEK

Z uporabo sindromskega pristopa za do-
kazovanje patogenov, ki povzrocajo dri-
sko, lahko bistveno pospeSimo in raz-

Sirimo nabor iskanih patogenov. Ker so
molekularne metode zelo obcutljive, je
potrebno rezultate interpretirati v skladu
s klini¢no sliko.
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Kolitis, povzrocen z virusom citomegalije

Cytomegalovirus Colitis

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: citomegalovirus, kolon, diagnoza, imunchistokemija, PCR

Virus citomegalije je pomemben povzrocitelj bolezni prebavil, zlasti pri imunosuprimi-
ranih bolnikih in pri kriti¢no bolnih. Klini¢ni in endoskopski znaki so neznacilni. Dia-
gnozo lahko postavimo iz biopsije prizadetega organa na podlagi celic velikank z jedr-
nimi inkluzijami z videzom sovjega ocCesa, vendar so le-te v sluznici debelega ¢revesa
pogosto maloStevilne in neznacilnega videza. V takih primerih lahko diagnozo posta-
vimo le s pomoc¢jo imunohistokemicne preiskave in/ali kvantitativne veriZne reakcije
s polimerazo. NaSe izku3nje kaZejo, da lahko v diagnostiki kolitisa, povzro¢enega z vi-
rusom citomegalije, uporabimo obe metodi, vendar je imunohistokemija bolj specifi¢-
na, kvantitativna veriZna reakcija s polimerazo pa bolj ob¢utljiva. V klini¢no pomemb-
nih okolis¢inah bi bilo zato potrebno uporabiti obe metodi. Zaradi opisanih znacilnosti
je diagnostika kolitisa, povzro¢enega z virusom citomegalije, zahtevna in bo uspe3na le
ob dobrem sodelovanju med kliniki, patologi in mikrobiologi.

ABSTRACT

KEY WORDS: cytomegalovirus, colon, diagnosis, immunohistochemistry, PCR

Cytomegalovirus is an important cause of gastrointestinal disease, particularly in im-
munosuppressed and critically-ill patients. Clinical and endoscopic features are non-
specific. Diagnosis can be based on the detection of nuclear inclusions with the charac-
teristic owl-eye appearance in a biopsy tissue samples of the affected organ. However,
inclusions are not always present and can be atypical, particularly in cytomegalovirus
colitis. Immunohistochemistry and/or quantitative polymerase chain reaction is there-
fore needed in such cases. In our experience, both methods can be used for diagnosing
cytomegalovirus colitis, with immunohistochemistry being more specific and quanti-
tative polymerase chain reaction being more sensitive. Both methods should therefore
be used in clinically important situations. A reliable diagnosis of cytomegalovirus co-
litis can only be performed with collaboration of clinicians, pathologists and microbio-
logists.
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uvoD
Virus citomegalije (CMV) povzroca okuz-
be povsod po svetu, pri osebah vseh staro-
sti, brez sezonskega nihanja in epidemij.
Primarna okuZba povzroci pri osebah z
normalnim imunskim odzivom infekcijski
mononukleozi podobno bolezen z nezna-
¢ilnimi znaki in simptomi, ki ve¢inoma
mine brez zapletov. Pri osebah z zmanjsa-
nim imunskim odzivom ima hujsi potek
in se lahko kon¢a smrtno. NajslabSo napo-
ved imajo intersticijska pljucnica, retini-
tis, encefalitis, hepatitis in pankreatitis (1,
2). Po primarni okuZbi preide CMV v la-
tentno obliko. Virus se lahko kasneje ka-
darkoli reaktivira in povzroc¢i simptomat-
sko bolezen, zlasti v stanjih zmanj$ane
imunske odzivnosti. PrekuZenost odraslih
je visoka, v razvitem svetu med 40 % in
100 %, in nara$c¢a s starostjo (3-5).
Reaktivacija CMV pri zmanjSani imun-
ski odzivnosti lahko prizadene razli¢ne
organe in vodi v nastanek pljucnice, hepa-
titisa, retinitisa, kolitisa, encefalitisa. Pre-
bavila, Se posebej debelo ¢revo, so med
najpogosteje prizadetimi organi (3). Kljub
mnogim raziskavam je v zvezi s priza-
detostjo prebavil pri reaktivaciji CMV Se
mnogo nejasnosti; npr. kateri so klini¢-
ni in histopatoloSki diagnosti¢ni kriteriji,
katere diagnosti¢ne metode so optimal-
ne in katere bolnike je potrebno zdraviti
s protivirusnimi zdravili (6, 7).

KLINIENE, MAKROSKOPSKE

IN MIKROSKOPSKE ZNACILNOSTI
KOLITISA, POVZROCENEGA S CMV
Okuzba s CMV prizadene v prebavilih
najpogosteje debelo crevo, redkeje poZi-
ralnik in Zelodec, izjemoma ustno votli-
no in Zrelo (8-11). Obicajno gre za reakti-
vacijo virusa. Prizadetost kolona je lahko
izolirana ali del sistemske CMV-bole-
zni. OgroZeni so predvsem imunosupri-
mirani bolniki, npr. po presaditvi orga-
nov ali kostnega mozga, pri zdravljenju
s kortikosteroidi, citostatiki, pri okuZbi s

HIV, pa tudi kriti¢no bolni (npr. bolniki
S sepso, cirozo, opeklinami) (12-14). Po-
sebej ogroZeni so tudi bolniki s kroni¢-
no vnetno ¢revesno boleznijo, zlasti tisti
z ulceroznim kolitisom, ki so zdravljeni
s kortikosteroidi (3, 7). V novejSem casu
opozarjajo, da lahko klini¢éno pomembna
CMV-bolezen v prebavilih prizadene tudi
sicer zdrave osebe (15, 10).

Klini¢na slika je neznacilna. Najpogo-
stejSi klini¢ni znaki so driska, krvavitev in
bolec¢ine v trebuhu, pogosto tudi slabost,
bruhanje, zviSana telesna temperatura in
izguba telesne teZe, kot zaplet se lahko
razvije perforacija (17).

Makroskopske (endoskopske) spre-
membe so nespecifi¢ne: pri vecini bolni-
kov so prisotne erozije ali ulkusi, ulku-
si so pogosto multipli in veliki. Lahko so
prisotni tudi eritem, edem sluznice, zade-
beljene sluzni¢ne gube, vnetni polipi (11,
18, 19).

Mikroskopsko so za CMV-bolezen dia-
gnosticne velike celice z bazofilnimi jedr-
nimi in/ali citoplazmatskimi inkluzijami s
halojem (videz sovjega ocesa), ki jih z lah-
koto prepoznamo. Za potrditev je priporo-
¢ljivo opraviti imunohistokemi¢no reakci-
jo. Znacilne celice velikanke z inkluzijami
pa so v debelem ¢revesu pogosto maloSte-
vilne. Kambham in sod. so analizirali go-
stoto CMV pozitivnih celic v debelem ¢re-
vesu pri bolnikih z ulceroznim kolitisom
z reaktivacijo CMV in ugotovili nizko go-
stoto - le 0,01 do 2,65 celic/mm? (20). Po-
leg tega po na$ih izkuSnjah v debelem
¢revesu pogosto ne najdemo znacilnih ce-
lic velikank z virusnimi inkluzijami (slika
1 levo). V literaturi na to znacilnost koli-
tisa, povzrofenega z virusom citomegalije
(CMV-kolitisa), opozarjajo le redki avtorji.
Kambham in sod. so pri desetih bolnikih z
imunohistokemic¢no potrjenim CMV-koli-
tisom nasli znacilne virusne inkluzije pri
treh bolnikih, atipi¢ne inkluzije pri treh
bolnikih, pri ostalih bolnikih pa v biopsij-
skih vzorcih niso opazili inkluzij (20).
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DIAGNOSTIKA KOLITISA,
POVZROCENEGA S CMV
Za ugotavljanje okuzbe s CMV je na voljo
ve¢ metod z razli¢no ob¢utljivostjo in spe-
cifi¢nostjo, ki jih lahko izvajamo na vzor-
cih krvi, seruma, levkocitov, izoliranih iz
periferne krvi, telesnih tekocin ali na tkiv-
nih vzorcih (21). Metode, ki se izvajajo na
vzorcih krvi ali levkocitov, imajo v dia-
gnostiki CMV-bolezni v prebavilih ome-
jeno vrednost, ker je CMV-bolezen v pre-
bavilih obi¢ajno posledica reaktivacije pri
seropozitivnih osebah in ker obic¢ajno ni
del sistemske CMV-okuZbe. Nudijo le po-
datke o predhodni izpostavljenosti CMV
in identificirajo osebe, pri katerih lahko
pride do reaktivacije virusa (22, 23).
CMV-kolitis najbolj zanesljivo ugoto-
vimo s histopatoloSkim pregledom tkiv-

nega vzorca. HistopatoloSka diagnoza te-
melji na celicah velikankah z virusnimi
inkluzijami. Slabost je predvsem v majh-
ni obcutljivosti (10-87 %), saj so znacilne
inkluzije maloStevilne in v biopsiji lah-
ko niso zajete, poleg tega so v prebavi-
lih pogosto neznacilne (atipi¢ne) (slika
1 levo) in jih ne prepoznamo (3, 23-25).
Ce ob histopatoloskem pregledu biopsi-
je naredimo tudi imunohistokemijo (sli-
ka 1 desno) ali in situ hibridizacijo, ob¢u-
tljivost poraste na pribliZzno 93 % (3, 23,
24, 26). Pri tem obifajno uporabimo ko-
mercialna protitelesa proti zgodnjemu je-
drnemu antigenu, ki se pojavi od 9 do 96
ur po okuZbi oz. reaktivaciji virusa. Pozi-
tivna imunohistokemicna preiskava torej
kaZe na zgodnjo aktivno virusno replika-
cijo (20, 27).
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Slika 1. Kolitis, povzro€en z virusom citomegalije, pri bolniku z ulceroznim kolitisom. Levo: proliferacija
granulacijskega tkiva v dnu ulkusa brez znacilnih inkluzij. Desno: pozitivna imunohistokemicna reakcija
na virus citomegalije v endotelijskih celicah v kapilarah v granulacijskem tkivu.

NovejSa priporocila svetujejo tudi
uvedbo kvantitativne tkivne veriZne re-
akcije s polimerazo (angl. quantitative
polymerase chain reaction, gPCR), ki je si-
cer najbolj natan¢na in obcutljiva meto-
da za dokazovanje virusne okuZbe, vendar
zaenkrat Se ni jasnih priporocil o upora-
bi te metode pri diagnostiki CMV-kolitisa
(23). Nekateri avtorji menijo, da lahko po-

zitivna reakcija pomeni le prisotnost vi-
rusa (latentna okuzba), ne pa tudi aktivne
bolezni (3, 28).

V nasi raziskavi smo zato primerjali
obe metodi in ugotovili dobro korelacijo
med gostoto pozitivnih celic, ugotovljeno
imunohistokemicno, in Stevilom virusnih
kopij, ugotovljenim s gPCR. Pomembna je
tudi ugotovitev, da je bila v vzorcih slu-
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znice, v katerih je bila imunohistokemic-
na reakcija na CMV negativna, tudi gPCR
negativna ali pa smo ugotovili le izredno
nizko Stevilo virusnih kopij (29). Nase iz-
ku3nje torej kaZejo, da lahko za diagnosti-
ko CMV-kolitisa uporabimo obe metodi,
vendar je imunohistokemija bolj specifi¢-
na, gPCR pa bolj obcutljiva. V klini¢no po-
membnih okolis¢inah bi bilo zato potreb-
no uporabiti obe metodi.

ZAKLJUCEK

Reaktivacija CMV v prebavilih, zlasti v
kolonu, je pomemben vzrok obolevnosti
in umrljivosti pri imunosuprimiranih in
kriti¢no bolnih, posebej ogroZeni so bol-

niki s kroni¢no vnetno €revesno bolezni-
jo, zdravljeni s kortikosteroidi. Klini¢na in
endoskopska slika sta obifajno neznacil-
ni. Zanesljiv nac¢in diagnostike reaktivaci-
je CMV v prebavilih je biopsija. Znacilne
celice velikanke z virusnimi inkluzijami v
prebavilih, zlasti v debelem ¢revesu, po-
gosto niso prisotne, zato je potrebno na-
rediti imunohistokemi¢no preiskavo in
gPCR za dokaz CMV pri vseh imunosu-
primiranih bolnikih in pri vseh z nepoja-
snjenimi ulkusi in erozijami v prebavilih.
Zaradi opisanih znacilnosti je diagnostika
CMV-bolezni v prebavilih zahtevna in bo
uspeSna le ob dobrem sodelovanju med
Kkliniki, patologi in mikrobiologi.
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of infection in order to mitigate the morbidity and mortality of gastric cancer. Reliable
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diagnostics and ask whether these diagnostic tools can offer more to improve treatment
efficacy.
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Odkritje bakterije Helicobacter pylori pred
vec kot 30 leti je korenito spremenilo di-
agnostiko in zdravljenje bolezni zgornjega
prebavnega trakta (1, 2). Ulkusno bolezen
Zelodca in dvanajstnika danes uvr§¢amo
med infekcijske bolezni, ki jih uspe$no
zdravimo in prepre¢ujemo njihove ponovi-
tve z antibioti¢nim zdravljenjem (3). Prav
tako je Cedalje bolj prepoznana klju¢na
vloga bakterije H. pylori pri nastanku raka
Yelodca. Zelod¢ni rak je peti najpogostej-
§i rak v svetovnem merilu in tretji najpo-
gostejSi vzrok umrljivosti zaradi raka (4).
OkuZba s H. pylori je povezana z okoli 90 %
primerov raka Zelodca (4, 5). Med vsemi in-
fekcijskimi vzroki raka je okuZzba s H. pylo-
ri na prvem mestu in povzroci slabo tretji-
no vseh rakov zaradi okuZb, kar je v letu
2008 pomenilo 780.000 novih primerov
raka ali 6,2 % vseh novoodkritih rakov ti-
stega leta (6). Svetovna zdravstvena orga-
nizacija (SZO) je leta 1994 bakterijo uvrsti-
la med karcinogene 1. razreda (7).

Kljub velikemu pomenu, ki ga pred-
stavlja okuZba s H. pylori tako z javno-
zdravstvenega vidika kakor tudi na nivo-
ju obolelega posameznika in njegovega
zdravnika, se zdi, da je ob kopici drugih
»pomembnejSih« gastroenteroloskih bole-
zni s Stevilnimi novimi nacini zdravljenja
okuZzba s H. pylori v zadnjih letih izgubi-
la del svoje enigmati¢nosti in zanimanja
zdravnikov zanjo. Diagnosti¢ni in tera-
pevtski algoritmi so se stabilizirali, za-
koreninili v zavest gastroenterologov in
v zadnjih letih niso bili deleZni bistvenih
sprememb. S pric¢ujo¢im prispevkom Zeli-
mo na podlagi dveh primerov ugotoviti,
ali lahko obstoje¢ diagnosti¢no-terapevt-
ski algoritem, predvsem v luci napredka
mikrobiolo8kih diagnosti¢nih metod, ka-
korkoli izboljSamo.

BAKTERIJA IN OKUZBA
H. pylori je gramnegativna mikroaerofilna
bakterija, ki je lahko upognjene, spiralno

zavite, palicaste ali kokoidne oblike. Meri
2-4 pm v dolZino in 0,5-1 pm v Sirino.
Ima 2-6 bickov, ki so unipolarni in v dolZi-
no merijo 3 pm. Izlo¢a encime ureazo, ka-
talazo in oksidazo, kar s pridom uporablja-
mo pri testih za dokazovanje prisotnosti
bakterije in njeno identifikacijo. Je zelo do-
bro prilagojena na ¢loveskega gostitelja in
preZivetje v kislem okolju Zelod¢ne sluzni-
ce, zato se le redko zgodi, da ¢lovek bakte-
rijo spontano izlo¢i. OkuZba obicajno pote-
ka brez simptomov in traja celo Zivljenje.
Pri pribliZzno 10 % okuZenih vodi v nasta-
nek ulkusne bolezni, pri 1-3 % v nastanek
ZelodCnega raka in pri 0,1 % v nastanek
limfoma MALT (angl. mucosa-associated
lymphoid tissue) (8). Na nivoju Zelod¢ne
sluznice vsaka okuZba z bakterijo H. pylori
vodi v nastanek kroni¢nega vnetja sluzni-
ce (kroni¢nega gastritisa). Pri ljudeh z vi-
sokim izlo¢anjem Zelod¢ne Kkisline je vne-
tje omejeno predvsem na antrum Zelodca
(antralno predominantni gastritis) in vodi
v nastanek ulkusne bolezni. Pri ljudeh z
nizkim izlocanjem Zelod¢ne Kkisline pa je
vnetje porazdeljeno po celotnem Zelodcu
(korpusno predominantni gastritis in pan-
gastritis) ter vodi v nastanek predrakavih
sprememb (atrofija, metaplazija in displa-
zija) in Zelod¢nega raka.

Z bakterijo H. pylori je okuZena pribliz-
no polovica svetovne populacije. Okuz-
ba je povezana s socialno-ekonomskimi
pogoji in se v nerazvitih drZavah pribli-
Zuje 80 %, v razvitih drZavah pa je zara-
di vse boljsih higienskih razmer in upo-
rabe antibiotikov deleZ okuZenih manjsi
(20-50 %). V zadnjih letih opaZamo po-
stopen upad globalne prevalence okuZbe
(9). Kljub temu deleZ okuZenih v razvitem
svetu s starostjo narasca, vendar to pripi-
sujemo predvsem ucinku rojstne kohorte.
Po zadnjih znanih podatkih je bila v Slo-
veniji leta 1990 prekuZenost 51,7 %, leta
2005 pa 25 %. Pri tem je bilo najve¢ oku-
Zenih oseb v starostni skupini 50-59 let.
ZmanjSevanje prekuZenosti pripisujemo
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bolj§im higienskim in bivalnim razme-
ram ter zdravljenju simptomatskih nosil-
cev, ki se v Sloveniji izvaja Ze 20 let (10). Z
bakterijo se obi¢ajno okuZimo v zgodnjem
otroStvu s prenosom med oZjimi druZin-
skimi ¢lani. Pot prenosa okuZbe ni po-
polnoma pojasnjena, vendar predvideva-
mo, da je bolj pomembna retrogradna pot
prenosa (tj. oralno-oralna, gastro-oralna).
Le redko se z bakterijo okuZimo v odrasli
dobi ali po uspeSnem zdravljenju (8).

MIKROBIOLOSKA DIAGNOSTIKA
Diagnostine metode za ugotavljanje
okuZbe s H. pylori so se zacele razvijati z
odkritjem bakterije in njenih lastnosti. V
grobem jih lahko razdelimo na neinvaziv-
ne in invazivne metode. Med neinvazivne
metode spadajo:

. serologija,

+ urea dihalni test (UDT) in

+ dolo¢anje antigena v blatu.

Neinvazivne metode uporabljamo za raz-
li¢ne klini¢ne namene, med katerimi sta
najpomembnejSa ugotavljanje okuZzbe in
uspeSnosti zdravljenja.

Invazivne metode izvedemo v okviru
gastroskopije z odvzemom biopsije Zelod-
¢ne sluznice, kjer lahko prisotnost bakteri-
je ugotavljamo s:

+ hitrim ureaznim testom (HUT),
histologijo,
kulturo in
molekularnimi metodami.

V nadaljevanju se bomo osredotocili samo
na invazivne diagnosti¢ne metode.

ALI UPORABLJAMO PRIMERNE
TESTE ZA DETEKCIJO OKUZBE?
Hitri ureazni test

HUT je eden izmed osnovnih diagnostic-
nih testov, ki v vsakodnevni praksi gastro-
enterologu omogoci detekcijo H. pylorine-
posredno po zakljucku gastroskopije. Te-
melji na delovanju bakterijskega enci-

ma ureaze, ki razgradi molekulo uree. Pri
tem tvori amonijak in ogljikov dioksid
ter s tem spremeni pH v testnem medi-
ju. Pri prvi generaciji HUT poteka encim-
ska reakcija v teko¢em ali agarskem me-
diju, novejSe generacije HUT pa vsebujejo
trdi nosilec in polprepustno membrano, ki
ujame nastajajoci amonijak za membrano
in tako okrepi barvno reakcijo zaradi spre-
membe pH (11). Obcutljivost testov prve
generacije, interpretiranih po eni uri, zna-
$a po podatkih iz literature 70-80 %. Ob-
cutljivost lahko pove¢amo tako, da test in-
terpretiramo po 24 urah, vendar ta ne bo
presegla 90 %. Obcutljivost testov druge
generacije Ze po eni uri doseZe 90 %, ven-
dar je njihova cena viSja (12). Pri nas veci-
noma uporabljamo teste prve generacije.

Na ob¢utljivost HUT vplivajo zunanji de-

javniki, ki spreminjajo gostoto in obliko

(kokoidna ali spiralna) bakterij v vzorcu.

Obcutljivost je tako slab$a pri:

« predhodni uporabi zaviralcev proton-
ske ¢rpalke (ZPC), antagonistov recep-
torjev H2, antibiotikov ali bizmutovih
spojin,

- pri bolnikih po delni gastrektomiji in

+ pri bolnikih z atrofi¢no spremenjeno
sluznico, intestinalno metaplazijo ali
krvavitvijo v Zelodcu.

Vse to so dejavniki, s katerimi se gastro-
enterolog kljub dobremu nacrtovanju pre-
iskave pogosto sreca ob gastroskopiji (12).
Obcutljivost HUT je lahko niZja tudi zaradi
kontaminacije biopsije s formalinom, po-
vecamo pa jo lahko z odvzemom ve¢ biop-
tov in z zdruZevanjem bioptov v testu (13).

Molekularne metode

za dokaz bakterije

V okvir molekularne diagnostike zdru-
Zujemo vse metode, ki temeljijo na doka-
zovanju genoma bakterije. Tovrstne me-
tode so zaradi zahtevne narave H. pylori
zelo primerne za njeno diagnostiko, saj za
dokaz ne potrebujejo Zivih in metabolno
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aktivnih bakterijskih celic. Z njimi lahko
ugotavljamo prisotnost bakterije, razlic-
nih determinant odpornosti in nekaterih
virulen¢nih dejavnikov. Za detekcijo bak-
terije lahko uporabimo pomnoZevanje
razli¢nih genov, med katerimi so najpogo-
steje uporabljeni geni (14-18):

+ urea,

« ureC (tj. glmM),

+ 16S rRNA,

+ 23S rRNA in

+  hsp060.

Obcutljivost in specifi¢nost molekularnih
testov je v sploSnem vi§ja od ostalih dia-
gnosti¢nih metod, zato lahko s tovrstni-
mi testi dokaZemo tudi okuZbe, pri kate-
rih sta bila kultura ali HUT negativna (19).

Edini trenutno obstoje¢i komercialni
testni komplet za molekularno detekcijo
H. pylori GenoType HelicoDR (Hain Lifesci-
ence, Nehren, Nemcija) temelji na dokazu
genov za 23S rRNA, s katerim lahko do-
kazujemo tudi najpogostejSe determinan-
te odpornosti proti klaritromicinu (23S
rRNA) in fluorokinolonom (gyrA) (20). Na
InStitutu za mikrobiologijo in imunologi-
jo (IMI) uporabljamo test GenoType Helico-
DR od leta 2011 vec¢inoma kot potrditveni
test pri vseh s kulturo negativnih, v ve-
riZni reakciji s polimerazo (angl. polyme-
rase chain reaction, PCR) pozitivnih biop-
tih. Test je enostaven, vendar relativno
dolgotrajen in z mnogimi postopkovnimi
koraki, ki zahtevajo usposobljeno tehnic-
no osebje. Za rutinsko laboratorijsko dia-
gnostiko so bolj prikladni testi, ki temelji-
jona metodi veriZne reakcije s polimerazo
v realnem ¢asu (angl. real-time polymerase
chain reaction, RT-PCR) in analize tempe-
rature taliS¢a hibridizacijskih lovk. V lite-
raturi so opisane Stevilne izpeljanke me-
tode, ki vecinoma pomnoZujejo gen za
23S rRNA. Ta je prikladen predvsem zara-
di so¢asnega ugotavljanja odpornosti pro-
ti klaritromicinu (17, 19, 21-24). Na IMI
uporabljamo izpeljanko metode Oleastro

s sod., ki je v uporabi v Nem8kem refe-
rencnem laboratoriju za helikobakter v
Freiburgu (23). Z refleksno uporabo kom-
binacije molekularnih testov (RT-PCR in
GenoType HelicoDR) pri vseh s kulturo ne-
gativnih vzorcih lahko dokaZemo bakteri-
jo in dolo¢imo odpornosti proti klaritro-
micinu in fluorokinolonom pri dodatnih
30 % s kulturo negativnih bioptih (25).

Pilotna raziskava

V letu 2013 smo naredili pilotno raziska-
vo uporabe molekularnih diagnosti¢nih
metod iz bioptov, ki so bili uporabljeni za
HUT. Tri endoskopske centre smo prosili
za biopte 10 negativnih in 10 pozitivnih
HUT, pri katerih smo naredili dva testa
RT-PCR (dokaz 23S rRNA in ureA), pri ne-
ujemajocih vzorcih pa e GenoType Helico-
DR test. Rezultati raziskave so bili prese-
netljivi, saj smo iz 48 pridobljenih vzorcev
(16 pozitivnih in 32 negativnih), ki so bili
24-72 ur na sobni temperaturi (subopti-
malni pogoji) in so imeli znan rezultat
HUT, ugotovili zgolj 71-82 % obcutljivost
HUT v primerjavi z molekularnimi meto-
dami ob sicer dobri 93-96 % specifi¢nosti
HUT. Rezultati pilotne raziskave kaZejo,
da je na vsakih 4-5 negativnih HUT en la-
Zno negativen. Tako slaba obcutljivost je
z diagnosti¢nega vidika nesprejemljiva za
osnovni presejalni in potrditveni test, ka-
kor v praksi uporabljamo HUT v ¢asu ga-
stroskopije. Z molekularnimi testi smo v
vseh pozitivnih primerih lahko ugotovili
odpornost proti klaritromicinu, ki je bila
v vzorcu pri¢akovano visoka in je znaSa-
l1a 20 %. Trenutno v sodelovanju s Klini¢-
nim oddelkom za gastroenterologijo Uni-
verzitetnega klinicnega centra Ljubljana
poteka prospektivna primerjava vseh ob-
stojecih invazivnih metod (HUT, histolo-
gije, kulture in molekularnih metod), ki
nam bo sluZila za dolocitev optimalnega
algoritma diagnostike. Ze na podlagi pi-
lotne raziskave pa je jasno, da je osnov-
no vpraSanje, ali lahko mikrobioloSki set
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preiskav, med katerimi je na prvem me-
stu hiter in cenovno sprejemljiv test RT-
-PCR za dolocitev prisotnosti H. pylori in
odpornosti proti klaritromicinu, ki je pod-
prt s kulturo in dolo€anjem obcutljivosti v
manj$ini primerov (tj. samo pri sevih, od-
pornih na klaritromicin), nadomesti v ga-
stroenterolosko prakso zakoreninjen HUT.
Ta ponuja laZen obcutek hitrosti in ne
nudi nikakr$ne dodane vrednosti v smi-
slu usmerjanja zdravljenja glede na od-
pornost proti klaritromicinu.

ALI UPORABLJAMO PRIMERNE
TESTE ZA USMERJANJE
ZDRAVLJENJA?
Osnovna paradigma zdravljenja okuZbe s
H. pylori je izkustveno zdravljenje. To naj-
prej temelji na dobrih lokalnih podatkih
o odpornosti naivnih izolatov bakterije, ki
niso bili izpostavljeni eradikacijski terapi-
ji (primarna odpornost), in nato na pod-
lagi uspe$nosti posameznih shem zdra-
vljenja v klini¢nih poskusih. V danasnjem
¢asu je zdravljenje okuZbe s H. pylori po-
gosto neuspesno zaradi nekaterih priroje-
nih dejavnikov bakterije in okolja, v kate-
rem Zivi, kot so (206):
+ pocasna rast,
zmozZnost rekombinacije in plasti¢nost
bakterijskega genoma,
nedostopnost Zelod¢ne sluznice za
ucinkovanje antibiotikov zaradi nizke-
gapH,
izplavljanje zaradi peristaltike,
kolonizacija pri sicer zdravih posame-
znikih in
+ povecana izpostavljenost antibiotikom
na populacijski ravni.

UspeSnost zdravljenja tako danes le red-
ko presega 90 %, kar je spodnja meja Se
sprejemljivo nizke uspeSnosti tovrstne-
ga zdravljenja. V mnogih primerih pa je
uspeSnost zdravljenja nedopustno niz-
ka in ne doseZe 70 % (27). V nedavni raz-
iskavi uspeSnosti zdravljenja na Koro-

Skem v letih 2011 in 2012 smo ugotovili,
da je bila uspeSnost prve linije zdravlje-
nja, ki je bilo v vecini primerov (88 %)
enako priporo€eni terapiji Slovenskega
zdruZenja za gastroenterologijo in hepa-
tologijo (7-dnevno tritirno zdravljenje z
amoksicilinom, klaritromicinom in ZPC),
uspeli pozdraviti samo 70,7 % bolnikov.
V primeru neuspe$nega zdravljenja zara-
di kateregakoli vzroka je bakterija izpo-
stavljena neinhibirajo¢im koncentracijam
antibiotikov in zato povecanemu tveganju
za nastanek in selekcijo odpornosti. Tovr-
stna odpornost (sekundarna odpornost) je
tako vecinoma rezultat slabo nacrtovane-
ga in neuspeSnega eradikacijskega zdra-
vljenja. Razkorak med obema in Stevilo
osamljenih izolatov je eden izmed kazal-
cev kakovosti tovrstnega zdravljenja. V
tabeli 1 prikazujemo slovenske rezulta-
te primarne in sekundarne odpornosti H.
pylori v letih 2011-2014 (28).

Skupno smo pregledali 1.842 biop-
sijskih vzorcev pri 1.765 bolnikih, starih
3-86 let (povprecna starost 47 let). Med
njimi je bilo 73,9 % vzorcev (n = 1.362)
pozitivnih s kulturo in 5,5 % (n = 102) z
molekularnimi testi. Informacijo o pred-
hodnem eradikacijskem zdravljenju smo
imeli za 92,8 % (n = 1.358) bolnikov. Med
pozitivnimi bolniki je bilo 31,7 % (n =
430) naivnih in 68,3 % (n = 928) po enem
ali ve€ neuspe$nih zdravljenjih. Primarna
in sekundarna odpornost je zna3ala:

+ zaklaritromicin 15,6 % in 86,7 %,
+ za metronidazol 27,4 % in 81,9 %,
+ zalevofloksacin 6,3 % in 19,7 %,
+ za amoksicilin 0,5 % in 1,5 %,

+ za tetraciklin 0,0 % in 0,1 % ter

+ zarifampicin 9,1 % in 7,1 %.

Dvojna odpornost proti klaritromicinu in
metronidazolu in trojna odpornost pro-
ti klaritromicinu, metronidazolu in levo-
floksacinu sta zna$ali 6,5 % in 1,0 % pri
naivnih izolatih ter 73,5 % in 16,3 % pri
predhodno zdravljenih izolatih.
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Trenutne evropske in slovenske smer-
nice priporoc¢ajo testiranje obcutljivosti
zelo ohlapno; po enem, dveh ali treh ne-
uspeSnih zdravljenjih (29, 30). Podatki o
odpornosti Zal kaZejo na neustreznost ta-
k8nih priporocil. Testiranje odpornosti pri
predhodno zdravljenih bolnikih je po ve¢-
kratno neuspe$nih zdravljenjih pravza-
prav odve¢, saj s skoraj 90 % zanesljivo-
stjo lahko predvidevamo odpornost proti
Klaritromicinu in metronidazolu posame-
zno ter s skoraj 75 % zanesljivostjo sku-
pno odpornost proti obema. V tem obdobju
zdravljenja je tako edino smiselno testira-
ti prisotnost trojne odpornosti proti klari-
tromicinu, metronidazolu in levofloksaci-
nu, ki je prisotna samo v dobrih 15 % in bi
jo zato teZko uganili na pamet.

ZDRAVLJENJE BOLNIKOV

Z VECKRATNO ODPORNO
BAKTERI)O

OkuZbe z dvojno ali trojno odporno bak-
terijo predstavljajo zdravniku velik tera-
pevtski izziv, bolniku pa v luc¢i nekaterih
mozZnih zapletov (npr. dispepsija, ulkusna
bolezen ali rak Zelodca) veliko psiholosko
breme. Zdravljenje teh teZko ozdravlji-
vih okuZb s H. pylori se med posameznimi
centri razlikuje. Podobno tudi v Sloveniji
nimamo enotne strategije zdravljenja teh
bolnikov. Dodatno teZavo predstavlja sla-
ba dostopnost nekaterih zdravil, ki se za
to indikacijo uporabljajo drugod po sve-
tu (npr. bizmut, rifabutin in druga). Zal
mikrobiologi z dolotanjem odpornosti
bakterije v pozni fazi zdravljenja okuZbe
(najveckrat po veckratnih neuspelih tera-
pijah) nimamo moZnosti aktivneje usmer-
jati antibioti¢nega zdravljenja. Pri pregle-
du izolatov IMI smo ugotovili, da smo
med leti 2009 in 2014 osamili 249 troj-
no odpornih sevov (soasno odporni proti
klaritromicinu, metronidazolu in levoflo-
ksacinu). Da bi ugotovili na¢in njihovega
zdravljenja, smo zasnovali retrospektivno
raziskavo (ki se v ¢asu priprave tega pri-

spevka Ze izvaja), s katero Zelimo osvetli-
ti problem zdravljenja teh veckratno od-
pornih bakterij.

KKAKO NAPRE])? -

POGLED MIKROBIOLOGA

Potrebno je uvesti enoten, obvezen na-
¢in spremljanja primarne odpornosti, v
katero bi bili enakomerno vkljuceni vsi
gastroenterologi. Nem8ki model predvi-
deva obvezen enkrat mesecni odvzem bi-
opsije naivnega bolnika za dolocitev od-
pornosti (prve tri biopsije v mesecu). Na
ta nacin bi uspeli sistemsko pridobiti naj-
manj 100 izolatov iz razli¢nih endoskop-
skih centrov, geografsko enakomerno po-
razdeljenih po podroc¢ju celotne drZave,
in porazdeliti finan¢no breme tovrstnega
nadzora.

HUT je zaradi svoje premajhne ob-
Cutljivosti verjetno potrebno nadome-
stiti z molekularnim testom dolo¢anja
bakterije. V ta namen predlagamo, da bi
pri podanem sumu na okuzbo s H. pylo-
ri odvzeli dve biopsiji (eno iz korpusa
in eno iz antruma Zelodca) v univerzal-
no transportno gojis¢e za mikrobioloSke
preiskave Portagerm Pylori (bioMerie-
ux, Marcy I'Etoile, Francija), ki omogo-
¢a tako testiranje z molekularnimi testi
kakor tudi s klasi¢nimi mikrobioloSkimi
metodami (npr. kultura, dolocanje ure-
azne aktivnosti in drugo). Na ta nacin
bomo znotraj 24 ur od odvzema pridobili
ustrezne podatke o okuzbi in lahko jasno
usmerili zdravljenje glede na odpornost
klaritromicina. V primeru odpornosti, to-
rej v 15-20 %, bomo izvedli antibiogram
z omejenim naborom antibiotikov, ki bo
dodatno usmeril zdravljenje teh bolni-
kov. Na ta nacin bomo zmanjSali Stevilo
zdravljenj, endoskopij, stranskih u¢inkov
zaradi uporabe antibiotikov, sekundarne
odpornosti in Stevilo teZko ozdravljivih
bolnikov.

Potrebno je centralizirati eradikacij-
sko zdravljenje v enoti, ki bo lahko na-
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tan¢no beleZila uspe$nost zdravljenja in
na ta nacin prilagajala posamezne upora-
bljene strategije eradikacije. Prav tako je
zaradi Stevila bolnikov s teZko ozdravlji-
vo okuZbo potrebno organizirati enoto za
zdravljenje le-teh. To bi omogocilo napo-
titev teh bolnikov v en center, ki bi poleg
vedjih izkuSenj pri zdravljenju skrbel tudi
za dostopnost nekaterih specialnih zdra-
vil in beleZenje njihovega ucinka.
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ABSTRACT

KEY WORDS: food poisoning, staphyloccoci, staphyloccocal enterotoxin, outbreak investigation, hygienic

measures, national guidelines for investigation of carriers in food establishments.

Food poisoning with staphyloccocal enterotoxin is a common cause of food intoxication
in our country and globally. According to the European Food Safety Authority in 2012,
14 EU Member States reported 346 outbreaks of food caused by staphylococcal entero-
toxin, which is 6.4% of all outbreaks of food poisoning. In addition to sporadic notifica-
tions of staphyloccocal food poisoning, up to two staphylococcal outbreaks are recorded
annually in Slovenia. Among the sporadic cases, the highest number of notifications
are in the age group of 5 to 14 years. In this article, we describe the investigation of a
staphylococcal food poisoning outbreak. We emphasize the importance of hygiene pro-
cedures and employee training in preventing staphylococcal infections with food. Due
to indadequate infection-related management practices, we conclude the article with a
proposal for a correct and uniform approach for controlling staphylococci carriers and
other bacteria in Slovenian food establishments.

uvoD

Stafilokokna zastrupitev je najpogostej-
$a zastrupitev z Zivili na svetu (1). V letu
2012 je 14 drZav ¢lanic EU porocalo o
346 izbruhih zastrupitev z Zivili, ki jih je
povzrocil stafilokokni enterotoksin (angl.
staphylococcal enterotoxin, SE), kar pred-
stavlja 6,4 % vseh izbruhov zastrupitev

z zivili, podobno kot v letu 2011 (345 iz-
bruhov) (2). V letu 2012 je bila incidenc-
na stopnja prijavljenih izbruhov zaradi
SE 0,07/100.000 prebivalcev. O najve¢jem
Stevilu, 300 izbruhih s SE, so porocali iz
Francije (84,1 %). Pri vecini teh (291) je
§lo za izbruhe s Sibkimi dokazi. Izbruhov z
mocnimi dokazi je bilo 35 (10,1 %). O njih

Tabela 1. Prijavljeni izbruhi, povzroteni s stafilokoknim enterotoksinom v Sloveniji, v letih 2002-14 (5).

Leto Stevilo izbruhov Sumljivo Zivilo Mesto pojava izbruha
2002 1 krompirjeva in fiZolova solata, podjetje
cevaptiti
2003 1 ni znano dom starejsih obéanov
2004 2 ni znano druZina
sir hotel
2005 1 ni znano
2006 3 ni znano gostilna
ni znano kota
ni znano kota
2007 0
2008 1 ajdova kasa gostilna
2009 1 ni znano gostilna
2010 1 ni znano osnovna 5ola
201 1 ni znano hotel

2012-2014 0
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so porocali iz devetih drZav ¢lanic. O veci-
ni (57,1%) so poro¢ali iz Spanije in Fran-
cije. V teh izbruhih je zbolelo 497 oseb,
od katerih jih je bilo hospitaliziranih 88
(27,9 %). Smrtnih primerov ni bilo (2).

Izbruhi zastrupitev s SE se pojavlja-
jo tudi pri nas (3, 4). Podatki iz letnih po-
roCil o epidemiolo$kem spremljanju nale-
zljivih bolezni kaZejo, da smo v Sloveniji
v letih 2002-2014 zabeleZili 12 izbruhov
zastrupitve s SE. V omenjenem obdobju je
bilo najvec prijav v starostni skupini od 5
do 14 let (5).

Tabela 2. Prijave sporaditnih zastrupitev s stafi-
lokoknim enterotoksinom v Sloveniji v letih 2002-
2014 (5).

Leto Stevilo prijav sporadiénih zastrupitev
s stafilokoknim enterotoksinom

2002 63
2003 24
2004 10
2005 3
2006 7
2007 3
2008 3
2009 2
2010 86
20Mm 17
2012 5
2013 0
2014 0

STAFILOKOKI (STAPHYLOCOCCUS
AUREUS) IN NJjIHOVI
ENTEROTOKSINI

Staphylococcus aureus je bakterija, ki pri
¢loveku poleg razlicnih okuZb povzroci
tudi zastrupitve z Zivili. Je eden najodpor-
nejSih nesporogenih povzrociteljev bole-
zni pri ¢loveku. Bakterija je zelo odpor-
na na zamrzovanje in odtajevanje, preZivi
lahko v zamrznjenih Zivilih pri tempera-
turi do -20 °C. Odporna je tudi na suSe-

nje in daljSa obdobja v suhem okolju (6-8).
Stafilokokno zastrupitev z Zivili povzroci
zauZitje SE, beljakovin, ki pri obolelem iz-
zovejo bruhanje in drisko (6-8).

Vir stafilokokne zastrupitve z Zivili
Glavni vir stafilokokne zastrupitve z Zivili
je Clovek, saj je naravni gostitelj bakteri-
je S. aureus. Polovica ali vec¢ zdravih posa-
meznikov je klicenoscev (9, 10). Pri klice-
noscih je S. aureus najpogosteje prisoten
na sluznici v nosno-Zrelnem prostoru (pri
20-40 % odraslih) in na koZi presredka,
pri nekaterih pa na koZi obraza, rok ali v
lasi§¢u, pazduhah, dimljah in noZnici (7-
9). Zivila lahko zato onesnaZi osebje v
kuhinji, ki pri rokovanju z njimi ne upo-
Steva osnovnih higienskih nacel in so kli-
cenosci oziroma imajo stafilokokno, naj-
veckrat koZno okuZbo. Naravni gostitelji
bakterije S. aureus so tudi vse toplokrvne
Zivali (7, 8). Pri njih je S. aureus prav tako
prisoten na koZi in sluznicah, zato je lah-
ko S. aureus prisoten v nizkem S$tevilu v
surovem mesu in mesnih izdelkih ter su-
rovem mleku in mle¢nih izdelkih (4, 10).

Prenos stafilokokov s €loveka

na zivila

S. aureus se lahko od klicenosca ali ¢love-

ka s stafilokokno okuZbo prenasa na Zivila

na vec nacinov (6-9):

» neposredno z dotikom (v primeru stafi-
lokokne gnojne rane na koZi, z rokami
klicenoscev),

+ kaplji¢no (klicenosci, ki imajo S. aure-
us v nosno-Zrelnem prostoru, izlo¢ajo
stafilokok z drobnimi kapljicami, zlasti
pri kihanju in ka$ljanju) in

» posredno (prek onesnaZenih predme-
tov - kuhinjskih pripomockov, delovnih
povrsin, posode, opreme, strojev ...).

Ce je Zivilo onesnaZeno s S. aureus in iz-
postavljeno ugodnim pogojem za rast in
razmnoZevanje mikroorganizmov, se bo
ta v Zivilu namnoZil in lahko izlocal to-
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ksin. V Zivilu se S. aureus pri temperatu-
rah med 10 in 45 °C razmnoZuje zelo hi-
tro. V nekaj urah je lahko v gramu Zivila
Ze 10°-10° kolonij bakterij (6, 9). Pri zau-
Zitju takega Zivila lahko kljub morebitni
predhodni toplotni obdelavi Zivila pride
do zastrupitve z enterotoksinom. Entero-
toksini bakterije S. aureus so toplotno sta-
bilni in jih z obi¢ajnimi postopki toplotne
obdelave (kuhanjem, pecenjem) ne uni-
¢imo (4, 6). Kontaminirana Zivila so lah-
ko organolepti¢no brez sprememb: ima-
jo obi¢ajen videz, vonj in okus (9). Osebe,
ki delajo v Zivilski stroki, imajo zato tem
bolj pomembno vlogo. Odgovorne so, da z
ustrezno osebno higieno in s pravilnimi
postopki dela zagotavljajo take pogoje, da
se v Zivilih prisotne bakterije ne morejo
razmnoZiti do koncentracij in tvoriti koli-
¢in SE, ki bi ogroZale zdravje potro$nika.
Zivila, ki so najpogosteje povezana s
stafilokokno zastrupitvijo z Zivili, so (6-9):
» kuhano meso (zlasti Sunka, perutnina),
salame, mleto meso,
+ Skoljke,
» surovo mleko, mlecni izdelki (siri),
« sladice s kremami,
+ razne sestavljene solate,
+ majoneza in
+ sladoled.

Klinicna slika stafilokokne
zastrupitve z Zivili

SE v osrednjem ZivCevju vzdraZi center za
bruhanje in ne deluje neposredno na cre-
vesno sluznico (12). Inkubacijska doba bo-
lezni je kratka; znaSa od pol ure do osem
ur (13). Bolezen se za¢ne naglo, s slabostjo,
kré&i v trebuhu, bruhanjem in drisko. Bol-
nik lahko bruha na 15-30 minut. Iztrebki
so tekoci, brez primesi sluzi ali krvi (12).
Zastrupitev spremljajo bole¢ine v trebu-
hu, glavobol in slinjenje (12). Pri zelo mla-
dih in starih osebah se lahko razvije huda
dehidracija. Bolezen traja najvec¢ 24-48 ur.
Napoved izida bolezni je dobra (smrtnost
je manjSa od 0,02 %). Obcutljivosti na SE

je razli€na, vendar skupine ljudi s poveca-
nim tveganjem niso dobro opredeljene, z
izjemo zelo starih, zelo mladih in boleh-
nih oseb. Stafilokokna zastrupitev z Zivili
se lahko pojavi sporadi¢no ali kot izbruh.

Zdravljenje

Zdravljenje zastrupitve s stafilokoki je
simptomatsko. Izgubljeno tekocino nado-
me§c¢amo s pitjem pija¢ oziroma z oralno
rehidracijsko raztopino ali dajanjem teko-
¢ine v Zilo (12). Gnojne okuZbe koZe in slu-
znic zdravimo z antibiotiki v skladu z an-
tibiogramom. KlicenoStva se ne zdravi.

Prijava stafilokokne zastrupitve

z zivili

V Sloveniji ima epidemioloSko spremlja-
nje nalezljivih bolezni podlago v Zakonu o
nalezljivih boleznih (ZNB, Uradni list Re-
publike Slovenije §t. 33/20006) in Pravilni-
ku o prijavi nalezljivih bolezni in poseb-
nih ukrepih za njihovo preprecevanje in
obvladovanje (Uradni list Republike Slo-
venije §t. 16/99) (14, 15). Pravilnik o prija-
vi nalezljivih bolezni in posebnih ukrepih
za njihovo preprecevanje in obvladovanje
deli nalezljive bolezni glede na epidemio-
lo8ki pomen oziroma reZim prijave v Sti-
ri skupine. Stafilokokna zastrupitev z Zi-
vili je v drugi skupini, kamor uvr§¢amo
vecino nalezljivih bolezni; te se prijavi
obmocni enoti Nacionalnega inStituta za
javno zdravje (OE NIJZ) v roku treh dni od
postavitve diagnoze. V primeru suma na
izbruh stafilokokne zastrupitve pa je re-
Zim prijave stroZji; zdravnik mora v roku
od treh do Sestih ur po ugotovitvi suma
na izbruh obvestiti obmoc¢no enoto NIJZ.
Obmoc¢na enota NIJZ obvesti Center za
nalezljive bolezni NIJZ.

Po definiciji je izbruh pojav dveh ali
veC primerov iste bolezni in/ali okuZbe ali
stanje, v katerem opaZeno Stevilo prime-
rov pri ljudeh presega pricakovano Stevi-
lo in pri katerem so primeri vezani ali ver-
jetno vezani na isti vir Zivila (16).
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OBRAVNAVA IZBRUHA
STAFILOKOKNE ZASTRUPITVE
Z2IVILI

Epidemioloska preiskava

Potrditev izbruha

Na izbruh zaradi okuzb ali zastrupitev z
Zivili posumimo ob pojavu znacilne kli-
nic¢ne slike pri dveh ali ve¢ osebah, ki so
med seboj epidemiolo$8ko povezane, naj-
pogosteje zaradi izpostavljenosti isti hra-
ni. Ce se pri obolelih pojavita izrazita sla-
bost in bruhanje ob driski, v kateri ni krvi
ali sluzi, in e vecina zbolelih nima vroci-
ne in se klini¢na slika pojavi od 30 minut
do 8 ur po zauZitju hrane, gre verjetno za
stafilokokno zastrupitev z Zivili (17).

Iskanje primerov in zbiranje podatkov

S hitrim epidemioloskim poizvedovanjem
(opravimo ga lahko po telefonu ali z obi-
skom bolnikov, ki so iskali zdravnisko po-
moc¢ oz. bili hospitalizirani) poskusimo
postaviti delovno hipotezo in ugotoviti
dejavnik tveganja za zastrupitev ter ¢as in
kraj, kjer je priSlo do zastrupitve (17).

Opisna epidemiologija

Opredelimo populacijo, ki je bila izposta-
vljena, najpogostejSe bolezenske znake in
¢as od zauZitja sumljivega Zivila do po-
java prvih simptomov (inkubacijo). Pri-
pravimo vpraSalnik, ki zajema podatke o
Zivilih, katerim so bili izpostavljeni, de-
mografske podatke, bolezenske znake, za-
Cetek teZav in trajanje. VpraSamo tudi,
ali je kdo imel ali ve za koga, ki je imel
podobne teZave Ze pred pojavom izbru-
ha. Izratunamo stopnjo tveganja (angl.
risk ratio, RR) za posamezna Zivila in jih
med seboj primerjamo (17). PoskuSamo
poiskati osebje v kuhinji s sprememba-
mi na koZi, klicenosce in preucimo vlo-
go posameznika pri pripravi Zivil. Vsem
odvzamemo brise nosu, Zrela, koZe rok
in bris morebitnih gnojnih sprememb na
koZi. Na koncu vzpostavimo $e stik z la-
boratorijem, ki preiskuje humane vzorce

in vzorce Zivil, in jih seznanimo z doga-
janjem (17).

Oblikovanje in vrednotenje hipoteze

Hipoteza mora opredeliti (17):

+ kaj je vir okuZbe in kaj je vektor,

+ kakSen je nacin prenosa,

+ kdo je ogroZen, da zboli - vrsta izposta-
vljenosti, in

+ za katero bolezen gre.

Hipoteza mora:

- biti verjetna (podprta z dejstvi, ki jih
odkrijemo med epidemiolosko in labo-
ratorijsko preiskavo ter preiskavo de-
javnikov iz okolja - hrana, voda) in

+ pojasniti ve¢ino primerov.

Ko je hipoteza, ki bi lahko pojasnila iz-
bruh, oblikovana oziroma postavljena, je
naslednji korak, da ocenimo, ali je verodo-
stojna. Kadar epidemiolo8ki, laboratorij-
ski in okoljski rezultati mo¢no podpirajo
postavljeno hipotezo, formalno testiranje
hipoteze ni potrebno (npr. izolacija ena-
kega povzrocitelja pri bolnikih in iz Zivila
glede na fagotip ali genotip). Kadar okoli-
§¢ine niso tako jasne in enostavne ter in-
formacije o primerih in dejavnikih tvega-
nja niso dovolj prepricljive, uporabimo
analiti¢no raziskavo, s katero svoje hipo-
teze preiskusimo s pomocjo statisti¢nih
metod.

Mikrobioloska in okoljska
preiskava

Vzoréenje

Za potrditev stafilokokne zastrupitve z Zi-
vili dvem do petim bolnikom odvzame-
mo vzorce blata in/ali izbruhanine. Vzor-
ce skuSamo pridobiti ¢im prej. V primeru
omejenih manj$ih izbruhov bolezni zado-
§¢a manjSe Stevilo vzorcev. Ko je povzro-
¢itelj izbruha laboratorijsko potrjen, na-
daljnje jemanje vzorcev kuZnin bolnikov
za potrjevanje izbruha ni ve¢ potrebno.
Odvzamemo tudi vzorce sumljivih Zivil,
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brise delovnih povr$in na snaZnost in bri-
se rok, nosu ter Zrel zaposlenih v kuhinji
(17). Ce Zivila niso ve¢ na voljo, skusamo
pridobiti jedilnike oziroma seznam Zivil,
ki so jih stregli v ¢asu, ko je prislo do za-
strupitve. Cim bolj natanéno povprasamo
o poreklu posameznih Zivil, na¢inu shra-
njevanja, priprave itd.

Laboratorijska diagnostika

KuZnine obolelih pregledamo na priso-
tnost salmonel, Sigel, kampilobaktrov, jer-
sinij, patogenih eSerihij, stafilokokov ter
rotavirusov, adenovirusov in norovirusov.
Izolacijo S. aureus iz kuZnin, Zivil in povr-
Sin ter tipizacijo enterotoksinov izvedemo
po standardnih mikrobiolo8kih postopkih.
Cilj diagnostike je, da potrdimo prisotnost
istega tipa stafilokoka oziroma SE v hrani
in pri obolelih (17).

Ukrepi ob izbruhu

Med izbruhom naj osebje kuhinje zaasno
pripravlja prilagojene jedilnike, hrana naj
bo preprosta za pripravo. Pri delu v kuhinji
ne sme biti kadrovskega primanjkljaja (17).
Osebju kuhinje svetujemo zdravstveni pre-
gled, ki ga obicajno izvede zdravnik, speci-
alist medicine dela, prometa in $porta, in
izvajanje ukrepov za preprecevanje stafi-
lokokne okuzbe z Zivili, opisanih v nada-
ljevanju prispevka. Pregledamo zdravstve-
no-higienska navodila v kuhinji ustanove,
zapisane postopke dela ter svetujemo mo-
rebitne popravke. Delo z Zivili za¢asno pre-
povemo osebam z gnojnimi okuZbami rok,
obraza in nosu ter zdravim osebam, pri ka-
terih laboratorijsko potrdimo kolonizacijo
z enterotoksigenim sevom S. aureus, ¢e su-
mimo, da so vir izbruha (18).

Spremljanje izbruha in
komunikacija s prizadetimi,
vkljuéenimi delezniki in javnostjo
S pomoc¢jo odgovorne osebe v ustano-
vi spremljamo potek izbruha in beleZimo
nove primere ter spremljamo ucinkovi-

tost izvajanja ukrepov. Odgovorna ose-
ba v dogovoru z obmoc¢no epidemioloSko
sluZbo dnevno posreduje podatke o novo
zbolelih na predpisanem seznamu. UsluZz-
benci ustanove, kjer se je pojavil izbruh,
so dolZni izvajati priporocene ukrepe za
omejitev izbruha. V primeru, da se kljub
izvajanju ukrepov v Zivilskem obratu Se
vedno pojavljajo pozitivni vzorci na S. au-
reus (brisi na snaZnost, vzorci Zivil), kar je
predvsem verjetno pri nosilcih S. aureu-
sa na rokah, priporo¢amo nadaljnje ukre-
pe ali omejitve.

Konec izbruha

Preden razglasimo konec izbruha, mo-
ramo biti prepri¢ani, da nimamo ve¢ no-
vih primerov. Konec izbruha razglasimo,
ko od zadnjega zauZitja kontaminiranega
Zivila mine dvojna inkubacijska doba, po
zacetku simptomov pri zadnjem primeru
(16 ur). Pisno odjavo epidemioloska sluz-
ba OE NIJZ v sedmih dneh po koncu iz-
bruha poSslje Zdravstvenemu InSpektora-
tu Republike Slovenije (17).

UKREPI ZA PREPRECEVANJE

STAFILOKOKNE ZASTRUPITVE

Z ZIVILI

Ukrepi za preprecevanje stafilokokne za-

strupitve z Zivili so enostavni in u¢inkovi-

ti, ¢e jih izvajamo dosledno, ter obsegajo:

« upoStevanje osnovnih higienskih po-
stopkov za varnost Zivil v skladu z na-
Celi sistema,

« analizo tveganja in ugotavljanja kri-
ticnih kontrolnih tock (angl. hazard
analysis and critical control points, HA-
CCP) zlasti protokolov temperatura-cas,

+ izobraZevanje zaposlenih v Zivilski de-
javnosti o preprecevanju okuzb in za-
strupitev z Zivili s S. aureus in

+ usposabljanje na osnovi strokovnih
priporocil NIJZ.

S. aureus v Zivilih - Priporocila za zapo-
slene v Zivilski dejavnosti:
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« Osnovna higienska stali§¢a za higie-
no Zivil, namenjena delavcem v Zivil-
ski dejavnosti (19).

- Higienska staliS¢a za higieno Zivil, na-
menjena delavcem v Zivilski dejavno-
sti, 2. stopnja (20).

+ Izvajalec usposabljanja se mora pre-
pricati, da zaposleni razume vsebine
usposabljanja, pojasniti, da je kliceno-
§tvo lahko le trenutno, prehodno sta-
nje, in obrazloZiti klicenoStvo pri lju-
deh (do 50 % ljudi).

Za izvajalce strokovnega usposabljanja
priporocamo Nacionalni laboratorij za
zdravje, okolje in hrano (NLZOH) ali dru-
ge strokovno primerno usposobljene izva-
jalce.

Osnovni higienski postopki
preprecevanja stafilokokne okuzbe
z zZivili

Prepreciti moramo prenos bakterije S. au-
reus na Zivila in razmnoZevanje stafiloko-
kov v Zivilih (9).

Osebije, ki dela z Zivili

Pri delu z Zivili vedno postopamo tako,
kot da smo klicenosci. Dosledno izvajamo
osebno higieno, zlasti pravilno umivanje
rok. RazkuZevanje rok pri delu ni potreb-
no. Pri pripravi hrane se izogibamo nepo-
trebnemu dotikanju telesa (koZe in slu-
znic, npr. nosu, ust, obraza, lasisca, las).
V primeru dotikov, praskanja, popravlja-
nja las, si roke pred nadaljevanjem dela
pravilno umijemo. V primeru poSkodbe
na rokah (ureznine, opekline) rano oskr-
bimo in jo neprepustno za$¢itimo (z obliZi
ali rokavicami za enkratno uporabo). Ce se
rana zagnoji ali se pojavijo druge gnojne
spremembe na koZi, oseba ne sme delati z
Zivili. Prav tako z Zivili ne sme delati ose-
ba, ki ima gnojne rane na obrazu, vratu,
gnojni izcedek iz nosu, oci, uSes, gnojne
spremembe na oceh, v nosu, ustih in Zrelu
oziroma ima drisko, bruha. V primeru ki-

hanja in ka$ljanja se obrnemo stran od Zi-
vil in kihnemo oziroma ka$ljamo v papir-
nat robec. Robec takoj odvrZemo v ko§ za
odpadke, nato si pravilno umijemo roke.
Ce robca nimamo pri roki, kihnemo ali ka-
§ljamo v nadlaket ali komolec, nikoli ne v
dlani (21). Med govorjenjem se obrnemo
stran od Zivila, da ga ne onesnaZimo s ka-
pljicami sline. Med pripravo Zivil ne upo-
rabimo istega pribora (Zlice, vilic) za po-
kuSanje hrane vec kot enkrat (6, 10).

Pravilni postopki dela z Zivili
Preprecujemo navzkrizno onesnaZenje,
zlasti onesnaZenje Ze ociS¢enih in goto-
vih Zivil. Pazimo, da teh Zivil ne onesna-
Zimo bodisi z umazanimi rokami, kuhinj-
skimi pripomocki, priborom, delovnimi
povrSinami bodisi z onesnaZenimi suro-
vimi Zivili (meso, jajca). Toplotna obdela-
va Zivil naj bo pravilna in zadostna. Ve-
¢ino zdravju 8kodljivih mikroorganizmov,
potencialno prisotnih v Zivilih, uni¢imo s
temperaturo nad 70 °C. Postopki ohlaja-
nja toplotno obdelane hrane in ponovnega
pogrevanja morajo biti izvedeni pravilno
in v ¢im krajSem c¢asu. Posebej moramo
biti pozorni na higiensko rokovanje s su-
rovim mesom in jajci. Dosledno uposte-
vamo priporocila za rokovanje z gotovimi
Zivili in pravilno uporabo rokavic. SveZe
sadje in zelenjavo temeljito ocistimo in
operemo. Zagotavljamo nepretrgano hla-
dno oziroma toplo verigo (prevzem, skla-
disCenje, priprava, shranjevanje). Zivila
shranjujemo na primernih temperaturah:
- surova Zivila, ki zahtevajo hladno shra-
njevanje, v hladilniku pri temperaturi
pod 5 °Cin
- toplotno obdelana Zivila: tople jedi pri
temperaturi nad 63 °C, hladne jedi v
hladilniku pri temperaturi pod 5 °C.

Cas priprave Zivil izven varnega tempe-
raturnega obmocja (ki je pod 5 °C in nad
63 °C) naj bo ¢im krajsi, prav tako ¢as do za-
uZitja Ze izdelanih, pripravljenih jedi (6, 10).
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Primerna sanitarno-tehnicna
oprema in ureditev ter vzdrzevanje
higienskih razmer

Delovne povrSine, orodje in pribor upora-
bljajmo namensko in lo€eno (npr. lo¢eno
Za surovo meso, za zelenjavo, za gotova
Zivila). Temeljito in sproti €istimo delov-
ne povrsine, pripomocke, pribor, poso-
do itd. Pri tem pazimo, da po ¢iS¢enju ne
ostajajo vlaZni oziroma da se temeljito po-
susijo (6, 10).

Zagotavljanje tople in

hladne verige med pripravo,
shranjevanjem in postrezbo Zivil
Temperatura je eden od dejavnikov, ki
vpliva na rast oziroma preZivetje mikro-
organizmov v Zivilu in na tvorbo toksinov.
Zivila, ki potrebujejo nadzorovano tem-
peraturno okolje, imenujemo potencialno
nevarna Zivila (22). Z neustrezno tempe-
raturo, npr. ¢e potencialno nevarno Zivilo
pustimo ve¢ ur na sobni temperaturi, omo-
goc€imo rast in tvorbo SE. V sistemu jav-
ne prehrane (gostinstvo, interni obrati pre-
hrane, vzgojno-izobraZevalne institucije,
slaS¢i¢arne, trgovine, bolni$nice) moramo
biti Se posebej pozorni na zagotavljanje in
preverjanje temperature gotovih toplih in
hladnih jedi (21). Nevarno temperaturno
obmodje, ugodno za rast in razmnoZevanje
mikroorganizmoyv, je med 5-63 °C (22). Zato
potencialno nevarna Zivila vzdrZujemo pri
temperaturi pod 5 °C oz. nad 63 °C (vzdr-
Zujemo hladno oziroma toplo verigo) (10).

Navzkrizno onesnazenje Zivil
Izraz navzkriZno onesnaZenje Zivil obi-
¢ajno uporabljamo v smislu navzkriznega
onesnaZenja Zivil z mikroorganizmi. Zivi-
la se lahko navzkriZno onesnaZijo z mi-
kroorganizmi (bakterijami, virusi) zaradi
nehigienskega rokovanja z Zivili med pri-
pravo, shranjevanjem ali distribucijo.

Pri navzkriZnem onesnaZenju se mi-
kroorganizmi na Zivilo lahko prena$ajo na
vec nacinov:

1z Zivila na Zivilo,

prek oseb, ki delajo z Zivili,

« prek kuhinjske opreme, posode in pri-
bora in

+ z drugimi nacini prenaSanja (glodavci,
insekti).

Najpogosteje gre za prenos zdravju Sko-
dljivih mikroorganizmov s surovih Zivil
prek rok osebja na gotova Zivila (11). Po-
leg umivanja rok je pomemben higienski
postopek preprecevanja navzkriZznega one-
snaZenja in locevanje Cistih ter necistih
poti, opreme, pribora in postopkov (6, 8).

Higiensko ravnanje z gotovimi Zivili
Gotova Zivila so Zivila, ki se obi¢ajno zau-
Zijejo v enakem stanju, kot so prodana, in
ki pred zauZitjem ne potrebujejo dodatne
toplotne obdelave (sendvici, solate, ocvr-
ta hrana, salame) (23, 24). Ne vkljucujejo
oreSckov v lupinah, surovega sadja in zele-
njave, ki jih mora potrosnik pred zauZitjem
olusciti, olupiti ali umiti. Z gotovimi Zivi-
li nikoli ne rokujemo neposredno z golimi
rokami: umivanje rok ni vedno zadosten
preventiven ukrep za odstranitev zdrav-
ju 8kodljivih mikroorganizmov, predvsem
z mocno onesnaZenih rok. Prav tako lahko
okuZbo spregledamo, zlasti kadar poteka
v blaZji obliki ali brez klini¢nih znakov in
okuZeni izlo¢a povzrocitelje bolezni v oko-
lico. Poleg pravilnega umivanja rok je zato
pomemben preventiven ukrep tudi prepre-
¢evanje neposrednega stika gotovih Zivil z
golimi rokami. Uporabljamo primerne pri-
pomocke, kot so prijemalke, Zlice, vilice, za-
jemalke, lopatke, kleS¢e, opremo za delitev
hrane, rokavice za enkratno uporabo. Tudi
pri ostalih Zivilih, ki niso gotova Zivila, naj
zaposleni pri delu ¢im bolj zmanjSa nepo-
sreden stik z Zivili z golimi rokami, upora-
blja naj zgoraj navedeni pribor (9, 19).

Uporaba rokavic med delom z Zivili
Na koZi rok so kmalu po umivanju ponov-
no prisotne bakterije, ker neprestano pre-
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hajajo iz koZnih por in gub na povrSino
koZe. Med njimi so tudi na zdravih rokah
lahko nevarni stafilokoki in drugi zdravju
8kodljivi mikroorganizmi. Ce delamo ne-
posredno z gotovimi Zivili, vedno upora-
bljamo delovnemu procesu primeren pri-
bor (prijemalke, vilice, zajemalke, lopatke,
klesce itd.). Rokavice praviloma upora-
bljamo takrat, ko si ne moremo pomagati
s priborom, na primer pri rezanju in kon¢-
ni dodelavi Zivil. Prav tako priporoc¢amo
uporabo rokavic pri grobi obdelavi suro-
vega mesa, Se posebej perutnine, in pri ¢i-
SCenju surove zelenjave (19).

Pravilna uporaba rokavic (19):

+ Preden si nadenemo rokavice, si roke
vedno temeljito umijemo in posuSimo.

« Pred uporabo rokavic si morebitne
rane na rokah (Ciste, neokuZene) zasci-
timo z vodoodpornim obliZem.

- Kadar pri delu z gotovimi Zivili ne mo-
remo uporabiti pribora, vedno uporabi-
mo rokavice.

+ Rokavice je treba med delom pogosto
menjati.

+ Vedno jih menjamo tudi po ravnanju s
surovimi Zivili in pred zacetkom dela z
gotovimi Zivili, pa tudi takrat, ko se ro-
kavice poSkodujejo.

+ Med vsako menjavo rokavic roke pra-
vilno umijemo in dobro posu$imo.

« Ce med delom z Zivili prekinemo delo,
rokavice zavrZemo. Pred ponovnim za-
cetkom dela roke najprej umijemo in
uporabimo nove rokavice.

- Rabljenih rokavic nikoli ne umivamo
ali ponovno uporabimo.

Rokavice se ravno tako onesnaZijo kot
roke. Ker niso popolnoma nepropustne,
jih uporabljamo le za to¢no doloCeno
opravilo in za kratek ¢as. Pred uporabo ro-
kavic je treba roke temeljito umiti in po-
suSiti. Po uporabi rokavice zavrZemo in
roke ponovno umijemo ter posu§imo. Ni-
koli ponovno ne uporabljamo Ze upora-

bljenih rokavic. Uporaba rokavic ne na-

domesti umivanja rok. Le s pravilno rabo

bodo rokavice lahko u¢inkovita za3¢€ita pri
prenosu mikroorganizmov z rok na Zivi-

la (19).

NajpogostejSe napake pri pripravi
hrane kot dejavniki tveganja za pojav sta-
filokokne zastrupitve z Zivili (9, 19):

+ neustrezna higiena, predvsem neustre-
zna higiena rok,

+ navzkriZno onesnaZenje Zivil,

« nezadostna toplotna obdelava Zivil,

- nepravilno, prekinjeno vzdrZevanje
hladne oziroma tople verige,

« nepravilno shranjevanje toplotno ob-
delanih Zivil, ki jih uZivamo topla (ne-
pravilno vzdrZevanje na toplem),

- nepravilno shranjevanje Zivil, ki zahte-
vajo hladno shranjevanje (nepravilno
vzdrZevanje na hladnem),

+ prepoCasno ohlajevanje pri pripravi
hrane vnaprej in

+ neustrezno rokovanje z gotovimi Zivili.

Klicenosci s S. aureus na rokah

in v nosu ali nosno-zrelnem
prostoru - omejitve

Pri zaposlenih v Zivilski dejavnosti, pri
katerih ugotovimo kliceno$tvo s S. aureus,
ne priporo¢amo nobenih posebnih omeji-
tev pri delu, temvec le dosledno izvajanje
zgoraj navedenih splosnih ukrepov. Klice-
nostvo s S. aureus na rokah potrdimo Sele
po dveh zaporednih pozitivnih brisih rok,
saj so lahko roke le prehodno onesnaZene.

RAZPRAVA

Pravilnik o zdravstvenih zahtevah za ose-
be, ki pri delu v proizvodnji in prometu z
Zivili prihajajo v stik z Zivili (Uradni list
Republike Slovenije §t. 82/2003, 25/2009)
v drugem c¢lenu govori o osebah, ki so
prenasalci povzrociteljev nalezljivih bole-
zni. Ti bi lahko neposredno ali posredno
prek Zivil ogroZali zdravje potro3nikov,
zato Pravilnik navaja, da ne smejo delati z
Zivili, razen, e se z uvedenimi higienski-
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mi ukrepi ogroZanje zdravja potrosnikov
lahko prepreci (25).

Klicenostvo s S. aureus se lahko ugo-
tovi ob obravnavi izbruha (te obravnava
epidemiolog), obiajno pa se naklju¢ni
klicenosci odkrijejo ob sprejemu na delov-
no mesto ali ob obdobnih zdravniskih pre-
gledih, ki jih izvajajo specialisti medicine
dela. Klicenoscu, ki je odkrit pri obravna-
vi izbruha stafilokokne zastrupitve z Zivi-
li, prepovemo delo z Zivili (18). Obi¢ajno
je ta ukrep zacasen. Ugotovimo, ali so v
obratu zagotovljeni vsi sanitarno tehni¢ni
pogoji za izvajanje higienskih ukrepov, ki
prepre€ujejo zastrupitve z Zivili in odre-
dimo izobraZevanje klicenosca o nacinih
Sirjenja S. aureus in ukrepih za preprece-
vanje zastrupitev z Zivili.

Bolj neenoten je postopek obravna-
ve nakljuéno ugotovljenih klicenoscev
s S. aureus, ki delajo v Zivilski dejavno-
sti, saj smernic za njihovo obravnavo ni.
V praksi ugotavljamo, da nekaterim Kkli-
cenoscem izbrani zdravnik ali zdravnik
medicine dela odredi bolniSko odsotnost
z dela, nekateri prejmejo terapijo, neka-
terih pa delodajalci zaradi ugotovljenega
klicenoStva ne Zelijo zaposliti. Klicenosci
s S. aureus bi morali biti v takih primerih
seznanjeni s svojim statusom nosilstva
ter izkazati potreben nivo znanja za var-
no delo z Zivili.

V obi¢ajnih razmerah, ko ni izbruha,
zaposlenim klicenoscem ne priporocamo
nobenih posebnih omejitev pri delu, tem-
vec le dosledno izvajanje ukrepov za pre-
precevanje stafilokoknih zastrupitev z Zi-
vili, navedenih v prispevku. V primerih,
ko se v Zivilskem obratu izvajajo in so
dani pogoji za izvajanje vseh ukrepov, lah-
ko zaposleni klicenosci pri delu z Zivili de-
lajo brez omejitev. Vendar v praksi v Zivil-
skih obratih prihaja do odstopanj oziroma
ti pogoji niso ali ne morejo biti vedno za-
gotovljeni, bodisi zaradi neurejenih sani-
tarno-tehni¢nih razmer in opreme v obra-
tu, neustrezne usposobljenosti zaposlenih

pri delu z Zivili (neizvajanje izobraZevanj
zaposlenih, neustrezna strokovna usposo-
bljenost izvajalca izobraZevanj, teZavno
dojemanje vsebine izobraZevanj ..) malo-
Stevilnega tima zaposlenih, kar se obicaj-
no tudi odraZa s pozitivnimi vzorci in bri-
si na snaZnost na prisotnost S. aureus ali
SE. V takih primerih moramo razmisliti o
delni omejitvi dela kot nadaljnjem ukrepu
preprecevanja stafilokokne zastrupitve z
Zivili. Pri odlo¢anju o tem, ali naj kliceno-
sec dela brez omejitev ali ne, upoStevamo
tudi naravo delovnega mesta. Vsekakor je
veliko vec tveganja v npr. slas¢icarski de-
lavnici. Sre¢ujemo se tudi s primeri, ko je
zaposleni pri delu z Zivili klicenosec s S.
aureus na koZi rok. Roke prihajajo v nepo-
sreden stik z Zivili, delovnimi povr§inami,
priborom, opremo. V takih primerih pogo-
sto zasledimo prisotnost S. aureus ali SE
v vzorcih Zivil ali brisih na snaZnost. Ce
kljub vsem ukrepom stafilokok v Zivilih
in v brisih na snaZnost vztraja in Se zla-
sti e je oseba kolonizirana z enterotoksi-
genim sevom S. aureus, je treba razmisli-
ti o delni omejitvi dela (npr. raba rokavic
pri delu z Zivili ali premestitev na delov-
no mesto v predpripravi le tistih Zivil, ki
gredo takoj v toplotno obdelavo; v skraj-
nem primeru, ko se kljub vsem izvede-
nim ukrepom pojavljajo pozitivni vzor-
ci Zivil in brisi na snaZnost, premestitev
na delovno mesto, na katerem zaposleni
nima neposrednega stika z Zivili, npr. na
blagajni).

V primeru omejitev dela pri kliceno-
scih s S. aureus se odpira tudi vpraSanje
spremljanja kliceno$tva pri zaposlenih z
Zivili, saj so lahko le prehodni klicenosci.
Zaradi ciljanega sledenja S. aureus je smi-
selno tudi spremljati, katere osebe so so-
delovale pri pripravi Zivila, ki ga vzor¢imo.

Pri vseh pozitivnih vzorcih Zivil in
brisih dolo¢imo tudi prisotnost SE. V vsa-
kem primeru naj velja: pri pripravi hrane
vedno postopamo tako, kot da smo klice-
nosci.
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ZAKLJUCEK
Stafilokokne zastrupitve z Zivili se poja-
vljajo v obratih javne prehrane, kot tudi
v domacih kuhinjah in ostajajo javnozdra-
vstveni problem tudi v Sloveniji. Prepre-
cevanje temelji na dobri higieni in pravil-
nih postopkih dela z Zivili. S pravilnimi
postopki dela prepre¢imo navzkrizno in
naknadno onesnaZenje Zivil, zagotovimo,
da so Zivila pravilno toplotno obdelana in
da je upoStevana hladna oz. topla veriga.
Rezultati epidemioloskih raziskav kaZejo,
da so najpogostejsi vzroki za zastrupitve s
stafilokoknim toksinom napake v postop-
kih dela z Zivili (8, 9, 19). IzobraZevanje in
kontinuirano usmerjeno ter delovnemu
mestu prilagojeno usposabljanje zaposle-
nih v Zivilski dejavnosti je zato nujno.

Pri zaposlenih, pri katerih ugotovimo
klicenoStvo s S. aureus, praviloma ne pri-

porocamo nobenih posebnih omejitev pri
delu, temvec le dosledno izvajanje ukre-
pov za preprefevanje zastrupitev s SE
(upoStevanje osnovnih higienskih postop-
kov za varnost Zivil v skladu z naceli sis-
tema HACCP, izobraZevanje zaposlenih v
Zivilski dejavnosti o preprecevanju okuzb
in zastrupitev z Zivili s S. aureus). Klice-
noscem pa delo z Zivili delno omejimo ta-
krat, ko se kljub izvajanju ukrepov pona-
vljajo pozitivni brisi in vzorci Zivil na S.
aureus. Izredno pomembno je tudi infor-
miranje in priprava poljudnih gradiv o hi-
gieni in pravilnih postopkih dela z Zivili
za sploSno javnost oz. potroSnike. Z na-
menom pravilne in enotne obravnave kli-
cenoscev SA bi bilo potrebno pripraviti
nacionalne strokovne smernice za obrav-
navo klicenoscev, zaposlenih v Zivilski de-
javnosti.
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Gastrointestinal Infections in Returned Travelers from the Tropics

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: prebavni trakt, popotnik, tropske bolezni, potovalna driska

Potovalna driska je najpogostejSa zdravstvena teZava ljudi na poti in po vrnitvi do-
mov ter glede na obmocje potovanja prizadene 30-70 % ljudi. EtioloSko obolenje
opredelimo le v tretjini primerov, najveckrat je vzrok bakterijska okuZba. V vecini
primerov gre za blago, samoomejujoco bolezen, pri kateri je glavnega pomena skrb
za dobro hidracijo in pocitek. Za zdravljenje z antibiotikom in zdravili za zaviranje
peristaltike se odlo¢imo glede na stopnjo klini¢ne slike. Kadar teZave vztrajajo vec
tednov, gre za perzistentno ali kroni¢no drisko, ki potrebuje nadaljnjo diagnosti¢no
obravnavo in usmerjeno zdravljenje po opredelitvi teZav. Diferencialno diagnostic-
no je potrebno pomisliti na Stevilne bolezni, najpogosteje pa so vzrok teZavam okuZz-
be s paraziti, ki zahtevajo protimikrobno zdravljenje. V preglednem ¢lanku predsta-
vljamo najpogostejSe vzroke okuZb na potovanju in po vrnitvi iz tropov, algoritem
za obravnavo bolnika s potovalno drisko ter priporoCene preiskave pri perzistentni
in kronié¢ni driski. Edukacija popotnikov ter preventivni ukrepi na potovanju so izje-
mnega pomena.

ABSTRACT

KEY WORDS: gastrointestinal tract, traveler, tropical diseases, travelers’ diarrhea

Travelers’ diarrhea is the most common illness in persons travelling abroad in tro-
pics and after returning home. It is estimated that 30-70% of travelers develop ga-
strointestinal diseases, most commonly due to bacterial infections. However, etiolo-
gy is identified only in about a third of cases. A great majority of infections are mild
and self-limiting, requiring solely rest and hydration. A therapy with antibiotics and
antimotility agents is sometimes needed depending on the clinical manifestations.
When problems do not resolve in a few weeks, additional diagnostic tools are neces-
sary in assessing persistent or chronic diarrhea, which requires targeted treatment.
Although differential diagnosis is broad in scope, a parasitic infection is the most
common cause of problems and the use of antimicrobial agents is warranted after
the identification of the pathogen. In this review article, we focus on a frequent eti-
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ology of travel-related gastrointestinal infections, present an assessment algorithm
for travelers’ diarrhea and discuss the suggested diagnostic tools used in persistent
or chronic diarrhea. Education of travelers and preventive measures are of upmost

importance.

uvoD

Tvegani nacini potovanja na oddaljene in
eksoti¢ne destinacije so vse pogostejsi in
popotniki se veckrat srecujejo z razli¢ni-
mi, v zahodnem razvitem svetu manj obi-
¢ajnimi, mikroorganizmi. Poleg turistov
in poslovneZev, ki se podajajo na potova-
nje, narasca Stevilo beguncev in ekonom-
skih migrantov z enosmerno vozovnico v
Evropo in njihovemu zdravstvenemu sta-
nju se bomo morali posvetiti tudi v Slove-
niji. Tveganje za obolevnost na potovanju
je vije, kadar potujemo v predele z veliko
nalezljivimi boleznimi, slabo precepljeno-
stjo prebivalstva, slabimi higienskimi raz-
merami in pomanjkanjem kakovostne me-
dicinske oskrbe. Po izsledkih raziskav ima
med enomese¢nim potovanjem po trop-
skih in subtropskih krajih 20-75 % popo-
tnikov teZave povezane z zdravjem. Vecina
je blagih, okoli 5 % jih poi$¢e zdravniSko
pomod, pri 1 % pa je potrebno zdravljenje
v bolnisnici (1-6). Vodilni vzrok obolevno-
sti med popotniki je driska (36 %), sledijo
okuzbe dihal (21 %) in druge okuZzbe (5 %),
neinfekcijski vzroki (2 %), nesrece (7 %)
ter piki ZuZelk (12 %) (6-8).

Najpogostejsi zdravstveni problem pri
ljudeh na potovanju ali po vrnitvi domov
je potovalna driska, ki prizadene 30-70 %
popotnikov, odvisno od potovalnega cilja
(9). Obolevajo predvsem ljudje, ki iz raz-
vitejSih drZav potujejo v drZave v razvo-
ju. Analiza podatkov obolenj pri popotni-
kih, ki jo je opravil Freedman s sodelavci,
prikazuje povezavo med kontinenti oz. re-
gijami potovanja s pogostostjo bolezni in
pri¢akovanimi povzrocitelji (3).

Na Kliniki za infekcijske bolezni in
vrocinska stanja letno obravnavamo 300-

400 bolnikov, pri katerih je bil postavljen
sum na bolezen, povezano s potovanjem.
Narasca Stevilo obravnavanih ljudi, ki so
dalj ¢asa bivali v tropih, in otrok, posvo-
jenih iz tropskih drZav. Podobno kot naka-
zujejo ugotovitve tujih raziskav, je tudi v
Sloveniji najpogostejSa zdravstvena teZava
popotnikov med potovanjem in po vrnitvi
potovalna driska (bakterijske okuZbe, para-
ziti - najpogosteje Giardia) (5, 6). Na dru-
gem mestu je malarija, sledijo pa prizade-
tost koZe in podkoZja, okuZzbe dihal, okuZbe
secil, denga, trebusni tifus in paratifus, vi-
rusni hepatitisi in spolno prenosljive bole-
zni. Natan¢na anamneza potovanj je zelo
pomembna, saj se nekatere bolezni klini¢-
no izrazijo ve¢ mesecev do ve¢ let po vr-
nitvi iz tropov (npr. amebni jetrni absces),
bolniki pa nanje pogosto pozabijo oziroma
jih ne povezujejo z aktualnimi teZavami.

POTOVALNA DRISKA
Prebavne teZave so najpogostejsi vzrok za
obisk pri zdravniku po povratku iz tropov,
saj predstavljajo kar 40 % zdravstvenih te-
Zav bolnikov (9). Definicija potovalne dri-
ske ob prisotni epidemioloski anamne-
zi je odvajanje tekocega blata vsaj trikrat
dnevno in pridruZenost vsaj enega izmed
naslednjih simptomov: slabost, bruha-
nje, vrocina, abdominalna bolecina, kréi,
urgenca pri odvajanju, tenezmi ali priso-
tnost sveZe krvi na blatu (10). Glavni ne-
odvisni napovedni dejavnik za potovalno
drisko je podrocje, kamor potujemo, raz-
like so tako v etiologiji kot v tveganju (9,
11). V grobem lahko svet razdelimo na tri
obmodja (9, 11):
+ obmodja z nizkim tveganjem, kamor
spadajo ZDA, Kanada, Avstralija, Nova
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Zelandija, Japonska, severna in zaho-
dna Evropa,

« obmodja s srednjim tveganjem, kamor
spadajo juZna Afrika, vzhodna Evropa
in nekateri od Karibskih otokov ter

« obmod¢ja z visokim tveganjem, kamor
spada vecji del Azije, deli Srednje-
ga vzhoda, Afrika, centralna in juZna
Amerika.

Med povzrocitelji potovalne driske pre-
vladujejo bakterije, ki so vzrok v 80-90 %
primerov okuZzb, virusi v 5-8 %, para-
ziti pa v okoli 10 % (9). Med bakterija-
mi je najpogostejsi povzrocitelj potoval-
ne driske enterotoksigena Escherichia coli
(ETEQ), sledijo Campylobacter jejuni, Shi-
gella spp. in Salmonella spp. (9, 11-13).
Med $tevilnimi vrstami virusov prevladu-
jejo okuZbe, povzro€ene z norovirusi, rota-
virusi in astrovirusi. Norovirusi so zaradi
nizkega inokulacijskega Stevila, potrebne-
ga za povzroCitev bolezni, najpogoste;jsi
povzrocitelji gastrointestinalnih okuZzb na
kriZarjenjih in dolgih poletih; poleg dri-
ske je v ospredju klini¢ne slike tudi bru-
hanje (11). Giardia lamblia je glavni pov-
zrocCitelj potovalne driske med paraziti (9).
V vecini naStetih primerov gre za vode-
no drisko, redkeje pride do krvave driske
ali dizenterije; takrat najveckrat izoliramo
Shigella spp., C. jejuni ali invazivne seve E.
coli (11, 12).

V klini¢ni praksi uspemo povzroci-
telja prebavnih teZav po vrnitvi s poto-
vanja mikrobioloS8ko dokazati le v oko-
li 30 %, najveckrat etioloSka opredelitev
niti ni potrebna, saj gre v vecini primerov
za samoomejujoco bolezen (12). Najpogo-
steje kot povzrocitelja dokaZemo parazite
(v 65 % etiolosko opredeljenih primerov),
redkeje bakterije (31 %) in viruse (3 %). V
70 % etioloSko opredeljenih okuZb preba-
vil pri popotnikih prevladuje Sest orga-
nizmov: Giardia spp., Campylobacter spp.,
Entamoeba histolytica, Shigella spp., Stron-
gyloides in Salmonella spp. (14).

PRISTOP K BOLNIKU
S POTOVALNO DRISKO
Le na osnovi klini¢ne slike ne moremo
sklepati o povzrocitelju okuZbe prebavil.
Za diagnosticne postopke se zaradi sa-
moomejujoe narave bolezni odlo¢imo
le pri hujsih oblikah bolezni, okuZbah pri
imunokompromitiranih bolnikih ali ob
vztrajanju simptomov (15). V poStev pri-
dejo osnovne laboratorijske preiskave
(hemogram, elektroliti v serumu, ledvi¢-
ni retenti) ter mikrobiolo8ki pregled bla-
ta (koprokultura, pregled blata na parazi-
te in izjemoma pregled blata na viruse). V
prvi vrsti je potrebno prepreciti in zdra-
viti dehidracijo, kar je v vecini primerov
moZno opraviti z zadostnim vnosom te-
kocin ter z uZivanjem oralnih rehidracij-
skih raztopin; parenteralno nadomescanje
tekocin je le redko potrebno (13, 15). Po
tretjem tekoCem odvajanju in vsaj enem
izmed pridruZenih simptomov okuZbe
prebavil je potrebno presoditi o zdravi-
lih, ki zavirajo peristaltiko (loperamid), in
morebitni antibioti¢ni terapiji, ki dokaza-
no skrajSajo trajanje simptomov (slika 1)
(11, 12). V vecini primerov je prva izbira
antibioti¢nega zdravljenja ciprofloksacin,
ob zmerni simptomatiki navadno zadoS¢a
Ze enodnevna terapija (12, 16). Pri poto-
vanju v jugovzhodno Azijo, kjer beleZimo
visok odstotek odpornosti bakterije C. je-
juni proti fluorokinolonom (45 %), se pri-
poroca antibioti¢no zdravljenje z azitro-
micinom (12, 17, 18). Slednji je prva izbira
tudi pri nose¢nicah in doje¢ih mamah (12,
16). Izrednega pomena je smotrna upora-
ba antibiotikov pri blaZjem poteku poto-
valne driske. Kadar sumimo na invazivno
okuZbo, tj. ob visoko poviSani telesni tem-
peraturi in krvavi driski, so zdravila za za-
viranje peristaltike kontraindicirana (11,
12, 15, 10). §tudije govorijo proti upora-
bi probiotikov pri driski, zato jih odsve-
tujemo (19).

Zapleti po potovalni driski so redki,
vendar kot pri driskah v domacem okolju
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prisotni. Razvije se lahko reaktivni artri-
tis, sindrom Guillain-Barré, hemoliti¢no-
-uremicni sindrom, v¢asih pride do priza-

detosti Crevesja v obliki malabsorpcije ali
sindroma iritabilnega ¢revesa (20-23).

Blaga simptomatika
(vodena driska)

i

- uzivanje zadostne
koli¢ine tekocin, po
potrebi ORS

- uzivanje slane in sladke
hrane

- presoja glede uporabe
zdravil za zaviranje
peristaltike (loperamid
2 kapsuli + 1 kapsula
po vsakem teko¢em
odvajanju do skupno 4/
dan, najvet 48 h)

Zmerna simptomatika
(vodena driska, do 5 tekocih
odvajanj dnevno, brez
temperature)

i

- ciprofloksacin 500 mg/12

h, 1-3 dni ali

- azitromicin 1g, enkratni

odmerek

- presoja glede uporabe

zdravil za zaviranje
peristaltike (loperamid
2 kapsuli + 1 kapsula
po vsakem tekotem
odvajanju do skupno 4/
dan, najvet 48 h)

<+—NE—

Hujsa simptomatika
(prizadetost bolnika,
vrotina ali krvava driska,
6 ali vet tekocih
odvajanj dnevno)

i

temperatura nad 38,5 °C
ali velika kolicina krvi

- azitromicin1g,
enkratni odmerek

- kontraindicirana
zdravila za zaviranje
peristaltike

Slika 1. Algoritem obravnave bolnika s potovalno drisko (71, 12, 15, 16). ORS - oralna rehidracijska raztopi-

na (angl. oral rehydration solution).

Vztrajanje simptomov -
perzistentna ali kroni¢na driska
V primeru okuZbe prebavil virusne ali
bakterijske etiologije simptomi v 2-7
dneh v vecini primerov izzvenijo; kadar
teZave trajajo dalj ¢asa gre za perzisten-
tno (14 dni) ali kroni¢no drisko (1 mesec)
(9, 24). Prevladujejo simptomi, kot so tre-
busni kr¢i, napihnjenost, vetrovi, slabost
in urgenca pri odvajanju blata, lahko so
prisotni tudi glavobol, bole¢ine v sklepih
in huda utrujenost (24). Kroni¢na driska
predstavlja 10-17 % vseh obiskov zdrav-
nika ob povratku (2).

Najpogostejsi vzrok kroni¢ne driske
so paraziti, prevladuje Giardia lamblia
(24). Kronic¢ne teZave so lahko tudi posle-

dica zaporednih okuZb z razli¢nimi pov-
zrocitelji potovalne driske, v¢asih pa dri-
ska vztraja zaradi sofasne okuZbe z dvema
povzrociteljema (21). Najverjetneje pod-
cenjen vzrok kroni¢ne driske je okuZba s
Clostridium difficile pri popotnikih, ki so
Ze bili zdravljeni z antibiotikom, in pri ti-
stih, ki so prejemali antimalari¢no zaScito
z doksiciklinom (21, 24). OkuZbi s C. diffi-
cile v drZavah v razvoju so podvrZeni tudi
tisti, ki so bili v stiku s slabSim zdravstve-
nim sistemom (prenos z bolnika na bol-
nika je pogost zaradi pomanjkanja za$¢i-
tnih sredstev) ali v tesnem stiku z Zivalmi.
Majhni otroci in zdravi odrasli so v tre-
tjem svetu pogosto asimptomatski prena-
Salci te bakterije, kar naj bi bilo klju¢no za
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pogostejsi prenos zunajbolnisni¢ne okuz-
be in okuZbe pri popotnikih (25).

Vztrajanje prebavnih teZav ima tudi
neinfekcijske vzroke. Potovalna driska je
v redkih primerih sproZilni dejavnik prve
manifestacije kroni¢ne vnetne Crevesne
bolezni ali celiakije, kar vodi v podalj$a-
nje klini¢ne slike kljub ustreznemu ukre-
panju (21). V&asih je vzrok perzistentne
driske enteropatija, ki sledi okuZbi preba-
vil in je posledica patoloskih sprememb
sluznice in bakterijske flore (atrofija slu-
znice, malabsorpcija), kar vodi v osmotsko
drisko (21, 22). Za postavitev diagnoze po-
stinfekcijske enteropatije je potrebna iz-
Kkljucitev vseh prej naStetih vzrokov bol-
nikov teZav (23).

Pristop k bolniku s kroni¢no drisko
Zaradi dolge inkubacijske dobe in pogosto
sprva blage klini¢ne slike pri okuZbah s
paraziti moramo pridobiti iz&rpno osebno
anamnezo. Pri amebnem jetrnem absce-
su lahko do pojava simptomov mine ve¢
mesecev, redkeje tudi vec let (26). Bolnik
s kroni¢no drisko naj odda tri vzorce blata
za mikroskopski pregled na jajceca in pa-
razite, glede na anamnestic¢ne podatke tudi
blato na toksin C. difficile in kulturo (21).
Kadar sumimo na okuZbo s parazitom, se
ne odloamo za takojS$nje zdravljenje ob
prvem pregledu, temve¢ zdravimo usmer-
jeno po dokazu povzrotitelja (21). Ce eti-
ologije ne uspemo opredeliti, poskusimo
z empiri¢nim zdravljenjem z metronida-
zolom 400 mg/8 h, 5-10 dni (16, 21). Pri
enteropatiji, ki sledi po zdravljenju akutne
okuZbe, je v&asih potrebna le ureditev pre-
hrane z zadostnim zauZitjem kalorij, pove-
¢anjem vnosa vlaknin in kalija ter uZiva-
njem probiotikov (23).

Giardiaza

Do okuZbe z Giardio lamblio pride po zau-
Zitju Ze manjSega Stevila cist (10-25), ki
se nahajajo v kontaminirani vodi ali hra-
ni, redkeje je vzrok fekalno-oralni pre-

nos (27). V drZavah tretjega sveta je kro-
ni¢no okuzZenih 20-30 % prebivalcev, ki
ciste izlo¢ajo z blatom (28). Klini¢na sli-
ka je raznolika; v polovici primerov pride
do samoomejujoCe asimptomatske okuz-
be, 5-15 % bolnikov pa do Sest mesecev
in ve¢ izloca ciste brez pridruZenih simp-
tomov (29). V preostalih primerih se okuZz-
ba izrazi z akutno ali kroni¢no drisko s
steatorejo, malabsorpcijo in izgubo tele-
sne teZe. Pogosto prevladujejo simptomi
zgornjih prebavil. Ce je ne zdravimo, lah-
ko simptomi vztrajajo ve¢ mesecev, tudi
pri imunsko kompetentnem gostitelju.
Terapija izbora je metronidazol, vendar
je v nekaterih predelih sveta (predvsem
Indija) moZna neuspe$nost zdravljenja
ali relaps (16, 30, 31). V takem primeru je
smiselna napotitev k infektologu, ki se bo
odloc¢il za uporabo katerega izmed dru-
gih zdravil (albendazol, paramomicin) ali
dvotirno protimikrobno terapijo (31).

Amebni jetrni absces

Podobno kot pri giardiazi se s parazitom
Entamoeba histolytica okuZimo z zauZi-
tjem cist. Znacilno ve¢ okuZzb je pri tistih,
ki so na potovanju dalj ¢asa (Sest mesecev
in vec). Trofozoiti v debelem ¢revesju pov-
zro€ijo simptomatsko okuzbo v 10-20 %
primerov z vodeno ali krvavo drisko, ab-
dominalnimi bole¢inami in redkeje vro-
¢ino (32, 33). V okoli 5 % primerov pride
do hematogenega Sirjenja bolezni z na-
stankom amebnega abscesa, najpogoste-
je jetrnega; takrat se poleg vrocine pojavi
tudi bolec¢ina pod desnim rebrnim lokom.
Ob sumu na jetrni absces je poleg sero-
loskih preiskav za opredelitev pomemb-
na morfolo8ka diagnostika z ultrazvokom
ali racunalnisko tomografijo (33). Amebo-
zo zdravimo z metronidazolom in zatem s
paramomicinom, izpraznitev abscesne vo-
tline pa je potrebna le v primeru kolekcij,
vecjih od 10 cm, ali v diagnosti¢ne name-
ne (34). Asimptomatski nosilci morajo biti
prav tako zdravljeni s paramomicinom za
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preprecevanje kliceno$tva in napredova-
nja v simptomatsko okuZzbo (16).

ZAKLJUCEK - »PREKUHA],
PREVRI, OLUPI ALI PUSTI«
Pojav gastrointestinalnih teZav na poto-
vanju je v veliki meri povezan z nac¢inom
potovanja in skrbi za preventivo. Slednja
se zactne Ze pred odhodom v tujino s po-

ucenjem o destinaciji, ustreznim ceplje-
njem in antimalari¢no profilakso. Proti-
mikrobna zdravila za potovalno lekarno
popotnikom predpiSemo le v primeru po-
tovanja v odrocne kraje in v kolikor smo
prepricani v smotrno uporabo s strani po-
potnika (35). Med potovanjem je najbolj-
Se preventivno ukrepanje upoStevanje na-
vodila »prekuhaj, prevri, olupi ali pusti«.
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Diarrhea in Immunocompromised Patients

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: driska, bolniki z imunsko motnjo

Bolniki z imunsko motnjo imajo zelo pogosto teZave zaradi driske, ki ima veckrat hud
potek in je povezana s povecano obolevnostjo in pogostejSimi hospitalizacijami. Vzro-
ki driske so podobni kot pri osebah, ki so imunsko zdrave, vendar pa so dolo¢ene po-
sebnosti; vec¢ja pojavnost oportunisti¢nih okuzb in redkih povzrociteljev drisk; vecja
verjetnost kroni¢ne driske; driske, povezane z zdravili; razvoja bolezni presadka proti
gostitelju; nevtropeni¢nega enterokolitisa; popresaditvene limfoproliferativne bolezni
in nekaterih rakavih bolezni. Pri tovrstnih bolnikih je pomembno poznati vzroke Zelod¢-
no-Crevesnih bolezni, ker je klju¢na pravocasna in pravilna diagnostika ter zdravljenje.
V ¢lanku je prikazana specifi¢na epidemiologija, etiologija, stopenjska diagnostika (al-
goritem) in zdravljenje tovrstnih bolnikov.

ABSTRACT

KEY WORDS: diarrhea, immunocompromised patients

Diarrhea is a very common complaint among immunocompromised patients and ten-
ds to run a more severe course and results in higher rates of morbidity and hospitali-
sation. The causes of diarrhea in immunocompromised and immunocompetent popu-
lations are similar but there are some specific differences; there is a higher incidence
of opportunistic infections, or rare causes of diarrhea, higher likelihood for the deve-
lopment of chronic infection, medication-induced diarrhea, development of graft-ver-
sus-host disease, neutropenic enterocolitis, posttransplantat lymphproliferative disease
and some malignancies. It is important to become familiar with the causes of gastro-
intestinal diseases in this population because prompt and proper diagnostics and treat-
ment is of essence in this patient group. This review focuses on specific epidemiology,
cause, diagnostic evaluation (stepwise algorithm) and treatment for these individuals.
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V primerjavi z driskami pri imunsko
zdravih osebah je driska pri bolnikih z
imunsko motnjo (IM) pogostejsa, pote-
ka huje in je povezana s pogostejSimi ho-
spitalizacijami ter ve¢jo smrtnostjo. Pri
tovrstnih bolnikih se etiologija driske
znacilno razlikuje od driske pri imun-
sko zdravih, huje pa potekajo tudi driske,
povzrocene z obifajnimi ¢revesnimi pa-
togeni (salmonele, kampilobaktri, Sigele,
norovirusi itd.) (tabela 1, 2) (1). Pogosto
so povzrociteljice oportunisti¢ne okuZ-
be, vendar moramo poleg infekcijskih
vzrokov misliti tudi na neinfekcijske bo-
lezni, kot so npr. bolezen presadka pro-
ti gostitelju (angl. graft-versus-host disea-
se, GVHD), nevtropeni¢ni enterokolitis in
popresaditvena limfoproliferativna bole-
zen (angl. posttransplant lymphoprolifera-
tive disease, PTLD), ki se pojavljajo samo
pri tovrstnih bolnikih, ter na drisko, po-
vezano z doloCenimi (imunosupresivni-
mi) zdravili (2, 3). Pri bolnikih z IM in
drisko je zelo pomembno sodelovanje s
klini¢nimi mikrobiologi, diagnostika je
pogosto stopenjska, v¢asih pa so potreb-
ne tudi invazivne diagnosti¢ne metode.
Zelo pomembna je tudi bolniSni¢na higi-
ena (4, 5). V prispevku so opisani najpo-
membne;jSi povzrocitelji/vzroki drisk pri
osebah z IM s poudarkom na posebnostih
pri tovrstnih bolnikih.

DRISKA PRI BOLNIKIH, KI SO
OKUZENI Z VIRUSOM HUMANE
IMUNSKE POMANJKL]JIVOSTI
Najpogoste;jsi vzrok drisk v obdobju pred
ucinkovitim protiretrovirusnim zdravlje-
njem (PRZ) so bile oportunisti¢ne okuz-
be. V obdobju PRZ so najpogostejsi vzro-
ki driske protiretrovirusna zdravila, med

okuZbami pa so dandanes najpogostejSe
salmonele, Clostridium difficile (CD) in vi-
rusi; oportunisti, kot so netuberkulozne
mikobakterije, Mycobacterium tuberculosis
(MT), paraziti, glive ipd. pa so dandanes
redki povzrocitelji drisk (6, 7).

Pri diagnostiki je pomembna klini¢na
ocena HIV/aidsa (koncentracije celic CD4,
virusno breme), pregled zdravil, ki jih bol-
nik prejema, mikrobiolo$ki pregled blata
ter posebno pri kroni¢ni driski s hujsa-
njem tudi endoskopske preiskave z biop-
sijami (8).

NEINFEKCIJSKI VZROKI DRISKE
PRI OSEBAH, OKUZENIH Z
VIRUSOM HUMANE IMUNSKE
POMANJKL]JIVOSTI

Pri bolnikih s hujSo IM (manj kot 100-
200 CD4/mm?®) gre lahko za idiopatsko
aids enteropatijo, drisko lahko povzroca-
jo rakave bolezni (npr. limfom, Kaposijev
sarkom) ali bolezni trebusne slinavke; di-
agnozo »idiopatska aids enteropatija« ali
»HIV-enteropatija« postavimo, ko izklju-
¢imo infekcijske in druge moZne vzroke
driske. Najbolj je prizadet jejunum z atro-
fijo resic in hiperplazijo kript. Gre za ne-
posredne ucinke samega virusa: takoj po
primarni okuZbi virus unici najpomemb-
nejSe imunske celice v mezgovni¢nem
tkivu Crevesja (Crevesne celice CD4), po-
sledi¢no pa pride do kronic¢ne transloka-
cije €revesnih bakterij in do imunske akti-
vacije in posledi¢nega kroni¢nega vnetja.
Nevrotropne lastnosti virusa HIV lahko
povzrocijo generalizirano avtonomno ne-
vropatijo s posledi¢no drisko. Pri osebah,
okuZenih s HIV, so dandanes najpogostej-
$i vzrok driske PRZ (najpogosteje zaviral-
ci proteaze), kar ima lahko za posledico
tudi opustitev zdravljenja (1, 9).
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Tabela 1. Infekcijski vzroki driske pri bolnikih z
imunsko motnjo (7). LGV - limfogranuloma vene-
reum.

Tabela 2. Neinfekcijski vzroki driske pri bolnikih z
imunsko motnjo (2). HIV - humani virus imunske
pomanijkljivosti, aids - sindrom pridobljene imun-
ske pomanijkljivosti, PKMC - presaditev krvotvor-

Bakterije Salmonella spp. nih mati¢nih celic.
Shigella spp.
Campylobacter spp. . - . "
Clostridium difficile Driska, povezana | idiopatska aids e':nt.eropatlja
patogene Escherichia coli s HIV rakave bl?‘|leII (limfom,
Chlamydia trachomatis - LGV I('aposu'ev sarkom) .
protiretrovirusna zdravila
Mikobakterije | Mycobacterium avium complex
Mycobacterium tuberculosis Driska, povezana antibiotiki
Paraziti Cryptosporidium spp. z zdravili azat|opr|rl1.
Giardia duodenalis . kemoterapija .
y . mikofenolat mofetil
Cystoisospora belli ciklosporin A
Entamoeba histolytica sirolimus
Blastocystis hominis takrolimus
Cyclospora cayetanensis metotreksat
Strongyloides stercoralis
Virusi virus citomegalije Bolezen presadka po alogenifni PKMC
norovirusi proti gostitelju po avtologni PKMC
adenovirusi po presaditvi évrstih
rotavirusi organov
virus herpesa simpleksa po transfuziji krvi
humani virus imunske
pomanjkljivosti Drugo kroni€na €revesna
vnetna bolezen
Glive Microsporidia glutenska enteropatija
Candida spp. idiopatski enteritis/kolitis
Histoplasma po-presaditvena
Drugo nevtropenicni enterokolitis limfoproliferativna bolezen
INFEKCIJSKA DRISKA BAKTERIJSKE OKUZBE
PRI BOLNIKIH Z DRUGIMI Pri bolnikih z IM, ki prebolevajo infekcij-
IMUNSKIMI MOTNJAMI sko drisko, povzro€eno z obi¢ajnimi pov-

Vecje tveganje za hude Zelod¢no-Crevesne
(gastrointestinalne - GIT) okuZbe obsta-
ja tudi pri bolnikih z drugimi IM, kot so
primarne IM; bolnikih z rakavimi bole-
znimi, ki prejemajo kemoterapijo, gluko-
kortikoide in bioloSka zdravila; bolnikih,
ki se zdravijo z razli¢nimi drugimi imuno-
supresivnimi zdravili; bolnikih s HIV/aid-
som; prejemnikih presadkov in pri osebah
po odstranitvi vranice. Tudi pri bolnikih
s kroni¢nimi boleznimi, kot so sladkorna
bolezen, alkoholizem, podhranjenost itd.,
potekajo tovrstne okuZbe pogosto huje (1-
5). Potek obi¢ajnih bakterijskih povzroci-
teljev drisk je pri tovrstnih bolnikih po-
gosto hujsi, zato je tudi reZim zdravljenja
drugacen (tabela 3) (10).

zroCitelji, kot so npr. netifoidne salmone-
le, kampilobaktri, moramo vedno misliti
na moznost sistemske okuZzbe, zato je tre-
ba poleg mikrobioloSkega pregleda bla-
ta bolniku vzeti tudi kri za hemokultu-
re. V zadnjih letih se je diagnosticiranje
bakterijskih povzrociteljev drisk z upo-
rabo novih molekularno-mikrobioloskih
metod (MBM), Se posebno s hkratnim
veriZnim pomnoZevanjem s polimerazo
(angl. multiplex polymerase chain reaction,
PCR), s katerim lahko so¢asno dokazuje-
mo razli¢ne patogene, izboljsalo. To ve-
lja predvsem za Escherichia coli, ki pov-
zrocajo drisko (npr. enteropatogene E.
coli in E. coli, ki izlo¢ajo Siga toksin), pa
tudi kampilobaktre, salmonele in CD, in
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sicer z 18,5 % na 50 % (1, 3, 11). Kljub na-
predku, ki ga omogocajo MBM, pa je kul-
tivacija bakterijskih povzrociteljev driske
nujna, saj so lahko nekateri povzrocitelji
bakterijske driske odporni proti obicaj-
nim izkustveno izbranim antibiotikom.
Izstopajo predvsem kampilobaktri (Cam-
pylobacter jejuni in Campylobacter coli), ki
so lahko v skoraj dveh tretjinah prime-
rov odporni proti fluorokinolonom, prav
tako pa zmanj$ana obcutljivost za fluoro-
kinokone ni zanemarljiva pri salmonelah
(20 %) (12).

Campylobacter spp.

Pri bolnikih z IM lahko v¢asih (redko) pri-
de do bakteriemije/sepse. Najpogoste;jsi
izvor je v trebuhu. Bolezen poteka z vro-
¢ino, bolecino v trebuhu in drisko, redko
pa z respiratornimi simptomi in poskodbo
mehkih tkiv (13).

Salmonellia spp.

Bakteriemije/sepse z netifoidnimi salmo-
nelami in Zaris¢nimi zasevki so opisane
pri prejemnikih presadkov in tudi pri dru-
gih bolnikih z IM. Bolezen se kaZe kot fe-
brilna driska s septi¢nim potekom; driska
je lahko tudi odsotna (14).

Chlamydia trachomatis

C. trachomatis je redka povzrociteljica dri-
ske, vse bolj pa postaja pomembna pri
osebah, okuZenih s HIV, pri katerih lah-
ko povzroci ulcerativni rektokolitis (anal-
ni spolni odnosi), ki posnema Crohno-
vo bolezen (C. trachomatis serovari L1 do
L3; najpogostejsi je L2b — amsterdamska
razli¢ica). Gre za spolno prenosljivo okuz-
bo limfogranuloma venereum (LGV), kjer
lahko pride tudi do sistemskega razsoja.
Poleg seroloskih testov je za diagnostiko
pomembno pridobiti kuZnino predvsem iz
prizadetih bezgavk, v primeru prizadeto-
sti ¢revesne sluznice, pa se lahko odvza-
me tudi biopt sluznice za MBM (PCR) v
kombinaciji s kultivacijo (15).

Mycobacterium spp.

MT in netuberkulozne mikobakterije, pred-
vsem Mycobacterium avium complex (MAC),
lahko povzrocajo GIT-okuZbe. Drisko pov-
zrocajo predvsem MAC v sklopu razsejane
okuZbe pri osebah z aidsom; najbolj priza-
dene tanko ¢revo. Bolezen se kaZe z vroci-
no, izgubo telesne teZe, nocnim potenjem,
utrujenostjo, vodenimi driskami (v blatu
ni levkocitov), malabsorbcijo, limfodeno-
patijo, hepatosplenomegalijo, anemijo in
povecanimi krvnimi testi za oceno delova-
nja jeter. Najbolj prizadet je dvanajsternik.
Za diagnozo je pogosto potrebna biopsija
dvanajsternika ali tankega ¢revesja (lahko
obstaja podobnost z Whipplovo boleznijo),
mikobakterije pa lahko najdemo tudi v bla-
tu in krvi (1).

Clostridium difficile

CD je med najpogostej§imi povzrocitelji
driske pri osebah z IM. Pogosto gre za no-
sokomialno okuZbo, ko se bolniki okuZijo s
sporami, ki kontaminirajo roke zdravstve-
nih delavcev, pa tudi bolnis$ni¢ne povrSine
in in§trumente. Med dejavniki tveganja za
simptomatsko okuzbo s CD je najpomemb-
nejsa izpostavitev antibiotikom, pomemb-
na pa so tudi zdravila, ki zmanjSujejo Ze-
lodéno Kkislost, bolnikova starost, kroni¢ne
osnovne bolezni, kirurski posegi itd. Pred-
hodna kemoterapija in drugi vzroki IM po-
vecajo dovzetnost za okuZbo s CD in povzro-
¢ajo hujsi potek bolezni. Dodatno povecanje
smrtnosti povzro€ijo nekateri t. i. hipervi-
rulentni oziroma epidemicni sevi CD (BI-
-NAP1-027). Pri bolnikih z IM, Se posebej,
Ce prejemajo glukokortikoide, je vecja ne-
varnost ponovitve bolezni.

Laboratorijska diagnostika temelji na
dokazovanju toksina v vzorcu blata z en-
cimsko-imunskimi testi ali MBM in na
dokazu povzrocitelja v kulturi. Zlati stan-
dard ostaja dokaz citotoksi¢nosti na celi¢-
nih kulturah, vendar je metoda zahtevna
in zamudna in se izvaja le v posameznih
referen¢nih laboratorijih.
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Pri zdravljenju ukinemo/zamenjamo
(nepotrebna) protimikrobna zdravila, pre-
verimo morebitno hipogamaglobuline-
mijo, za neposredno zdravljenje pa ima-

mo na voljo metronidazol, vankomicin in
fidaksomicin ter transplantacijo fekalne
mikrobiote (1-5, 16).

Tabela 2. Zdravljenje obicajnih bakterijskih povzrociteljev drisk pri osebah z imunsko motnjo (10). | -
izbrani antibiotik, A - alternativni antibiotik, IM - imunska motnja, PO - per os, IV - intravensko.

Bolezen, bolnik/povzrocitelj

Antibiotik, odmerek

Trajanje zdravljenja

(dni)
Salmonella spp. (netifusne | ciprofloksacin 750 mg/24 h ali levofloksacin
salmonele) 500 mg/24 h PO
14 dni®
bolniki z IM, ki so v nevarnosti A TMP/SMX160/800/12 h PO
zaradi zapletov azitromicin 500 mg/24 h PO
[ ceftriakson 2g/24 h IV
bakteriemi¢ni potek vsaj 14 dni
A ciprofloksacin 400 mg/12 h IV
Shigella spp. ' azitromicin 500 mg/24 h PO
Yersinia enterocolitica . . .
. . ciprofloksacin 750 mg/24 h ali g -
Vibrio parahemolyticus levofloksacin 500 mg/24 h PO 7-10 dni
Aeromonas spp.
Plesimonas spp. A ceftriakson 2 g/24 h IV
| azitromicin 500 mg/24 h PO
Campylobacter jejuni 14 dni*
A eritromicin 500 mg/6 h PO

2 Antibiotiki ne vplivajo na potek driske, preprecujejo pa bakteriemicen potek.

b Antibiotiki skrajsajo potek bolezni in izlo¢anje bakterije.

< Ce gre pri okuzbi s Campylobacter spp. za bakteriemijo, je potrebno prolongirano vsaj 14-dnevno zdravljenje.
Opisano je uspedno zdravljenje z makrolidnimi antibiotiki, s ceftriaksonom, aminoglikozidi ali karbapenemi.

VIRUSNE OKUZBE

Virus citomegalije (CMV)

Pri bolnikih z IM, Se posebej pri bolnikih
z aidsom in prejemnikih presadkov (naj-
vecja nevarnost je, ko je darovalec CMV
seropozitiven, prejemnik pa CMV serone-
gativen: D+/P-), je CMV med moZnimi in
pogostimi povzrocitelji driske. CMV lah-
ko prizadene vse dele GIT, najpogosteje
pa povzroci kolitis (mejno povecana vroci-
na, izguba telesne teZe, bolecine v trebu-
hu, krvava driska, anoreksija). Lahko pov-
zro€i tudi fulminantni kolitis, apendicitis
ali pa poslab3a kroni¢no vnetno ¢revesno
bolezen, posebno ob sofasnem zdravlje-
nju z glukokortikoidi. Sum na CMV ko-
litis postavimo na temelju klini¢ne slike
in morebitne viremije (lahko je odsotna),

dokon¢no diagnozo pa postavimo s kolo-
noskopijo in biopsijo. Za zdravljenje ima-
mo na voljo ganciklovir, valganciklovir
in foskarnet, v primeru odpornih CMV pa
pride v poStev zdravljenje s cidofovirom,
leflunomidom, artesunatom in eksperi-
mentalnimi zdravili (brincidofovir, mari-
bavir, letermovir) (17-19).

Norovirus

Norovirusi so najpogostej§i povzrocite-
lji nebakterijskega gastroenterokolitisa.
PrenaSajo se fekalno-oralno, preko oku-
Zene hrane/vode ter nosokomialno (fekal-
no-oralno, stik z okuZenimi povrSinami,
inhalacija aerosola ob bruhanju). Pri bol-
nikih z IM, Se posebno pri kemoterapiji
in po PKMC, lahko povzrocijo hudo Zivlje-
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nje ogroZajoc€o akutno drisko, pri Stevilnih
bolnikih z IM, predvsem pri prejemnikih
&vrstih organov (PCO), pa lahko povzroti-
jo dolgotrajno kroni¢no drisko; razmnoZe-
vanje in izlo¢anje virusov z blatom lahko
traja vec¢ kot eno leto. Pri osebah z IM in
akutno ali kroni¢no drisko je treba vedno
pomisliti tudi na noroviruse, ker se tako
izognemo nepotrebnemu zdravljenju z
antibiotiki in pogosto tudi nepotrebni in-
vazivni diagnostiki. Diagnozo postavimo
na temelju pregleda blata (PCR, elektron-
ska mikroskopija), treba pa je izkljuciti
tudi druge povzrocitelje driske. U¢inko-
vitega zdravljenja ni, opisani so primeri
zdravljenja s favipiravirom, ribavirinom,
interferonom alfa, oralnimi/intravenski-
mi imunoglobulini, Se najve¢ uspeha pa
je z nitazoksanidom in materinim mle-
kom; v€asih je potrebno zmanjSati imuno-
supresijo (20-22).

OKUZBE, KI JIH POVZROCAJO
PRAZIVALI IN HELMINTI

Driske, povzroCene s paraziti pri bolnikih z
IM, se razlikujejo od drisk pri osebah, ki so
imunsko zdrave: trajajo dlje ¢asa, pogosto
se izmenjujejo obdobja driske in zaprtosti,
niso samoomejejoce in pogosto pride do
hude izgube telesne teZe, v primeru okuz-
be s Strongyloides stercoralis pa tudi do ve-
like izgube krvi in slabokrvnosti. Povzro-
¢itelji so paraziti, ki povzrocijo drisko tudi
pri imunsko zdravih osebah (Giardia duo-
denalis, Entamoemba histolytica, Blasto-
cystis hominis, Cryptosporidium spp.), ali
oportunisti, ki navadno pri zdravih osebah
ne povzrocijo bolezni (S. stercoralis, Cysto-
isospora belli, Cyclospora cayetanensis itd.).
Vecina s paraziti povzro€enih drisk (okuz-
be z G. duodenalis, B. hominis, Cryptospori-
dium spp.) nastane v domacem okolju, ko
bolniki z IM jejo doma pridelano hrano ali
pijejo vodo iz vaSkih ali zasebnih zajetij,
ki niso v sistemu stalnega mikrobioloSke-
ga nadzora. Kontaminirana voda se lahko
pojavi tudi v oddaljenih krajih, Ce leZi iz-

vir v npr. kraS8kem svetu. E. histolytica pa
tudi C. cayetanensis sta endemicni v trop-
skih in subtropskih podrogjih, zato je pri
bolnikih z IM zelo pomembna tudi epide-
mioloSka anamneza; okuZba v Sloveniji je
zelo malo verjetna. OkuZbe s C. cayetanen-
sis se navadno pojavljajo v izbruhih in so
povezane z zauZitjem sveZe hrane, pridela-
ne na velikih plantaZah, ki pa ni toplotno
obdelana. Pri diagnosticiranju drisk, ko
mislimo na parazite, velja, da diagnosti-
ka temelji na jemanju koli¢insko ve¢jih in
StevilénejSih vzorcev blata, saj se paraziti
izlo¢ajo intermitentno, ne vsak dan in ne
ob vsakem iztrebljanju. Parazite v blatu je
potrebno transportirati v posebnih posodi-
cah, ki vsebujejo konzervans, da se ohrani-
jo vegetativne oblike. Ciste lahko preZivi-
jo tudi krajSi transport brez konzervansa.
V primeru Cryptosporidium spp. velja pra-
vilo, da mora biti blato vsaj 18 ur v 10 %
formalinu ali konzervansu na osnovi alko-
holov, da postanejo ciste, ki so visoko in-
fektivne, manj kuZne (23).

Kriptosporidioza

Vecina simptomatskih okuzb pri ¢love-
ku povzrocita Cryptosporidium parvum in
Cryptosporidium hominis, veCinoma pri
osebah z IM in pri otrocih, ki so mlajsi
od 5 let. V naSem obmocdju je velika ve-
¢ina okuZb povzro€enih s C. parvum, ki
je zoonoza. Vir okuZbe so teleta z drisko.
Povpre¢no je na leto prijavljenih okoli 10
primerov tovrstnih drisk. Kriptosporidi-
ji veCinoma prizadenejo tanko Erevo in
lahko povzrocijo hud prolongiran enteri-
tis. Prizadenejo lahko tudi dihala in Zol¢-
ne poti. Povzro¢ijo lahko kroni¢no drisko,
poslab$ajo kvaliteto Zivljenja in skraj$ajo
preZivetje pri osebah, okuZenih s HIV.
Diagnozo postavimo s specifi¢nimi barva-
nji blata. Redno se za detekcijo oocist upo-
rablja direktna imunofluorescenca (DIF)
in zelo redko barvanje s safraninom. Me-
toda DIF je zelo obcutljiva in specifi¢na,
saj temelji na monoklonskih protitelesih.
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PCR v realnem ¢asu se uporablja redko; ko
je vzorec biopsija tankega Crevesja ali rek-
tuma in Ce je potrebno razjasniti dvomlji-
ve izsledke. Ostala barvanja in tudi sero-
loSke metode za odkrivanje antigena so
manj obcutljive metode in jih v Sloveni-
ji ne uporabljamo pri diagnostiki kripto-
sporidioze. Pri zdravljenju je najpomemb-
nejSe, da izboljSamo celi¢no posredovano
imunost (npr. PRZ pri aidsu), na voljo
imamo Se paramomicin in nekoliko bolj
ucinkovito zdravilo nitazoksanid (24, 25).

Giardia duodenalis

Giardia duodenalis je najpogostejSa pra-
zival, ki povzroci okuzbo pri ¢loveku, kar
velja tudi za Slovenijo. Osebe z IM so zelo
dovzetne za tovrstne okuZzbe, Se posebno
osebe s primarno (prirojeno) IM, imeno-
vano »splo$na variabilna IM« (angl. »com-
mon variable immunodeficiency«, CVID).
Pride lahko do kroni¢nih okuZb proksi-
malnega dela tankega Crevesja s posle-
di¢no malabsorpcijo. Giardije dokaZemo v
blatu, kjer iS€emo ciste in trofozoite. Po-
trebno je vec vzorcev blata, da lahko doka-
Zemo okuZbo, saj se ciste izlocajo intermi-
tentno. Endoskopsko je malo sprememb,
histoloSko so po barvanju vidni trofozoiti
na luminalni povrsini, ki posnemajo pada-
joce listje. Za zdravljenje imamo na voljo
metronidazol, albendazol, nitazoksanid in
paramomicin. Pri bolnikih z IM je potreb-
no vsaj 10-dnevno zdravljenje z metroni-
dazolom, ¢e prvo zdravljenje ni uspeSno,
pa je potrebno razmiSljati o dodatku al-
bendazola (1-3).

Cystoisosporiaza (nekdaj
isosporiaza)

Pri osebah z IM lahko Cystoisospora belli
povzroci obilno vodeno drisko, bruhanje,
bolecine v trebuhu, izgubo telesne teZe
in dehidracijo; pogosto je potrebna hospi-
talizacija. V razvitem svetu je bilo najvec
primerov pri bolnikih z aidsom in preje-
mnikih ledvic in jeter. Bolezen je redka, v

Sloveniji je opisan le en primer, vendar je
zaradi teZavne diagnostike morda bolezen
pri nas nekoliko podcenjena. Za diagnozo
je potreben pregled blata na jajceca; po-
trebno je posebno barvanje, zato je treba
mikrobiologa opozoriti na moZnost tovr-
stne okuZbe. Zdravimo z zdravilom tri-
metoprim/sulfametoksazol, pri alergiji na
sulfonamide pa s ciprofloksacinom (1-3).

Strongiloidoza

Bolezen je endemicna v tropskih in sub-
tropskih predelih, pa tudi v Evropi. Pri nas
se pojavlja sporadi¢no, ve¢inoma pri zelo
imunsko oslabelih bolnikih, ki prejema-
jo velike odmerke glukokortikoidov. Veci-
na sprva brezsimptomnih okuZb nastane
pri bosonogi hoji po okuZeni zemlji (lah-
ko tudi pri nas) in, ¢e pri tovrstnih ose-
bah pride do hude IM (npr. do aidsa), se
lahko pojavi strongiloidozni hiperinfek-
cijski sindrom in tudi avtoinfekcija; zanj
je znacilno povecanje Stevilo li¢ink v bla-
tu, ki lahko predrejo steno debelega cre-
vesja, ob tem lahko pride tudi do poveca-
nega prestopanja (translokacije) bakterij v
krvni obtok in posledi¢ne sepse, kar je po-
vezano z vecjo smrtnostjo. Li¢inke se pre-
bijejo do pljuc in nato preko dihalnih poti
do poZiralnika in tankega crevesja, kjer
se razvijejo v odraslo Zival. Najpogostej-
Se klini¢ne teZave so povezane z GIT in se
kaZejo z nespecifi¢nimi simptomi in zna-
ki: bole¢ine v trebuhu, driska, bruhanje,
napenjanje in zaprtje. Bolezen lahko na-
preduje do paralitinega ileusa, obstruk-
cije tankega Crevesja, krvavitev iz ¢revesja
in do enteropatije z izgubljanjem beljako-
vin. V obdobju migracije li¢ink lahko pri-
de tudi do hudih respiratornih teZav z di-
spnejo, hemoptizami, plevriti¢no bole¢ino
itd. Za diagnozo je potreben pregled blata
na li¢inke, ugotavljanje serumske eozino-
filije in serolo8ki testi (ELISA). V blatu ne
moremo najti jajéec ali odraslih Zivali, saj
se jajceca Ze v debelem ¢revesju preobra-
zijo v li¢inke, odrasli paraziti pa hitro raz-
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padejo, ko se jih odstrani s stene Crevesja.
Najbolj ob¢utljiva in specifi¢na diagno-
sti¢na metoda je pregled blata, ki ga Se to-
plega nacepimo na agarsko plosco ob bol-
niku. Po nekaj dneh i§¢emo na robu plos¢
li¢inke, ki se hranijo z bakterijami, ki ra-
stejo na agarju. Pri rokovanju z blatom do-
mnevno okuZenega bolnika moramo biti
pazljivi, saj so li¢inke kuZne. Za zdravlje-
nje imamo na voljo ivermektin, tiabenda-
zol in albendazol (26, 27).

OKUZBE Z GLIVAMI
Mikrosporidioza

Glive iz rodu Microsporidia so znotrajce-
li¢ni mikrobi, ki so bili nedavno prekvali-
ficirani iz praZivali v glive. Vse bolj pogo-
sto se pojavljajo pri bolnikih z aidsom. Pri
vseh ostalih, kot so prejemniki presadkov,
in tudi pri starejSih s kroni¢nimi bolezni-
mi, je driska zaradi glive iz rodu Micro-
sporidia izjemno redka. Najpomembnejs$a
sta Enterocytozoon bieneusi in Enteroytozo-
on intestinalis (ta je najpogostejsi). Pri bol-
nikih z aidsom, ki imajo kroni¢no drisko,
so v pribliZno polovici primerov povzroci-
telji mikrosporidije. Gre za oportunisti¢ne
patogene, ki povzrocijo kroni¢no vodeno
drisko, izgubo telesne teZe, bolecine v tre-
buhu, navzeo, bruhanje, vrocino, sklerozi-
rajoci holangitis in kolitis. Lahko povzro-
¢ijo tudi diseminirane okuZbe.

Zlati standard za diagnozo je pregled
blata na mikrosporidije. Diagnostika je
zelo zahtevna, potrebna so posebna bar-
vanja. Ker je mikroskopiranje slabo obcu-
tljiva metoda, se vedno pogosteje upora-
blja PCR v realnem ¢asu. Mikrobiologa je
treba opozoriti na tovrstno okuzbo. Ker v
Sloveniji ne izvajamo PCR-diagnostike,
preusmerimo vzorec v najbliZji referen¢ni
center. Za zdravljenje se uporablja alben-
dazol in fumagillin (1-3).

Candida spp.
Posebno pri otrocih po presaditvi jeter, tan-
kega ¢revesja in/ali pankreasa lahko pride

do peritonitisa ali znotrajtrebusnega abs-
cesa, kar pogosto spremlja tudi driska (3).
Pri bolnikih z IM, posebno pri zdravljenju
z glukokortikoidi, lahko kandide povzroci-
jo t. i. »glivno preraSc¢anje tankega creves-
ja« (angl. small intestine fungal overgrowth),
ki ga spremljajo razliéni GIT simptomi.
Dva do tritedensko protiglivno zdravljenje
je lahko uspe3no, za potrditev tovrstnega
zdravljenja pa so potrebne Se kontrolirane
klini¢ne raziskave (28).

NEINFEKCIJSKI VZROKI DRISK

PRI OSEBAH Z IMUNSKO MOTNJO
Driska po presaditvi krvotvornih
maticnih celic in po prejemu
€vrstih organov

Poleg Stevilnih infekcijskih vzrokov je dri-
ska pri tovrstnih bolnikih lahko posledica
poskodb sluznic, ki so posledica mieloa-
blacije, neZelenih ucinkov zdravil in cre-
vesnega GVHD. Pri dolgotrajnem imuno-
supresivnem zdravljenju po PCO se lahko
razvije PTLD, ki povzro¢i kroni¢no dri-
sko in izgubo telesne teZe. Najpogoste;jsi
infekcijski zapleti po PKMC so okuZbe s
CD, norovirusi, adenovirusi, rotavirusi in
coxsackie virusi, po PCO pa CMV in CD
(1-5).

Crevesna bolezen presadka proti
gostitelju po alogenicni presaditvi
krvotvornih maticnih celic

Je najpogostejsi vzrok driske pri tovrstnih
bolnikih. Navadno se pojavi po ve¢ kot
15 dneh po presaditvi. GVHD povzrocajo
presajene imunske celice genetsko razli¢-
nega darovalca, ki prepozna prejemniko-
vo tkivo kot tujek. Ce se pri takem bol-
niku razvijejo tudi koZni izpus¢aji (angl.
rash) in motnje v delovanju jeter, je dia-
gnoza GVHD zelo verjetna. Bolnik ima
obilne vodene driske, enteropatijo z iz-
gubljanjem beljakovin in krvavo drisko.
Diagnoza temelji na biopsiji, obi¢ajno je
prizadeto celotno crevesje, v 20 % pa le
terminalni ileum. Zdravimo prvenstveno
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z glukokortikoidi, lahko pa tudi s ciklo-
sporinom, z antitimocitnim globulinom,
budesonidom in biolo8kimi zdravili (anti-
-TNF) ali s kombinacijo omenjenih zdra-
vil (1-5).

Nevtropenicni enterokolitis

Zanj sta znacilni bole¢ina v trebuhu (naj-
pogosteje desni spodnji kvadrant) in vro-
¢ina. Najpogosteje se pojavi po kemotera-
piji. Patogeneza ni povsem znana; pride
do poskodb sluznic s posledi¢no bakterij-
sko infiltracijo ¢revesne stene in nekroze.
Vnetje je skoraj vedno v cekumu. Bolniki
lahko umrejo zaradi sepse ali perforacije
¢revesja. CT trebuha pokaZe zadebeljen in
dilatiran cekum. Potrebno je zdravljenje z
antibiotiki, totalno parenteralno prehra-
no in dejavniki za stimulacijo levkocitnih
kolonij. V primeru perforacije ali vztrajne
krvavitve je potrebna operacija (29).

Sindrom kolitisa, povezanega

s presaditvijo maticnih celic

iz popkovnicne krvi

Gre za kolitis z vztrajajoc¢o nekrvavo vode-
no drisko, izgubo telesne teZe in vrocino.
HistoloSko gre za granulomatozno vnetje.
Navadno je uspeSno zdravljenje s fluoro-
kinolonom in metronidazolom (1-3).

Driska, povzrocena z zdravili
Stevilna zdravila, ki jih prejemajo osebe
z IM, lahko povzrocijo drisko; med imu-
nosupresivnimi zdravili je najpogostej-
§i povzrocitelj mikofenolat mofitil, driska
pa je lahko tudi posledica zdravljenja s ci-
klosporinom A, takrolimusom in siroli-
musom (tabela 2) (1-3).

DIAGNOSTIKA DRISK PRI OSEBAH
Z IMUNSKO MOTNJO

Driska, ki izvira iz tankega Crevesja se
navadno kaZe z obilno vodeno postpran-
dialno drisko in izgubo telesne teZe, za
koliti¢no drisko pa je znacilno frekventno
odvajanje majhnih koli¢in blata s pogo-

sto primesjo krvi ali sluzi. Driska je lahko
posledica infekcijskih ali neinfekcijskih
bolezni, zato moramo diagnostiko pri to-
vrstnih bolnikih pogosto zastaviti Siroko.
Diagnostika je stopenjska (slika 1). Naj-
prej moramo izkljuciti medikamentozne
vzroke in ukiniti vsa ne-imunosupresiv-
na zdravila, ki lahko povzrocajo drisko,
ali jih zamenjati z ustreznimi ucinkovi-
nami, ki nimajo teh neZelenih ucinkov.
Socasno izvajamo mikrobiolosko diagno-
stiko drisk. V€asih je treba ukiniti/zame-
njati tudi imunosupresivno zdravilo (npr.
mikofenolat mofetil), vendar to navadno
storimo, ko izklju¢imo infekcijske vzro-
ke. Zelo pomembno je, da klini¢nega mi-
krobiologa opozorimo, da imamo bolni-
ka s hudo IM, ki ima drisko. Sodelovanje
je obojestransko. Klinik postavi sum na
mozZne povzrocitelje, mikrobiolog pa sve-
tuje glede gojiS¢a, nacina odvzema ku-
Znin, transporta kuZnin, mikrobioloskih
metod itd.

Mikrobiolo8ki pregled blata naj bo
stopenjski, vklju€uje pa naj: kultivacijo
bakterijskih patogenov, pregled na CD (hi-
tra detekcija toksina in kultura), kultivaci-
jo E. coli, ki povzrocajo drisko (predvsem
molekularno detekcijo verotoksinov), pre-
gled blata na viruse (encimsko-imunski
testi ali MBM) in parazite (ciste, jajce-
ca,) z mikroskopiranjem in MBM. V¢asih
je koristen pregled blata s hkratnim PCR-
-jem za najpomembnejSe bakterijske, vi-
rusne in parazitarne patogene. Za diagno-
sticiranje dolocenih €revesnih zajedavcev
so pomembne tudi seroloSke metode (npr.
strongiloidoza). Za diagnosticiranje do-
loc¢enih patogenov (npr. parazitov) je po-
trebno veckrat vzeti vecje koli¢ine blata v
daljSem ¢asovnem obdobju vsaj nekaj dni.
Za dolocene infekcijske povzrocitelje (npr.
CMV, paraziti, mikobakterije) in za dolo-
cene neinfekcijske vzroke (npr. GVHD,
PTLD, rakave bolezni) pa so potrebne in-
vazivne diagnosticne preiskave (endosko-
pije, biopsije) (1-5).
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Primarni nivo mikrobioloskega testiranja’

Salmonella spp.
Shigella spp.
Campylobacter spp.
Yersina spp.

kultivacija

E. coli - VTEC/STEC? kultivacija + MBM

L g EIA/MBM +
Clostridium difficile i
Rotavirusi EIA
Adenovirusi 40/41
Norovirusi MBM
Astrovirusi

Ciste in jajéeca parazitov mikroskopiranje
Giardia/Cryptosporidium DIF

l

Sekundarni nivo mikrobioloSkega testiranja’
Virus citomegalije Plazma - MBM

Ciste in jajéeca parazitov?

l

Rezultati mikrobioloskega testiranja
negativni + vztrajanje driske

mikroskopiranje

Cryptosporidium MBM

1. prilagajanje imunosupresivnih zdravil -
zmanjsanje odmerka/menjava zdravila

2. kolonoskopija +/- gastro(duodeno)skopija
(+/- biopsija)

3. empiri¢no zdravljenje s probiotiki ali
antimotilitetnimi zdravila

4. ocena malabsorbcije

"lahko se izvede tudi MBM (hkratni PCR) za irok
nabor bakterijskih, virusnih in parazitarnih érevesnih
patogenov (v kombinaciji s kultivacijo bakterijskih
patogenov)

2 lahko se izvaja tudi detekcijo drugih E. coli, ki
povzrotajo drisko (pr. EHEC, EIEC, EPEC) s kultivacijo
in MBM

3 3irsi nabor potencialnih parazitarnih patogenov,
vkljugno Cystroisospore belli, Cyclospora
cayetanensis, Microsporidia

Slika 1. Stopenijski diagnosti¢ni algoritem drisk pri osebah z imunsko motnjo, prirejeno po (5).

MBM - molekularno mikrobioloske metode, EHEC - enterohemoragi¢na E. coli, EIEC - enteroinvazivna E.

coli, EPEC - enteropatogena E. coli.

ZAKLJUCEK

Driska pri osebah z IM je posledica §tevil-
nih infekcijskih in neinfekcijskih vzrokov.
Ker gre lahko za oportunisti¢ne ali red-
ke povzrocitelje driske in ker je potrebna
specifi¢na mikrobiolo§ka metodologija, je
v diagnosti¢nem postopku pomembno so-
delovanje klinika z mikrobiologom. Po-
membna je tudi stopenjska mikrobioloSka

diagnostika, v€asih pa je potrebna tudi in-
vazivna diagnostika (endoskopije, biopsi-
je). Vsi zdravniki, ki se ukvarjajo z bolni-
ki z IM, morajo biti seznanjeni z: moZnimi
vzroki driske pri tovrstnih bolnikih, dia-
gnosti¢nim algoritmom stopenjske dia-
gnostike, ki je predstavljen v naSem ¢lan-
ku, in ustreznim zdravljenjem.
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Tatjana Lejko Zupanc”, Mateja Logar?
Crevesne bolnisni¢ne okuzbe

Nosocomial Gastrointestinal Infections

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: érevesne okuzbe, driska, viri okuzbe, higiena rok, prepretevanje okuzb

Crevesne okuZbe spadajo med pogostejse okuzbe ne samo v bolni$nicah, ampak tudi v
domovih za starejSe obcane. Vecinoma jih povzrocajo patogene ¢revesne bakterije in vi-
rusi. Najpomembnejsi bakterijski povzrocitelj driske v bolnisni¢nem okolju je Clostri-
dium difficile. Med bakterijskimi povzrocitelji driske v bolniSni¢nem okolju so tudi sal-
monele in kampilobaktri, med virusnimi povzrocitelji pa rotavirusi in norovirusi. Viri
okuZbe so drugi pacienti, oboleli zdravstveni delavci in obiskovalci, lahko pa tudi pi-
tna voda in hrana. Najpomembnejsi ukrep preprecevanja prenosa ¢revesnih patogenov
je ustrezna higiena rok. Zdravstveni zavodi morajo imeti na voljo mehanizme, s kateri-
mi zagotavljajo neoporecno pitno vodo in hrano, ter pravila, ki predpisujejo nacine pre-
pre€evanja prenosa ¢revesnih okuzb. Zdravstveni delavec ne sme delati z bolniki, dokler
ima simptome crevesne okuZbe.

ABSTRACT

KEY WORDS: enteric infections, diarrhea, source of infections, hand hygiene, infection prevention

Gastrointestinal infections are among the most frequent healthcare-associated infecti-
ons in hospitals and nursing homes. They are mostly caused by enteric pathogenic bac-
teria and viruses. Clostridium difficile is the most frequent bacterial cause of healthca-
re-acquired diarrhea. Other bacterial causes of diarrhea in hospitals include Salmonella
spp., Campylobacter spp. Viral infections, especially norovirus and rotavirus, are also
frequent. The sources of infection can be other patients, healthcare workers, visitors or
drinking water and food. The most important preventive measure is stringent hand hy-
giene. Healthcare institutions are obliged to implement measures to ensure impecca-
ble drinking water and safe food. There should be guidelines for preventing transmis-
sion of enteric infections. Healthcare workers with gastrointestinal infection should be
excluded from work with patients whilst symptomatic.
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Crevesne okuZbe sodijo med pogostej-
Se okuZbe ne samo v bolni$nicah, ampak
tudi v domovih za starejSe obcane (DSO).
Driska je posledica sprememb v delovanju
Crevesa, definicije driske pa se med seboj
razlikujejo. V klini¢ni praksi govorimo o
njej, kadar je spremenjena konsistenca
blata (mehko, tekoce), povecana pogostost
iztrebljanj (ve¢ kot trikrat v enem dnevu)
ter pove€an volumen blata. Izbruh infek-
cijske driske v zdravstveni ustanovi lahko
prizadene paciente, zdravstvene delavce
in obiskovalce. Ustrezen nadzor in takoj-
$nja vzpostavitev ustreznih ukrepov lah-
ko zmanjSa obolevnost in smrtnost.

DEFINICIJA

Crevesna bolnigni¢na okuZba je opredelje-
na kot driska (tri ali ve¢ odvajanj tekoce-
ga blata v 24 urah), ki se pojavi po 48 urah
od sprejema v bolni$nico (obdobje je dalj-
Se, kadar sumimo na okuZbo z bakterija-
mi ali Clostridium difficile). Pomembno je
poznati minimalno inkubacijsko dobo za
posamezne povzrocitelje drisk, saj le tako
lahko potrdimo, da gre res za bolni$ni¢no
pridobljeno okuZbo. Casovni interval med
nastankom simptomov in sprejemom v
bolniSnico mora biti dalj$i kot minimalna
inkubacijska doba za posameznega pov-
zrocitelja. O bolni$ni¢ni okuZzbi lahko go-
vorimo tudi takrat, ko so mikrobioloSke
preiskave ob sprejemu ali takoj po njem
negativne, kasneje pa povzrocitelja lahko
dokaZemo iz iztrebkov.

EPIDEMIOLOGIJA IN POVZROCITEL]I
V nerazvitem svetu je incidenca bolni$nic¢-
no pridobljene driske do 5 primerov na
1.000 bolnisko oskrbnih dni. Najpogoste-
je so prizadeti otroci (1). V razvitem svetu
je incidenca niZja in znaSa okrog 0,57 pri-
merov na 1.000 bolnisko oskrbnih dni (2).
Evropska presecna raziskava je pokazala,
da je deleZ bolni$ni¢nih ¢revesnih okuZzb
7,7 %; polovico so predstavljale okuZbe s

C. difficile (3). EpidemioloSke znacilnosti
mikroorganizmov, ki povzrocajo ¢revesne
okuZbe v bolni$nici, so prikazane v tabeli
1. Ve¢inoma so to virusi in patogene cre-
vesne bakterije, moZni povzrocitelji pa so
tudi enoceli¢ni paraziti (npr. kriptosporidi-
ji). Najpomembnejsi bakterijski povzroci-
telj driske v bolni$ni¢nem okolju je C. diffi-
cile, ki povzroca od 15 do 30 % vseh epizod
driske, povezane z antibiotiki. Vzrok za na-
stanek bolezenskih teZav je z antibiotiki
povzroCena sprememba v sestavi telesu la-
stne Crevesne mikrobiote. Zaradi tega lah-
ko pride do razraS¢anja bakterije C. difficile,
ki povzroci okvaro ¢revesne sluznice in dri-
sko. C. difficile se z lahkoto prenaSa v bol-
nidnicah in DSO. Ve¢ o driski, povzroceni s
tem patogenom, je opisano na drugem me-
stu v tem zborniku (4). Obicajni bakterij-
ski povzrocitelji driske v domacem okolju
lahko povzrocajo izbruhe tudi v bolni$ni-
cah in DSO, vendar so zaradi uvedbe ustre-
znih kontrolnih mehanizmov manj pogosti
in se pojavljajo predvsem v manj razvitem
svetu. Opisani so izbruhi okuZb s salmo-
nelami, kampilobaktri, jersinijami in pa-
togenimi sevi bakterije Escherichia coli (5).
Enterotoksigena E. coli (ETEC) lahko prav
tako povzroci bolni$ni¢no drisko. V izbru-
hu v bolni$nici na Japonskem so v neona-
talni enoti pri novorojenckih z drisko doka-
zali 12 izolatov ETEC serotipa 0128:H45 v
Stirimese¢nem obdobju. Ti otroci so ime-
li bolni$niéno pridobljeno drisko ali pa so
imeli epidemioloSko povezavo. Bolezen je
povzrocil specifi¢ni klon ETEC O128:H45-
CS21-ST2332. Ta sev je bil odporen proti
Stevilnim antibiotikom, zlasti cefalospori-
nom tretje generacije (6).

Virusne crevesne okuZbe so med naj-
pogostejSimi ¢revesnimi okuzbami v bol-
niSnicah in DSO. Poglavitni virusni pov-
zrocitelji drisk v bolniSni¢nem okolju so
rotavirusi in norovirusi. Epidemiologija,
klini€na slika in preprecevanje bolnis$nic¢-
nih virusnih okuZbe je podrobno opisana
v drugem prispevku (7).
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Tabela 1. Epidemioloske in klini¢ne znatilnosti okuzb s pomembnimi bolnisniénimi povzrogitelji driske.

Povzrocitelj Epidemioloske znacilnosti/nacin prenosa Klinicne znacilnosti
Clostridium najpogostejsi povzrotitelj bolnisni¢nih pogosta vrotina, koli¢ne boletine
difficile trevesnih okuzb, navadno posamitno, v trebuhu (hipogastrij) in slabost,
lahko epidemi¢no, uporaba antibiotikov; redko bruhanje, teko¢em blatu
natancen nacin prenosa ni znan redko prime3ana kri in sluz
rotavirusi epidemitno, v glavnem pozimi, na otroskih vrogina, bruhanje, vodeno blato brez
oddelkih, vrtcih, domovih za starejse primesi sluzi in krvi; okuZba je lahko tudi
obtane, na oddelkih za starostnike; brezsimptomna, pri bolnikih s primarnimi
fekalno-oralni prenos, posredno in sekundarnimi motnjami vimunskem
in neposredno, z Zivili in vodo; odzivu lahko povzroti kroni¢ni enteritis
norovirusi epidemino (v glavnem pozimi) pogosto bolecine v trebuhu, bruhanje
v druzinah, ustanovah za nego, in slabost, moZna vro€ina
bolnicah, Solah ali na ladjah, prenos
s kontaminirano hrano (3koljke)
salmonela posamicno ali epidemi¢no skozi vse leto, pogosta vrocina, boletine v trebuhu

najvet pa v vrocih poletnih in jesenskih
mesecih, navadno prenos s kontaminiranimi
zivili (jajca, perutninsko meso) in vodo

kampilobakter =~ posamicno ali epidemitno, najvec obolen;j
v poletnih mesecih, najpomembnejsi

nacin prenosa so kontaminirana

in slabost, redko bruhanje, tekoce blato,
ki mu je lahko prime3ana sluz in kri

pogosta vrotina, koli¢ne boletine v trebuhu
(ileocekalno), lahko slabost in bruhanje,
obilni tekoti iztrebki, obi¢ajno

Zivila (perutnina) in voda

s primesjo sluzi in krvi

VIRI CREVESNIH OKUZB

V BOLNISNICNEM OKOLJU

V bolni$ni¢nem okolju predstavljajo mo-
Zne vire okuZbe voda, hrana, drugi paci-
enti, zaposleni in obiskovalci. BolniSnica
mora imeti vzpostavljene ustrezne kon-
trolne mehanizme, ki moZnosti okuZbe
zmanjS$ajo na minimum. Voda v bolni$ni-
ci mora ustrezati standardom, ki jih pred-
pisuje Pravilnik o pitni vodi, in ne sme vse-
bovati koliformnih bakterij (8). Tudi hrana
mora ustrezati standardom in biti pripra-
vljena na ustrezen nacin. Analiza tvega-
nja in ugotavljanja kriti¢nih kontrolnih
tock (angl. Hazard Analysis Critical Control
Point, HACCP) je mednarodna metoda za-
gotavljanja varne prehrane. Dolocila HA-
CCP so obvezna za vse pridelovalce krme
za Zivino, poljedelce, Zivinorejce, transport,
skladiS€enje Zivil, gostince, trgovce z Zivi-
li in predelovalno Zivilsko industrijo. Upo-
rablja se na vseh stopnjah proizvodnje Zivil
in postopkov priprave, vklju¢no s pakira-
njem in distribucijo. Vse pogosteje pa se
uporablja tudi za neZivilske panoge, kot

npr. farmacevtska in kozmeti¢na industri-
ja, ter pri pripravi hrane v bolniSnicah (9).
Osebje, ki pripravlja hrano, mora uposteva-
ti stroga higienska pravila. Delo pri pripra-
vi hrane ni dovoljeno osebam, ki bruhajo,
imajo drisko, zlatenico, bole¢ine v grlu in
vro€ino ali koZne spremembe z izlockom.

VLOGA ZDRAVSTVENIH DELAVCEV
PRI POJAVLJANJU CREVESNIH
OKUZB V BOLNISNICI IN V DSO
Zaposleni lahko zbolijo za katerokoli pre-
nosljivo boleznijo, so pa lahko tudi vir
okuZbe za bolnike. Preprecevanje pojava
nalezljivih bolezni pri zdravstvenih delav-
cih (ZD) ima tri namene: zdravje ZD, pre-
preCevanje omejitev pri delu in zmanjSe-
vanje pojavljanja z zdravstvom povezanih
okuZb. Vsi ZD morajo biti seznanjeni s
tveganjem za nastanek okuZbe in z naci-
ni prenosa kakor tudi z na¢inom preprece-
vanja. Tu predstavlja higiena rok in izva-
janje standardnih previdnostnih ukrepov
temelj za preprecevanje prenosa mikroor-
ganizmov. V sistematskem pregledu veli-
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kih izbruhov bolni8ni¢nih okuZb, ki so jih
povzrocili ZD, so identificirali 152 (v lite-
raturi objavljenih) izbruhov v 26 drZavah.
V teh izbruhih je zbolelo 1.449 bolnikov,
od tega jih je umrlo 51. Ve¢ kot cetrti-
na (42) izbruhov so predstavljale creve-
sne okuZbe (10). Prenos vecine mikroor-
ganizmov, ki povzro€ajo drisko, z ZD na
pacienta poteka z neposrednim ali posre-
dnim stikom. Najpomembne;jsi ukrep, ki
ta prenos preprecuje, je natancna higiena
rok, zlasti po uporabi stranis¢a. ZD z in-
fekcijsko drisko ne sme skrbeti za bolnike,
dokler simptomi Crevesne okuZbe ne iz-
zvenijo. ZD so lahko brezsimptomni izlo-
Cevalci salmonel ali kampilobaktrov med
obdobjem rekonvalescence in tudi Se ka-
sneje. Testiranje na kliceno$tvo ni pov-
sem zanesljivo in je omejeno na tiste, ki
neposredno delajo s hrano. Le redko je in-
dicirana antibioti¢na eradikacija. V prime-
ru norovirusnih izbruhov so ZD pomem-
ben ¢len v Sirjenju okuZb. Pogosto so tudi
sami Zrtev okuZbe. Simptomi se lahko po-
javijo Sele po prihodu ZD na delo, ZD pa
obi¢ajno ostanejo na delovnem mestu in
tako Sirijo okuZbo. Pri sumu na noroviru-
sno okuZbo je umivanje rok bolj priporo-
¢ljivo kot razkuZevanje z alkoholom.

PREPRECEVANJE CREVESNIH

OKUZB V BOLNISNICI IN V DSO

Med ucinkovite in obvezne ukrepe za pre-

precevanje ¢revesnih okuZb spadajo:

+ zagotavljanje varne pitne vode,

+ priprava in ustrezno shranjevanje ter
razdeljevanje varne hrane,

+ nadzor in epidemiolo$ko spremljanje
pojavljanja ¢revesnih okuZzb,

+ takoj$nje ukrepanje ob sumu na izbruh,

- higiena rok (umivanje rok pri virusnih
driskah in driski, ki jo povzroca C.

difficile),

+ ustrezno CiS¢enje in razkuZevanje bol-
nikov okolice in pripomockov (raz-
kuZila morajo biti sporocidna, kadar
imamo opravka s C. difficile, in viruci-
dna, kadar imamo opravka z virusnimi
enteritisi),

-+ kontaktna osamitev obolelih s sumom
na ¢revesno okuzbo in

+ odstranitev obolelih ZD od dela z bol-
niki.

Pri sumu na izbruh ¢revesne okuZbe ne
¢akamo na mikrobioloSke rezultate, am-
pak takoj izvedemo ukrepe kontaktne osa-
mitve. Omejimo tudi gibanje zaposlenih,
drugih pacientov in obiskovalcev. ZD po-
sebej pouc¢imo o pomenu higiene rok in
poskrbimo za ustrezno ¢iS€enje in razku-
Zevanje pripomockov in okolice.

Zaradi velikega Stevila moZnih pov-
zroCiteljev je vcasih teZko ugotoviti, ka-
tere paciente je primerno osamiti. Z upo-
rabo molekularnih mikrobiolo8kih tehnik
so v 22 % primerov ugotovili prisotnost
vsaj enega Crevesnega patogena pri bol-
nikih, ki so bili negativni na C. difficile ali
rotaviruse. Sestdeset odstotkov bolnikov
s €revesno okuZbo niso ustrezno izolirali,
20 % bolnikom z negativnimi testi pa so
lahko izolacijo ukinili (11).

ZAKLJUCEK

Crevesne okuZbe, povezane z zdravstveno
oskrbo, so pogost problem, ki ga je moZno
prepreciti z upoStevanjem pravil, ki dolo-
¢ajo pripravo varne hrane in oskrbo s pi-
tno vodo. Higiena rok in kontaktna osa-
mitev skupaj z doslednim razkuZevanjem
bolnikove okolice in pripomockov pa so
ukrepi, ki preprecujejo prenos okuZbe s
pacienta na ZD ali druge paciente. ZD in
obiskovalci so lahko pomemben ¢len v ve-
rigi okuZb, saj lahko zbolijo tudi sami.
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Obvladovanje crevesnih virusnih okuzb

v bolnisnicah in ustanovah za kronic¢no nego
Control of Viral Enteric Infections in Hospitals and Long-Term Care

Facilities

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: virusni gastroenteritis, bolninice, ustanove za kroniéno nego, izbruh, prepre¢evanje

Crevesne virusne okuZbe so med najbolj pogostimi okuzbami, ki v bolninicah in usta-
novah za kroni¢no nego povzrocajo izbruhe. Ve¢inoma povzrocajo izbruhe okuZzbe z no-
rovirusi in rotavirusi, v manj$i meri pa tudi z adenovirusi 40/41, astrovirusi in sapovi-
rusi. Zaradi razli¢nih nacinov Sirjenja in majhne infektivne doze lahko v kratkem ¢asu
zboli veliko bolnikov in zdravstvenega osebja. Poleg poslabSanja osnovnega zdravstve-
nega stanja bolnikov in povecane smrtnosti so visoki tudi ekonomski in druZbeni stro-
§ki. Za uspes$no in hitro zajezitev izbruha je klju¢no dosledno upoStevanje osnovnih na-
el preprecevanja okuZzb v zdravstvu, ki vklju€ujejo upoStevanje izolacijskih ukrepov,
higieno rok, uporabo osebne varovalne opreme ter ¢i§€enje/razkuZevanje povrsin. Za-
radi odpornosti virusov (zlasti norovirusov) na obicajna razkuZila, je potrebno pri teh
okuZbah, e posebej pa ob izbruhih, poskrbeti, da zaposleni poznajo in uporabljajo ustre-
zne postopke higiene rok (s poudarkom na umivanju rok z milom in vodo) ter razkuZi-
la za povrSine, ki dokazano delujejo proti €revesnim virusom, z upoStevanjem ustreznih
koncentracij delovne raztopine in kontaktnega ¢asa delovanja.

ABSTRACT

KEY WORDS: viral gastroenteritis, hospitals, long-term care facilities, outbreak, infection control

Viral gastrointestinal infections are among most common infections in hospitals and
long-term care facilities causing outbreaks. Most outbreaks are caused by noroviruses
and rotaviruses, less frequently adenoviruses 40/41, astroviruses and sapoviruses. Be-
cause of different ways of transmissions and small infectious doses, these viruses can
infect many patients and health care workers in short time. Apart from deterioration
in basic health state of patients and an increase in mortality, the outbreaks cause high
economic and social costs. For a successful and rapid restraining of outbreaks it is im-
perative to follow the basic concepts in infection control, which include isolation pre-
cautions, hand hygiene, using personal protective equipment and cleaning/disinfecti-
on of surfaces. Because viruses (especially noroviruses) are resistant to most common
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disinfectants, it is essential that the employees are introduced to and know how to use
proper hand hygiene with an emphasis on washing hands with soap. It is also very im-
portant that they know which disinfectants are effective against these viruses and what
are the appropriate concentrations of working solutions and the required contact time.

uvoD
Najvec¢ izbruhov v bolnisnicah in domo-
vih za kroni¢no nego povzro¢ajo virusne
okuzbe dihal in prebavil. Ekonomsko bre-
me teh izbruhov je veliko, poleg tega pa
je zaradi specificne populacije (kroni¢ni
bolniki, starostniki, dojencki) potek teh
okuZb lahko teZji in bolnike celo Zivljenj-
sko ogrozi.

Med virusnimi ¢revesnimi okuZba-
mi najve¢ izbruhov povzrocajo noroviru-
si, ki so odgovorni za 50 % vseh primerov
izbruhov in ve¢ kot 90 % ne-bakterijskih
epidemi¢nih gastroenteritisov (1). Izbru-
hi okuZb se v razvitih drZavah v najvecji
meri pojavljajo ravno v bolniSnicah in do-
movih za kroni¢no nego, v manjSem ob-
segu pa tudi v vrtcih, Solah, restavracijah
in na ladjah za kriZarjenje. V zaCetku so
za izbruhe v glavnem krivili kontaminira-
no hrano, sedaj pa je Ze znano, da je glav-
ni vir za Sirjenje okuZb prenos z osebe na
osebo (2).

KuZnost norovirusov je zelo velika
- za nastanek okuZbe je potrebna majh-
na infektivna doza, poleg tega pa so tudi
zelo stabilni v okolju. Vse to omogoca la-
hek prenos. Tudi nacinov prenosa je ve¢
(kontaminirane roke, predmeti, povrSine,
hrana). Poleg fekalno-oralnega prenosa pa
k Sirjenju izbruhov Se posebej prispevajo
kontaminirani izlo€ki v zraku, ki nastajajo
ob bruhanju. PreZivetje virusa je zelo dol-
go. Opisani so primeri okuZbe z virusom,
ki je dva meseca preZivel v vodi, neposko-
dovano virusno kapsido pa so nasli Se po
treh letih (3).

Medtem ko norovirusi povzrocajo
okuZbe in izbruhe v vseh starostnih sku-
pinah, Se posebej pri odraslih, pa so ro-

tavirusne okuZbe glavne bolni$ni¢no pri-
dobljene okuZbe pri otrocih. Po raziskavi
iz leta 20006, opravljeni v Sestih drZavah
v Evropi, so bil rotavirusi glavni etioloSki
dejavnik bolni$ni¢no pridobljenih drisk
pri otrocih, odgovorni kar za 31-87 %
vseh primerov (4). Pomembno vlogo pri
preprecevanju rotavirusnih okuzb v za-
dnjih letih (doma in pridobljenih v bolni-
$nici) vsekakor predstavlja uvedba ceplje-
nja dojenckov proti tem okuZbam.

Poleg zgoraj omenjenih virusov cre-
vesne okuZbe pri otrocih povzrocajo zla-
sti Se adenovirusi 40/41 in astrovirusi. Po
podatkih iz literature pri otrocih 15-28 %
bolnisni¢nih virusnih ¢revesnih okuZzb so-
¢asno povzroca ve€ virusov (5, 6). Sapovi-
rusi so se izkazali za pomemben vzrok iz-
bruhov virusnih ¢érevesnih okuZb zlasti v
ustanovah za kroni¢no nego (7).

OBVLADOVANJE CREVESNIH
VIRUSNIH OKUZB V BOLNISNICAH
IN USTANOVAH ZA KRONICNO
NEGO
Zaradi lastnosti virusnih ¢revesnih okuZzb,
da se pojavijo nenadoma in da je poleg
driske pogost simptom tudi bruhanje, je
preprecevanje Sirjenja teh okuZb v bolni-
$ni¢nem okolju oz. v ustanovah za kronic¢-
no nego poseben izziv. V kratkem casu
lahko zboli veliko bolnikov in tudi nego-
valnega osebja. Priporocljivo je, da imajo
zdravstvene ustanove in ustanove za kro-
ni¢no nego izdelan algoritem ukrepanja v
primeru izbruha, saj je hitro in pravilno
ukrepanje klju¢no za zajezitev izbruha.
Za izbruhe so znacilni (8):
« kratka inkubacija (15-48 ur),
+ omejeno trajanje bolezni (12-60 ur),
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+ glavni simptom je bruhanje in
+ prizadeti so bolniki in zaposleni.

Vecina izbruhov je posledica neuposteva-
nja izolacijskih ukrepov pri prvem inde-
ksnem simptomatskem bolniku. V kolikor
posumimo na izbruh virusne crevesne
okuZbe, je potrebno odvzeti mikrobiolo-
Ske preiskave za potrditev okuZbe. Blato
odvzamemo praviloma indeksnemu bol-
niku in nato 8e 1-2 bolnikoma, ki kaZeta
enake simptome okuZbe. Za vse ostale za-
dostuje klini¢na diagnoza.

V bolniSnicah je potrebno poskrbe-
ti, da vse bolnike, ki imajo ob sprejemu
simptome bruhanja in driske, osamimo in
po potrebi zdruZujemo (kohortiramo). V
kolikor uporabljajo sanitarije, morajo biti
le-te namenjene samo njim. V ustanovah
za kroni¢no nego je ob pojavu simptomov
pri oskrbovancih prav tako potrebno upo-
Stevati ukrepe kontaktne izolacije in bol-
nike zadrZati v njihovih sobah.

Zdravstveni delavci (ZD) morajo pri
stikih z bolniki uporabljati osebno za$¢i-
tno opremo - rokavice za enkratno upora-
bo in plasc¢e oz. predpasnike. Posebna skrb
velja higieni rok, saj se ve€ina okuZb pre-
nese na ta nacin. Ker virusi, ki povzrocajo
¢revesne okuZbe, nimajo ovojnice, so bolj
odporni na alkoholna razkuZila (9). Zato se
pri delu svetuje predvsem umivanje rok s
teko¢im milom in vodo po vsakem stiku z
bolnikom, vklju¢no po odstranitvi rokavic.
Uporabljati moramo papirnate brisacke za
enkratno uporabo. Ce uporabljamo alko-
holna razkuZila za roke, morajo ta imeti
ustrezna dokazila, da so v primeru norovi-
rusnih okuZb res ucinkovita. Poleg kon-
centracije aktivne komponente (obicajno
etanola), je pomembna tudi vsebnost dru-
gih sestavin (10). V primeru, da bolniki
bruhajo, naj ZD uporabljajo kirurSke ma-
ske, ki jih varujejo pred izlo¢ki (tip IIR).
Poskrbeti je potrebno tudi za redno in ¢im
pogostejSe zracenje prostorov, vrata bolni-
Skih sob pa morajo biti zaprta.

Posteljnino in perilo je treba bolni-
kom menjavati dnevno oz. takoj, ko se to
umaZe. Odstranjevanje in pospravljanje
naj poteka na nacin, da je verjetnost raz-
soja virusov s kontaminiranega tekstila
¢im manjSa.

Posebno pozornost moramo nameni-
ti ciS€enju/razkuZevanju okolja. Obicaj-
na razkuZila, ki jih uporabljamo, na no-
roviruse praviloma slab3e ali pa sploh ne
ucinkujejo. Najbolj ucinkovito razkuZi-
lo za primer okuZb z norovirusi je natri-
jev hipoklorit (varikina) (11, 12). V zdra-
vstvu in ustanovah za kroni¢no nego pa
pri nas praviloma uporabljamo druga ¢i-
stilna/razkuZilna sredstva. Pri izbiri le-teh
moramo biti posebej pozorni, da zadosti-
jo evropskim normam glede virucidnega
delovanja (EN 14476). Zelo pomembno je
tudi poznavanje prave koncentracije de-
lovne raztopine in kontaktni ¢as delova-
nja razkuZila. Pri okuZbah z rotavirusi ali
norovirusi potrebujemo viSje koncentra-
cije razkuZil, podaljSan je tudi kontaktni
¢as. BolniSke sobe naj se cistijo in razku-
Zujejo vsaj enkrat dnevno. Posebno pozor-
nju sanitarij, no¢nih posod in vseh ostalih
povrSin v neposredni bolnikovi okolici.
Povrsine, ki se jih pogosto dotikamo z ro-
kami (npr. stikala, kljuke, pipe, stranis¢ni
izplakovalniki, straniS¢ne metlice, telefo-
ni, gumbi klicnih naprav ipd.), je potrebno
¢istiti veckrat dnevno.

Ce pride do kontaminacije povr$in z
izbruhanino ali blatom, je potrebno to ta-
koj dekontaminirati. Ce gre za tekoCe iz-
locke, svetujemo posipanje s cistilnim/
razkuZilnim sredstvom v prahu, ki absor-
bira tekodino, ali pa povrSino prekrijemo s
papirnatimi brisacami. Pri odstranjevanju
vedno uporabljamo rokavice za enkratno
uporabo, predpasnik in kirur§ko masko z
vizirjem ali ocala. Povr§ino nato skrbno
speremo z vroco vodo, v kateri je ¢istilno/
razkuZilno sredstvo, ki ima ustrezno de-
lovanje proti virusom. Osebno varovalno
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opremo po zakljucku dela pravilno odstra-
nimo, odvrZemo v ko§ za smeti in si skrb-
no umijemo roke z milom in tekoco vodo.

Posebej pozorni moramo biti tudi pri
odstranjevanju izlo¢kov in blata pri nepo-
kretnih bolnikih. Plenice takoj odloZimo
v za to namenjene vrece, ki jih moramo
nato zapreti. No¢ne posode praznimo v za
to namenjenih prostorih in jih takoj damo
v termodezinfektor.

Za preprecevanje Sirjenja izbruha vi-
rusnih ¢revesnih okuZb je klju¢no, kako
organiziramo delo na oddelku. ZdruZeva-
nje bolnikov, za katere skrbijo za to pose-
bej doloceni ZD, lahko zmanj3a oz. prepre-
¢i Sirjenje okuZb znotraj oddelka. Bolnikov
tudi ne preme§¢amo na druge oddelke oz.
jih zadrZujemo v sobah do 48 ur po pre-
nehanju simptomov. Pokretnim bolnikom
je potrebno razloZiti, naj bolniskih sob ne
zapus¢ajo in da naj si skrbno umivajo roke
po uporabi straniSc¢a in pred hranjenjem.

Ce je prislo do izbruha &revesnih
okuZb na otroSkem oddelku, je potrebno
dodatno pozornost nameniti ¢iS€enju/raz-
kuZevanju skupnih igralnic in igrag, ki jih
otroci uporabljajo. Ker zaradi tesnega sti-
ka z otroki velikokrat zbolijo tudi starsi,
je Se posebej pomembno, da jih pou¢imo
o ustrezni higieni rok. Poostriti je potreb-
no ¢i8¢enje skupnih sanitarij, ki jih upora-
bljajo starSi. Prepovedano je izmenjavanje
predmetov (npr. ¢asopisov, knjig, telefon-
skih polnilcev ipd.) med starsi otrok.

V kolikor zbolijo ZD, morajo ti obve-
zno ostati doma. Na oddelke se lahko vr-
nejo Sele 48 ur po prenehanju simptomov.
Ker so lahko ZD tudi asimptomatski pre-
naSalci virusov, je nujno, da vsi ZD dosle-
dno skrbijo za higieno rok.

V primeru izbruha naj se bolniske sobe,
kjer so bili zdravljeni oboleli, temeljito oci-
stijo in razkuZijo, preden v njih namesti-
mo nove bolnike. Ce je zbolelih veliko, se
vcasih odlo¢imo za zaprtje oddelka za nove
sprejeme ravno z namenom, da se omogoci

ustrezno temeljito ¢iS€enje in razkuZevanje

povrsin in prostorov. To je namre¢ predpo-
goj, da se okuZzba ne bo vec Sirila. Oddelek
lahko odpremo, ko mineta dve inkubacijski
dobi za bolezen. V praksi to pomeni, da lah-
ko ponovno sprejemamo bolnike 72 ur po
zadnjem primeru virusnega gastroenteriti-
sa s kratko inkubacijsko dobo.

Zaradi vejega nadzora se po potrebi
odlo¢imo za omejitev ali prepoved obiskov.
To je skrajni ukrep, saj je redna prisotnost
svojcev za bolnika ali oskrbovanca usta-
nove za kroni¢no nego zelo koristna. Vse-
kakor moramo vse obiskovalce pred vsto-
pom na oddelek pouciti o ustrezni higieni
rok in po potrebi o uporabi osebne varoval-
ne opreme. Odsvetujemo prinaSanje hrane
od doma. Vsekakor pa v ¢asu izbruha ve-
lja prepoved obiskov za majhne otroke, ki
nimajo osvojenih osnovnih higienskih na-
vad, in za vse, ki imajo prebavne teZave.

Pozornost je potrebno nameniti tudi
povrSinam pred oddelki, kjer se zadrZujejo
bolniki. Zlasti moramo biti pozorni na av-
tomate za hrano in pijaco. Tipke je potreb-
no redno razkuZevati, saj so lahko kon-
taminirane povrSine vir okuZbe za druge
bolnike, zaposlene ali obiskovalce.

V praksi je zelo pomembno, da zapo-
sleni dobijo natan¢na ustna in pisna na-
vodila glede dela na oddelku, ter da jih po
potrebi pri delu tudi nadzorujemo in takoj
odpravljamo moZne napake.

UspeSna strategija za preprecevanje
rotavirusnih ¢revesnih okuZb pri otrocih
pa je vsekakor tudi cepljenje. Univerzalna
precepljenost populacije dojenckov lah-
ko znatno zmanj$a bolniSni¢no pridoblje-
ne rotavirusne okuZzbe, zlasti pri otrocih,
mlaj$ih od 12 mesecev, posredno pa vpli-
va tudi na zmanjSanje okuzb pri starej$ih
otrocih (5, 13).

ZAKLJUCEK

Za razliko od virusnih ¢revesnih okuZb,
ki v splodni populaciji obi¢ajno poteka-
jo blago in ne potrebujejo dodatne zdra-
vstvene obravnave, pa bolnisni¢no prido-
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bljene okuZbe praviloma prizadenejo bolj
ranljivo populacijo, pri kateri je potek huj-
§i in lahko znatno vpliva na samo zdra-
vstveno oskrbo. Dokazano je, da se v pri-
meru izbruhov teh okuZzb poveca smrtnost
bolnikov, visoki pa so tudi ekonomski in

druZbeni stro$ki. Ukrepi preprefevanja
prenosa in obvladovanja izbruhov vklju-
cujejo osnovne principe preprefevanja
okuZb v zdravstvu s poudarkom na pravil-
ni higieni rok in ustreznem ¢iS€enju/raz-
kuZevanju povrsin.

LITERATURA

10.

1.

. Patel MM, Hall A}, Vinje J, et al. Noroviruses: a comprehesive review. ) Clin Virol. 2009; 44 (1): 1-8.
. Gaspard P, Ambert-Balay K, Mosnier A, et al. Burden of gastroenteritis outbreaks: specific epidemiology in a

cohort of institutions caring for dependant people. ] Hosp Infect. 2015; 91 (1): 19-27.

. Seitz SR, Leon JS, Schwab K], et al. Norovirus human infectivity and persistence in water. Appl Environ

Microbiol. 2011; 77 (19): 6884-8.

. Gleizes O, Desselberger U, Tatochenko V, et al. Nosocomial rotavirus infection in European countries: a revi-

ew of the epidemiology, severity and economic burden of hospital-acquired rotavirus disease. Pediatr Infect
Dis J. 2006; 25 (Suppl 1): 512-21.

. Zlamy M, Kofler S, Orth D, et al. The impact of rotavirus mass vaccination on hospitalization rates, nosoco-

mial rotavirus gastroenteritis and secondary blood stream infections. BMC Infect Dis. 2013; 13: 112.

. Cunliffe NA, Booth JA, Elliot C, et al. Healthcare-associated viral gastroenteritis among children in large

pediatric hospital, United Kingdom. Emerg Infect Dis. 2010; 16 (1): 55-62.

Lee LE, Cebelinski EA, Fuller C, et al. Sapovirus outbreaks in long-term care facilities, Oregon and Minnesota,
USA, 2002-2009. Emerg Infect Dis. 2012; 18 (5): 873-6.

. Borg M. Prevention of healthcare-associated gastrointestinal infections. In: Friedman C, Newsom W, eds.

Basic Concepts of infection control. 2nd ed. International Federation of Infection Control, N Ireland, UK;
2071. p. 325-36.

. Gehrke C, Steinmann J, Goroncy-Bermes P. Inactivation of feline calicivirus, a surrogate of norovirus (former-

ly Norwalk-like viruses), by different types of alcohol in vitro and in vivo. ) Hosp Infec. 2004; 56 (1): 49-55.

Liu P, Macinga DR, Fernandez ML, et al. Comparison of the activity of alcohol-based handrubs against hu-
man noroviruses using the fingerpad method and quantitative real-time PCR. Food Environ Virol. 2011; 3:
35-42.

Hall A}, Lopman B. Norovirus [internet]. CDC Health Information for International Travel; 2015 [citirano 2015

Oct 16] Dosegljivo na: http://wwwnc.cdc.gov/travel/yellowbook/2016/infectious-diseases-related-to-tra-
vel/norovirus

. Ministry of Health New Zeland. Guidelines for the Management of Norovirus Outbreaks in Hospitals and

Elderly Care Institutions [internet]. 2009 [citirano 2015 Oct 16]. Dosegljivo na: https://www.health.govt.nz/
system/files/documents/publications/guidelines-management-norovirus_0.pdf

. Paulke-Korinek M, Kundi M, Rendi-Wagner P, et al. Herd immunity after two years of the universal mass

vaccination program against rotavirus gastroenteritis in Austria. Vaccine. 2011; 29 (15): 2791-6.






Med Razgl. 2015; 54 Suppl 2: 179-186 179

Helena Ribi¢’

Obvladovanje okuzb s Clostridium difficile
v bolnisnicah

Management of Clostridium difficile Infections in Hospitals

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: Clostridium difficile, prepreevanje okuzb, okuZbe, povezane z zdravstvom, klostri-

dijska driska

OkuZzbe, povzrocene z bakterijo Clostridium difficile, so med najpogostejSimi okuZbami, po-
vezanimi z zdravstveno oskrbo. V Evropi predstavljajo 4 % teh okuZb in s tem veliko bre-
me za bolnike in zdravstvo. V Stevilnih drZavah se incidenca in resnost okuzb vecata. Naj-
pogostejSa bolezen, ki jo povzroc¢a Clostridium difficile, je klostridijska driska, ki se obi¢ajno
pojavi po zdravljenju z antibiotiki. OkuZbe s Clostridium difficile predstavljajo poseben iz-
ziv strokovnjakom za obvladovanje bolni§ni¢nih okuZb, saj se prenaSajo predvsem s spo-
rami, ki so odporne proti obi¢ajnim sredstvom za razkuZevanje rok in okolja. Bakterijske
spore se izlocajo s fecesom bolnika. Z bolnika na bolnika se prena3ajo fekalno-oralno, naj-
pogosteje preko rok zdravstvenih delavceyv, lahko pa tudi preko kontaminiranih predme-
tov, instrumentov ali povr§in. Nemalokrat se pojavijo izbruhi okuZb. Zato so pomembni:
pravilna raba antibiotikov, pravo¢asna mikrobioloska diagnostika in ugotovitev povzroci-
telja ter ukrepi za preprecevanje Sirjenja okuZb (kontaktna osamitev v enoposteljno sobo
s sanitarijami, ustrezna higiena rok, dosledna uporaba za$¢itnih rokavic, higiena okolja,
nadzor izvajanja predpisanih ukrepov, uporaba sporocidnih sredstev in izobraZevanje).

ABSTRACT

KEY WORDS: Clostridium difficile, infection prevention, health-care associated infections, Clostridial

diarrhea

Infections caused by bacteria Clostridium difficile are among the most frequent health-
-care associated infections. In Europe, they account for 4 % of these infections and re-
present an important burden for patients and the health-care system. Clostridial diar-
rhea, which is the most frequent manifestation of the infection, is usually connected
with antibiotic exposure. Containment of clostridial infections is an important challen-
ge for infection control personnel due to transmission via bacterial spores, which are
resistant to most agents, routinely used for hand and environment disinfection. Bacte-
rial spores are secreted from the feces of patients; they are most frequently transmit-
ted from one patient to another via the hands of the health-care personnel, but also via
contaminated objects, instruments and environment. Outbreaks of clostridial infecti-

"Helena Ribig, dr. med., Nacionalni laboratorij za zdravje, okolje in hrano, Oddelek za medicinsko mikrobiologijo Kranj,
Gosposvetska ulica 12, 4000 Kranj; helena.ribic@nlzoh.si
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ons are not unusual. The most important preventive measures are prudent use of anti-
microbials, early diagnosis and detection of the causing agent, isolation of patient in
single-bed room with toilettes, proper hand hygiene, consistent use of gloves, environ-
ment hygiene, control of execution of regimen measures, use of sporocidal disinfec-

tants, and education.

uvoD

Bakterija Clostridium difficile (CD) je bila
leta 1978 prepoznana kot povzrocitelji-
ca psevdomembranoznega enterokolitisa
pri bolnikih, zdravljenih z antibiotiki (1).
OkuZba s CD se najpogosteje kaZe kot dri-
ska, redkeje pa kot ileus, psevdomembra-
nozni kolitis ali toksi¢ni megakolon.

CD je grampozitiven anaeroben sporo-
gen bacil, ki je lahko del ¢lovekove normal-
ne Crevesne mikrobiote. Najdemo ga pri
3-5 % zdravih odraslih ljudi, brez znakov
in brez simptomov bolezni (2). Pri otrocih
je Se pogostejsi (3). V nasprotju s Stevilni-
mi drugimi povzrocitelji okuZb kolonizaci-
ja s CD zmanj$a verjetnost za okuZbo (1).

Klostridijska driska se lahko pojavi ob
zauZitju spor CD in spremembi ¢revesne
mikrobiote, ki omogo¢i razmnoZevanje
CD. Do tega najpogosteje pride ob zdra-
vljenju z antibiotiki. OkuZbo lahko sproZi
Ze en sam odmerek antibiotika, na primer
ob kirurski antibioti¢ni profilaksi (4). Dru-
gi ogroZujoci dejavniki za nastanek klo-
stridijske okuZbe so:

+ starost,

» pridruZene bolezni,

« kirurski poseg,

+ zmanjSana imunost in

+ zdravljenje z zdravili, ki vplivajo na pe-
ristaltiko.

OkuZba s CD se lahko pojavi do tri mesece
po zdravljenju z antibiotiki (1).

Bakterija CD je danes eden najpogo-
stejSih povzrociteljev z zdravstvom po-
vezanih okuZb prebavil. V bolniSnicah se
prenasa z bolnika na bolnika, najpogoste-
je preko rok zdravstvenih delavcev (ZD),

kontaminiranih povrSin ali predmetov.
Lahko povzroci vecje ali manjSe izbruhe
okuZb in predstavlja velik izziv za stro-
kovnjake s podroc¢ja obvladovanja okuZb,
povezanih z zdravstvom (OPZ) (1).

POGOSTOST IN BREME OKUZB
Z BAKTERI)O CLOSTRIDIUM
DIFFICILE
Po podatkih tockovne prevalencne raziska-
ve Evropskega centra za preprecevanje in
obvladovanje bolezni, ki je bila opravljena
v letih 2011 in 2012, so OPZ prebavil po
pogostosti na petem mestu in predstavlja-
jo 7,7 % vseh OPZ (5). Pri slabi polovici teh
okuZb (48 % okuZzb prebavil ali v povprecju
skoraj 4 % vseh OPZ) je bila kot povzroci-
telj ugotovljena bakterija CD (5). DeleZ CD
okuZb se je po drZavah zelo razlikoval - od
0 % v Bolgariji in Litvi do 10,6 % na Ma-
d¥arskem in 11,3 % na Svedskem. V Slove-
niji je bil deleZ okuZb s CD nizek, < 1 % (5).
Incidenca in resnost okuzb s CD se v
zadnjih letih povecujeta, kar je med dru-
gim posledica pojava hipervirulentih se-
vov, med njimi sevov CD NAP1/027 (angl.
North American pulsed field 1). Ocene kaZe-
jo, da je v drZavah Evropske unije (EU) na
leto 124.000 okuZb s CD (5, 6). Stevilo je
najverjetneje podcenjeno predvsem na ra-
¢un neizvedene mikrobioloSke diagnostike.
Gabriel in sodelavci so v raziskavi, ob-
javljeni v letu 2014, ugotovili, da se pri
bolnikih, ki okuZbo s CD pridobijo v bolni-
8nici, hospitalizacija podaljsa za 2,7-21,3
dni. V primerih, ko so bolniki v bolnisni-
co sprejeti zaradi okuZbe s CD, pa bolni-
$ni¢na oskrba traja 5-13,6 dni. Ocenjujejo,
da zna$ajo stroski zdravljenja okuZbe s CD
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2.992-29.000 ameriskih dolarjev. Vsi stro-
8ki v zvezi s CD okuZbami v evropski regi-
ji so ocenjeni na 3 milijarde evrov, v ZDA
pa na 3,2 milijarde ameriskih dolarjev (7).

CLOSTRIDIUM DIFFICILE

V BOLNISNICNEM OKOLJU

IN PRENOS OKUZB

Rezervoar CD v bolnidnicah sta ¢lovek
in neZivo okolje. Najpomembnej$o vlogo
ima bolnik s simptomatsko CD okuZbo (1).
Obremenitev okolja je sorazmerna z re-
snostjo bolezni - pri hujsi bolezni je obre-
menitev okolja s CD vecja (1).

CD se v okolje izlo¢a z iztrebki. Vege-
tativne oblike na zraku preZivijo zelo kra-
tek Cas. PreZivetje bakterije omogocajo
spore, ki so odporne proti vplivom oko-
lja, pa tudi proti alkoholnim razkuZilom
in obicajnim sredstvom za ¢iS€enje in raz-
kuZevanje prostorov. Se ve&, ob prisotno-
sti Cistil in nekaterih razkuZil se tvorba
spor CD celo poveca (1, 9). Na predmetih
in razli¢nih povrSinah spore CD preZivijo
tudi do pet mesecev, preko njih pa se lah-
ko prena3ajo z bolnika na bolnika (8). CD
se prenasa fekalno-oralno, do okuZbe pri-
de najveckrat z zauZitjem spor.

Spore CD pogosto najdemo v bolniko-
vem okolju in na rokah ZD (1). Spore naj-
demo na predmetih, ki prihajajo v neposre-
dni stik z bolnikom, in prakti¢no na vseh
povrsinah v okolici bolnika s CD okuZbo
(9). Najpogosteje so kontaminirani:

+ straniS¢ne Skoljke in povrSine v toale-
tnih prostorih,

« umivalniki, pipe in odtoki,

+ pozivni gumbi in stikala,

- posteljne ograjice,

+ telefoni in

+ drugi predmeti ter povrSine, ki so v sti-
ku z bolnikom ali se jih bolniki ali ZD,
ki skrbijo za bolnika s CD, pogosto do-
tikajo.

CD so bili ugotovljeni na medicinskih pri-
pomockih, kot so (9):

+ UZ naprave,

+ pulzni oksimetri,

- tipkovnice osebnih ra¢unalnikov,
- manS3ete za merjenje pritiska in

+ stetoskopi.

Opisani so primeri prenosa okuZbe preko

termometrov in stetoskopov. Nivo kon-

taminacije je obi¢ajno nizek (1-3 loglO0),

vendar raziskave na Zivalih nakazujejo, da

je to dovolj za kolonizacijo ali okuZbo (9).
Pomemben vir spor CD je poleg iztreb-

kov tudi bolnikova koZa. V raziskavi, ki jo

je opravil Bobulsky s sodelavci, so med 27

bolniki z dokazano okuZbo s toksigenim

sevom CD, kontaminacijo koZe dokazali

pri 25 bolnikih (93 %) (10). Med raziskova-

nimi predeli koZe je bil najpogosteje kon-

taminiran predel dimelj, sledili so:

+ koZa na trebuhu,

+ koZa prsnega kosa,

+ rokein

+ komoléna kotanja.

Vecina bolnikov je imela koZo kontami-
nirano tudi po prenehanju driske - 70 %
bolnikov 6 dni po prenehanju driske in
40 % bolnikov 9 dni po prenehanju dri-
ske (10).

Bolnikova koZa in bolnikova neposre-
dna okolica sta lahko vir kontaminacije rok
ZD v &asu, ko bolnika pregleduje ali ne-
guje. Ob neustrezni higieni rok spore CD
ostanejo na koZi rok in jih ZD z rokami lah-
ko prenese na druge bolnike, povrSine in
predmete, ki se jih dotakne. Stevilo CD na
koZi bolnika zmanjSamo z umivanjem in
prhanjem, nekateri strokovnjaki priporo-
¢ajo umivanje bolnikov s klorheksidinom.

Spore CD se prena3ajo z bolnika na
bolnika, najpogosteje z rokami ZD ali pre-
ko kontaminiranega okolja. Slednjega lah-
ko kontaminirajo ZD predvsem po stiku z
bolnikom, ¢e ne upoStevajo higienskih na-
¢el, ali pa bolniki z okuZbo s CD. Opisa-
ni so Stevilni izbruhi okuZb, povzrocenih
s CD v zdravstvenih ustanovah.
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PREPRECEVANJE OKUZB

Z BAKTERIJO CLOSTRIDIUM

DIFFICILE V BOLNISNICAH

Poleg standardnih higienskih ukrepov,

ki jih izvajamo pri vseh bolnikih ves ¢as

obravnave ne glede na diagnozo, so za

preprecevanje okuzb s CD v bolniSnicah

zelo pomembni:

- zmanjSana poraba antibiotikov,

+ osamitev bolnikov,

- higiena rok,

+ CiSCenje in razkuZevanje okolja,

+ nadzor izvajanja ukrepov in

+ zdravstveno-vzgojno delo z bolniki in
svojci.

Smotrna raba antibiotikov
Antibiotiki predstavljajo najpomembnej-
§i dejavnik tveganja za okuZzbo s CD (11).
Porusijo obi¢ajno ¢revesno mikrobioto in
s tem omogocijo razmnoZevanje bakteri-
je CD, izlo¢anje toksinov in nastanek klo-
stridijske driske. Na incidenco okuZzb s CD
pomembno vplivamo z zmanj$ano porabo
antibiotikov na sploh in z omejitvijo rabe
dolocenih skupin antibiotikov (npr. cefa-
losporinov in fluorokinolonov) (12). Pri
tem so pomembni tudi drugi ukrepi (11):
+ omejevanje porocanja rezultatov anti-
biograma za dolocene antibiotike,
+ nadzor nad predpisovanjem,
+ spremljanje porabe antibiotikov in
+ redno izobraZevanje zdravnikov idr.

Osamitev bolnika z okuzbo

Bolnika s sumom ali s potrjeno okuZbo
s CD kontaktno osamimo v enoposteljno
enoto s toaletnim prostorom, ki ga dru-
gi bolniki ne smejo uporabljati (1). Z ukre-
pi kontaktne izolacije preprecujemo ne-
posreden prenos mikroba od okuZene/
kolonizirane osebe in posredni prenos
preko osebja z rokami, delovno obleko in
stikom z okuZenimi predmeti, pripomoc-
ki in povr§inami (12). Smernice ZdruZenja
za strokovnjake za obvladovanje okuZb in
epidemiologijo (angl. Association for Pro-

fessionals in Infection Control and epidemi-
ology, APIC) posebej poudarjajo, da je tre-
ba osamiti vsakega bolnika z v bolnisnici
pridobljeno drisko, najmanj do rezultatov
mikrobioloSke preiskave. Asimptomat-
skih nosilcev CD ni treba izolirati (1). Izo-
lacijske ukrepe izvajamo vedno skupaj s
standardnimi higienskimi ukrepi (13).

Bolnik sobe praviloma ne zapu$c¢a. Ra-
zlog osamitve zaradi okuZbe s CD so pred-
vsem spore, ki kontaminirajo bolnikovo
okolje. Prenos na drugega bolnika lahko
ucinkovito preprecujemo s fizi¢no prepre-
ko. Najbolj kontaminirani so toaletni pro-
stori in povrSine ter predmeti, ki se jih
bolniki in ZD najpogosteje dotikajo. Zato
je pomembno, da strani$¢a bolnika s CD
okuZbo ne glede na prostorske zmoZnosti
drugi bolniki ne uporabljajo. Ob pomanj-
kanju toaletnih prostorov to lahko zagoto-
vimo z uporabo noc¢nih posod ali s sobnim
straniS¢em (2). V primeru, da je bolnikov
s CD okuZbo ve¢, lahko uporabljamo ko-
hortno izolacijo, vendar bolniki ne smejo
biti hkrati kolonizirani z drugimi mikrobi,
zaradi katerih je potrebna izolacija (npr. s
proti meticilinu odpornim Stapylococcus
aureus ali proti vankomicinu odpornim
enterokokom).

Breme mikrobov na roki zmanj$a upo-
raba rokavic. Pred vstopom v izolacijsko
enoto si mora ZD nadeti rokavice in za-
§¢itni plas¢, glede na standardne pred-
pise mora po potrebi uporabiti tudi dru-
go osebno varovalno opremo. Ob odhodu
iz izolacijske enote je treba sneti rokavi-
ce, predpasnik in drugo osebno varoval-
no opremo, jo pravilno odloZiti v ustre-
zne namenske posode ter si umiti roke z
milom in vodo in jih dobro osusiti. ZD si
mora roke umiti tudi, e je bil v stiku le z
neposredno bolnikovo okolico.

V izolacijski enoti so zelo pomembni
tudi:

+ tehnika nedotikanja,
+ uporaba opreme in pripomockov za en-
kratno uporabo in



Med Razgl. 2015; 54 Suppl 2: 179-186

183

« uporaba pripomockov in instrumentov
le za enega bolnika (npr. merilci krvne-
ga pritiska).

Kontaktno izolacijo lahko ukinemo Sele
po prenehanju driske, praviloma 48 ur po
tem, ko bolnik za¢ne normalno odvajati.
Po prekinitvi kontaktne izolacije je treba
dosledno izvajati standardne higienske
ukrepe, saj so bakterije CD lahko Se vedno
prisotne na bolnikovi koZi in v njegovi
okolici. Nekateri strokovnjaki priporoca-
jo, da se izolacijo izvaja do konca hospita-
lizacije, saj sta izlo¢anje CD v iztrebkih in
kontaminacija koZe prisotni tudi po pre-
nehanju driske (14). Ob neupoS$tevanju hi-
gienskih nacel lahko pride pri bolniku do
ponovne okuZbe, zato ob kohortni izola-
ciji bolnika po prenehanju driske preme-
stimo (14).

Higiena rok

Roke bolnikov in ZD so pomemben vir
klostridijske okuZbe. Spore CD so odporne
proti alkoholu, zato alkoholna razkuZila
pri odstranjevanju CD spor niso u¢inkovi-
ta. Za prepreCevanje prenosa spor z roka-
mi Stevilne smernice priporoajo umiva-
nje rok z milom in vodo (5, 15, 16). Vendar
strokovnjaki pri tem niso enotni. Orga-
nizacija APIC umivanje rok na oddelkih,
kjer ni CD izbruha, odsvetuje in navaja, da
do sedaj opravljene raziskave niso doka-
zale zmanjSanje pojavnosti CD okuZb ob
umivanju rok ali povecanje ob uporabi an-
tiseptikov za higieno rok (1, 14).

Po umivanju je treba roke popolnoma
posusiti. V nekaterih ustanovah je pred-
pisano, da si ZD za tem roke tudi razku-
Zijo. S tem preprecujejo prenos vegetativ-
nih oblik klostridijev in drugih mikroboyv,
vendar je postopek zamuden in slabo vpli-
va na koZo rok.

Nasprotno so strokovnjaki enotnega
mnenja, da uporaba rokavic pomembno
zmanjSa breme CD na rokah in ob pravilni
uporabi zmanj$a verjetnost prenosa CD (1,

14, 16). Rokavice je treba nadeti pred vsto-
pom v sobo. Uporabljati jih morajo vsi ZD,
ki pregledujejo, zdravijo ali negujejo bol-
nika. Uporabiti jih morajo tudi v prime-
ru, ¢e se ne nameravajo dotakniti bolnika,
ampak le predmetov ali povrSin v bolniko-
vem okolju. Rokavice je treba uporabljati
in po potrebi zamenjati skladno s standar-
di ustanove.

Ciscenje in razkuzevanje okolja
Okolje ima pomembno vlogo pri §irjenju
CD okuzb. Bolnikova oprema in instru-
menti se kontaminirajo s CD preko fece-
sa bolnika, preko bolnikovih rok ali preko
rok ZD. Raziskave kaZejo, da je inciden-
ca okuZb s CD premosorazmerna koli¢ini
spor v brisih okolja (11). Zaradi sposobno-
sti CD, da preZivi na predmetih in povrsi-
nah dolgo ¢asa, je treba intenzivirati €i-
$Cenje in razkuZevanje bolnikove sobe ter
striktno upoStevati predpisana navodi-
la (1). Zaradi odpornosti spor na obic¢ajna
razkuZila, strokovnjaki vec¢inoma priporo-
¢ajo uporabo sporocidnih sredstev, vendar
si glede tega nacionalna in mednarodna
navodila niso enotna. Medtem ko evrop-
ska navodila priporo¢ajo dnevno razku-
Zevanje izolacijske sobe s sporocidni-
mi sredstvi, predvsem hipokloridom, pa
ameriSke smernice priporocajo hipoklorid
predvsem ob izbruhih, v hiperepidemic-
nih okoljih in razmerah, kjer se CD Siri
Kkljub izvajanju drugih ukrepov (11, 14).

Stevilna priporo¢ila navajajo ¢is€enje
in razkuZevanje bolnikovega okolja naj-
manj enkrat na izmeno. Zelo pomembno
je pravilno ¢iS¢enje po kontaminaciji z iz-
trebki, ravnanje z iztrebki ter ¢iS¢enje ob
uporabi sobnega stranisca, v primerih, ko
bolnik odvaja v postelji, in ob fekalni kon-
taminaciji (npr. po nekontroliranem odva-
janju). Frekvenco ¢iS€enja in razkuZevanja
je v izolacijski enoti treba prilagoditi sto-
pnji onesnaZenja in bolnikovemu razume-
vanju in doslednosti izvajanja higienskih
ukrepov (1).
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Za razkuZevanje bolnikove sobe in vse
opreme je potrebna uporaba sporocidne-
ga sredstva na osnovi klora ali vodikove-
ga peroksida (H,0,), druga sredstva niso
ucinkovita (1, 9). Ce se izbruh §iri, priporo-
¢ajo uporabo sporocidnega sredstva tudi
za sobe in opremo drugih bolnikov. Ose-
bje mora poznati preparat, njegovo upora-
bo in &as, ki je potreben za delovanje. Ime-
ti mora navodila za delo in pri uporabi teh
sredstev pravilno uporabljati osebno va-
rovalno opremo.

Za vzdrZevanje Cistega okolja in pre-
preCevanje Sirjenja okuZb je pomembno
tudi ¢iSCenje in razkuZevanje prostorov po
odpustu bolnika. Danes so na voljo razli¢-
ne naprave, med njimi dezinfektorji, ki de-
lujejo s pomocjo UV Zarkov, in dezinfektor-
ji, ki delujejo s spro$¢anjem H,0,. Sredstva
na osnovi H,0, doseZejo mesta, ki so pri
ro¢nem c¢is¢enju nedosegljiva (9). Pogoj za
njihovo ucinkovitost je, da so prostori pred
dezinfekcijo dosledno oc¢iSc¢eni in da zapo-
sleni upostevajo ¢as delovanja. Slednje je
pomembno tudi zaradi varnosti zaposle-
nih, saj so ta sredstva zdravju Skodljiva.

Danes sta na trzi§¢u dve vrsti apara-
tov, ki delujeta s spro$€anjem H,O,. Ena
vrsta tvori paro H,0, ki vsebuje najmanj
30 % H,0,.V preskusih s sporami CD na
posebnih nosilcih so s to vrsto dezinfekci-
je unicili vec¢ kot 6 log,, spor. Druga vrsta
aparatov H,0, razprSuje (vsebnost H,0, je
5-6 %). V preskusih so s to vrsto dezin-
fekcije unicili priblizno 4 log,, spor CD.
Dezinfekcija s pomoc¢jo UV Zarkov je manj
ucinkovita in unici le pribliZno 2 log,
spor CD (9). Glavna omejitev teh vrst dez-
infekcije je, da se lahko uporablja le v iz-
praznjenih prostorih, kar je obi¢ajno izve-
dljivo samo po odpustu bolnika.

Zdravstveno-vzgojno delo

z bolnikom in svojci

Bolnik lahko $iri CD na ve¢ nacinov:

+ neposredno ob stiku z drugimi bolniki
(npr. preko kontaminiranih rok),

- preko kontaminacije okolja, predme-
tov, instrumentov in
- preko kontaminacije rok ZD.

CD lahko Sirijo tudi svojci in drugi obisko-
valci. Zato je pomembno, da ZD pouci bol-
nika o Sirjenju okuZbe, o ustrezni higieni
rok, tehniki nedotikanja, prhanju in o upo-
rabi straniS¢a. Z informacijami ne zmanj-
Sa le moZnosti za kontaminacijo okolja
in prenos okuZb, temvec tudi razbreme-
ni bolnika negativnih obcutenj, kot sta
na primer strah in obcutek stigmatizaci-
je. O prenosu okuZbe, pomenu in pravilni
izvedbi higiene rok ter drugih higienskih
ukrepih ZD pouci tudi svojce in druge obi-
skovalce (11).

Po vsakem odvajanju mora bolnik pa-
ziti, da ne kontaminira predmetov in po-
vr8in, temeljito si mora umiti roke in jih
osusiti. Priporoca se, da pri splakovanju
strani§¢a po odvajanju straniS¢e pokri-
je s straniS¢nim pokrovom in s tem pre-
preci Sirjenje aerosola. Kanadske smerni-
ce priporocajo, da ZD nadzirajo higieno
rok bolnikov, preden ti zapustijo bolniSko
sobo, in jim po potrebi pri higieni rok po-
magajo (15).

Nadzor nad izvajanjem ukrepov

in izobrazevanje

Pri obvladovanju okuZb s CD je treba ukre-
pe izvajati dosledno. To lahko doseZemo:
+ zizobraZevanjem,

+ znadzorom nad izvajanjem ukrepov in
+ s stalnim izboljSevanjem.

Nadzor izvajanja ukrepov, ki ga izvaja-
jo strokovnjaki s podro¢ja obvladovanja
OPZ, mora biti vkljuen v proces obvla-
dovanja OPZ. PriporoCeno je, da oseba,
ki je zadolZena za nadzor, pripravi nacrt
nadzorov. Z opazovanjem preverja izved-
bo higiene rok, uporabe osebne varoval-
ne opreme (predvsem rokavic in za$ci-
tne obleke), izolacijskih ukrepov, nadzor

XX

¢iSCenja prostorov idr. Odstopanja beleZi
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in z izobraZevanjem ali razgovori z zapo-

slenimi skrbi za strokovni razvoj zaposle-

nih in izboljSevanje dela. Vonberg in sode-

lavci poudarjajo, da je eden izmed najbolj

ucinkovitih ukrepov za preprecevanje Sir-

jenja CD izobraZevanje osebja, ki vkljucu-

je informacije o (11):

+ patogenosti, rezervoarju in nacinih Sir-
jenja mikroba,

« pomenu kontaminacije okolja,

+ ucinkovitosti higiene rok in predme-
tov,

+ dekontaminaciji instrumentov in po-
vrsin,

+ o vlogi za$€itnih rokavic in

+ drugih preventivnih ukrepih.

Pomembno je izobraZevanje ZD kot tudi
osebja, ki ¢isti (11).

Strokovnjaki s podroc¢ja obvladovanja
OPZ po potrebi izvedejo tudi druge ukre-
pe. Pri nadzoru cistosti okolja lahko upo-
rabljajo fluorescentne oznacevalce, mi-
krobiolo8ke brise ali merjenje organskega
ATP z bioluminiscenco, s katerimi ugota-
vljajo ustreznost ¢iS€enja (1). Dokaz bak-
terije CD v vzorcih povrSin je zahtevnejsi,
ker so potrebna posebna gojis¢a, zato se
redko uporablja (14).

UKREPI OB IZBRUHU OKUZB

Ob izbruhu okuZb s CD je treba preveri-
ti, katerih ukrepov za preprecevanje Sir-
jenja okuZbe nismo dosledno izvajali in

zakaj. Intenziviramo nadzor osebja in €i-
S¢enje okolice. Ce je le mogoce, poleg bol-
nikov kohortiramo tudi osebje - ZD, ki
dela z bolnikom s CD okuZbo, ne sme skr-
beti za druge bolnike. Potrebno je vsako-
dnevno spremljanje razmer in ugotavljan-
je novih primerov s sumom na CD okuZbo.
Ce z ukrepi nismo uspesni, na oddelek ne
sprejemamo novih bolnikov, dokler poja-
vljanje novih okuZb s CD ne preneha. Pre-
ucimo moZnost uporabe dodatnih dezin-
fekcijskih in drugih ukrepov.

ZAKLJUCEK

OkuZbe z bakterijo CD predstavljajo ve-
liko breme za bolnika in zdravstvo, zato
je pomembno, da jih ucinkovito prepre-
¢ujemo. Predstavljajo poseben izziv stro-
kovnjakom za obvladovanje okuZb, saj se
prenasajo s sporami, odpornimi na sred-
stva, ki jih obi¢ajno uporabljamo pri hi-
gieni rok in okolja. Za preprecevanje Sir-
jenja okuZb so pomembni Stevilni ukrepi,
med njimi pravilna raba antibiotikov, zgo-
dnja diagnostika in ugotovitev povzroci-
telja, osamitev bolnika, dosledna higiena
rok in izvajanje drugih standardnih hi-
gienskih ukrepov ter poostrena higiena
okolja. Vse pregledane nacionalne in med-
narodne smernice poudarjajo pomen higi-
ene rok, dosledne uporabe zasc¢itnih roka-
vic, kontaktne izolacije bolnika in pomen
¢iSCenja opreme ter prostora v izolacijski
enoti s sporocidnimi sredstvi.
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Mateja Logar'

V pricakovanju novih smernic Ameriskega
zdruzenja za infekcijske bolezni

za obravnavo infekcijske driske

In Anticipation of the New Infectious Diseases Society of America

Guidelines for the Management of Infectious Diarrhea

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: infekcijska driska, diagnosticiranje, zdravljenje

Infekcijska driska ostaja tudi v industrijsko razvitih drZavah pogosta bolezen, ki pa ima
na srecno nizko smrtnost. Kulture iztrebkov so le redko pozitivne, zato je cena za poziti-
ven izvid preiskave zelo visoka. Smiselno in smotrno je prepoznati tiste bolnike in tiste
vrste infekcijske driske, ko je v resnici treba poslati iztrebke na nadaljnje mikrobioloske
preiskave. Sem sodijo: bolniki s hudim potekom bolezni; bolniki, ki potrebujejo sprejem
v bolnidnico; bolniki s krvavo drisko; z imunsko pomanjkljivostjo; ¢e je indicirano an-
tibioti¢no zdravljenje; ali ¢e sumimo, da je priSlo do izbruha bolezni. Z vidika javnega
zdravja je smotrno poSiljati iztrebke na kulturo ali preiskave na viruse Se pri osebah z
drisko, ki delajo v pripravi ali razdeljevanju hrane ter v negovalnih in vzgojno-varstve-
nih ustanovah. Osnova zdravljenja ostaja preprecevanje izsu§itve, kar najlaZje doseZemo
z oralno rehidracijsko raztopino. Antibioti¢no zdravljenje ne skraj$a trajanja driske in
je indicirano samo pri tistih bolnikih, pri katerih je ve¢ja nevarnost za razsoj bolezni ali
nastanek izven ¢revesnih zapletov. Za izkustveno zdravljenje po naSih smernicah upora-
bljamo azitromicin, kadar je to indicirano.
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Infectious diarrhea remains a common disease in industrialized countries, but fortuna-
tely, it has low mortality. Stool cultures are rarely positive, therefore, the price for a po-
sitive culture is very high. It is reasonable and rational to identify those patients and
those types of infectious diarrhea in which it is in fact necessary to send the stool for
further microbiological examinations. These include patients with severe course of the
disease, patients who require hospitalization, patients with bloody diarrhea, patients
with immunodeficiency, if antibiotic treatment is indicated, or if it is suspected that
there has been an outbreak of the disease. From a public health perspective, it is reaso-
nable to send the stool for culture or investigations on viruses in persons with diarrhea
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who work in the preparation or distribution of food, in nursing homes, or in day-care
centers. The basic goal of the treatment is to prevent dehydration, which can be lifesa-
ving and can easily be achieved with oral rehydration solution. Antibiotic therapy does
not shorten the duration of diarrhea and is indicated only if there is a higher risk of dis-
semination or complications for the patients. According to our guidelines, we use azi-
thromycin for the empirical treatment of infectious diarrhea when indicated.

uvoD

Infekcijska driska ostaja tudi v industrijsko
razvitih drZavah pogosta bolezen. Na leto
je v Sloveniji prijavljenih 10.000-15.000
primerov infekcijske driske, ki predsta-
vljajo pribliZno 20-25 % vseh prijavljenih
primerov infekcijskih bolezni. Bolezen je
sicer precej bolj pogosta, saj bolniki z bla-
go obliko bolezni zdravnika pogosto niti
ne obiscejo. Trije najpogoste;jsi bakterijski
povzrocitelji v Sloveniji so bakterije ro-
dov Salmonella, Campylobacter in Escheri-
chia coli, izmed bakterijskih povzrociteljev
pa jim po pogostosti sledijo Sigele in Yer-
sinia enterocolitica (1). V industrijsko razvi-
tih drZavah je smrtnost zaradi drisk nizka,
najvisja je v skupini bolnikov, ki so starej-
§i od 65 let (2). V Sloveniji v zadnjih 5 le-
tih nismo zabeleZili smrti zaradi infekcij-
ske driske. Virusna driska je najpogostejsa
vrsta infekcijske driske, ki je povsod po
svetu Se vedno med glavnimi vzroki obo-
levnosti v otroS8kem obdobju. Med virusi
najpogosteje dokaZemo rotaviruse, kalici-
viruse, adenoviruse in astroviruse. Zal ve-
¢ine drisk ne uspemo etioloSko opredeliti,
enako je tudi v ZDA (1, 3). S hitro globa-
lizacijo in industrializacijo pridelave hra-
ne, pojavom novih povzrociteljev in novi-
mi diagnosti¢nimi metodami so odlocitve
o najbolj smotrnem diagnosti¢nem in te-
rapevtskem ukrepanju zelo pere¢ problem,
zato vsi z velikimi pri¢akovanju pric¢aku-
jemo nova priporoc¢ila AmeriSkega zdru-
Zenja za infekcijske bolezni (angl. Infecti-
ous Diseases Society of America, IDSA), ki bi
morala biti objavljena Ze letos, vendar so
njihovo objavo prestavili na jesen 2016 (4).

EPIDEMIOLOGIJA V SLOVENIJI

V letu 2013 je bilo prijavljenih 19.858 pri-
merov infekcijskih drisk, kar je za manj
kot 1 % manj kot v letu 2012. Najvedji de-
leZ prijavljenih infekcijskih drisk (70 %)
predstavljajo etioloS8ko neopredeljeni pri-
meri. Med opredeljenimi povzrocitelji
infekcijskih drisk je bilo najve¢ norovi-
rusnih in rotavirusnih okuZzb. Med bakte-
rijskimi povzrocitelji so bili najpogoste;jsi
kampilobaktri, salmonele, Clostridium dif-
ficilein E. coli (1). V ZDA so bile salmonele
leta 2012 Se vedno najpogostejsi povzro-
Citelj bakterijskih drisk, sledili so kampi-
lobaktri, E. coli 0157:H7, vibriji in jersini-
je (3). Med starostnimi skupinami je bilo
pri nas najvec prijav v starosti 1-4 let ter
5-14 let, najmanj pa v starosti 65-74 let.
Hospitaliziranih je bilo 17 % vseh prija-
vljenih primerov infekcijske driske. Naj-
vec¢ hospitaliziranih je bilo zaradi okuZbe
s C. difficile (65 % prijavljenih primerov),
sledijo adenovirusne okuZe (59 %), rotavi-
rusne okuzbe (58 %) salmonelne okuZbe
(55 %), kampilobaktrske driske (43 %) in
norovirusne okuzbe (20 %). Po letu 2003
je Stevilo prijav salmoneloz, podobno kot
v drugih drZavah evropske skupnosti, za-
Celo upadati, narascati pa so zacele pri-
jave virusnih €revesnih okuZzb, zlasti no-
rovirusnih in rotavirusnih. Od leta 2003
do 2013 se je Stevilo prijavljenih salmo-
nelnih gastroenterokolitisov zmanj3alo za
vec kot trinajstkrat. Do leta 2009 je bila
salmonela najpogostejsSi bakterijski pov-
zroCitelj infekcijskih drisk v Sloveniji.
Leta 2013 je bila salmonela dokazana pri
293 primerih infekcijske driske, najpogo-
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steje so osamili Salmonella Enteritidis, ki
je predstavljala 45 % vseh izoliranih sal-
monel. Od leta 2009 dalje se med oprede-
ljenimi povzrocitelji akutnih infekcijskih
drisk najpogosteje pojavlja kampilobak-
ter. Tudi v letu 2013 je bil v Sloveniji, po-
dobno kot v Stevilnih drZavah evropske
skupnosti, kampilobakter najpogoste;jsi
bakterijski povzro¢itelj drisk. Stevilo pri-
jav v letu 2013 (9906), je za 6 % viSje kot
leta 2012. Pri ljudeh je najpogostejsi Cam-
pylobacter jejuni, ki predstavlja 87 % pri-
jav, sledita Campylobacter coli (6 %) in
Campylobacter consisus (3 %). V zadnjih
letih beleZimo nara$¢anje Stevila prijav
akutnih gastroenterokolitisov, katerih
povzrocitelj je C. difficile. Od leta 1999, ko
smo zabeleZili dve prijavi, je v letu 2013
Stevilo prijav naraslo na 316. OkuZbe se
pojavljajo pri bolnikih z obi¢ajnimi dejav-
niki tveganja (starejSe osebe, osebe s kro-
ni¢nimi boleznimi, osebe, ki so se zdravile
v bolni3nici, osebe, ki so prejemale antibi-
otike) verjetno pa tudi pri drugih osebah.
V letu 2013 smo zabeleZili 10 prijav griZe,
kar je 2,5-krat manj kot v letu 2012. Naj-
pogostejSa povzrociteljica griZe je Shigella
sonnei. Stevilo prijav rotavirusnih okuZb v
letu 2013 je bilo 1.451, kar je za 4 % vec
kot v letu 2012. Giardia lamblia je bila kot
povzrocitelj driske prijavljena 42-krat, za-
beleZili smo tudi 4 okuZbe z amebami. V
zadnjih letih ponovno beleZimo ve¢ pri-
merov okuZb z giardijami. ZabeleZili smo
osem izbruhov infekcijskih drisk (1).

DIAGNOSTICIRANJE

O driski govorimo, ¢e bolnik ve¢ kot vsaj
trikrat dnevno odvaja manj formirane iz-
trebke. O akutni driski govorimo, ¢e teZa-
ve trajajo manj kot dva tedna, pri perzi-
stentni driski trajajo teZave 2-4 tedne in
pri kronicni driski ve¢ kot 4 tedne. Tukaj
se pojavijo razlike z definicijami IDSA, ki
opredeljuje, da je driska perzistentna, ce
traja 14-30 dni, kroni¢na pa, ¢e traja vec
kot 30 dni (4, 5). Za postavitev diagnoze

sta zelo pomembni anamneza in natan-
¢en Kklini¢ni pregled. Pri anamnezi smo
pozorni na podatke o predhodnem jema-
nju antibiotikov, podobno zbolelih doma
ali v okolici, prehranskih navadah (uZi-
vanju morske hrane, prehranjevanju v
restavracijah s hitro prehrano, uZivanju
toplotno slabo obdelanega mesa, nepaste-
riziranega mleka in mlec¢nih izdelkov, su-
rovih jajc ter izdelkov iz surovih jajc itd.),
prisotnost kroni¢nih bolezni ali motenj
v imunskem odzivu. Oceniti poskuSamo
stopnjo izsuSenosti in tveganje za nasta-
nek zunajcrevesnih zapletov. Na osnovi
epidemiolo8kih podatkov in klini¢ne slike
ne moremo postaviti etioloske diagnoze.

Z neposrednim mikroskopiranjem iz-
trebkov lahko dokazujemo prisotnost lev-
kocitov. Ti so prisotni, ¢e je driska posledica
okuZbe s povzrocitelji, ki povzro€ajo vnetje
ali vdrejo v crevesno steno (Sigele, entero-
invazivne in enterohemoragicne E. coli, sal-
monele, kampilobaktri, C. difficile, V. para-
haemolitycus, E. histolytica). Levkociti so
prisotni v iztrebkih tudi pri neinfekcijskih
vnetjih Crevesa, ki prizadenejo Erevesno
steno, kot sta ulcerozni kolitis in Crohno-
va bolezen. Dolocanje fekalnega laktoferina
(vezavna beljakovina za Zelezo v levkocitih)
je obcutljivejsa in bolj specifi¢na preiskava,
vendar je razmeroma draga in slabo dosto-
pna (0). V Sloveniji te preiskave ne upora-
bljamo, medtem ko smernice IDSA svetu-
jejo, da iztrebke najprej mikroskopiramo
na prisotnost levkocitov oziroma opravimo
hitri test za dokaz laktoferina in nato samo
vzorce, ki so pozitivni, poSljemo na dodatna
mikrobioloSka testiranja. Ob tem opozarja-
jo, da sta ta testa pogosto negativna pri bol-
nikih, pri katerih drisko povzroc¢a enterohe-
moragicna E. coli (5).

Dokoncna etioloSka diagnoza je mi-
krobioloSka. Bakterijskega povzrocitelja
prikaZemo neposredno s kulturo iztrebka
za poskus osamitve povzrocitelja. Kultu-
re so pozitivne v manj kot 6 % akutnih
drisk (4). V ZDA ocenjujejo, da zaradi niz-
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ke obcutljivosti metode stro$ki za en po-
zitiven izvid znaSajo med 952 in 1.200 do-
larji (4, 7). 1z tega razloga se v Sloveniji za
poskus osamitve odlo¢amo samo pri bol-
nikih s hudim potekom bolezni; pri bol-
nikih, ki potrebujejo sprejem v bolnisni-
co; pri bolnikih s krvavo drisko; z imunsko
pomanjkljivostjo; e je indicirano antibio-
ti¢no zdravljenje; ali ¢e sumimo, da je pri-
$lo do izbruha bolezni (vecje Stevilo oseb
z drisko s skupno epidemiolo$ko anamne-
z0) (5). Podobno DuPont v preglednem
¢lanku o akutni driski pri imunsko kom-
petentnih osebah svetuje, da se iztreb-
ki poSiljajo za poskus osamitve bakterij,
¢e imajo bolniki vrocino, visjo kot 38 °C,
pridruZene resne kroni¢ne bolezni, imajo
griZo, so dehidrirani ali imajo koleri po-
dobno vodeno drisko (8). Tako kot pri nas
tudi smernice IDSA in DuPont svetujejo,
da pri bolnikih, ki so hospitalizirani in se
jim je pojavila driska po vec kot 3 dneh od
sprejema, ne poSiljamo iztrebkov za dokaz
klasi¢nih bakterijskih povzrociteljev, am-
pak je bolj smiselno testiranje na viruse
in toksin C. difficile. Dodatno DuPont in v
IDSA smernicah svetujejo odvzem iztreb-
kov za kulturo Se pri starejSih, bolnikih
z imunsko oslabelostjo, osebah, ki imajo
drisko in delajo v pripravi ali razdeljeva-
nju hrane oziroma so zaposleni v negoval-
nih ali vzgojno-varstvenih ustanovah (4,
8). Vse izolate dokon¢no opredelimo s se-
rotipizacijo. V zadnjem ¢asu v diagnosti-
ki uporabljamo tudi molekularne metode
(4). Vecina avtorjev se strinja, da lahko z
molekularnimi metodami dokaZemo ve-
¢je Stevilo povzrociteljev, vendar obstaja
nevarnost, da bomo dokazali tudi mikro-
be, ki samo prehodno kolonizirajo ¢revo
in v resnici niso povzrocitelji bolezni (8,
9). Molekularne metode imajo svoje me-
sto pri dokazovanju okuzb s C. difficile,
veriZna reakcija s polimerazo ima veliko
senzitivnost (10). Viruse dokaZemo s pre-
gledom iztrebkov z elektronskim mikro-
skopom, z dokazom virusnih antigenov z

encimsko-imunsko metodo in z dokazom
virusnega genoma z molekularnimi me-
todami. Nekateri hitri testi za dokaz viru-
snega antigena so slabSe obcutljivi. Me-
tod osamitve virusa in dokaza virusnega
genoma Vv klini¢ni praksi ne uporabljamo.
Rotavirusne okuZzbe lahko dokaZemo se-
roloSko, vendar v vsakdanji praksi ta pri-
stop ni uporaben.

Pri perzistentni driski poSiljamo iz-
trebke, poleg kulture iztrebka za dokaz
bakterijskih povzrociteljev, tudi na pre-
gled za dokaz parazitov. Pri kroni¢ni dri-
ski poSiljamo iztrebke samo za preiskave
za dokaz parazitov. Zaradi intermitentne-
ga izlo€anja parazitov v iztrebke in nizke
obcutljivosti metode je smiselno, da po-
Sljemo iztrebke iz treh zaporednih odva-
janj (4, 5, 8).

ZDRAVLJENJE
Zdravljenje infekcijske driske obsega Sti-
ri pristope.

Nadomescanje tekocine

in elektrolitov

Najpomembne;j$i ukrep je nadomeSca-
nje tekocine in elektrolitov, s katerim
lahko prepre¢imo smrtni potek bolezni
predvsem pri dojenckih in starostnikih.
Bolnikom, ki so blago do zmerno dehi-
drirani, lahko tekoc¢ino nadome§c¢amo en-
teralno - vefinoma svetujemo uporabo
oralne rehidracijske tekocine, ker z njo hi-
treje nadomestimo manjkajoco tekocino
kot z navadno vodo, ob tem pa popravimo
tudi blage elektrolitne motnje. Ce so bol-
niki zelo izsu8eni ali moc¢no bruhajo, mo-
ramo tekoc¢ino nadomeS3¢ati parenteralno
4,5, 8).

Dietna prehrana

Med akutno drisko svetujemo blago pri-
lagoditev prehrane. Odsvetujemo mleko,
razen dojenja. Za dojencke uporabljamo
mleko, ki ne vsebuje laktoze. Za hitrej-
So obnovo enterocitov naj bolniki uZiva-
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jo hrano, ki vsebuje dovolj kalorij, po dru-
gi strani pa ne pospeSuje peristaltike in ni
teZko prebavljiva. Svetujemo, da bolniki
uZivajo kuhana Zivila, ki vsebujejo Skrob
(krompir, testenine) in Zitarice (riZ, pSe-
nica, oves). Primerni so tudi kuhana ze-
lenjava, zelenjavne juhe, banane, jogur-
ti, krekerji ipd. Obroki naj bodo majhni in
pogosti. Ko pri¢nejo bolniki ponovno od-
vajati formirane iztrebke, posebne pre-
hranske omejitve niso ve¢ potrebne (5,
11). IDSA v svojih smernicah ne podaja
posebnih priporocil glede prehrane.

Simptomatsko zdravljenje

Poleg nadomescanja tekocine in elektro-
litov skuSamo bolnikom olaj$ati in omili-
ti tudi teZave, pri Cemer imajo pomembno
vlogo zdravila za simptomatsko zdravlje-
nje. Uporabljamo lahko bizmutov subsali-
cilat, ki za 50 % zmanj$a Stevilo iztrebljanj,
loperamid, ki za 80 % zmanjSa Stevilo iz-
trebljanj, ali atapulgit (verjetno najbolj
varno simptomatsko zdravilo), ki povzroci
bolj formirane iztrebke in je na voljo pred-
vsem Vv JuZni Ameriki. Razen atapulgita
simptomatskih zdravil nikoli ne predpi-
sujemo samostojno pri dizenteri¢nem sin-
dromu in pri dojenckih. Uporabljamo jih
lahko najvec 48 ur (4, 5). Za novej$a zdra-
vila, ki delujejo na kalcijeve kanalcke in
na ta nacin zmanj$ajo volumne iztrebkov
ter s tem preprecujejo izsuSitev, smerni-
ce IDSA ne podajajo priporocil, DuPont pa
svetuje uporabo krofelemerja (8). Pri nas
najpogosteje predpisujemo racekadotril,
ki dokazano zmanjSa Stevilo iztrebljanj in
preprecuje izsuSitev pri otrocih z virusni-
mi driskami (12, 13). Dobre rezultate so s
tem zdravilom beleZili tudi pri potoval-
nih driskah (14). Za ostale povzrocitelje za
zdaj Se ni zadosti podatkov. Za probioti-
ke trenutno ni prepricljivih dokazov, da bi
bili u¢inkoviti pri zdravljenju posameznih
vrst drisk, imajo pa svoje mesto pri pre-
precevanju driske, povezane z antibiotic-
nim zdravljenjem (8).

Antibioti¢no zdravljenje
V Sloveniji izkustveno zdravljenje z anti-
biotiki predpiSemo bolnikom z dizenteric-
nim sindromom, katerega najpogoste;jsi
povzrocitelji so v industrializiranih deZe-
lah Sigele in kampilobaktri (5). Podobno
svetuje tudi DuPont, ki tako kot smernice
IDSA svetuje zdravljenje vseh bolnikov,
pri katerih drisko povzrocajo kampilobak-
tri (4, 8). Pri nas vedno zdravimo bolnike,
pri katerih v iztrebkih dokaZemo Sigele,
saj na ta nacin omejimo njihovo Sirjenje
in okuZbe. Pri dokazani driski, ki jo pov-
zrocajo kampilobaktri, pa se za usmerjeno
zdravljenje odlo¢imo samo pri imunsko
oslabelih bolnikih ali bolnikih z drugimi
nevarnostnimi dejavniki za zunajcreve-
sne zaplete. Pri okuZbah s salmonelami se
za antibioti¢no zdravljenje odlo¢imo gle-
de na klini¢no sliko in splo$no bolnikovo
stanje. Antibioti¢no zdravljenje ne skrajsa
trajanja bolezni, zato bolnikov brez osnov-
nih bolezni z razmeroma lahkim potekom
salmoneloze ne zdravimo. Zdravimo bol-
nike z visoko vrocino in s sistemskimi
znaki, ki nakazujejo morebitni pojav bak-
teriemije. Vedno zdravimo tudi vse bolni-
ke z dejavniki za teZji potek bolezni. V to
skupino uvr§¢amo:
+ bolnike, starejSe od 50 let ali mlajSe od
3 mesecev,
+ bolnike z rakavimi boleznimi,
+ bolnike s kroni¢no vnetno ¢revesno bo-
leznijo,
+ bolnike na kroni¢nem zdravljenju s he-
modializo,
+ bolnike s sladkorno boleznijo,
+ bolnike z anevrizmo aorte, umetnimi
zaklopkami in Zilnimi vsadki,
+ bolnike po presaditvi ¢vrstega organa,
+ bolnike z vnetnimi/degenerativnimi bo-
leznimi sklepov in umetnimi sklepi in
+ bolnike s prirojenimi ali pridobljenimi
motnjami imunskega odziva (5).

Smernice IDSA svetujejo izkustveno zdra-
vljenje pri dojenckih, mlajSih od 6 mese-
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cev, in odraslih po 50. letu ter pri osebah
z vstavljenimi umetnimi materiali, s pri-
zadetostjo srénih zaklopk, hudo ateroskle-
rozo, z rakavimi boleznimi ali ledvi¢no
odpovedjo (4). DuPont kot indikacije za iz-
kustveno in usmerjeno zdravljenje drisk,
ki jih povzrocajo netifusne salmonele, na-
vaja starost manj kot 3 mesece ali vec¢ kot
65 let, zdravljenje z glukokortikoidi, kro-
ni¢no vnetno ¢revesno bolezen, imunsko
oslabelost, hemoglobinopatije, nadome-
stno zdravljenje s hemodializo, anevriz-
mo aorte in prisotnost umetnih srénih
zaklopk (15). NaSa priporocila dodatno
vkljucujejo bolnike s sladkorno boleznijo,
ki se je pri naSih bolnikih izkazala kot po-
memben nevarnostni dejavnik za nasta-
nek zunajcrevesnih zapletov (5).

Pri vecini akutnih infekcijskih drisk
zdravljenje z antibiotiki ni potrebno. An-
tibiotiki so kontraindicirani pri sumu na
okuZbo z enterohemoragicno E. coli, ker
lahko poslab8ajo hemoliti¢no-uremic-
ni sindrom (4, 5, 8). Slovenska priporoci-
la za zdravljenje akutne infekcijske driske
predstavljamo v tabeli 1.

Smernice IDSA in tudi DuPont se ne
opredelijo do izkustvenega antibioti¢nega
zdravljenja bakterijske driske. Pri nas smo
se glede na povecano odpornost kampi-
lobaktrov proti fluorokinolonom odlo¢ili
za prehod na azitromicin. Pri zdravljenju
salmonelne driske ostaja pri nas zdravi-
lo izbire ciprofloksacin, ki ga predpiSe-
mo za 3-5 dni. Med tem ko DuPont sve-
tuje levofloksacin za 7-10 dni, smernice

Tabela 1. Protimikrobne ucinkovine za zdravljenje infekcijske driske v Sloveniji (16). ETEC - enterotoksi-

gena Escherichia coli, PO - per os.

Bolezen/povzrocitelj

Zdravilo izbire
(odmerek, natin, trajanje)

Alternativno zdravilo
(odmerek, natin, trajanje)

izkustveno zdravljenje
(povzrotitelj 3e ni znan)

Salmonella
(netifusna)

simptomatsko

ciprofloksacin (500 mg/12 h PO,
3-7 dni, 14 dni pri bolnikih z imunskimi

azitromicin
(500 mg/24 h PO, 3 dni)

azitromicin
(500 mg/24 h PO, 3 dni)

pomanikljivostmi)

Shigella ciprofloksacin
(500 mg/12 h PO, 3 dni)
Campylobacter jejuni azitromicin

Yersinia enterocolitica

Vibrio parahaemolyticus

ETEC

Giardia lamblia

Entamoeba hystolitica

(500 mg/24 h PO, 3 dni)

ciprofloksacin
(500 mg/12 h PO, 3 dni)

ciprofloksacin
(500 mg/12 h PO, 3 dni)

azitromicin
(500 mg/24 h PO, 3 dni)

metronidazol

(400 mg/12 h PO, 5-10 dni)

metronidazol

(400 mg/12 h PO, 5-10 dni),

nato Se paromamicin
(500 mg/8 h PO, 10 dni)

azitromicin
(500 mg/24 h PO, 3 dni)

ciprofloksacin
(500 mg/12 h PO, 3 dni)

azitromicin
(500 mg/24 h PO, 3 dni)

azitromicin
(500 mg/24 h PO, 3 dni)

ciprofloksacin
(500 mg/12 h PO, 3 dni)

/
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IDSA svetujejo triemtopirm/sulfamtoksa-
zol (TMP/SMX) pri obcutljivih sevih in
fluorokinolone pri odpornih sevih za 5-7
dni. Tako ameri$ki avtorji kot naSe smer-
nice svetujejo vsaj 14-dnevno zdravljenje
pri bolnikih, ki so imunsko oslabeli. Tudi
za zdravljenje Sigeloze smernice IDSA na-
rekujejo TMP/SMX kot zdravilo prve izbi-
re, medtem ko DuPont in naSa priporocila
na prvem mestu navajajo ciprofloksacin,
vendar pri nas v odmerku 500 mg vsakih
12 ur, pri DuPontu pa je odmerek vi§ji in
znaSa 750 mg vsakih 12 ur. Na drugem
mestu je pri obeh azitromicin. Po vseh
priporocilih traja zdravljenje 3 dni. Smer-
nice IDSA za zdravljenje drisk, ki jih pov-
zrocajo kampilobaktri, svetujejo eritromi-
cin 500 mg vsakih 12 ur, skupno 5 dni,
med tem ko naSe smernice in DuPont sve-
tujejo azitromicin za 3 dni, pri nas je na
drugem mestu ciprofloksacin prav tako 3
dni, pri DuPontu pa eritromicin, vendar v
vi§jem odmerku kot pri IDSA, in sicer 500
mg vsakih 6 ur, skupno 5 dni. Po na$ih
priporocilih je tudi za zdravljenje driske,
ki jo povzrocajo jersinije, na prvem me-
stu azitromicin, smernice IDSA svetuje-
jo doksiciklin oziroma aminoglikozide,
TMP/SMX ali flurokinolone, glede traja-
nja niso podali opredelitve. Pri ne-kolera
vibrijih so DuPontova priporoc¢ila enaka
naSim, medtem ko smernice IDSA ne po-
dajo posebnih priporo¢il. Enterotoksigene
seve E. coli po naSih priporo¢ilih zdravi-
mo z azitromicinom oziroma ciprofloksa-
cinom 3 dni. Pri smernicah IDSA je na pr-
vem mestu TMP/SMX ali fluorokinoloni,
¢e je povzrocitelj odporen, prav tako tri
dni. DuPont na prvem mestu navaja rifa-
ksimin, ki v Evropi ni na voljo, 200 mg
trikrat dnevno skupno 3 dni ali ciproflo-
ksacin 750 mg na 12 ur 1-3 dni (Ce se dri-
ska po prvem odmerku ustavi, nadalje-
vanje zdravljenja ni potrebno) oziroma
azitromicin 1 g v enkratnem odmerku. Za
zdravljenje giardioze so naSa priporoci-
la podobna smernicam IDSA, vendar sle-

dnje svetujejo vsaj 7-dnevno zdravljenje,
naSe pa 5-dnevno. DuPont v tem prime-
ru namesto metronidazola svetuje tinida-
zol v odmerku 2 g v enkratnem odmerku,
metronidazol v odmerku 250 mg trikrat
dnevno 5-7 dni ali nitrazoksanid 500 mg
dvakrat dnevno 3 dni. Tinidazol in ni-
trazoksanid v Sloveniji nista registrirana.
V primerjavi z ameriSkimi avtorji pripo-
roamo pri nas niZje odmerke metronida-
zola za zdravljenje ¢revesne ameboze, tra-
janje je enako kot pri priporo¢ilih IDSA.
DuPont svetuje samo 5-dnevno zdravlje-
nje. Vsi priporo¢amo Se dodatek intralu-
minalnega sredstva, ki deluje na amebne
spore. Pri nas je to paromomicin, v ZDA
pa dodatno Se diloksanid furoat ali dijodo-
hidroksikvin (4, 5, 8, 15).

ZAKLJUCEK

Zaradi spremenjene epidemiologije in-
fekcijskih drisk in pojava odpornih sevov
bakterijskih povzrociteljev je nujna poso-
dobitev obstojecih smernic IDSA, ki so
bile objavljene Ze leta 2001. Nove smer-
nice bodo objavljene predvidoma jeseni
2016. V primerjavi s trenutnimi smerni-
cami IDSA se na$a priporocila razlikujejo
predvsem pri zdravljenju drisk, ki jih pov-
zro¢ajo kampilobaktri in salmonele; gle-
de tega smo bolj podobni DuPontovim
priporocilom iz leta 2014. Pri nas bi mo-
rali izbolj$ati predvsem upoStevanje pri-
porocil, kdaj je smiselno in smotrno posi-
ljati iztrebke na kulturo in dokaz virusnih
povzrociteljev. Tudi v Sloveniji bi mora-
li uvesti dolocanje laktoferina v iztreb-
kih, preden bi jih nato poslali na kulturo.
Zal nimamo podatkov o pogostosti pred-
pisovanja antibiotikov za zdravljenje dri-
ske na primarnem nivoju, vendar verjetno
tako na primarnem kot na bolni$ni¢nem
nivoju Se vedno prepogosto predpisujemo
antibiotike za zdravljenje driske pri bol-
nikih, ki nimajo nevarnostnih dejavnikov
za razsoj bolezni in nastanek zunajcreve-
snih zapletov.
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Infections With Multiple Resistant Campylobacter in Slovenia
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Kampilobakterioza je vodilna bakterijska zoonoza v Evropi in po svetu. Sirjenje odpor-
nih sevov kampilobaktrov preko hrane in posledi¢ne okuZbe pri ljudeh so velik jav-
nozdravstveni problem. Namen prispevka je predstaviti podatke o pojavnosti humanih
kampilobakterioz za leti 2013 in 2014 v Sloveniji. V letu 2013 smo v Sloveniji iz iztreb-
kov bolnikov osamili 883 izolatov Campilobacter jejuni, odpornost proti kinolonom je
bila 64 %, in 75 izolatov C. coli, odpornost proti kinolonom je bila 59 %. V letu 2014 pa
smo osamili 1.036 izolatov C. jejuni, odpornost proti kinolonom je bila 69 % in 88 izo-
latov C. coli z 80 % odpornostjo proti kinolonom. Bolniki so bili stari od 0 do 95 let, naj-
vi§ji deleZ obolelih, kar 19 %, je bil v starostni skupini 0-4 let, sledila je starostna sku-
pina 20-24 let (8,2 %). V letu 2014 je bilo kar 60 % obolelih s C. jejuni hospitaliziranih.
Glede na nizko stopnjo odpornosti C. jejuni v Sloveniji ostaja eritromicin Se vedno ucin-
kovit terapevtik za zdravljenje humane kampilobakterioze
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ABSTRACT
KEY WORDS: Campylobacter spp., Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, multidrug-resistant bacteria

Campylobacteriosis is the leading bacterial zoonosis in Europe and worldwide. The
spread of resistant campylobacters strains through food and the resulting human in-
fections are a major public health problem. The purpose of this paper is to present data
on the incidence of human campylobacteriosis in 2013 and 2014 in Slovenia. In 2013
we isolated 883 isolates of Campylobacter jejuni from faeces of patients in Slovenia; re-
sistance to quinolones was 64% , and 75 isolates C. coli, resistance to quinolones was
59%. In 2014, we isolated 1,036 C. jejuni, with resistance to quinolones reaching 69%,
and 88 isolates of C. coli with 80% resistance to quinolones. The patients ranged from
0 to 95 years of age, the highest proportion of sufferers was in the age group of 0 to 4
years (19%), followed by the age group of 20 to 24 years (8.2%). In 2014, 60% of people
suffering from C. jejuni were hospitalized. In view of the low resistance of C. jejuni and
C. coli in Slovenia, erythromycin still remains an effective therapeutic for the treatment

of human campylobacteriosis.

uvobD

Kampilobakterioza spada med zoono-
ze, to je bolezen, skupna ljudem in Zivalim.
Bolniki imajo vodeno drisko, v hujsi obliki
tudi krvavo, bruhajo, imajo poviSano tem-
peraturo, krée v trebuhu, lahko so moc¢no
prizadeti. Povzrocitelj obolenja pride v telo
skozi usta in se izlo¢a z blatom (1-4).

Po epidemioloskih podatkih je bakteri-
ja rodu Campylobacter, posebej vrsti C. je-
juni in C. coli, v Evropi in Severni Ameriki
najpogosteje izoliran patogen v prebavnem
traktu pri ljudeh. V obdobju 2007-2011
smo v Sloveniji osamili 4.998 humanih
in 1.950 perutninskih izolatov Campylo-
bacter spp. (2). Pri ljudeh in pri perutnini
je prevladoval C. jejuni, ki je bil najpogo-
steje osamljen pri otrocih, starih do 5 let
(24,3 %). V Sloveniji je bila incidenca kam-
pilobakterioz v obdobju 2007-2010 vedno
vi§ja od evropskega povpredja in je od leta
2008 stalno narascala; leta 2010 je dosegla
49,9/100.000 prebivalcev (2).

Za ¢loveka so po navadi vir okuZbe Zi-
vila Zivalskega izvora, moZen je tudi pre-
nos preko blata obolelih ljudi in Zivali. Od
Zivil Zivalskega izvora so najpomembnej-
§i vir okuZbe meso, notranji organi, jajca

in vcasih tudi mleko. Nevarnost za okuZ-
bo ljudi predstavljajo predvsem Zivila, ki
niso dovolj prepecena in prekuhana (ocvr-
ti ali pe€eni piS¢anci, €evapcici, raznjici),
uZivanje surovega sveZega mesa (tatarski
biftek) in jedi iz surovih jajc. C. jejuni naj-
demo v Crevesju Stevilnih Zivalskih vrst,
medtem ko je C. coli razSirjen predvsem
med pra$ici, C. fetus subs. fetus pa se naha-
ja pri ovcah in govedu. Obolevnost in umr-
ljivost Zivali je velika, ve€ina okuZenih Zi-
vali trajno izlo€a kampilobakterije (1).
Odpornost kampilobaktrov proti Ste-
vilnim antibiotikom, Se posebej proti ki-
nolonom, kakor tudi pomanjkanje ucin-
kovitih metod za kontrolo Sirjenja takih
sevov, predstavlja velik javnozdravstveni
problem in groZnjo za ¢loveStvo (2).
Prenos teh obolenj s ¢loveka na ¢love-
ka je sicer moZen, vendar v higiensko ure-
jenih razmerah in pri ljudeh s higienskimi
navadami (umivanje rok po uporabi stra-
ni3¢a in pred jedjo) le izjemen, saj je treba
za okuZbo zauZiti veliko Stevilo bakterij.
Pri majhnih otrocih in oslabelih osebah,
pri katerih za razvoj obolenja zadostuje
manjSe Stevilo bakterij, je ta na¢in preno-
sa bolj pogost. MoZna je tudi okuzba ljudi
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preko blata bolnih ali zdravih domacih Zi-
vali, predvsem psov in mack.

MATERIALI IN METODE

V Sloveniji spremljamo okuZbe s Cam-
pylobacter spp. in protimikrobno odpor-
nost C. jejuni in C. coli pri ljudeh na nacio-
nalni ravni. Sistem spremljanja poteka Ze
od leta 2007 in je nastal na pobudo slo-
venskih mikrobiologov in Laboratorija za
klini¢no mikrobiologijo Zavoda za zdra-
vstveno varstvo Nova Gorica. V mreZi so-
deluje vseh devet slovenskih klini¢nih
mikrobiolo8kih laboratorijev, ki izvaja-
jo sistemati¢no laboratorijsko diagnosti-
ko bakterijskih povzrociteljev ¢revesnih
okuZb (2). Nacionalni sistem spremlja-
nja vkljucuje zbirne podatke o laborato-
rijsko potrjenih prvih primerih kampilo-
bakterioz pri bolnikih v Sloveniji, starosti
in spolu bolnikov, datumu prejema vzor-
ca v laboratorij, vrsti povzro€itelja iz rodu
Campylobacter in rezultatih testiranja od-
pornosti proti kliniéno pomembnim anti-
biotikom. Z metodo difuzije v agarju z di-
ski se testira ciprofloksacin, eritromicin
in tetraciklin, skladno s smernicami EU-
CAST (angl. European Committee on Anti-
microbial Susceptibility Testing) in z navo-

dili Evropskega centra za preprecevanje
in obvladovanje bolezni (angl. EU protocol
for harmonised monitoring of antimicrobial
resistance in human Salmonella and Cam-
pylobacter isolates, marec 2014) (5). V letu
2014 smo zaceli spremljati tudi podatek
o hospitalizaciji, ki posredno kaZe na teZo
obolenja.

Podatke za leto 2013 smo povzeli iz
objave Slovenske komisije za ugotavljan-
je obcutljivosti za protimikrobna zdravi-
la (SKOUPZ) (6). Podatke za leto 2014 smo
obdelali iz poro¢il Nacionalnega laborato-
rija za zdravje okolje in hrano ter podat-
kov InStituta za mikrobiologijo in imuno-
logijo Medicinske fakultete v Ljubljani.

REZULTATI

Campylobacter jejuni

Zajeti izolati: prvi izolati pri bolnikih, iz
vseh vzorcev, brez nadzornih kuZnin.

Obdobje: 1. 1. 2013-31. 12. 2013 in 1.
1.2014-31. 12. 2014.

Poudarki, dodatki, pojasnila: Crevesne
okuZbe, povzrocene z bakterijo C. jejuni, se
praviloma ne zdravijo z antibiotiki. Od-
pornost proti ciprofloksacinu je zelo po-
gosta. V letu 2014 je bilo kar 60 % obole-
lih s C. jejuni hospitaliziranih.

Tabela 1. Odpornost humanih izolatov Campylobacter jejuni za leto 2013 in 2014. S - susceptible, | -

intermediate, R - resistant.

LETO 2013 LETO 2014
Antibiotik Okrajsava Steviloprvih %S %! %R Stevilo prvih %S %l %R
izolatov izolatov
eritromicin E 883 99 0 0 1.036 99 0 0
ciprofloksacin CIp 883 36 0 64 1.036 31 0 69
tetraciklin Te 883 72 1 27 1.036 64 0 36
Campylobacter coli Poudarki, dodatki, pojasnila: Crevesne

Zajeti izolati: prvi izolati pri bolnikih, iz
vseh vzorcev, brez nadzornih kuZnin.

Obdobje: 1. 1. 2013-31. 12. 2013 in 1.
1.2014-31. 12. 2014.

okuZbe, povzrocene z bakterijo C. coli, se
praviloma ne zdravijo z antibiotiki. Od-
pornost proti ciprofloksacinu je zelo po-
gosta. V letu 2014 je bilo hospitaliziranih
50 % obolelih s C. coli.
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Tabela 2. Odpornost humanih izolatov Campylobacter coli za leto 2013 in 2014. S - susceptible,

| - intermediate, R - resistant.

LETO 2013 LETO 2014
Antibiotik Okrajsava | Steviloprvih %S %I %R | Steviloprvih %S %I %R
izolatov izolatov
eritromicin E 75 89 0 1 88 97 0 3
ciprofloksacin CIp 75 Py 0 59 88 20 0 80
tetraciklin Te 75 59 4 37 88 52 0 48
RAZPRAVA 3 %, kar kaZe na to, da imamo veckratno

V letu 2013 smo v Sloveniji iz iztrebkov
bolnikov osamili 883 izolatov C. jejuni in
75 izolatov C. coli, v letu 2014 pa 1.036 C.
Jjejuni in 88 izolatov C. coli. Tako kot v ob-
dobju 2007 do 2011, tudi v letu 2014 Se
vedno prevladuje C. jejuni ( 87,5 %), sledi
C. coli (7,4 %), v 5,1 % pa so bili osamlje-
ni t. i. ne-jejuni in ne-koli kampilobaktri
(2). V letu 2013 in 2014, glede na sloven-
sko objavo 2007 in 2011, ni opaziti zna-
tnega spreminjanja Stevila laboratorijsko
potrjenih primerov humanih kampilobak-
terioz (2). Podatki za leto 2014 kaZejo na
to, da je vecina okuZbe v toplej§ih mese-
cih leta, od maja do konca septembra, kar
je znacilno za zmerni pas. Starost obolelih
je bila od 0 do 95 let, najvisji deleZ obo-
lelih, kar 19 %, je bil v starostni skupini
od 0 do 4 let, sledila je starostna skupina
od 20 do 24 let (8,2 %) in starostna skupi-
na od 15 do 19 let (8 %), v ostalih petle-
tnih starostnih skupinah smo beleZili niz-
jo prevalenco kampilobaktrov (7-2,3 %). V
Sloveniji je v letu 2014 obolelo ve¢ mo-
§kih (58 %) kot Zensk (42 %). Vsi omenje-
ni podatki so primerljivi s podatkih dru-
gih EU drZav (7).

Podatki za leto 2013 in 2014 kaZejo,
da je C. coli bolj odporen od C. jejuni. Naj-
vecja stopnja odpornosti kampilobaktrov
je bila proti ciprofloksacinu in sicer 59 %
za leto 2013 oz. 80 % v letu 2014. Odpor-
nost proti tetraciklinu je bila 37 % v letu
2013 0z. 48 % v letu 2014. Odpornost pro-
ti eritromicinu je nizka pri obeh sevih. Za
C. coli je bila v letu 2013 1 %, v letu 2014

odpornih sevov kampilobaktrov v Slove-
niji na sreco malo.

V poznih osemdesetih prejSnjega sto-
letja so znanstveniki iz Evrope in Azi-
je zaceli porocati o zaznavanju odporno-
sti bakterije C. jejuni na fluorokinolone,
kasneje od 1995 tudi iz Amerike. Ta tip
odpornosti je sproZila uporaba fluoroki-
nolonov za zdravljenje Zivine. V Avstrali-
ji, kjer fluorokinoloni niso registrirani, je
C. jejuni ohranil obcutljivost za fluoroki-
nolone (8). Po navedbah strokovnjakov se
tudi Slovenija soo¢a z visoko stopnjo ko-
lonizacije piS¢ancev in kontaminacije tru-
pel Zivali v klavnicah s termotolerantni-
mi kampilobaktri (2). Ekstremno visoka
odpornost bakterije C. jejuni proti cipro-
floksacinu pri perutninskih in zelo viso-
ka pri humanih izolatih ter zelo visoka od-
pornost proti tetraciklinu pri perutnini so
realnost, ki je v Sloveniji dosegla zaskr-
bljujo€e razseZnosti (2). Odpornost huma-
nih C. jejuni je ostala vseskozi zelo nizka
proti gentamicinu (0,2-1 %), nizka pro-
ti eritromicinu (0,4-2,5 %), srednja pro-
ti tetraciklinu (7,8-19,1 %) oz. visoka le
leta 2009 (21,5 %). Prevalenca proti ci-
profloksacinu odpornih humanih sevov je
ostala vse obdobje zelo visoka in stabilna
(58,2-67,2 %) (2). Brojlerji (pitani piS¢an-
ci) so bili kolonizirani s kampilobaktri v
73-88 %, trupla Zivali v 81-93 %, meso pa
v 49-79 % vzorcev. Odpornost perutnin-
skih izolatov C. jejuni je bila nizka proti
eritromicinu in gentamicinu (0-2,6 %),
zelo visoka proti tetraciklinu (56-64,8 %)
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oz. visoka le leta 2008 (32 %) in vsesko-
zi ekstremno visoka proti ciprofloksacinu
(72,2-92,1 %). V Sloveniji izstopa podatek
o visokem deleZu s kampilobaktri koloni-
zirane perutnine in zaskrbljujoca ekstre-
mno visoka odpornost C. jejuni proti kino-
lonom pri ljudeh in pri perutnini (2).

Eritromicin je e vedno prvo zdravilo
izbora za zdravljenje humane kampilo-
bakterioze (9). Odpornost proti eritromi-
cinu je, razen na Malti (10,2 %) in v Zdru-
Zenem kraljestvu (54 %), povsod v EU
nizka (povprec¢no 1,7 % leta 2010), trend
pa stabilen. Enako je v Sloveniji, saj de-
leZ odpornih C. jejuni ne presega 2,5 % (2).
Glede na nizko stopnjo odpornosti tudi
izolatov C. jejuni pri perutnini v Sloveniji
ostaja eritromicin Se vedno ucinkovit te-
rapevtik za zdravljenje humane kampilo-
bakterioze (2).

Ciprofloksacin je drugo zdravilo iz-
bora za zdravljenje humane kampilobak-
terioze pri odraslih. Ker je kampilobakte-
rioza najpogostejSa bakterijska zoonoza v
Sloveniji in odpornost slovenskih izola-
tov C. jejuni proti ciprofloksacinu presega
60 9%, je ciprofloksacin verjetno Ze nepri-
meren za empiricno terapijo bakterijskih
drisk (2).

Tetraciklin in gentamicin se lahko
uporabljata za sistemsko zdravljenje kam-
pilobakterioz, odpornih proti makrolidom
ali fluorokinolonom (10, 11). Odpornost
pri humanih izolatih C. jejuni proti tetra-
ciklinu je bila srednje stopnje (< 20 %) v
letih 2007, 2008 in 2010, oz. visoka leta
2009 (21,5 %). Nasprotno pa ostaja visoko
ohranjena obcutljivost humanih in peru-
tninskih izolatov C. jejuni za gentamicin.

V letu 2014 smo pri Sestindvajsetle-
tnem moSkem z ve¢ mesecem trajajocimi
prebavnimi teZavami izolirali Campylo-
bacter coli, ki je naSo pozornost pritegnil
zaradi odpornosti (12). Sev je bil po navo-
dilih testiranja EUCAST odporen na vse
predlagane antibiotike: eritromicin, te-
tracikline in ciprofloksacin. Zaradi izje-

mne odpornosti smo stopili v stik z na-
potno zdravnico, ki je povedala, da ima
bolnik dejansko teZave Ze veC mesecev.
Bolnik je v teh mesecih shujSal kar nekaj
kilogramov, ves ¢as ima obcutek napenja-
nja in meteorizma kljub jemanju Amoksi-
klava in kasneje Sumameda. UZ trebu-
ha je pokazal nekoliko zadebeljen ileum
in cekum, ki sta bila Se v mejah normale.
Nadaljnja nestandardizirana testiranja so
pokazala, da je sev obcutljiv za kloramfe-
nikol, gentamicin, tigeciklin in imipenem.
Bolnik je bil ponovno obravnavan pri in-
fektologu. Iz anamneze bolnika opisanega
primera kot tudi nacionalnih podatkov o
obcutljivosti izolatov kampilobaktrov lah-
ko sklepamo, da je verjetno bolnik ome-
njeni veckratno odporni sev pridobil v
tujini. NajverjetnejSa pot okuZbe je bila
preko hrane, saj je bolnik v anketiranju
navajal razliéna sumljiva Zivila. Pri do-
macem, leto dni starem psu, uvoZenem iz
Spanije, bakterije nismo izolirali.

V Italiji so pri izolatih kampilobak-
trov iz piS¢ancev dokazali visoko stopnjo
odpornosti (65-100 %) proti kinolonom,
teraciklinom in sulfametoksazolu s tri-
metoprimom, pri izolatih iz puranov pa
74-96 % odpornost. Zaznali so tudi od-
pornost proti ampicilinu (97 % pri pi¢an-
cih, 88 % pri puranih) in pri najmanj treh
cefalosporinih (93-100 % pri piS€ancih,
100 % pri puranih). Obratno ni bilo izo-
lata kampilobaktra, odpornega proti klo-
ramfenikolu. Pri obeh vrstah perutnine
so bili izolati kampilobaktra obcutljivi za
amoksicilin s klavulansko Kkislino in ami-
noglikozide, za makrolide in za klindami-
cin med izolati pri puranih in za C. jejuni
iz piS§¢ancev, medtem ko je bila vecina izo-
latov C. coli iz piS€ancev (87,5 %) odpor-
nih. Ostale razlike med vrstami C. jejuni
in C. coli so bile ugotovljene predvsem pri
piS¢ancih, s celotno prevlado odpornosti
C. coli glede na C. jejuni (13, 14).

Za preprecevanje okuZb s kampilobak-
tri je najbolj pomembna pravilna pripra-
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va hrane ter pravilno hranjenje Zivil in Ze
pripravljene hrane. NajpomembnejSe pra-
vilo v preprecevanju kampilobakterio-
ze je, da uZivamo le dobro prepeceno ali
prekuhano meso, saj visoka temperatu-
ra unicuje bakterije. Meso mora biti pre-
peceno in/ali prekuhano tudi v notranjo-
sti, zato je poleg temperature pomemben
tudi ¢as toplotne obdelave. Pripravljeno
hrano, ki je ne zauZijemo takoj, lahko hra-
nimo krajsi ¢as le v hladilniku. Tudi jajc
ne uZivamo surovih. UZivamo le preku-
hano ali skisano mleko, ki ga do upora-
be hranimo v hladilniku. V vsaki kuhinji
morajo biti zagotovljeni taki pogoji, da ne
okuZimo toplotno Ze obdelanih Zivil in Zi-
vil, ki jih uZivamo surove. Za rezanje su-
rovega mesa in drobovine uporabljamo
deske in noZe, ki jih ne smemo uporablja-

ti za druge namene (rezanje salam, ku-
hanega mesa, zelenjave, kruha). Delovne
povrSine, kjer pripravljamo meso, temelji-
to ocistimo in osuSimo. Krpe, ki jih upo-
rabljamo, pogosto menjamo ali preku-
havamo. Tudi za prehrano psov in mack
uporabljamo prekuhano meso.

ZAKLJUCEK

Zdravniki moramo biti pozorni, da driske,
ki zahtevajo zdravljenje, etioloS8ko opre-
delimo in zdravimo po antibiogramu. Po-
sebej pozorni moramo biti v primerih, ko
prebavne teZave vztrajajo tudi po antibi-
oti¢ni terapiji. Danes Zivimo v ¢asu glo-
balizacije. Epidemiologi in mikrobiologi
moramo biti pripravljeni na vse — na nove
mikroorganizme kot tudi na stare mikro-
organizme z novimi oblikami odpornosti.
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Campylobacter concisus - porajajoci

se patogen: primeri okuzb pri otrocih

na Goriskem

Campylobacter concisus — An Emerging Pathogen: Cases of Enteric

Infections in Children from the Gorica Region
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prevalenca

Poleg Ze znanih pomembnih patogenov, kot sta Campylobacter jejuni in C. coli, se kopicijo
tudi dokazi o klini¢nem pomenu porajajoc¢ih se kampilobaktrov, med katere sodi tudi C.
concisus. Podatki o okuZbi s C. concisus v Sloveniji so skopi. Le posamezni klini¢ni mikro-
biolo3ki laboratoriji uporabljajo poleg selektivnih gojis¢ Se filtracijsko tehniko za izo-
lacijo kampilobaktrov, ki je optimalna metoda za izolacijo porajajoc¢ih se Campylobacter
spp. Zaradi teZav pri izvedbi filtracijske tehnike je pojavljanje porajajocih se vrst Cam-
pylobacter spp. v Sloveniji podcenjeno. Namen na$e Studije je bil opredeliti mikrobiolo-
Ske znacilnosti izolatov C. concisus ter klini¢ne in epidemioloske znacilnosti okuzb, po-
vezanih s tem kampilobaktrom, hkrati pa smo Zeleli predstaviti laboratorijske izku$nje
z metodo membranske filtracije po protokolu Cape Town. V Sestmese¢nem obdobju (ja-
nuar-junij 2015) smo obdelali 446 diarei¢nih vzorcev blata iz Goriske regije. Kampi-
lobaktre smo iskali s kultivacijo na selektivhem gojiS¢u ter na neselektivnem agarju z
uporabo membranske filtracije. Ugotovili smo visoko prevalenco C. concisus (11,2 %)
tako pri bolnikih z akutnim gastroenteritisom kot tudi s kroni¢nim enteritisom, Se po-
sebej med otroki, mlaj§imi od 10 let, in odraslimi nad 60. letom starosti. Incidenca C.
concisus je bila 52,6 %, v istem obdobju pa je bila incidenca C. jejuni 25,3 %. Ugotovi-
li smo veliko genetsko raznolikost izolatov C. concisus. Rezultati Studije kaZejo na po-
membnost in podcenjenost porajajo¢ega se patogena C. concisus v Sloveniji. Pokazali
smo, da je metoda membranske filtracije po protokolu Cape Town preprost in u¢inko-
vit nacin za izolacijo porajajocih se vrst iz rodu Campylobacter.
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In addition to Campylobacter jejuni and C. coli there is increasing recognition of the clini-
cal importance of emerging campylobacter species including C. concisus. There is some
data on C. concisus infection in Slovenia. The majority of clinical microbiology labora-
tories do not use selective media and filtration technique to isolate Campylobacter spp.,
which would be an optimal method for isolation of emerging Campylobacteria. In Slo-
venia, the emerging campylobacters are underisolated and underestimated due to dif-
ficulties in performing the filtration technique. The aims of our study were to provide
some microbiological, epidemiological and clinical characteristics of C. concisus as well
as to demonstrate our experience with the Cape Town protocol method for isolating this
pathogen. During a 6-month period (January-June 2015) 446 diarrhoeic stool samples
from the Gorica Region were cultivated for Campylobacter spp. on a selective medium
and on a non-selective agar with the addition of filter technique. We found a high pre-
valence of C. concisus (11.2%) among patients with acute and persistent gastroenteritis,
especially among children (< 10 years) and adults (> 60 years). The incidence of C. con-
cisus was 52.6% compared to 25.3% of C. jejuni at that time. We have also demonstra-
ted high genetic diversity of C. concisus isolated during the study period. Our study su-
ggests that C. concisus could be an important and underestimated emerging pathogen
in Slovenia. Membrane filtration technique was found to be a simple and efficient iso-
lation protocol for emerging Campylobacter spp.

LABORATORIJSKE PRIJAVE OKUZB
S CAMPYLOBACTER CONCISUS

2013 je bila v Sloveniji incidenc¢na sto-
pnja okuZb s C. jejuni 42/100.000, s C. con-

V SLOVENIJI

Kampilobakterioza je v Sloveniji in Evrop-
ski uniji (EU) 8e vedno najpogosteje prija-
vljena C€revesna nalezljiva bolezen. Leta
2013 je bilo 6 % vec prijav kampilobak-
trov kot leto prej, inciden¢na stopnja pa
se je leta 2013 povecala za 3 % v primer-
javi s petletnim povprec¢jem. Po inciden-
ci je prednjacila novogoriska zdravstvena
regija s 83 primeri na 100.000 prebival-
cev pred murskosobosko (73/100.000) in
celjsko (61/100.000). Campylobacter je-
juni je bil najpogostejS8a osamljena vr-
sta povzrocitelja (87 %), sledila sta mu C.
coli (6 %) in C. concisus (3 %). V regiji z
najvisjo incidenco v drZavi je bilo to raz-
merje drugacno. C. jejuni je bil v novogo-
ri8ki regiji ugotovljen le v 52 %, C. coli v
2%, C. concisus pa v 26 % primerov. V letu

cisus pa 1,21/100.000 prebivalcev. Prav
tega leta beleZimo prve prijave okuZb z
vrsto C. concisus v Sloveniji. Laboratorij-
sko potrjeni primeri okuZb so vse do da-
nes samo iz dveh slovenskih klini¢nih mi-
krobiolo8kih laboratorijev.

Incidenca C. concisus je zanesljivo
mocno podcenjena, saj se povzroc€itelj po-
javlja le v 3 slovenskih zdravstvenih regi-
jah: gori8ki, koprski in ljubljanski regiji,
glede na epidemiologijo kampilobakteri-
0z v nasi drZavi pa bi bilo pri¢akovati ena-
komerno razporeditev po regijah. (1).

NAMEN

V prispevku prikazujemo naSe izku$nje z
osamitvijo in tipizacijo 21 sevov C. conci-
sus ter klini¢ne znacilnosti okuZzb, povzro-
Cenih s to vrsto kampilobaktra pri otrocih,
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ki so se zdravili zaradi akutne ali prolon-
girane driske na Oddelku za otroSke bo-
lezni Splosne bolni$nice »Dr. Franca Der-
ganca« Nova Gorica (SBG) v prvi polovici
leta 2015. Predstavljene so tudi nekatere
mikrobioloske in epidemioloske znacilno-
sti tega porajajofega se patogena. Prika-
zana je priporofena metoda za osamitev
C. concisus in drugih netermofilnih kam-
pilobaktrov iz vzorcev iztrebkov.

BAKTERIJA C. CONCISUS V
POVEZAVI Z GASTROENTERITISOM
IN KRONICNO VNETNO CREVESNO
BOLEZNIJO
Bakterije iz rodu Campylobacter uvr§€amo
v druZino Campylobacteraceae, red Cam-
pylobacterales in razred Epsilonproteobac-
teria. Decembra 2014 je bilo v rodu opi-
sanih 26 vrst, 2 zacasni vrsti in 9 podvrst
kampilobaktrov. Rod Campylobacter je bil
prvic¢ poimenovan leta 1963. Tipska vrsta
iz tega rodu je C. fetus (2). Najbolj znani in
opisani vrsti sta C. jejuni in C. coli, ki sta
tudi pri nas na prvem mestu med povzro-
Citelji bakterijskih gastroenteritisov (1, 2).

Vse vec je porocil o porajajocih se vr-
stah kampilobaktrov, med katerimi so C.
concisus, C. ureolyticus, C. upsaliensis, C. lari
in drugi. Tudi te vrste zelo verjetno pri-
spevajo k etiologiji gastroenteritisov, Se
posebej v primerih, ko ni ugotovljen no-
ben drug povzrocitelj. Porajajoci se kam-
pilobaktri so dejansko podcenjeni in slabo
prepoznani tako mikrobioloSko kot posle-
di¢no tudi klini¢no. Vzrok so specialne
tehnike za osamitev bakterij. Stevilni mi-
krobiolo8ki laboratoriji se takih tehnik Se
ne posluZujejo, saj so relativno zamudne
in zahtevne (2).

Ceprav je C. concisus poznan Ze ve¢ kot
30 let, so ga prvih 10 let po odkritju opiso-
vali zgolj v zvezi z periodontalnimi okuZz-
bami, vendar zanesljive povezave do da-
nes niso uspeli potrditi. V zadnjih 20 letih
pa je zanimanje zanj naraslo in vse ve¢ je
raziskav, ki ga povezujejo z intestinalni-

mi obolenji, predvsem z akutnim gastro-
enteritisom in perzistentno drisko ter v
zadnjem Casu s kroni¢no vnetno ¢revesno
boleznijo (KVCB) (2-4). Kolonizacija s C.
concisus je odvisna od razpoloZljivosti H,
v Crevesnem okolju, saj je ta nujen za op-
timalno rast in virulenco te bakterije (5).

Epidemioloski podatki iz evropskih
drZav v zadnjih letih so spremenili naSe
razumevanje o klinicnem pomenu bakte-
rije C. concisus v zvezi z akutnim gastroen-
teritisom. Na Nizozemskem so leta 2011
ugotovili enako prevalenco okuzb s C. con-
cisus kot s C. jejuni (4,1 %) (2). V Svici so
v letu 2013 samo z izboljSanjem atmo-
sferskih pogojev za kultivacijo C. concisus,
tako, da so dvignili deleZ H,, dosegli po-
rast incidence C. concisus z O na 1,92 %.
Pojav so opisali kot laZni izbruh (6).

Na Danskem so Ze v letih 2009 in
2010 izmerili zelo visoko incidenco C. con-
cisus v splodni populaciji (35/100.000 pre-
bivalcev). DeleZ osamljenih C. concisus
(44,5 %) se je mocno priblizal deleZu C. je-
juni (54,6 %). Prevalenca C. concisus pri od-
raslih in otrocih med vsemi preiskanimi
vzorci je bila 3,9 %, C. jejuni pa 4,8 % (7, 8).

Danci so opazili, da so v splosni popu-
laciji za gastroenteritisom, povzrocenim s
C. concisus, najpogosteje obolevali otroci,
stari manj kot eno leto, nato otroci v sta-
rostni skupini 1-4 let in odrasli, starejsi
od 65 let. Povzrocitelj je imel skoraj kon-
stantno prevalenco cez celo leto. Mikrob
je v primerjavi s C. jejuni povzrocil blaZje
oblike akutnega gastroenteritisa, ki je pri
vec kot 80 % bolnikov potekal s prolongi-
rano drisko > 2 tedna. Visoko Stevilo bol-
nikov je po 6 mesecih Se vedno navajalo
bole€ine v trebuhu, mehko blato in razli¢-
no konsistenco blata od dneva do dneva,
kar pa se ni razlikovalo od poznih simpto-
moyv, znacilnih za sindrom razdraZljivega
¢revesja, ki so jih navajali bolniki okuZeni
s C.jejuni ali C. coli (7). V nadaljevanju Stu-
dije so zaklju¢ili, da obstaja 25 % tveganje
za razvoj sindroma razdraZljivega Creves-
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ja pri bolnikih, ki so zboleli za gastroente-
ritisom, povzro€enim s C. concisus, faktorji
tveganja pa so bili psiholoski (2, 9).

Tudi na Portugalskem so leta 2012 be-
leZili podobne podatke. Pri 298 bolnikih z
drisko je bila prevalenca C. concisus 8 %, C.
Jjejunipa 13,7 %. C. concisus s 24,2 % dele-
Zem je sledil najbolj pogosti vrsti C. jeju-
niz41,4 % (10). O primerih gastroenteriti-
sov, povezanih s C. concisus, porocajo tudi
iz drugih delov sveta (2).

C. concisus povezujejo tudi z drugimi
resnimi gastrointestinalnimi obolenji, kot
sta obliki KVCB (Crohnova bolezen in ul-
cerozni kolitis), pa tudi z nekaterimi bo-
leznimi poZiralnika, funkcionalnimi ga-
strointestinalnimi motnjami, celiakijo,
holecistitisom in rakom kolona. Sodobne
Studije kaZejo na to, da je med porajajo-
¢imi se patogeni prav C. concisus tisti, ki
kaZe najtrdnejSe dokaze za povezavo med
infekcijo s tem povzro€iteljem in KVCB. V
Stevilnih Studijah so ugotovili, da je bila
prevalenca C. concisus statisti¢no znacilno
vi§ja pri bolnikih z ulceroznim kolitisom
in Crohnovo boleznijo kot pri kontrolnih
skupinah. Popolna povezava med KVCB in
sicer genetsko zelo heterogeno bakterijo
C. concisus Se ni dokon¢no potrjena in je
predmet intenzivnih raziskav specifi¢nih
genetskih variant te bakterije. Prav tako
kot C. jejuni tudi C. concisus povzroca zu-
najcrevesne lokalne izolirane in sistem-
ske infekcije (2).

VIRULENCNI FAKTORJI IN
REZERVOAR BAKTERIJE TER
GENETSKA RAZNOLIKOST
CAMPYLOBACTER CONCISUS

C. concisus je sestavni del ustne mikrobi-
ote vecine ljudi (4). Ustna votlina je zelo
verjetno naravni rezervoar bakterije, kjer
Zivijo vsi Stirje genetski tipi tega mikro-
ba, tako patogeni kot nepatogeni (2, 4,
11). Najbolj pomemben rezervoar med Zi-
valmi je perutnina. Prenos je zoonotski s
hrano, s ¢loveka na ¢loveka pa se prena-

$a fekalno-oralno ali preko okuZenih pred-
metov in povrsin (2).

C. concisus je genetsko zelo raznolik
mikrob. Posebne genetske variante, ki jih
imenujemo tudi genomospeciesi, so po
danes znanih podatkih mogoce poveza-
ne z obolenji. Znani so 2-4 genetsko va-
riabilni genomospeciesi. NovejSa dogna-
nja so pripeljala do hipoteze, da obstajata
2 patotipa C. concisus, ki se razlikujeta od
nepatogenih sevov. Prvi tip so adheren-
tni in invazivni sevi (AICC), za katere je
znacilno, da imajo sposobnost preZiveti
intracelularno, kar omogoca eksotoksin
9/Dnal in drugi virulenéni faktorji. Dru-
gi patotip pa so toksigeni sevi C. concisus
(AToCC), ki proizvajajo toksin Zot (zonula
occludens toxin), ta pa je usmerjen na te-
sne stike med celicami gostitelja (2, 12).
Sevi, osamljeni iz vzorcev bolnikov s kro-
ni¢nimi ¢revesnimi boleznimi, imajo zna-
¢ilno povecano sposobnost invazije ¢reve-
snih celic v primerjavi s sevi C. concisus,
izoliranimi pri bolnikih z akutnim gasto-
enteritisom, in pri zdravi kontrolni skupi-
ni, za kar je odgovoren eksotoksin 9/Dnal,
ki je na plazmidu (13).

CAMPYLOBACTER CONCISUS -
NEKATERE SPECIFICNE
ZNACILNOSTI MIKROORGANIZMA
Poleg sodobnih metod za dokaz bakterij-
skih povzrociteljev ¢revesnih okuZzb, kot
so sekvenciranje genoma in pomnoZe-
vanje znacilnih odsekov nukleinskih ki-
slin ter dolo¢anja antigenov, se rutinsko
najpogosteje Se vedno uporabljajo meto-
de, ki omogocajo osamitev povzrocitelja
(14, 15). Kampilobaktri so zahtevne bak-
terije, saj zahtevajo posebne atmosferske
in temperaturne pogoje rasti, pa tudi vr-
ste gojis¢, na katerih uspevajo. Termofil-
ne kampilobaktre, ki se prenaSajo z Zivali
na ¢loveka, predvsem najpogoste;j$i vrsti
C. jejuni in C. coli, lahko Ze desetletja uspe-
$no kultiviramo in osamimo na selektiv-
nih gojis¢ih z antibiotiki, ki zavirajo rast
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normalne Crevesne mikrobiote (16). Ne-
kateri drugi, predvsem porajajoci se Cam-
pylobacter spp., pa so obcutljivi na neka-
tere antibiotike v selektivnih goji§¢ih in
jih na klasi¢en nac¢in ne moremo osamiti.
Uspesno jih lahko kultiviramo z metodo
membranske filtracije na neselektivnem
gojis¢u, ki omogoca izolacijo Stevilnih
bakterij iz rodu Campylobacter spp., med
njimi tudi porajajoci se C. concisus (17, 18).

C. concisus je zelo zahteven mikroor-
ganizem. Njegove Stevilne lastnosti bo-
trujejo temu, da je v neredkih mikrobiolo-
Skih diagnosti¢nih laboratorijih e vedno
podcenjen in neprepoznan. Njegova rast
je namre¢ moc¢no ali popolnoma zavrta na
obicajnih selektivnih goji§¢ih, primernih
za rast kampilobaktrov, ki se inkubirajo v
mikroaerobni meSanici na 42 °C 2 dni. Po-
goji s previsoko temperaturo in atmosfe-
ro, kjer primanjkuje vodika, ter prekratek
inkubacijski ¢as so vse prej kot optimalni
za uspesno osamitev C. concisus. Za uspe-
$no rast je primerna kultivacija kuZnin na
neselektivnih gojis¢ih z ov¢jo ali konjsko
krvjo po predhodni membranski filtraciji
kuZnin po protokolu Cape Town z modifi-
kacijami (17-19).

TIPICNA RAST C. CONCISUS

Na neselektivnih gojis¢ih s 5 % ov¢je ali
konjske krvi raste pocasi, 2-4 dni ali ve¢,
bolje na 35 °C kot na 42 °C. Kolonije so
majhne, velike 1-2 mm, okrogle, gladke,
ravnih robov, sivkaste ali sivorjave bar-
ve in svetleCe. So zelo majhni, tanki in ra-
hlo ukrivljeni ali spiralni po Gramu nega-
tivni bacili. Imajo enega ali dva polarna
bicka, ki jim omogocata tipi¢no gibanje.
Tako kot drugi kampilobaktri tudi C. con-
cisus v€asih oblikuje dolge bacilarne obli-
ke ali prehaja v kokoidno obliko (20).

MATERIALI IN METODE

Fekalni vzorci

Od januarja do junija 2015 smo na Oddel-
ku za medicinsko mikrobiologijo Nova

Gorica Nacionalnega laboratorija za
zdravje, okolje in hrano pri 446 diarei¢nih
vzorcih iztrebkov otrok in odraslih, ki so
bili hospitalizirani ali obravnavani izven-
bolni$ni¢no, opravili klasi¢no koprokultu-
ro. Vsi vzorci iztrebkov so bili pregledani
na prisotnost patogenih ¢revesnih bakte-
rij iz rodu Campylobacter spp., Salmonel-
la spp., Shigella spp., Yersinia enterocolitica
in Y. pseudotuberculosis, na E. coli, ki pov-
zrocajo Crevesne okuZbe, ter na Aeromonas
spp. po narocilu lececega zdravnika.

Osamitev Campylobacter spp.

Za osamitev Campylobacter spp. Smo upo-
rabili dve metodi: kultivacijo na selektiv-
nem gojis¢u CSM (Campylobacter Selective
Medium) po Karmaliju (Oxoid) brez pred-
hodne filtracije, in neselektivno gojisce s
triptozo ter ovc¢jo krvjo (TBA, Oxoid) po
predhodni membranski filtraciji kuZnin
po protokolu Cape Town z modifikacijo
(17-19).

Kultivacija na selektivnem gojiscu
CSM po Karmaliju

Iztrebke smo suspendirali v 1 mL steril-
ne fizioloSke raztopine v razmerju 1:2 do
1:10 in jih direktno nacepili na selektivno
gojis¢e CSM ter zredcili po metodi $tirih
kvadrantov. Petrijevke smo zloZili v 3,5 L
lonce (Oxoid), iz katerih smo evakuirali
zrak, nato pa jih napolnili z mikroaerob-
no mesSanico plinov v kon¢ni koncentra-
ciji 5 % O, 10 % CO, in 85 % N,. Plosce
smo inkubirali 3 dni na 42 °C, pregledova-
li pa dnevno (19).

Membranska filtracija iztrebkov

po protokolu Cape Town

z modifikacijo

Uporabili smo male plos¢e TBA s 5 %
ovcje krvi, fi 50 mm. Na sredino krvne-
ga agarja smo asepticno nanesli poli-
karbonatni (PC) membranski filter, fi 47
mm, velikosti por 0,60 pm (Nuclepore,
Whatman). Nanj smo s sterilno Paster-
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jevo pipeto enakomerno v krogu nanesli
8 kapljic suspenzije iztrebkov, plos¢e pa
previdno prestavili za 40 minut v termo-
stat na 35 °C z obi¢ajno aerobno atmosfe-
ro. Nato smo s sterilno pinceto zelo previ-
dno odstranili membranske filtre, da ne bi
prislo do kontaminacije. Plos¢e smo inku-
birali v anaerobni atmosferi brez kataliza-
torja na 35 °C. Tako smo dosegli mikroa-
erobno atmosfero s pove¢anim tlakom H,
(6 % 0O,, 6 % CO,, 3 % H,, 85 % N,), ki je
ugodna za rast C. concisus. PloS¢e smo pre-
gledovali dnevno in podaljSevali inkuba-
cijo do skupno Stirih dni. Vse sumljive in
morfolosko razli¢ne kolonije (po velikosti,
barvi, ¢asu pojava, itd.) smo subkultivira-
li na TSA pod enakimi pogoji kot primar-
no kuznino (17, 18).

Identifikacija Campylobacter spp.
Vse sumljive kolonije smo identificirali
do vrste. Poleg barvanja po Gramu smo
naredili Se teste na prisotnost oksida-
ze, katalaze in hipurikaze (21, 22). Hipu-
rat pozitivne seve smo identificirali kot
Campylobacter jejuni. Vse ostale seve smo
identificirali do vrste s pomocjo meto-
de masne spektrometrije (MALDI-TOF,
Bruker).

Molekularna tipizacija
Campylobacter concisus
Pri izolatih C. concisus smo za izolacijo
bakterijske  DNK uporabili komercialni
izolacijski testni komplet LightCycler® Ad-
vanced Lysis Kit (Roche Diagnostics, Man-
nheim, Nemcija) v skladu z navodili proi-
zvajalca. Genetsko raznolikost izolatov C.
concisus smo opredelili z ve¢ gensko ana-
lizo s sekvenciranjem (angl. Multilocus
Sequence Typing, MLST). Metodo MLST
smo povzeli po Miller in sod. (24).
Klini¢no smo opisali le vseh 21 pe-
diatri¢ih bolnikov, ki so se v ¢asu od 01.
01. 2015 do 30. 06. 2015 zdravili zaradi
akutne ali dolgotrajne driske na Oddelku
za otroSke bolezni SBG in so imeli doka-
zano entericno okuZzbo s C. concisus. Med
njimi je bilo 9 hospitaliziranih in 12 am-
bulantno obravnavanih otrok. Pri vseh je
pediater narocil preiskavo na vse obicaj-
ne patogene Crevesne bakterije, vklju¢no
s preiskavo na kampilobakter.

REZULTATI IN RAZPRAVA

Pogostost osamitve Campylobacter spp. iz
vseh preiskanih vzorcev z metodo izolaci-
je na selektivnem gojiS¢u in na neselek-
tivnem gojis¢u s predhodno membransko
filtracijo vzorcev prikazuje tabela 1.

Tabela 1. Stevilo in deleZ osamljenih Campylobacter spp. iz 446 vzorcev glede na vrsto gojis¢a od januarja
do junija 2015. CSM - Campylobacter Selective Medium, MF - membranska filtracija.

Incidenca Rast samo Rast samo Rast CSM
cSM MF in MF
Mikroorganizem N Delez (%) N Delez (%) N Delez (%) N Delez (%)
C. concisus 50 52,6 3 6,0 44 88,0 3 6,0
C. jejuni 24 253 2 0,2 2 8,3 20 83,3
C. ureolyticus 13 13,7 0 0,0 13 100,0 0 0,0
C. curvus 4 4,2 0 0,0 4 100,0 0 0,0
Druge vrste 4 4,2 1 25,0 3 75,0 0 0,0
Skupaj 95 100,0 6 6,3 66 69,5 23 24,2
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C. concisus je bil najbolj pogosto osa-  ¢jo MF smo lahko osamili 88 % (44/50) C.
mljena vrsta (50/95) med pozitivnimi  concisus, na gojis€u CSM, ki je selektivno
vzorci v polletnem obdobju. Incidenca C.  predvsem za C. jejuni in C. coli, pa le 12 %
jejuni je bila v istem obdobju ve¢ kot dva-  (6/50) izolatov te vrste (tabela 1). Spanci
krat niZja. so z MF uspeli osamiti 75 % vseh kampi-

Prevalenca C. concisus je bila v tem  lobaktrov, Goossens s sodelavci pa 87,3 %,
obdobju 11,2 % (50/446) med preiskanimi  kjer so uporabljali membranske filtre ve-
vzorci, C. jejuni pa 5,3 % (24/440). Izola-  likosti por 0,65 pm, pa celo 94-95 % (23).
ti C. concisus so se pojavljali enakomerno C. concisus kot povzrocitelj gastroen-
skozi vseh 6 mesecev; januarja 6, februar-  teritisa je bil ve¢inoma uspeSno osamljen
ja 12, marca 11, aprila 4, maja 6 in juni- z metodo membranske filtracije pri otro-
ja 11. Stevilo osamljenih C. jejuni po me-  cih in imunsko kompromitiranih odraslih
secih pa je bilo vseskozi nizko in je zacelo  tudi drugod. Ker metoda ni standardizira-
naraScati Sele junija. Danci so ugotovili, na, se deleZi izolacij razlikujejo glede izo-
da ima C. concisus skoraj konstantno pre- lacijske in identifikacijske metode, geo-
valenco skozi vse leto, kar je v nasprotjus  grafskih faktorjev, virov in poti Sirjenja,
sezonskim pojavljanjem C. jejuni v toplej-  Stevilo testiranih vzorcev in razlik v po-
§ih mesecih v zmernem pasu in je znacil-  pulaciji glede starosti in zdravstvenega
no tudi za Slovenijo (1, 7). NiZja prevalen-  stanja (7, 20).
ca C. jejuni v zimskem in spomladanskem Ce primerjamo naSe podatke o preva-
¢asu do konca junija 2015 je bila pricako-  lenci iz tabele 1 s podatki iz JuZne Afrike,
vana, saj je zanj znacilen strm porast Sele  kjer je bila desetletna prevalenca C. con-
v poletnih mesecih. cisus pri otrocih 5 %, v Avstraliji 3 %, na

Z uporabo izklju¢no selektivnega goji-  Danskem v splo$ni populaciji otrok in od-
§¢a CSM smo osamili samo 30,5 % (29/95)  raslih 3,9 %, ugotavljamo zelo visoko pre-
vseh kampilobaktrov, z metodo mem- valenco okuZb s to vrsto kampilobaktra
branske filtracije pa nam je uspelo izoli- v Gori8ki zdravstveni regiji v polletnem
rati 93,7 % (89/95) Campylobacter spp. Ce  opazovalnem obdobju (20).
bi uporabljali samo selektivno gojisce, C. concisus je bil najpogosteje osamljen
bi imeli laZno negativne rezultate v kar  pri otrocih od 0-10 let starosti (52 %) in
69,5 % (66/95) primerov okuZb. S pomo-  pri odraslih, starejSih od 60 let (tabela 2).

Tabela 2. Prevalenca C. concisus glede na starostno skupino med pozitivnimi vzorci.

Starostne
skupine v letih

C. concisus <1 1-4 5-10 1-18 19-30  31-45 46-60 > 60 Skupaj
N 8 10 8 3 2 5 5 9 50
Delez (%) 16 20 16 6 4 10 10 18 100

Genetska raznolikost izolatov C. con-  kvencnih tipov (ST), ki so Ze znani, osta-
cisus, opredeljena z metodo MLST, je bila  li pa pripadajo novim, §e neprepoznanim
velika. Opredelili smo 17/21 izolatov C.  ST. Pri vseh izolatih otrok iz SBG smo
concisus otrok iz SBG in 24 naklju¢no iz-  dokazali drugacen ST; enak ST smo do-
branih izolatov odraslih bolnikov. Med kazali pri najvec¢ dveh izolatih razli¢nih
41 izolati smo dokazali 23 razli¢nih se-  bolnikov.
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Klinicne znadilnosti okuzb
s Campylobacter concisus pri
bolnisni¢no obravnavanih otrocih
Med 21 pediatri¢nimi bolniki, ki so se v
¢asu od 01. 01. 2015 do 30. 06. 2015 zdra-
vili zaradi akutne ali dolgotrajne driske
na Oddelku za otroske bolezni SBG in so
imeli dokazano enteri¢no okuzbo s C. con-
cisus je bilo 12 deckov in 9 deklic v sta-
rosti od 3 mesecev do 18 let. Med njimi
je bilo 9 hospitaliziranih in 12 ambulan-
tno obravnavanih. Najve¢ otrok, pri kate-
rih je bil osamljen C. concisus, je bilo v sta-
rostnih skupinah < 1 leto (6), 1-4 leta (7)
in v starostni skupini 5-10 let (7). Le en
oboleli otrok je bil starejsi od 10 let. Vzor-
ce blata smo v laboratoriju ocenili po bri-
stolski klasifikaciji. Med 21 C. concisus po-
zitivnimi vzorci je bilo 14 vzorcev z mehko
konsistenco blata. Med njimi sta imela dva
bolnika koinfekcijo, eden s C. ureolyticus in
eden s C. jejuni. Dvoje vzorcev je bilo kaSa-
stih, le eden pa tekoc. Otrok, ki je odvajal
tekoce blato, je bil so¢asno okuZen $e s Sal-
monella Thomson. Stirje bolniki so ob spre-
jemu v laboratorij izlo€ali normalno blato.
Pogostost simptomatike pri nasih bol-
nikih prikazuje tabela 3.

Tabela 3. Klini¢ni simptomi pri 21 otrocih, ki so
imeli gastroenteritis povzrocen s C. concisus.

Simptomi Pogostost (%)
abdominalne boletine 40,5
vrogina 31,5
driska 31,5
meteorizem 31,5
kriin sluz na blatu 22,5
slabost in bruhanje 18
spremenjena 13,6
konsistenca blata
inapetenca 1
enkopreza 1

Hospitalizirani otroci so imeli akutni
gastroenteritis, ki je trajal < 1 teden, potek

je bil buren z vrocino in drisko. Pri ambu-
lantno obravnavanih bolnikih pa so teza-
ve vztrajale dlje ¢asa (14 dni do ve¢ mese-
cev), potek pa je bil blag.

Pri bolnikih, ki so zaradi okuZbe s
kampilobaktrom potrebovali bolnisni¢-
no obravnavo, so bili pokazatelji vnetja
praviloma poviSani: povprecna vrednost
SR 40 mm/h (z razponom od 16-77), pov-
pre¢na vrednost CRP 55 mg/L (z razpo-
nom od 11-115) in povprecna vrednost
levkocitov 11,0 x 10° L (z razponom od
5,0-20,6). Pri ambulantno obravnavanih
bolnikih so bili vnetni parametri v okvi-
rih normalnih vrednosti. Kalprotektin
v blatu kot pokazatelj vnetnega dogaja-
nja v Crevesju je bil dolocen le pri 7 bol-
nikih. Pri bolniku, ki je bil so¢asno oku-
Zen z dvema vrstama kampilobaktrov, je
bil zelo poviSan (3090 mcg/g; dopustna
meja je 100 mcg/g), pri 3 bolnikih bla-
go, pri ostalih pa je bil negativen. Vecina
ambulantno obravnavanih otrok je imela
opravljen tudi UZ trebuha. Pri nobenem
otroku ni bilo videti intenzivnih znakov
¢revesnega draZenja, le pri posameznikih
je bilo zaznati mezenterijski limfadenitis
in meteorizem.

Pri vseh 21 pediatri¢nih bolnikih je bil
C. concisus prepoznan Kot pomemben pov-
zroCitelj akutnega gastroenteritisa ali kot
povzrocitelj blagega dolgotrajnega bakte-
rijskega enteritisa.

ZAKLJUCEK

Z uporabo metode membranske filtracije
iztrebkov po protokolu Cape Town z mo-
difikacijo za osamitev netermofilnih kam-
pilobaktrov smo uspeli dokazati visoko in-
cidenco (52,6 %) in prevalenco (11,2 %) C.
concisus v GoriSki zdravstveni regiji. Inci-
denca C. concisus med vsemi osamljenimi
kampilobaktri je v prvi polovici leta 2015
presegla incidenco C. jejuni za vec kot dva-
krat. V tem obdobju je bil C. concisus naj-
bolj prevalentna vrsta kampilobaktra in
vsaj dvakrat pogosteje osamljena iz diare-
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i¢nih vzorcev bolnikov kot C. jejuni. Najpo-
gosteje so obolevali otroci do 10 let staro-
sti in osebe, starejSe od 60 let, pri katerih
je C. concisus povzrocal akutni gastroen-
teritis ali prolongirano drisko. Ugotovi-
li smo tudi, da izolati pripadajo razlicnim
sekvencnim tipom, kar nakazuje na veliko
genetsko raznolikost izolatov C. concisus.
V slovenskem prostoru obstaja vrzel
tako na klini¢nem kot mikrobioloSkem
in epidemioloS8kem podrocju glede pome-
na porajajocih se kampilobaktrov, kot je
C. concisus. Ostaja Se veliko odprtih vpra-
Sanj, ki so povezana z genetsko raznoliko-

stjo te bakterije in njeno patogenostjo.

Metoda membranske filtracije po pro-
tokolu Cape Town z modifikacijo je dala
zanimive in vzpodbudne rezultate, ki
spreminjajo epidemioloSko sliko kampi-
lobakterioz tudi pri nas. Z izsledki tega
prispevka Zelimo vzpodbuditi strokovno
javnost, da bi metoda, kljub zacetni zah-
tevnosti, nasla pot tudi v druge klini¢ne
mikrobioloSke laboratorije in pripomogla
k etioloSki razjasnitvi bakterijskih drisk
ter bolj realni oceni pravega deleZa kam-
pilobakterioz med C¢revesnimi nalezljivi-
mi boleznimi v Sloveniji.
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Cista v jetrih zaradi okuzbe s trakuljo rodu
Echinococcus spp.
Cystic Lesion in the Liver Caused by Echinococcus spp.

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: ehinokokoza, diagnostika, zdravljenje

Ehinokokoza je zoonoza, ki jo povzroca pasja trakulja. Bolezen je prisotna povsod po
svetu. Slovenija ne sodi med drZave z visoko pojavnostjo cisticne ehinokokoze. Bole-
zen je raz§irjena predvsem v vzhodnih delih drZave. Poznamo ve¢ oblik bolezni. Echi-
nococcus granulosus povzroca cisti¢no ehinokokozo, s katero se srecujemo najpogoste-
je. E. mulitilocularis povzroca alveolarno ehinokokozo, ki oponaSa maligno rast, E. vogeli
pa povzroca policisti¢no ehinokokozo. OkuZba dolgo poteka prikrito. KaZe se s cistami v
razli¢nih organih, najpogosteje v jetrih (v priblizno 70 %) in pljucih (v priblizno 15 %),
ledvicah, vranici, moZganih, srcu, vretencih in miSicah (v 10-20 %). V diagnostiki se
zanaSamo predvsem na ultrazvoc¢no preiskavo trebuha, seroloske preiskave na ehino-
kokna protitelesa pa tudi mikrobiolo$ki pregled vsebin cist. V prispevku smo prikaza-
li primer bolnika, pri katerem so bile seroloSke preiskave negativne, v nativhem mi-
kroskopskem preparatu vsebine jetrne ciste pa smo uspesno potrdili parazita. Prikazali
smo tudi 48 bolnikov, ki so bili zdravljeni v Univerzitetnem klini¢nem centru Ljubljana
med letoma 2006 in 2015. Med temi je bilo prvi¢ diagnosticirano 36 bolnikov, ostalih
12 bolnikov pa se je Ze v preteklosti zdravilo zaradi cisti¢ne ehinokokoze. Pri 10 (27,7 %)
bolnikih od prvi¢ diagnosticiranih 36 bolnikov so bile seroloSke potrditvene preiskave
negativne. V tak$nih primerih je treba, ¢e je le moZno, na mikrobiolo8ko analizo poslati
vsebino cist, s katero v nativhem mikroskopskem preparatu zanesljivo dokaZemo pov-
zrocitelja. Z veriZno reakcijo s polimerazo vsebine ciste lahko zanesljivo dokaZemo pov-
zrocitelja. Pri zdravljenju cisti¢ne ehinokokoze se kot samostojno ali kot podporno zdra-
vljenje uporablja albendazol.
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ABSTRACT
KEY WORDS: echinococcosis, diagnostic, treatment

Echinococcosis is a zoonosis caused by tapeworms of the genus Echinococcus. The dise-
ase is present worldwide. In Slovenia, the incidence of the disease is very low; the dise-
ase is present in the eastern part of the country. Echinococcus granulosus causes cystic
hydatidosis (or cystic echinococcosis) which is the most frequent disease. E. mulitilo-
cularis causes alveolar form and E. vogeli polycistic form. The infection can be asymp-
tomatic for a long period of time. The liver and the lungs are most commonly affected
organs. The golden standard in diagnostics is abdominal ultrasound together with se-
rological tests and microbiologycal examination of the cyst content. In this article, we
present a clinical case of one patient whose serological confirmation tests were negati-
ve. We also examine the content of the cyst from the liver of this patient and success-
fully identified Echinococcus spp. In addition, we present 48 patients who were treated
at the University Medical Centre Ljubljana between 2006 and 2015. Out of these 48 pa-
tients, 36 were diagnosed for the first time. Other 12 patients have already had medical
treatment because of cystic echinococcosis in the past. Ten (27.7%) of these 36 patients
had negative serological confirmation tests. In such cases, if it is possible, the content
of the cysts from the affected organs should be sent to microbiological analysis. By per-
forming polymerase chain reaction of the cyst content we can also successfully identi-
fy the parasite. Albendazol is an effective drug that can be used as a sole treatment or

as an adjuvant therapy.

uvobD

Ehinokokoza, imenovana tudi hidatido-
za, je bolezen, povzroCena z larvalno ali
odraslo obliko pasje trakulje Echinococcus
spp. Bolezen je prisotna povsod po svetu.
Poznamo ve¢ oblik bolezni. Echinococcus
granulosus povzroca cisticno ehinokoko-
Zo, s katero se sreCujemo najpogosteje. E.
mulitilocularis povzroc¢a alveolarno ehi-
nokokozo, E. vogeli pa policisti¢no ehino-
kokozo. E. oligarthrus v redkih primerih
povzroca ehinokokozo pri ¢loveku. E. gra-
nulosus najdemo povsod po svetu, vendar
pogosteje na podeZelju, kjer psi zauZije-
jo organe okuZenih Zivali. E. mulitilocula-
ris se pogosteje pojavlja v severni polobli,
vklju¢no z osrednjo in severno Evropo,
Azijo in Severno Ameriko (1).

Odrasla trakulja E. granulosus je velika
3-6 mm. Telo je razdeljeno na tri segmen-
te, in sicer glavo, kratek vrat ter telo. Na
glavi se nahaja skoleks s Stirimi prise-

ski, s katerim se parazit pritrjuje na ste-
no Crevesa. Na skoleksu je izrastek s 30
do 40 kaveljcki, ki so urejeni v dve vrsti.
Telo odrasle trakulje je razdeljeno v pro-
glotide, s katerimi se parazit razmnoZuje
in, ker je hermafrodit, ne potrebuje spol-
nega partnerja (2). Zivljenjski krog E. gra-
nulosus vkljucuje dva gostitelja: vmesne-
ga (ovca, koza, prasi¢, konj, kamela, divje
Zivali in tudi ¢lovek) in kon¢nega (domaci
psi in drugi predstavniki iz druZine psov).
Odrasel parazit naseljuje tanko Ccrevo
kon¢nega gostitelja psa. Gravidne proglo-
tide v Crevesju izleZejo jajCeca, ki se izlo-
¢ajo z blatom. Ko jih zauZije vmesni gosti-
telj, se iz njih v Crevesu izleZejo nezrele
li¢inke (onkosfere). Onkosfere predrejo
skozi €revesno steno in preidejo v cirkula-
cijo ter razli¢ne organe, posebej v jetra in
pljuca. V organih vmesnega gostitelja on-
kosfere se razvijejo v ciste (metacestode),
ki se postopoma povecujejo in proizvaja-
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jo protoskolekse in ciste héerke (1). Kon¢-
ni gostitelj se okuZi, ¢e zauZije drobovino
okuZenih vmesnih gostiteljev. Po zauZitju
se v psu protoskoleksi pritrdijo na ¢reve-
sno steno in se v 32-80 dneh razvijejo v
odraslega parazita. Clovek se s pasjo tra-
kuljo okuZi z zauZitjem jajcec. Pes lahko s
svojimi iztrebki onesnaZi Zivila ali vodo.
Nevarna je presna solata. Jajceca pride-
jo psu veckrat tudi na dlako. Clovek se
okuZi, ko psa poboZa ali ko mu pes poli-
Ze roko (3). 1z jajcec se v Crevesju izleZejo
onkosfere, iz katerih potem nastanejo ci-
ste v razli¢nih organih, vendar najpogo-
steje v jetrih in pljucih. Prenos s ¢loveka
na ¢loveka ni moZen, saj ehinokok za za-
kljucitev Zivljenjskega kroga potrebuje Se
vmesnega gostitelja (4). Pri E. multilocula-
ris so konéni gostitelji lisice, macke, kojo-
ti, volkovi in redkeje psi. Vmesni gostite-
lji so mali glodavci. Odrasla trakulja meri
1,2 -3,7 mm (1).

EHINOKOKOZA V SLOVENI]I
Slovenija ne sodi med drZave z visoko in-
cidenco cisti¢ne ehinokokoze (CE). V ob-
dobju 1956-68 je bila prevalenca CE
4,8/100.000 prebivalcev, v obdobju 2002-
2006 pa se je zniZala na 1.7/100.000 pre-
bivalcev(5). Tak padec prevalence je ver-
jetho zaradi manj pogostega ali bolj
nadzorovanega klanja Zivali na kmeti-
jah, izboljSanih splo$nih in sanitarnih raz-
mer pri rejenju Zivali na kmetijah, Se po-
sebej praSicev, boljSa skrb za pitno vodo
ter nadzor in antihelmintsko zdravljenje
psov. Bolezen je raz$irjena predvsem v
vzhodnih delih drZave. PraSicereja je naj-
pogostejSa v teh delih Slovenije in ravno
prasica je Brglez v 70-ih letih opisal kot
epidemiolo8ko najpomembnejSega vme-
snega gostitelja CE (0).

DIAGNOSTIKA

Vecino ehinokoknih cist v jetrih najde-
mo naklju¢no ob pregledu z UZ zara-
di drugih teZav. Zlati standard v diagno-

stiki predstavlja UZ preiskava trebuha,
s katero ugotovimo prisotnost cist v no-
tranjih organih, njihovo Stevilo, velikost
in vitalnost. Spremembe na UZ so pato-
gnomonicne (npr. jasno vidna laminarna
plast s sneZinkam podobnimi vkljucki v
cisti - t. i. hidatidni pesek) (5). Za oprede-
litev stadija se danes uporablja razvrstitev
Svetovne zdravstvene organizacije, ki ci-
ste razvrsca glede na fazo razvoja: v aktiv-
ne CE1 in CE2, prehodne ciste CE3 ter de-
generirane ciste CE4 in CE5 (tabela 1) (4).
Prednosti UZ preiskave so neinvazivnost,
lahka dostopnost ter cenovna ugodnost. S
CT preiskavo lahko vidimo majhne ciste
z velikostjo = 1 cm premera, preiskujemo
katerikoli organ in diferencialno diagno-
sti¢no lo¢imo lezije, povzrofene z meta-
cestodami Echinococcus-a, od drugih ne-
parazitnih lezij (4). Ehinokok povzroca
nespecifi¢ne spremembe v laboratorijskih
izvidih (hiperbilirubinemija ali/in zviSa-
ne transaminaze ali/in gama-glutamil-
-transferaza (y-GT). Pri bolnikih, pri kate-
rih pride do rupture cist v biliarni sistem,
poleg zviSanja y-GT ugotavljamo tudi zvi-
Sanje alkalne fosfataze, amilaze ter eozi-
nofilcev (4).

Najbolj pomembno vlogo v diagnosti-
ki imajo seroloSke metode, s katerimi do-
kazujemo protitelesa proti ehinokoknim
antigenom. Na InStitutu za mikrobiologi-
jo in imunologijo Medicinske fakultete v
Ljubljani kot presejalni test uporabljamo
indirektno hemaglutinacijo (IHA) kot po-
trditveni test pa test Western blot (WB).

Obcutljivost THA testa pri CE je 82 %,
pri alveolarni ehinokokozi (AE) pa 68 %.
Obcutljivost testa WB pri CE je 98 %, pri
AE pa 97 %. NavzkriZne reakcije in s tem
povezani laZno pozitivni rezultati so mo-
Zni v primeru, ko ima bolnik cisticerkozo,
fasciolozo ali avtoimunsko bolezen. La-
Zno pozitivni rezultati so moZni tudi pri
rakavih bolnikih. Ehinokok ima izjemno
sposobnost »skrivanja« pred imunskim
sistemom, zaradi €esar so seroloSke prei-
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skave lahko laZno negativne. Raziskave so
pokazale, da so ravni serumskih protite-
les pri 10 % bolnikov z jetrnimi cistami in
pri kar 40 % bolnikov s plju¢nimi cistami
pod ravnjo zaznave (4, 7). Pri bolnikih s ci-
stami v plju¢ih, moZganih ali vranici se-
rumska protitelesa niso zaznavna za raz-
liko od bolnikov s cistami v kosteh, kjer je
imunski odziv mocen.

Ruptura ehinokoknih cist povzroci
mocen imunski odziv. Bolniki s kalcifici-
ranimi in odmrlimi cistami so po navadi
seronegativni (1).

S testom WB testom ne moremo ali
zelo teZko lo¢imo okuZbo z E. granulo-
sus od E. multilocularis. To nam omogo-
¢a reakcija s pomocjo veriZzne polimeraze
(angl. polymerase chain reaction, PCR). PCR
je v veliko pomo€ v nejasnih primerih, ko
ni jasno, katera vrsta je povzrocila obole-
nje, ko je serologija nejasna, ali ko Zeli-
mo razjasniti morebitne laZno pozitivne

rezultate pridobljene s pomocjo serologi-
je. Edini primeren vzorec je vsebina ciste,
kjer v primeru CE iS¢emo kaveljcke, pro-
toskolekse in tudi DNA parazita.

ZDRAVLJENJE
V preteklosti je bil edini nacin zdravlje-
nja CE operativni poseg. Cilj operativne-
ga posega je popolna odstranitev hidati-
dnih cist (7). Operacija je priporocljiva pri
zapletenih jetrnih cistah, ob razpoku ciste
ali, kadar obstaja komunikacija z Zol¢nim
sistemom, ko so prisotne hcerinske ciste
ali ko ciste pritiskajo druge organe. Ope-
racija je metoda izbora v primeru soca-
sno prisotne bakterijske okuZbe ali ¢e so
ciste v moZganih, pljucih ali ledvicah (1).
Pri cistah v jetrih, ki so ve¢je od 7,5 cm,
po navadi obstaja komunikacija z Zol¢nim
sistemom in v tak$nih primerih je opera-
cija metoda izbire. Danes so kemoterapi-
ja, punkcija cist in PAIR (perkutana aspi-

Tabela 1. Razvrstitev lezij cistine ehinokokoze po Svetovni zdravstveni organizaciji 2001 (4, 7). CL -
cisti¢na sprememba (angl. cystic lesion), CE - cisti¢na ehinokokoza, ABZ - albendazol, PAIR - punkcija,

aspiracija, injekcija, reaspiracija.

Stadij Ultrazvocni videz in opombe Zdravljenje
CL unilokularna, cisticna lezija (CL) brez hiperehogenega obroca (stena ciste),
okrogla ali ovalna, izvid ni patognomonicen
ne tvori h€erinskih cist
diferencialna diagnoza zahteva nadaljnjo diagnostiko
CE1 aktivna, vsebuje protoskolekse, unilokularna enostavna cista, vidna <5cmABZ
hiperehogena stena kapsule s snezinkam podobnimi vkljucki >5cm PAIR + ABZ
v cisti-hidatidni pesek, okrogle ali ovalne, praviloma
tvori héerinske ciste, patognomonicen videz
CE?2 aktivna, vsebuje protoskolekse, multivezikularna, multiseptirana okrogla ali PAIR + ABZ
ovalna cista, héerinske ciste dajo satast videz, hiperehogena stena ciste vidna
CE3 prehodna, nepravilno oblikovana unilokularna cista, tranzicijski stadij
(deloma degenerirana, lahko 3e tvori hierinske ciste), patognomonicen videz
CE 3a plavajota membrana (odstop laminarne plasti) >5cm PAIR + ABZ
<5cmABZ
CE3b preteZno solidna s héerinskimi cistami PAIR + ABZ
CE4 Neaktivna, brez héerinskih cist, »klob€iti volne« - znak degeneracije
membran, vetina cist ne vsebuje protoskoleksov, izvid ni patognomonicen,
diferencialno diagnosti¢no lahko tumor ali granulom
CES Neaktivna, kalcinirane ciste, vetina cist ne vsebuje protoskoleksov,

diagnoza ni zanesljiva, CE je zelo verjetna (E. granulosus),
vendar izvid ni patognomonicen
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racija, injekcija kemikalij in reaspiracija)
nadomestili potrebo po operativhem po-
segu. Cilj PAIR je unicenje zarodne plasti
in odstranitev protoskoleksov. Z UZ vode-
no punkcijo se cista punktira, iz nje se od-
strani del hidatidne tekocine, nato pa se
vanjo vbrizga visoko koncentrirana razto-
pina etanola ali mocno hipertoni¢ne raz-
topine natrijevega klorida, nato se cista
ponovno aspirira. Kemoterapija z benzi-
midazoli je indicirana za nezapletene ci-
ste premera manj kot 5 cm, pri inopera-
bilnih cistah ali kadar se ciste pojavijo
v ve€ organih. Protiparazitna zdravila se
uporabljajo tudi kot za$€ita pri invaziv-
nih diagnosti¢nih in terapevtskih pose-
gih na hidatidnih cistah (7). Zdravilo iz-
bora je albendazol. Dajemo ga v odmerku
10-15mg/kg dnevno, deljeno v 2 odmer-
ka. Zdravljenje traja 3-6 mesecev.

PRIKAZ PRIMERA
Petintridesetletnemu bolniku, ki je bil po
poklicu gradbeni delavec, je bila med ho-
spitalizacijo na Kliniki za infekcijske bo-
lezni in vrocinska stanja naklju¢no najde-
na ehinokokna cista. Odrascal je v Bosni,
v otro§tvu je imel stik z mackami in psi.
Sredi junija leta 2014 je zbolel s cefa-
linim tetanusom. Zdravljen je bil na Ne-
vrolo8ki kliniki Univerzitetnega klini¢-
nega centra (UKC) Ljubljana, nato je bil
zaradi poslab8anja klini¢nega stanja z ra-
zvojem respiratorne odpovedi premeScen
v Respiracijski center Klinike za Infekcij-
ske bolezni in vrocinska stanja UKC Lju-
bljana. V sklopu zdravljenja tetanusa je bil
opravljen UZ abdomna, Kkjer je bila vidna
multicisti¢na formacija v levem jetrnem
reZnju velikosti 5,3 x 6,2 x 6,6 cm, sumlji-
va za ehinokokno cisto. Opravljene so bile
seroloSke preiskave na ehinokokni anti-
gen. Test THA je bil pozitiven v titru 1:32,
test WB pa negativen. Med hospitalizaci-
jo je bil 21. 7. 2014 opravljen tudi CT to-
raksa, na katerem je bila v levem jetrnem
reZnju vidna multilokularna cisti¢na for-

macija pre¢no velikosti 7 x 5,5 cm, kranio-
kavdalno velikosti cca 5-6 cm. Stiriinpet-
deseti dan hospitalizacije zaradi tetanusa
je bil bolnik v izboljSanem stanju odpu-
§¢en v domaco oskrbo. Redno je hodil na
kontrole, kjer so ugotavljali izboljSanje
klini¢nega stanja. Dne 14. 10. 2014 so bile
ponovno opravljene seroloske preiska-
ve. Rezultati so bili naslednji: preiskava
Echinococcus spp. (metoda IHA) 1:32, po-
trditveni test WB neopredeljiv. 7. 2. 2015
so ponovno poslali serum za ugotavljan-
je protiteles v krvi. Presejalni test IHA in
potrditveni test WB sta bila tokrat oba ne-
gativna. Ehinokokna cista v jetra je bila
UZ sledena, na zadnji kontroli 14. 4. 2015
je bila sprememba enake velikosti kot na
CT preiskavi 21. 7. 2014. Dne 17. 6. 2015
je bil bolnik na kontrolnem pregledu, kjer
so se odlocili za zdravljenje s albendazo-
lom v odmerku 400 mg na 12 ur. Dne 8.
7. 2015 je bil bolnik sprejet na Kliniko za
Infekcijske bolezni in vrocinska stanja
UKC Ljubljana zaradi izpraznitvene punk-
cije in sklerozacije ehinokokne ciste v je-
trih. Interventni radiologi so opravili per-
kutano drenaZo s sklerozacijo. Vstavljen
je bil dren. Iz drenaZne tekocine jetrne ci-
ste v nativnem mikroskopskem preparatu
je bil mikrobiolosko potrjen Echinococcus
spp., vidni so bili kavelj¢ki. Bolnik je bil
odpuScen domov v klini¢no izboljSanem
stanju z navodili, da nadaljuje zdravlje-
nje z albendazolom dvakrat na dan do za-
kljucka treh mesecev. Na kontrolnem pre-
gledu 20. 7. 2015 je bolnik navajal krée v
epigastriju ter siljenje na bruhanje. V la-
boratorijskih preiskavah so bili ugotovlje-
ni zviSani vnetni parametri (CRP 98 mg/l,
levkociti 24,3 x 10%/L) ter izrazita eozino-
filija. Bolnik je bil naro¢en na kontrolni
pregled, vendar se na pregled ni oglasil.

ZAKLJUCEK

Seroloske preiskave v diagnostiki CE niso
popolnoma zanesljive in v primeru ne-
gativne ali nejasne serologije si mora-
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mo pomagati z drugimi diagnosti¢nimi
metodami. Ce je le moZno, je priporo&lji-
vo poSiljanje vsebine ciste na mikrobio-
lo8ko preiskavo, s katero zanesljivo v pri-
meru okuzbe v nativnem mikroskopskem
preparatu dokaZemo kaveljcke in proto-
skolekse, znacilne za parazita. Uporabimo
lahko tudi metodo PCR. Edina primerna
kuZnina za PCR je vsebina ciste. S PCR bi
lahko lo¢ili tudi okuZbo z E. multilocularis
od okuZbe z E. granulosus.

Ko smo po tej izku3nji pregledali vse
pozitivne primere ehinokokoze, ki so bili

obravnavani na Infekcijski Kliniki UKC
Ljubljana, smo ugotovili, da se pogosto
odlo¢ijo za zdravljenje bolnika, ki ima
samo klini¢no dokazano ehinokokozo,
kljub negativni seroloski diagnozi. V ob-
dobju 2006-2015 se je zaradi CE zdravilo
48 bolnikov. Od tega je bilo prvi¢ diagno-
sticiranih 36 bolnikov, ostalih 12 bolni-
kov se je Ze v preteklosti zdravilo zara-
di CE (tabela 2). Vec¢ina bolnikov je bila
iz Slovenije, 10 bolnikov iz bivS§ih jugo-
slovanskih republik. Devet bolnikov je
navajalo stik s psi. Za ostale so bili po-

Tabela 2. 48 bolnikov, ki so bili obravnavani v UKC Ljubljana v letih 2006-2015 zaradi ehinokokoze. PAIR

- punkcija, aspiracija, injekcija, reaspiracija.

Starost ob 1. pregledu
Spol
Zenski
Moski
Kraj okuzbe
Neznano (domnevno Slovenija)
Drzave nekdanje Jugoslavije
Drugo
Mesto lezij (lokacija cist)
Jetra
Drugo
Stevilo lezij pri bolniku
Solitarne
Vet lezij
Opravljena seroloska diagnostika
Da
Ne
Rezultat serologije
Pozitivno
Negativno
Western blot negativen
Terapija
Albendazol
PAIR

Operacija
Po operaciji material za diagnostiko

50,8

26 (54,2 %)
22 (45,8 %)

35 (72,9 %)
10 (20,8 %)
3(73 %)

41(85 %)

7 (15 %), vretenca 1, plju¢a 4, moZgani 1, vranica 1

22 (45,8 %)
26 (54,2 %)

44, (91,6 %)
4 (8,4 %)

37
7
10 (27,7 %)

39
6

24
15 (od tega 12 potrjenih ehinokokoz)
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datki nezanesljivi. Za 7 bolnikov ni zane-
sljivih podatkov o seroloskih preiskavah
in zdravljenju. Diagnostika je temeljila
predvsem na slikovnih (UZ, CT, RTG) ter
serolo8kih preiskavah. Bolniki so bili ve-
¢inoma zdravljeni z albendazolom. Pri 10
(27,7 %) bolnikih od prvi¢ diagnosticira-
nih 36 so bile seroloske potrditvene pre-
iskave negativne. Problem je tudi, da le
redko dobimo vsebino ciste v mikrobio-

loski pregled. V primeru laZno pozitivnih
serolo8kih rezultatov in vprasljive mikro-
skopije nativnega preparata lahko samo
s PCR zavrnemo ali potrdimo okuZbo z
Echinococcus spp. Obravnavo bi izboljSa-
lo tudi upoStevanje kriterijev Svetovne
zdravstvene organizacije in vzpostavi-
tev registra ehinokokoz, s katerim bi po-
enotili in izboljSali oskrbo bolnikov z do-
mnevno ehinokokozo.
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Increased Number of Diarrhea Cases in Children due to Infection with

Protozoan Cryptosporidium spp.
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Cryptosporidium spp. so znotrajceli¢ni paraziti, ki primarno okuZijo epitelijske celice
prebavil razli¢énih vrst vretencarjev. Zaradi visoke odpornosti na klorove spojine, dol-
gega preZivetja v okolju, visoke infektivnosti in odpornosti na zdravljenje predstavlja-
jo potencialen javnozdravstveni problem. V prispevku opisujemo pet primerov driske
(8tirje otroci in ena odrasla oseba, ki je skrbela za otroke), povzrocene s Cryptosporidi-
um spp., v razmiku dveh tednov na omejenem geografskem obmocju osrednje Slovenije.
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Cryptosporidium spp. are intracellular parasites that primarily infect epithelial cells of
gastrointestinal tract of different vertebrates. With its high resistance to chlorine com-
pounds, long viability in the environment, high infectivity and resistance to treatment
they represent a potential public health problem. In this report, we describe five cases
of diarrhea (four children and one adult that worked with children) caused by Cryptospo-
ridium spp. in the time period of two weeks in a limited geographical area of the cen-
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uvoD

Cryptosporidium spp. je eden izmed naj-
pomembnejSih povzrociteljev driske tako
pri imunsko kompetentnih kot imunsko
oslabljenih posameznikih. Je znotrajcelic-
ni parazit, ki primarno okuZi epitelijske
celice prebavil razli¢nih vrst vretencar-
jev. Pri pticah in imunsko mo¢no oslablje-
nih bolnikih so lahko prizadeta tudi diha-
la. Prenos okuZbe je fekalno-oralen. Ciste
so mocno odporne tako na okoljske kot na
kemijske dejavnike, infektivni odmerek je
nizek. Zaradi teh znacilnosti lahko Crypto-
sporidium spp. povzroca tudi vecje epide-
mije in predstavlja potencialen javnozdra-
vstveni problem (1-4).

OPIS

Okuzba pri ¢loveku se pri¢ne z zauZitjem
oocist velikosti 5-8 pm, ki pri stiku z Ze-
lodénim sokom ekscistirajo in sprostijo
§tiri sporozoite. Ti sporozoiti okuZijo epi-
telijske celice prebavil, kjer zajedajo v t.
i. parazitoforni vakuoli, ki jo tvori celica
sama. Znotraj vakuole najprej poteka ne-
spolno razmnoZevanje (merogonija), ka-
sneje pa tudi spolno razmnoZevanje (ga-
metogonija) s kon¢no tvorbo novih oocist
(sporogonija). Priblizno 20 % oocist ima
tanko ovojnico. Za te oociste predvidevajo,
da se razpocijo Ze v €revesju ter povzrocijo
avtoinfekcijo. Na ta nacin se ohranja okuz-
ba gostitelja. Ostalih 80 % oocist ima de-
belo ovojnico in se nespremenjene izloc¢ijo
v okolje, kjer so takoj kuZne. V okolju pre-
Zivijo ve¢ mesecev. Odporne so na:

- nizke temperature,

+ visoko slanost,

+ kloriranje vode in

+ vecino razkuZil.

Pri filtriranju pitne vode so potrebni zelo
drobni filtri velikosti 1 pm. So visoko in-
fektivne, za okuZbo zadostuje 1-10 oocist
(1,3,5,0).

Cryptosporidium spp. je razSirjen po
celem svetu, oociste so v okolju ubikvi-

tarne. Do okuZbe c¢loveka najpogoste-
je pride s fekalno-oralnim prenosom, saj
so oociste prvotno prisotne izklju¢no v iz-
trebkih ¢loveka in Zivali. Poleg neposre-
dne je mogoca tudi posredna okuZba z
vodo ali hrano, ki je kontaminirana z ooci-
stami kriptosporidija. Kriptosporidioza se
pojavlja endemicno in sporadi¢no. Okuz-
be so bolj pogoste v toplih in vlaZnih me-
secih, ko lahko obilica padavin povzro-
¢i kontaminacijo pitne vode s povrSinsko
(7). Leta 1993 je tako v ZDA (Milwaukee,
Wisconsin) priSlo do velike hidri¢ne epi-
demije s kriptosporidijem, v kateri je zbo-
lelo 400.000 ljudi (8). V drZavah v razvo-
ju okuZba s kriptosporidijem prizadene
predvsem otroke do 2. leta starosti in je
eden izmed petih najpogostejsih povzro-
Citeljev driske v tej starostni skupini. V
razvitih drZavah so poleg okuZb otrok po-
membne tudi (4):

+ okuZbe starostnikov v negovalnih do-

movih,

+ okuZbe imunsko oslabljenih bolnikov in
» okuZbe bolnikov na hemodializi.

Trenutno je poznanih skoraj 20 razli¢nih
vrst in genotipov kriptosporidijev, ki lah-
ko okuZijo €loveka. Cryptosporidium par-
vum in Cryptosporidium hominis sta odgo-
vorna za veliko vecino okuZb pri ljudeh. C.
hominis je prevladujoci patogen v drzavah
v razvoju (predvsem pri otrocih in oku-
Zenih z virusom HIV), v Severni Ameri-
ki, Avstraliji in na Japonskem, medtem ko
je C. parvum prevladujoci patogen pred-
vsem na Srednjem Vzhodu. Porazdelitev
obeh je v Evropi priblizno enakovredna.
Razlika v porazdelitvi vrst je najverjetneje
posledica razli¢nih nacinov prenosa in vi-
rov okuzbe (1). C. hominis okuZi predvsem
¢loveka in primate, zato ga uvr§¢amo med
antropofilne patogene, medtem ko C. par-
vum okuZi predvsem ljudi in preZvekoval-
ce ter spada med zoonotske patogene (9).
Novej3e tipizacijske Studije so s sekvenc-
no analizo gena gp060 pokazale, da je veli-
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ka vecina okuZb s C. parvum povzrocena z

dvema podtipoma (10, 11):

« tip IIa, ki je bil izoliran tako pri ljudeh
kot pri Zivalih, in

« tip Ilc, ki je bil izoliran samo pri ljudeh.

S tem so pokazali, da okuZba s C. parvum
ni posledica samo zoonotskega preno-
sa, ampak tudi prenosa samo med ljudmi.
Najve¢ goveda se s Cryptosporidium spp.
okuZi v prvih mesecih Zivljenja. V tem
obdobju je prevalenca okuZbe do 100 %,
pri odraslih Zivalih po 2. letu Zivljenja pa
pade na 5 % (9). C. parvum po 3. mesecu
starosti pri govedu ni ve¢ prisoten. Zame-
njajo ga ostale, za ¢loveka veliko manj ali
celo nepatogene vrste (12).

V Sloveniji se kriptosporidioza poja-
vlja v vseh starostnih skupinah, dobra po-
lovica primerov je pri otrocih do 14. leta
(slika 1). Najvec okuZb je v ljubljanski re-
giji (slika 2). Po letu 2001 beleZimo okrog
10 primerov letno (13). Z 89 % deleZem
identifikacij mo¢no prevladuje C. parvum,
na drugem mestu je C. hominis z 8 % (14).
Od vseh primerov identificiranih C. par-
vum jih 94 % pripada podtipu IIa, torej se
prenasajo tako med ljudmi kot med Zival-
mi. Pri mladih teletih v prvih tednih po
skotitvi s skoraj 100 % deleZem podtip ITa
mocno prevladuje (7, 14, 15).

KLINICNA SLIKA

Inkubacijska doba bolezni po zauZitju vi-
abilnih oocist je v povprec¢ju 7 dni (2-10
dni). Pri imunsko kompetentnih posame-
znikih se okuZba najveckrat kaZe z obil-
no vodeno ali sluzasto drisko od 5- do
10-krat dnevno. Ostali manj pogosti simp-
tomi in znaki so:

- abdominalne bolecine in krci,

+ slabost,

+ bruhanje,

+ nizka vrocina in

- izguba teZe.

Simptomi in znaki, ki se redkeje pojavlja-
jo in so bolj pogosti pri okuzbi s C. homi-
nis, so (5):

» bolecina v sklepih,

+ bolecina v ocesih,

+ glavobol,

+ omotica in

+ utrujenost.

Bolezen obicajno traja 9-21 dni, obfasno
tudi dlje, in preneha sama od sebe (3). Pri
imunsko oslabljenih bolnikih se driska po-
navlja, traja ve¢ mesecev in se lahko kon-
¢a s smrtjo. Pri omenjenih bolnikih lahko
okuZba povzroc€i tudi vnetje dihal, Zol¢ni-
ka, jeter in trebu8ne slinavke (16, 17).

Razlogi za obisk
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Slika 1. Porazdelitev prijavljenih primerov okuZb s kriptosporidijem po regijah v Sloveniji v letih 2008-2013.
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Razlogi za obisk
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Slika 2. Porazdelitev prijavljenih primerov okuzb s kriptosporidijem po starostnih skupinah v Sloveniji v

letih 2008-2013.

DIAGNOSTIKA

MikrobioloSka diagnostika temelji na mi-
kroskopskem dokazu oocist v blatu, za kar
uporabljamo ve¢ metod koncentriranja in
barvanja oocist. V primerjavi s klasi¢no
mikroskopijo se obcutljivost in specific-
nost z uporabo direktne imunofluorescen-
ce (DIF) mocno povecata, zato je trenutno
DIF metoda izbora za rutinsko dokazova-
nje okuzb. MoZna je tudi detekcija antige-
na z encimsko imunoadsorpcijsko metodo
(angl. enzyme-linked immunosorbent assay,
ELISA), vendar se zaradi manjSe obcutlji-
vost v primerjavi z DIF klini¢no redkeje
uporablja. Molekularne metode se upo-
rabljajo predvsem v raziskovalne name-
ne (1, 18-21).

ZDRAVLJENJE
Zdravljenje pri okuZbi s kriptosporidi-
jem je v glavnem podporno (rehidraci-
ja). Usmerjeno protiparazitno zdravljenje
navadno ni potrebno, saj je bolezen pri
imunsko kompetentnih bolnikih pravilo-
ma samoomejujoca. Pri imunsko oslablje-
nih bolnikih se bolezensko stanje izbolj$a
z izboljSanjem njihovega imunskega sta-
nja, npr. z zmanjSanjem imunosupresivne
terapije ali protiretrovirusnim zdravlje-
njem (1). Trenutno je ameriSka Agencija

za hrano in zdravila (angl. Food and Drug
Administration, FDA) za zdravljenje krip-
tosporidioze odobrila samo nitazoksanid,
a le za imunsko kompetentne bolnike (22).
Pri imunsko oslabljenih bolnikih sta bila
za zdravljenje uporabljena paromomicin
in spiramicin, vendar njuna ucinkovitost
ni bila dokazana (17).

OPIS PRIMEROV IN RAZPRAVA

V prispevku predstavljamo primere Stirih
okuZb s kriptosporidijem pri otrocih, sta-
rih od 7 mesecev do 4 let, v Sir$i okoli-
ci Ljubljane (ob¢ine DomZale, Kamnik in
Ribnica) ter primer okuZbe pri 25-letni
Zenski, ki je zbolela med bivanjem v Afri-
ki. Opisani primeri so bili diagnosticira-
ni v sredini avgusta 2015 z metodo DIF v
dvotedenskem ¢asovnem intervalu.

Pri bolnikih je bilo identificiranih ve¢
razli¢nih epidemiolo8kih dejavnikov tve-
ganja za okuZbo. Vsi bolniki izhajajo iz
podeZelskega okolja, kjer imajo v svo-
ji neposredni okolici kmetijske Zivali in
kmetijske povrSine, ki lahko predstavlja-
jo potencialen vir okuZbe. Pri najmlaj-
§i bolnici so imeli v ¢asu njene okuZbe
na kmetiji starih starSev mlado tele, sta-
ro manj kot 3 mesece, ki je imelo gastro-
intestinalne teZave z obilnim odvajanjem.
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Tabela 1. Podatki bolnikov s kriptosporidiozo.

Bolnik 1 2 3 4 5
Starost ob okuzbi 12 mesecev 18 mesecev 25 let 4 leta 7 mesecev
Datum sprejema  11. 8. 2015 12. 8. 2015 22.8.2015 24.8.2015 25. 8. 2015
vzorca
Identifikacija C. parvum C. parvum  Cryptosporidium spp. +  C. parvum C. parvum
Blastocystis spp.
Verjetna ni podatka Blejsko Afrika, Etiopija ni podatka mlado tele z drisko,

lokacija okuzbe jezero

domace okolje

Neposreden kontakt z Zivaljo je bil zani-
kan, vendar je v tem obdobju za tele skr-
bel dekli¢in oce.

Za drugega bolnika, ki za razliko od
ostalih prihaja iz dolenjske regije, smo
heteroanamnestic¢no izvedeli, da je v ¢asu,
ki sovpada z inkubacijsko dobo bolezni,
med kopanjem v Blejskem jezeru zauZil
vecje koli¢ine jezerske vode. Ostali ¢lani
druZine jezerske vode niso zauZili in niso
imeli zdravstvenih teZav. Tretja bolnica,
25-letna Zenska, je v okviru prostovoljne-
ga dela preZivela mesec dni v Etiopiji, kjer
je pomagala pri delu v sirotisnici. Tam je
delala z otroci in mladostniki, ki so ostali
brez starSev, torej so izhajali iz najrevnej-
Sega in za bolezni najbolj ogroZenega slo-
ja prebivalstva. Zbolele so tudi nekatere
od ostalih prostovoljk na odpravi, vendar
so bili pri njih povzrocitelji drisk drugi. Za
preostala dva otroka dodatnih dejavnikov
tveganja nismo ugotovili. Po nam znanih
podatkih so bili vsi oboleli imunsko kom-
petentni in brez pridruZenih bolezni. Vsi
bolniki so anamnesti¢no opisovali tipi¢ne
simptome (npr. slabost, abdominalne bo-
leCine in kréi, pogosta driska), najmlajSa
bolnica je tudi izgubila telesno teZo. Na-
potna diagnoza je bila v vseh primerih
akutna ali kroni¢na driska.

V okviru mikrobioloSke diagnostike je
bil pri vseh bolnikih opravljen tudi pre-
gled na ostale ¢revesne parazite ter na
najpogostejSe bakterijske (salmonele, Si-
gele, jersinije in kampilobaktre) in viru-
sne (elektronska mikroskopija na viruse:

rotavirusi, adenovirusi 40/41, norovirusi,
astrovirusi) povzrocitelje drisk. Preiskave
na ostale patogene so bile pri vseh otrocih
negativne, le pri bolnici, ki je bila v Afriki,
smo v blatu nasli Blastocystis spp. Z me-
todo veriZne reakcije s polimerazo (angl.
polymerase chain reaction, PCR) v realnem
¢asu smo iz kuZnin opredelili, ali gre za
vrsto C. parvum ali gre za kriptosporidij
druge vrste. Pri vseh Stirih otrocih je bila
dokazana vrsta C. parvum, pri prostovoljki
pa je okuZbo povzrocil kriptosporidij dru-
ge vrste, identifikacija je v teku.

Vsi Stirje zgoraj opisani otroci so bili
v domacem okolju ali med rekreacijskimi
aktivnostmi v potencialnem stiku z izloc¢-
ki goveda. Predvidevamo, da je do okuz-
be priSlo s stikom z okoljem, ki je bilo fe-
kalno onesnaZeno z iztrebki goveda. Kot
vir okuZzbe je na slovenskem podeZelju po-
membno izpostaviti manj$a lokalna vodna
zajetja, saj so zaradi nacina zajema pitne
vode mocno izpostavljena potencialnemu
fekalnemu onesnaZenju. Glede na dobro
obstojnost cist kriptosporidija v okolju,
njihovo visoko infektivnost, odpornost na
klorove spojine, teZavno filtriranje, raz-
Sirjenost Zivinoreje in moc¢no razsirjenost
podtipa IIa C. parvum v Sloveniji, identi-
fikacija C. parvum pri teh otrocih sovpa-
da z dosedanjimi ugotovitvami. Ujemanje
opazimo tudi z zgoraj prikazanimi podat-
ki Nacionalnega instituta za javno zdravje
(NIJZ) (slika 1 in 2), ki prikazujejo najve-
¢je Stevilo okuZb pri otrocih do 14. leta v
ljubljanski regiji. Razlog za prevladujoce
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Stevilo okuZb v tej regiji pripisujemo ve-

liki gostoti prebivalstva ter dejstvu, da se

tudi tukaj ljudje na periferiji z vodo oskr-
bujejo iz manjsih zajetij, ki so nemalokrat

v bliZini kmetijskih povrSin. Za natancnej-

So opredelitev epidemiolo$kih znacilnosti

bi bila potrebna:

+ genetska opredelitev kriptosporidijev
s sekvencno analizo gena gp060 ali po-
dobnimi tipizacijskimi metodami,

+ pregled vpletenega goveda,

+ pregled jezerske vode iz Blejskega je-
zera in

+ pregled dolo¢enih manjsih vodnih za-
jetij na kriptosporidije.

S trenutnimi informacijami moZnosti
okuZbe iz istega vira ne moremo z gotovo-
stjo ovreci, vendar zaradi odsotnosti novih
okuZb s kriptosporidijem v slede¢ih mese-
cih menimo, da do pomembnejSe kontami-
nacije pitne vode ali hrane ni prislo.

Pri 25-letni bolnici, ki je zbolela v
Afriki, pa za razliko od otrok okuZenih v
Sloveniji, pricakujemo drugacen mehani-

zem okuZbe. Pri njej ni bil identificiran C.
parvum, glede na obstojece epidemioloSke
podatke in porazdelitev vrst kriptospori-
dijev po svetu pa predvidevamo, da gre za
okuZbo povzroceno s C. hominis. Pri bolni-
ci je bil identificiran tudi Blastocystis spp.
- parazit, ki Zivi v ¢€revesju ljudi ter Ziva-
li in je potencialen povzrocitelj drisk (23).
Vsi ti podatki kaZejo, da je bila bolnica iz-
postavljena fekalni kontaminaciji, najver-
jetneje ¢loveSkega izvora, kar je glede na
higienske razmere in naravo dela, ki ga je
opravljala v Etiopiji, mo¢no verjetno.

ZAKLJUCEK

Pri naSih primerih kriptosporidioze smo
prikazali dva razlicna nacina okuZbe s
kriptosporidiji. Na eni strani imamo okuZz-
bo s C. parvum - vrsto, ki je razSirjena v
Evropi, prevladuje v Sloveniji in je mo¢no
povezana z Zivinorejo. Po drugi strani pa
prikazujemo okuZbo, najverjetneje pov-
zro¢eno s C. hominis - vrsto, ki prevladu-
je v Afriki in je tam zelo pogosta pri otro-
cih (1, 6).
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IZHODISCA. Stafilokokna zastrupitev s hrano nastane zaradi uZivanja hrane, onesna-
Zene z enterotoksini bakterije Staphylococcus aureus. V prispevku opisujemo obravna-
vo izbruha na Dolenjskem. METODE. Ob izbruhu smo izvedli epidemioloSko raziskavo
in terenski ogled kuhinje podjetja. Odvzeli smo vzorce hrane, brise na snaZnost s ¢i-
stih povr$in kuhinje in brise rok kuharja. Zaposlenim v kuhinji smo odvzeli bris nosu
in Zrela ter pregledali blato na prisotnost patogenih ¢revesnih bakterij. Posameznim
obolelim smo kultivirali blato. Izolatom bakterije Staphylococcus aureus iz brisov zapo-
slenih in vzorcev Zivil, smo dolocili enterotoksine z veriZno reakcijo s polimerazo. So-
rodnost med izolati Staphylococcus aureus iz Zivil in humanih vzorcev smo primerjali
z elektroforezo v pulzirajo¢em gelu. REZULTATI. Obolelo je 36 od skupno 180 izposta-
vljenih oseb. Med obolelimi je 34 oseb zauZilo v olju cvrto safalado, 33 oseb pa krom-
pirjevo solato. Pri sedmih zaposlenih smo v brisu nosu dokazali Staphylococcus aureus,
pri enem pa v brisu Zrela. Pri §tirih izolatih Staphylococcus aureus smo dokazali priso-
tnost enterotoksinov tipa SEC, SEG, SEI, SELL in SELN ter pri enem izolatu prisotnost
enterotoksinov tipa SEB, SELK in SELQ. Dva izolata Staphylococcus aureus nista tvorila
enterotoksinov. V obeh Zivilih prisotnosti stafilokoknega enterotoksina nismo potrdili,
pri izolatu Staphylococcus aureus, ki smo ga osamili iz safalade, smo dokazali prisotnost
stafilokoknih enterotoksinov tipov SEC, SEG, SEI, SELL in SELN, v krompirjevi sola-
ti pa enterotoksin tipa SEA. ZAKLJUCKI. Na podlagi pridobljenih rezultatov laborato-
rijskih preiskav nismo uspeli dokazati direktne povezave med domnevnim virom okuZ-
be in obolelimi. Rezultati epidemioloskega poizvedovanja kaZejo na nedvomno vzro¢no
povezavo med zauZitjem malice, safalade s krompirjevo solato, in zdravstvenimi posle-
dicami pri obolelih.
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ABSTRACT
KEY WORDS: staphylococcal food poisoning, saveloy, potato salad, enterotoxin type SEC, PCR, PFGE,

Lower Carniola

BACKGROUNDS. Staphylococcal food poisoning emerges due to the ingestion of
staphylococcal enterotoxins performed in food by enterotoxigenic strains of bacteria
Staphylococcus aureus. In this article, we describe an epidemiological investigation of an
outbreak in the Lower Carniola region of Slovenia. METHODS. At the outbreak, we car-
ried out an epidemiologic study and a field inspection of the kitchen. We collected food
samples, environmental samples on cleanliness, and swabs from the cook’s hands. Nose
and throat swabs were taken from the kitchen employees and their stool was analysed
for the presences of pathogenic bacteria. The stools of the patients were also cultured.
The enterotoxins of the bacteria Staphylococcus aureus isolates were determined with
the polymerase chain reaction. Relatedness between the isolates of Staphylococcus aure-
us from the food and human samples was determined by pulsed field gel electrophore-
sis. RESULTS. Thirty-six persons from a total of 180 exposed got ill. Thirty-four of the
ill persons ingested saveloy and 33 persons ingested potato salad. Staphylococcus au-
reus was detected in the nose swabs of seven employees and in the throat swab of one
employee. In four isolates of Staphylococcus aureus, the presence of enterotoxins of the
types SEC, SEG, SEI, SELL and SELN was confirmed and in one isolate the presence
of enterotoxins of the types SEB, SELK and SELQ was determined. Two isolates of the
Staphylococcus aureus have not formed enterotoxins. In both food types, the presence of
staphylococcal enterotoxins was not detected, in the isolate of the Staphylococcus aure-
us, isolated from the saveloy, the presence of enterotoxins of the types SEC, SEG, SEI,
SELL and SELN was determined and in the potato salad the presence of enterotoxins of
the type SEA. CONCLUSIONS. On the basis of the present results of laboratory analyses
no proof of direct connection between the assumed infection source and the illness co-
uld be provided. The results of the epidemiologic research indicate an undoubted cau-
sal connection between the ingestion of the meal, saveloy with potato salad, and the he-
alth consequences for the ill patients.

IZHODISCA

Stafilokokna zastrupitev s hrano je pogo-
sto prijavljena nalezljiva bolezen, ki je po-
sledica zauZitja onesnaZene hrane z enim
ali ve¢ enterotoksini bakterije Staphylo-
coccus aureus (angl. staphylococcal ente-
rotoxin, SE) (1-3). Po podatkih iz literatu-
re so do danes pri S. aureus odkrili ve¢ kot
23 razli¢nih tipov enterotoksinov. Toksine
razdelimo glede na nacin delovanja v dve
skupini: enterotoksine in toksine, ki so po-
dobni stafilokoknim enterotoksinom (angl.
staphylococcal enterotoxin-like, SEL). Med
enterotoksine uvrs¢amo tiste tipe toksi-

nov, ki po zauZitju hrane povzrocajo bru-
hanje oz. imajo emeti¢no lastnost (SEA-
-SEE, SEG-SE]J, SER-SET). Druge toksine,
ki nimajo emeti¢ne aktivnosti, pa uvrsca-
mo med toksine, ki so podobni stafiloko-
knim enterotoksinom (SELK-SELQ, SELU-
-SELX) (1, 3-5). Enterotoksini se tvorijo v
logaritemski fazi rasti bakterije ali med
prehodom iz logaritemske v stacionarno
fazo rasti. Odporni so na toplotno obdela-
vo, zmrzovanje, suSenje, na nizek pH, pro-
ti kislinam in proteoli¢nim encimom (1, 3).
Stafilokokne enterotoksine uvr§¢amo med
superantigene, saj lahko poleg zastrupitve
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s hrano povzrocajo tudi sindrom toksi¢ne-
ga Soka. Zapisi za enterotoksine se naha-
jajo na fagih, plazmidih, patogenih otokih
ali drugih mobilnih genetskih elementih
bakterije S. aureus (tabela 1) (1, 3-6).
Bakterijo S. aureus najdemo pri zdravih
osebah kot del normalne flore koZe ¢love-
ka. Najpogosteje naseljuje nosnice, prede-
le pod pazduho, perinej in dimlje. Pribli-
Zno 30-40 % populacije je asimptomatskih
nosilcev, ki imajo bakterijo v nosnicah (2).
Hrano s stafilokoki najpogosteje onesna-
Zi ¢lovek, ki ne upoSteva navodil higiene

med procesom rokovanja s hrano. Bakte-
rija S. aureus se od klicenosca ali osebe s
stafilokokno okuZbo koZe na hrano prena-
$a kaplji¢no, s kaSljanjem in/ali kihanjem,
neposredno preko rok ali posredno preko
onesnaZenih predmetov. Hrana se lahko s
stafilokoki onesnaZi tudi neposredno iz Zi-
vali, npr. krav, ovc, koz in perutnine (3, 5).
Najvecjo nevarnost za zastrupitev s stafi-
lokoki predstavljajo pogrete jedi, vnaprej
pripravljeni izdelki, meso in mesni izdelki,
izdelki, ki vsebujejo jajca, mleko in mle¢ni
izdelki, kreme in sladoledi (1, 3, 5).

Tabela 1. Povzetek karakteristik enterotoksinov in toksinov, ki so podobni stafilokoknim enterotoksinom
bakterije Staphylococcus aureus. kDa - kilo Dalton, (da) - Sibka reakcija, np - ni podatka (7, 3, 6-7).

Tip toksina Molekulska masa Oznaka gena Lokacija gena Emetska lastnost
(kDa)
SEA 271 sea profag da
SEB 284 seb kromosom, plazmid, da
patogeni otok
SEC, ;5 27,5-276 sec plazmid da
SED 26,9 sed plazmid da
SEE 264 see profag da
SEG 27,0 seg lokus egc, kromosom da
SEH 251 seh transpozon da
SEI 24,9 sei lokus egc, kromosom da
SELJ 28,5 selj plazmid np
SELK 26,0 selk patogeni otok (da)
SELL 26,0 sell patogeni otok (da)
SELM 24,8 selm lokus egc, kromosom (da)
SELN 26,1 seln lokus egc, kromosom (da)
SELO 26,7 selo lokus egc, kromosom (da)
SELP 27,0 selp profag (da)
SELQ 25,0 selg patogeni otok (da)
SER 27,0 ser plazmid da
SES 26,2 ses plazmid da
SET 22,6 set plazmid da
SELU 271 selu lokus egc, kromosom np
SELU, (SEW) 26,6 selu2 lokus egc, kromosom np
SELV 24,9 selv lokus egc, kromosom np
SELX np selx jedro genoma np
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Stafilokokno zastrupitev s hrano v sa-
nitarnem mikrobioloSkem laboratoriju
potrdimo, ko v hrani dokaZemo prisotnost
veC kot 10° kolonij (angl. colony-forming
unit, CFU) bakterije S. aureus na gram hra-
ne. V hrani dokaZemo prisotnost stafilo-
konega enterotoksina ter dokaZemo S. au-
reus z enakimi lastnostmi tudi pri osebi,
ki se je s hrano zastrupila (5). Pri izbru-
hih nalezljivih bolezni je pomembno hitro
ukrepanje z namenom iskanja vira okuZ-
be, epidemiolo8ko poizvedovanje o obole-
lih, preprecevanje Sirjenja in obvladova-
nje izbruha ter medsebojno sodelovanje
epidemiologov, higienikov, inSpektorjev
in mikrobiologov (5, 8).

Namen in cilji raziskave

V prispevku opisujemo primer stafilo-
kokne zastrupitve s hrano v enem izmed
podjetij na Dolenjskem. Prvo informacijo
0 sumu na zastrupitev s hrano smo na Na-
cionalnem inStitutu za javno zdravje, ob-
mocni enoti Novo mesto (NIJZ OENM),
prejeli 17. julija 2015, ob 18.30. ObveSceni
smo bili, da je zdravnisko pomo¢ poiska-
lo deset oseb, ki so imele prebavne teZa-
ve. Vse osebe, ki so poiskale zdravstveno
pomod, so se prehranjevale v kuhinji pod-
jetja in zauZile malico, ki je vsebovala sa-
falado, cvrto v olju, s krompirjevo solato.
Na podlagi zbranih informacij smo posta-
vili hipotezo, da je vir zastrupitve hrana, ki
so jo zauZili pri dopoldanski ali popoldan-
ski malici. Sledile so zacetne aktivnosti za
epidemiolo8ko preiskavo, pridobivanje in-
formacij o poteku dogodka, pridobivanje
kontaktov obolelih, anketiranje, odvzem in
zbiranje vzorcev za laboratorijsko diagno-
stiko in usklajevalni pogovori za ukrepa-
nje in preprecevanje nadaljevanje izbruha.

METODE

V skupini za raziskavo izbruha smo sodelo-
vali: NIJZ OENM, Uprava za varno hrano,
veterinarstvo in varstvo rastlin, obmocna
enota Novo mesto (UVHVVR OENM), od-

delki Nacionalnega laboratorija za zdravije,
okolje in hrano (NLZOH), in sicer Oddelek
za okolje in zdravje, Oddelek za mikrobio-
loSke analize Zivil, vod in drugih vzorcev
okolja in Oddelek za medicinsko mikrobi-
ologijo v Novem mestu, Oddelek za medi-
cinsko mikrobiologijo v Kranju, Oddelek za
mikrobioloSke raziskave Maribor ter Od-
delek za mikrobiolo$ke analize Zivil, vod in
drugih vzorcev okolja v Mariboru. O sumu
na izbruh smo obvestili tudi Zdravstveni
inSpektorat Republike Slovenije, obmocno
enoto Novo mesto (ZIRS OENM).

Epidemioloska in okoljska
preiskava ter odvzem vzorcev
Predstavniki NIJZ OENM, NLZOH in UV-
HVVR OENM smo opravili izredni pre-
gled v kuhinji podjetja v soboto, 18. julija
2015, na katerem smo priporocili takoj-
$nje ukrepe za preprecevanje Sirjenja mo-
rebitnega crevesnega nalezljivega obole-
nja. Za namene laboratorijske raziskave
smo odvzeli vzorce Zivil, brise na sna-
Znost s Cistih povrSin v kuhinji ter bri-
se rok kuharja. Vsem zaposlenim v kuhi-
nji, ki so opravljali delo v petek, 17. julija
2015, smo odredili preiskavo blata na pa-
togene Crevesne bakterije ter odvzem bri-
sa nosu in Zrela na S. aureus. Stirim obo-
lelim v izbruhu smo odredili preiskavo
blata na rotaviruse, adenoviruse, norovi-
ruse, na patogene Crevesne bakterije, ki
vklju€uje pregled na salmonele, Sigele,
kampilobakter, jersinije, S. aureus, Escheri-
chia coli in Clostridium perfringens.

Laboratorijske preiskave

Vzorce hrane in brise na snaznost smo pre-
iskali na Oddelku za mikrobiolo$ke anali-
ze Zivil, vod in drugih vzorcev okolja NL-
ZOH (9-11). Vzorce, odvzete zaposlenim
v kuhinji in obolelim osebam, pa smo po
standardnih postopkih preiskali na Oddel-
ku za medicinsko mikrobiologijo NLZOH.
Vse izolate bakterije S. aureus smo identi-
ficirali z masnim spektrometrom MALDI-
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TOF (angl. matrix-assisted laser desorption/
ionization-time of flight) tehnologije (Bio-
typer, Bruker Daltonic GmBH, Bremen,
Nemcija). Obcutljivost izolatov S. aure-
us na antibiotike smo testirali v skladu s
standardom EUCAST (angl. European com-
mittee on antimicrobial susceptibility testing)
(12). Gene enterotoksinov bakterije S. aure-
us smo dokazovali v razli¢nih multipleks
reakcijah PCR (angl. polymerase chain reac-
tion) po predhodno objavljenih postopkih
(13, 14). Sorodnost izolatov S. aureus, osa-
mljenih iz Zivil in humanih vzorcev, smo
ugotavljali z elektroforezo v pulzirajo¢em
gelu (angl. pulsed-field gel electrophoresis,
PFGE) (15).

REZULTATI

Rezultati epidemioloske preiskave
Na osnovi podatkov, ki smo jih uspeli pri-
dobiti z anketiranjem obolelih, smo ugo-
tovili, da je v povezavi z uZivanjem hrane
17. julija 2015 v kuhinji podjetja na Do-
lenjskem s prebavnimi teZavami zbolelo
36 oseb (34 moskih in 2 Zenski) od sku-
pno 180 izpostavljenih oseb, ki so zauZile
dopoldansko ali popoldansko malico. Ta je
vsebovala safalado, cvrto v olju, in krom-
pirjevo solato. Med zbolelimi je 34 oseb
zauZilo safalado in 33 krompirjevo sola-

to. Drugih skupnih virov prehranjevanja v
dneh pred pojavom teZav oboleli niso na-
vajali. Prvi bolnik je zbolel pol ure po zau-
Zitju malice. Pri 35 osebah so se ¢revesne
teZave pojavile Se isti dan, le pri eni nasle-
dnjega dne, kar kaZe na skupni vir okuZbe.
Inkubacijski ¢as od zauZitja hrane do po-
java prvih znakov bolezni je trajal v sku-
pnem povprecju 3,8 ur. Pri osebah, ki so
zauZile dopoldansko malico, je bil v pov-
precju 3,5 ure, pri osebah, ki so zauZile po-
poldansko malico, pa 2,7 ure. V epidemic-
ni krivulji sta nakazana dva vrha; prvi v
nekaj urah po zauZitju dopoldanske mali-
ce, drugi pa v nekaj urah po zauZitju po-
poldanske malice (slika 1). Glede na sta-
rostno strukturo je obolel po en bolnik iz
starostne skupine 15-19 let in 20-24 let,
20 iz starostne skupine 25-44 let in 14
bolnikov iz starostne skupine 45-64 let.
Bolezenski znaki, ki so jih navedli bolni-
ki, so bili slabost in driska (33 oseb), bru-
hanje (29 oseb), kr¢i v trebuhu (24 oseb) in
mrzlica (12 oseb). Noben bolnik ni porocal
0 poviSani telesni temperaturi. Prebavne
teZave so pri vecini izzvenele Ze isti dan,
v povpredju so trajale 20 ur. Ambulantno
je bilo obravnavanih 16 bolnikov, dve ose-
bi sta bili na nekajdnevni hospitalizaciji v
Splo3ni bolnisnici BreZice. Umrl ni nihce.

stevilo zbolelih

=

17. avgust

T T
8-10 10-12 12-14 14-16 16-18 18-20 20-22 22-24 0-2

24 46

T T T T
6-8 8-10 10-12 12-14 14-16

18. avgust

ura zbolevanja

Slika 1. Epidemicna krivulja Stevila obolelih glede na pojav bolezenskih znakov pri izbruhu zastrupitve s hrano.
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Rezultati laboratorijskih

preiskav humanih vzorcev

Preiskava blata Stirih bolnikov na viruse
in patogene Crevesne bakterije S. aureus,
Crevesne E. coli ter C. perfringens je bila
negativna. Tudi preiskava blata 20 zapo-
slenih v kuhinji podjetja je bila negativ-
na. Pri sedmih (35 %) od skupno 20 zapo-
slenih v kuhinji smo v brisu nosu in pri
enem (5 %) v brisu Zrela dokazali bakte-
rijo S. aureus. Vsi izolati S. aureus so bili
odporni proti penicilinu in obc&utljivi na
preostale testirane antibiotike. Pri S§ti-
rih izolatih S. aureus smo dokazali prisot-
nost enterotoksinov tipa SEC, SEG, SEI,
SELL in SELN, pri enem pa prisotnost
enterotoksinov tipa SEB, SELK in SELQ.
Dva izolata S. aureus nista tvorila entero-
toksinov.

Rezultati okoljske preiskave
Stirje brisi od skupno 12, odvzetih na
snaznost, je bilo sanitarno-mikrobiolo-
Sko neustreznih. Brisi rok, odvzeti zapo-
sleni osebi v kuhinji podjetja, so ustreza-
li kriteriju primernega higienskega stanja
rok. V vzorcih hrane (safalada in krom-
pirjeva solata) smo dokazali 50 CFU/g oz.
100 CFU/g koagulazno pozitivnih stafilo-
kokov pri temperaturi 37 °C. V obeh Zi-
vilih prisotnost stafilokoknega enteroto-
ksina nismo potrdili, pri izolatu S. aureus,
ki smo ga osamili iz safalade, smo doka-
zali prisotnost stafilokoknih enterotoksi-
nov tipov SEC, SEG, SEI, SELL in SELN,
v krompirjevi solati pa enterotoksin tipa
SEA (tabela 2).

Preliminarni rezultati preverjanja so-
rodnosti z metodo PFGE enterotoksin

Tabela 2. Rezultati odvzetih brisov na snaznost in vzorcev hrane (safalada, cvrta v olju, in krompirjeva
solata). CFU - colony-forming unit, g - gram, * vzorca sta bila shranjena v isti posodi.

Odvzeti brisi na Stevilo Stevilo Stevilo koagulazno
snaznost v kuhinji mikroorganizmov enterobakterij pozitivnih stafilokokov
podjetja pri30 °C pri37°C pri 37 °C
prijemalka >1.000 CFU <5CFU

posoda za mesarje >1.000 CFU >1.000 CFU

krompirjeve solate nismo nasli
salamoreznica >1.000 CFU 30 CFU

deska za delikateso >1.000 CFU 20 CFU

bris, odvzet
iz rok zaposlene
osebe v kuhinji

primerno higiensko stanje rok
(tevilo Erevesnih enterokokov: < 10 CFU; Stevilo koagulazno
pozitivnih stafilokokov pri 37 °C: < 10 CFU)

krompirjeva Stafilokokni | Stevilo koagulazno | Stevilo Stevilo Skupno &tevilo
solata* enterotoksini pozitivnih Bacillus | sulfitreducirajogih | mikroorganizmov
stafilokokov cereus klostridijev pri 30 °C
pri37°C
nismo <100
dokazali 100 CFU/g CFU/e <10 CFU/g 1.700 CFU/g
Zivilo zdravstveno ustrezno
safalada, Stafilokokni | Stevilo koagulazno | Stevilo Stevilo Skupno &tevilo
cvrta v olju* enterotoksini pozitivnih Bacillus | sulfitreducirajogih | mikroorganizmov
stafilokokov cereus klostridijev pri30 °C
pri 37 °C
nismo <100
dokazali 50 CFU/g CFU/g <10 CFU/g 2.200 CFU/g

Zivilo zdravstveno ustrezno
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pozitivnih sevov S. aureus, izoliranih iz
humanih vzorcev in vzorcev Zivil, ne po-
trjujejo sorodnosti. V ¢asu oddaje prispev-
ka koncnih rezultatov Se nismo prejeli.

RAZPRAVA

Obravnavali smo izbruh stafilokokne za-
strupitve s hrano, v katerem je zbolelo 36
(20 %) oseb od 180 izpostavljenih. Ugoto-
vili smo, da je 34 oseb zauZilo safalado,
cvrto v olju, in 33 oseb krompirjevo sola-
to v ¢asu dopoldanske in popoldanske ma-
lice. Obe Zivili (krompirjeva solata in sa-
falada), ki smo ju ocenili za rizi¢ni, sta bili
glede na sanitarno-mikrobioloSke prei-
skave ocenjeni za zdravstveno ustrezni. V
obeh Zivilih je bil izoliran koagulazno po-
zitiven stafilokok, vendar je bila vsebnost
stafilokoka v vzorcu (CFU/g Zivila) ma-
lice nizka, kar kaZe, da vzorec malice ni
bil dlje ¢asa izpostavljen nevarnemu tem-
peraturnemu obmocdju za razmnoZevanje
stafilokokov, je pa v povezavi z opisanim
dogodkom vsebnost stafilokoka indikativ-
na. S. aureus se v onesnaZenih Zivilih zelo
hitro razmnoZuje pri temperaturah med 7
in 48 °C (3). Ze v nekaj urah se namno#i
zadostna koli¢ina bakterij, da v Zivilo izlo-
¢ijo zadostno koli¢ino enterotoksinov, ki
povzrocijo zastrupitev s hrano. Za zastru-
pitev je potrebna koli¢ina manj kot 1 pg
toksina. Avtorji v literaturi navajajo, da je
za zastrupitev s ¢okoladnim mlekom, ki jo
je povzrotil S. aureus, ki je izlo¢al entero-
toksin tipa A, zado$c¢alo Ze 0,5 ng toksina/
ml mleka (3-4). Enterotoksini so toplotno
stabilni, zato jih z obi¢ajnimi postopki ob-
delave, kot so kuhanje ali pecenje, ne uni-
¢imo. Sama prisotnost bakterije in toksi-
nov v Zivilu ne spremeni vonja, videza in
okusa, zato ne moremo posumiti, da Zivi-
lo ni ustrezno (3-5).

Glede na epidemiolo8ke podatke in la-
boratorijske preiskave nismo mogli na-
tancno opredeliti, katero Zivilo je bilo vir
zastrupitve v tem izbruhu, saj sta bili obe
Zivili shranjeni v isti posodici, s ¢imer je

bila omogocena navzkriZzna kontaminaci-
ja. Glede na nacin priprave smo kot bolj
rizi€no opredelili krompirjevo solato, ne
moremo pa povsem izkljuciti safalade.
Odvzeti brisi na snaznost s ¢istih delovnih
povrsin kuhinje so pokazali, da je bilo hi-
giensko stanje kuhinje dan po zauZitju su-
mljivih Zivil neprimerno. Ugotovili smo
tudi pomanjkljivo hlajenje delovnih pro-
storov v kuhinji.

Domnevamo, da je bil v izbruhu vir
okuZbe najverjetneje Kklicenosec entero-
toksin pozitivnega stafilokoka, ki je zara-
di slabega poznavanja oz. neupoS$tevanja
priporocil za higiensko rokovanje z Zivili
med pripravo onesnaZil Zivila. Po podat-
kih iz literature stafilokokno zastrupitev
s hrano najpogosteje povzroca S. aureus,
ki izlo¢a enterotoksin tipa SEA samostoj-
no ali v kombinaciji s preostalimi ente-
rotoksini (1, 3). V na$i raziskavi izbruha
smo v krompirjevi solati dokazali priso-
tnost enterotoksina tipa SEA, ki pa ga ni-
smo dokazali ne v vzorcih blat obolelih
in ne vzorcih, odvzetih zaposlenim v ku-
hinji. V raziskavi izbruha Grmek-KoSni-
kove s sodelavci so v krompirjevi solati
prav tako dokazali prisotnost enteroto-
ksina tipa SEA (8). V safaladi in pri Stirih
zaposlenih v kuhinji pa smo dokazali en-
terotoksine tipov SEC, SEG, SEI, SELL in
SELN. Johler s sodelavci je opisal stafilo-
kokno zastrupitev, povzroceno z ov¢jim
sirom, ki je vseboval enterotoksine SEG,
SEI, SELM, SELN in SELO (10).

Za dokazovanje stafilokoknih ente-
rotoksinov so na voljo razlicne metode.
Najpogosteje uporabljamo imunoloske
metode, npr. reverzno pasivno lateksno
aglutinacijo (RPLA), encimsko-imunski
test (ELISA) in druge. S temi testi doka-
zujemo enterotoksine tipov SEA, SEB,
SEC, SED in SEE, ki so tudi najpogostej-
§i povzrocitelji zastrupitev (1, 3). Mole-
kularne metode (PCR) pa nam omogocajo
dokazovanje tudi preostalih tipov entero-
toksinov, ki imajo emeti¢ne lastnosti in
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jih v zadnjem c¢asu pogosteje povezujejo
kot moZne povzrocitelje zastrupitev s hra-
no (3, 5, 16). Pomanjkljivost molekularnih
metod je, da dokaz prisotnosti genov en-
terotoksinov v Zivilu ali humanih vzor-
cih ne opredeli tudi dejanskega izraZanja
gena in tvorbe enterotoksinov (5).

ZAKLJUCKI
Preliminarni rezultati preverjanja soro-
dnosti z metodo PFGE enterotoksin pozi-

tivnih sevov S. aureus, izoliranih iz huma-
nih vzorcev in vzorcev Zivil, ne potrjujejo
sorodnosti. Na podlagi pridobljenih re-
zultatov laboratorijskih preiskav nismo
uspeli dokazati neposredne povezave med
domnevnim virom okuZbe in obolelimi.
Rezultati epidemioloSkega poizvedovanja
kaZejo na nedvomno vzro¢no povezavo
med zauZitjem malice, safalade s krom-
pirjevo solato, in zdravstvenimi posledi-
cami pri obolelih.
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Opazorila in wwidrmslnl ukrepi: Moine so resne preadéutljivostne mawlp obéasno s smrinim tadom. Ce se med zri‘aninrwm z uhnlnm Ilnh:m pofai huda abargiska reakela, jo treba uporabo 2dranla
prekiniti in ustre: 1L Med uporabo fsamilceftarolina sta bile opisana 2 xdravili 22 rdravljenje baktesjsiah okuth poverani kolitis In psevdomemibranski koits; segata Lahko od blageza do smirina nevar-
niega. Zalo jena o &agnum trebia pamistit pri vseh bobaikib, K se jim med uporabo losamilcef taroiing all po njg) pojis driska. V taksnih okolSZimah pide v poSler prenehanje draviznja s fosamilceltanl
I uporaba padparnih wkrepor, obenem 2 uporabo specitnega 2draviienia profl Closindium difficile, Med 2dravljesem 2 ldmmm Tirfor &l pa njem se lahko pojavi supennletnqa Idranilo Zintor Je treba
uperabljat peevidno pei banikih s kamvuzivno motnjo. Odmerek je teba peilagodt bolnikom 2zmerma da hudo okvaro lecvic {odistek kreatinina 2 15 d < 50 mi/minjink dpovedyo kdvic, vkijucnn 2 bolniki
na hemodialiri. Med rdmjme s celalosporinl s2 lahkn pojavi poritin indd direkdnega anligobulinslega testa (DAGT - direct antigfobulin test). Bolike. (i Imtm se med xdmijauar 1 adravilom Zinforo ali
po njem pojaii anemija, ja treaa pregledati glede mofnosti pojava hemoliticee anemije.
Nosenast in dejenje: Zaradi previdnosti s¢ jo 2dravilu Zinkoro med nosegnestio bolje izognit, razen e klinkéno stasje Zenshe zahteva 2draviienge 2 antib hi ima takéen protibakterjshi profl ket zdranilo
Tinfora, Ni znang, ali s2 fsamikeettaralm all ceffarclin pri Eloveky izloca v materma mleko. Odlofiti se je tieba bodisi za prenehanje dojenfa bodssl 72 prekinite/ prenehanje zdrauljenja ¢ dravilom Zinforo,
upestevaje korist 2draujenja za fensko,
Medsebojno delovanje adravil: Swdse medsebojaega delovanja adra s fosamilceltarolinom niso bile izvedene. Meinest 1a mecsebojno delovanie ceftarolina all fosamiboettaslina £ zdvavil, ki se presnavijajo
zeacimi P450, je predvidoma majhna. kes in vitro nili ne zavirata niti ne inducirata encimov P450, Ceftaralin all fosamilcetaralin se in vt ne presnaviata 2 encimi PAS0, zato ni verietno, da bi njuna soéasna
uporaba flm‘lllllnrp Al zaniralcl PAR0 wplivala na lamakokinetiio cpﬂsmlina Ceftaralin in vitra ri ne substrat ne zaviralec ledviéndh pivzemaih presagalcey (D012, DAT in OWT3), Zato ni pricakovati medsehojnih
delovan] ceftaroling z 2dradli, ki so substrali ali zaviralei {npr, probenecic) Sal
Naidml- al:lnkl thwgnd.qs rmelenl ugink], ki so s pnimll pizd% hohkw adradjenih 2 zdravilom Zintoro, so bili dmlm. glavobol, nevzea In stberie. Na splodno so bil blagiall amernl

cranvilia po iedafi dovoljenja za promet jep o, Omugoca namred stakso spren] ja e Kot i tvegan 2cranviia. Od adravstveni delavoey se zahleva,
da mr:m o keterem koll domnevnem nelelenem uiinky zdravila na
Univerzitetni khniEn) center Ljebiana, Interna Mireka, Center za zastrupine, Taboéke cesla? SI IDUU Ljubliana, Falcs +386 (0)1434 F6 46, enusta 1arma<wglance€lni51
Vrsta in vsebina ovajnine: 20-ml steklena viala (iz stekla tipa 1), raprta ¢ gumiastim (| amaskom, aluminifsio 2apor in | dranibo je pakirano v pakiranje 2 10 vialami,
Datum priprave besedila: oktober 2014 i
Imetnik dovoljenja za promet: Astra?eneca AB, § 151 85, Sadertalje, Svedska,
Dodatne informacije sa na voljo pri: Astralenecs UK Limited, Podrufnica v Slovenfl, Yerovshova 55, 1000 Ljubljana, tedefon; 01/51 35 600,
Pred predpisovanjem, prosimo, preberite celoten povietek glvnlh matiinosti zérmila.
Samo za strokovno [avnost, Informacija pripravijena: maj 2015,

1. Corey GRet al. i Inf Dis 2010; 5 64150, Ast raZeneca@
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PRINASAMO RESITVE

e ISCete resitve na podrocju
znanosti o Zivljenju?

0 Potrebujete ustrezna
orodja za analitiko?

Mi vam jih ponujamo!
* Reagenti za diagnostiko in biomedicino
« Instrumenti in tehni¢na podpora
* Potrosni material
» Aplikativna pomocd
* Pipetni program in

akreditirane kalibracije
* Plastika

Kemomed

Svetovanje, trgovina in
trzenje d.oc.o
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The Diagnostic Spe

Diagnostika v blatu

Podjetje DiaSorin ponuja sirok nabor popolnoma avtomatiziranih
preiskav v vzorcu blata.

Spoznajte vse prednosti, ki jih ponuja imunodiagnostika v blatu.
DiaSorin Liaison XL avtomatiziran sistem omogoca hitre rezultate,
fleksibilnost pri delu, boljso ucinkovitost in sledljivost.

ODKRIJTE RESITVE, KI JIH NUDI PODJETJE DIASORIN ZA VSE
KLINICNE POTREBE.

V) i

Campylobacter Adenovirus C. difficile GDH

C. difficile EHEC Toksin H. pylori SA Rotavirus
Toksina A&B

WWW.genos.si




I NVI G E N I U S popolnoma avtomatizirana priprava vzorcev
DNA in RNA v diagnosti¢nih laboratorijih

stratecee

maolecular

INVIMAG
UNIVERSAL KIT
Edinstvena znacilinost

InviGenius*

GLAVNE ZNACILNOSTI:

ekstrakcija DNA in RNA do 12 vzorcev naenkrat
standardizirani protokoli za pripravo vzorcev
kemija reagentov z magnetnimi delci
skladnost s CE in IVD direktivo

primeren za ekstrakcijo iz razli¢nih klini¢nih vzorcev:
polna kri, plazma, serum, urin, raztopine vzorcev iz brisov, blato, sputum

Univerzalni protokol se uporablja za ekstrakcijo genomske, bakterijske, virusne
DNAin virusne RNA iz razliénih kliniénih vzorcev. Volumen vzorcev do 200 pl.

© Sanolabor




@ Wanitin

Smo podjetje, kjer kontinuirano spremljamo najnovejse pristope v omejevanju
in obravnavi mikrobnih in virusnih okuzb. Nudimo vam zanesljive in tehnolosko

dovriene proizvode za uporabo v mikrobiologiji priznanih svetovnih
proizvajalcev.

CHR()Magar

The Chromogenic Media Pioneer

GenemicA

Maritim, d.o.o., Tacenska 20, 1210 LjubljanaTel.: 01 512 83 20 ; Fax: 01 512 83 25; www.maritim.si
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Izvedite
analizo qPCR

Ustvarite svoj
kompleks =
e
Giardia

Izberite Norovirus

patogene

Rotavirus

Trije koraki do zanesljive detekcije patogenov
Bodite prilagodljivi. Ostanite ucinkoviti. Ohranite nadzor.

Paleta reagentov za odkrivanje ¢revesnih patogenov (RUO)

Paraziti Bakterije Virusi

Entamoeba Yersinia

Entamoeba histolytica

Norovirus GG1

Sapovirus

Giardia Campylobacter Norovirus GG1
Norovirus GG2

Dientamoeba Shigella/EIEC Rotavirus
Cryptosporidium Salmonella Adenovirus F
Blastocystis Plesiomonas Enterovirus

Aeromonas Astrovirus
@ Roche farmacevtska druzba d.o.o., Divizija za diagnostiko

Vodovodna cesta 109, 1000 Ljubljana, T:01/56 80 260

MOLIBOL F:01/56 80 273, www.roche.si




DOMEL, d.o.0., Otoki 21, 4228 Zelezniki ®
PE Laboratorijski sistemi, Na Plaviu 79, 4228 Zelezniki
Phone: +386 4 5117 500, Fax: +386 4 5117 501
WEB: http://www.tehtnica.si E-mail: info@tehtnica.si
lehtnica

Domel, PE Laboratorijskisi sistemi smo naslednik podjetja Tehtnica Zelezniki.

Proizvajamo vrhunske laboratorijske instrumente namenjene laboratorijski
uporabi. Visoko kakovostna pripravljenih vzorcev omogocamo z instrumenti
kot so blender, krogli¢ni mlin in centrifuge. Vzorce ohranjamo s podpornimi
instrumenti kot so stresalni inkubator, grelni, hladilni inkubator ter stresalniki

(orbitalni, reciprocni, 3D, nazibni).

®
n “ M e I_ http:// Iabs—sl.dorpell.gotm




Javna latrina v severovzhodnem vogalu emonske insule XVII. Konec 4. stoletja/zacetek 5. stoletja n. 5t.
(Muzej in galerije mesta Ljubljane; fotografija: Vinko Sribar, MGMI)
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Surveillance of Foodborne and Waterborne Diseases - Eva Grilc, Maja Socan
Environment and Food as a Source of Infection - Stanka Vadnjal, UrSka Henigman, Andrej Kirbis, Majda Biasizzo
Molecular Epidemiology of the Intestinal Parasitoses - Barbara Soba, Miha Skvaré

Enteric Infections Vaccines - A Review of Vaccines Currently in Use and in Development - Zoran Simonovic, Alenka
Trop Skaza

The Immune Response and the Development of Vaccines against Helicobacter pylori - Alojz Ihan

The Effect of Microbiome on Human Health - Gorazd Avgustin

Gastrointestinal Tract as a Source of Infection in Immunocompromised Patients - Enver Melkic, Samo Zver
Small Intestinal Bacterial Overgrowth Syndrome - Samo Plut, Mateja Pir$

Different Approaches to Studies of Gut Microbiota and Clostridium difficile Interactions - Sandra JaneZic, Aleksander
Mahnic, Maja Rupnik

Problems of Diarrheagenic Escherichia coli Detection - Marija Trkov, Tjasa Zohar Cretnik, Mateja Pirs, Ingrid Berce,
Mateja Ravnik, Metka Paragi

New Approaches in Detection of Classical Bacterial Diarrheal Pathogens - Mateja Pirs, Tjasa Cerar Kisek, Jernej Guzej,
Barbara Stalowsky Poglajen, Tina Plankar Srovin, Tatjana Lejko Zupanc

Novelties in Gastrointestinal Viral Infections - Andrej Steyer, Tina Naglic, Marko Kolenc, Martin Sagadin, Mateja
Poljsak-Prijatelj
Gastrointestinal Infections in Small Children - Monika Jevsnik, Andrej Steyer, Miroslav Petrovec

Syndromic Approach in Diagnostics of Enteric Infections - Mateja Pirs, Tjasa Cerar Kisek, Barbara Soba, Miha Skvar¢,
Andrej Steyer, Marko Kolenc, Mateja PoljSak-Prijatelj

Cytomegalovirus Colitis - Nina Zidar, Ivan Ferkolj, Miroslav Petrovec

The Microbiological Diagnostics of Infection with Helicobacter pylori - Do We Know How to Use it Correctly? - Samo
Jeverica, Samo Plut, Borut Stabuc

Staphylocccocal Food Poisoning - Guidelines for Investigation in Case of an Outbreak or a Possible Outbreak and for
Basic Hygienic Preventive Measures - Eva Grilc, Natasa Simac, Majda Pohar, Zoran Simonovi¢, Tatjana Frelih, Simona
Ursic

Gastrointestinal Infections in Returned Travelers from the Tropics - Peter Kordi3, Veronika Crilj, Rok Grilj, Tadeja Kotar
Diarrhea in Immunocompromised Patients - Janez TomaZic, Mateja Pirs, Miha Skvaré

Nosocomial Gastrointestinal Infections - Tatjana Lejko Zupanc, Mateja Logar

Control of Viral Enteric Infections in Hospitals and Long-Term Care Facilities - Tatjana Mrvic, Tatjana Lejko Zupanc
Management of Clostridium difficile Infections in Hospitals - Helena Ribic¢

In Anticipation of the New Infectious Diseases Society of America Guidelines for the Management of Infectious
Diarrhea - Mateja Logar

Infections With Multiple Resistant Campylobacter in Slovenia - Irena Grmek Ko$nik, Ingrid Berce, Marija Trkov,
Mateja Ravnik, Matejka Bremec, Zdenka Horvat Sardi, Alenka Storman, Tatjana Harlander, Ziva Petrovi¢, Mateja Pirs

Campylobacter concisus — An Emerging Pathogen: Cases of Enteric Infections in Children from the Gorica Region -
Ingrid Berce, Tanja Milanic Koron, Mateja Pir$, Romina Kofol

Cystic Lesion in the Liver Caused by Echinococcus spp. - Jasna Dragicevi¢, Tadeja Kotar, Janez Tomazi¢, Barbara Soba,
Ana Kovac, Nina Starasinic, Miha Skvar¢

Increased Number of Diarrhea Cases in Children due to Infection with Protozoan Cryptosporidium spp. - Matej Kokalj,
Barbara Soba, Eva Grilc, Jana Svetitié Marinko, Miha Skvaré

Detecting Staphylococcal Enterotoxins in Food Poisoning: A Case Study of an Outbreak in the Lower Carniola region -
Urska Dermota, Marta Kosir, Bonia Miljavac, Irena Grmek Kosnik




