Biokemijska identifikacija Campylobactera kao
uzrocnika gastroenterokolitisa medu stanovnistvom
Osjecko-baranjske zupanije

Jersek, Maja

Master's thesis / Diplomski rad
2017

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: Josip Juraj
Strossmayer University of Osijek, Faculty of Medicine Osijek / SveuciliSte Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Medicinski fakultet Osijek

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:152:049719

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-08

Repository / Repozitorij:

Repository of the Faculty of Medicine Osijek

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLII

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:152:049719
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mefos.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/mefos:948
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/mefos:948
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mefos:948

SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
MEDICINSKI FAKULTET OSIJEK

SveudiliSni preddiplomski studij medicinsko laboratorijske

dijagnostike

Maja JerSek

BIOKEMIJSKA IDENTIFIKACIJA
CAMPYLOBACTERA KAO UZROCNIKA
GASTROENTEROKOLITISA MEDU
STANOVNISTVOM OSJECKO-BARANJSKE
ZUPANIJE

Zavrsni rad

Osijek, 2017.



SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
MEDICINSKI FAKULTET OSIJEK

SveudiliSni preddiplomski studij medicinsko laboratorijske

dijagnostike

Maja JerSek

BIOKEMIJSKA IDENTIFIKACIJA
CAMPYLOBACTERA KAO UZROCNIKA
GASTROENTEROKOLITISA MEDPU
STANOVNISTVOM OSJECKO-BARANJSKE
ZUPANIJE

Zavrsni rad

Osijek, 2017.



Rad je ostvaren u Sluzbi za mikrobiologiju Zavoda za javno zdravstvo Osjecko-baranjske Zupanije

Mentor: prof. dr. sc. Maja Miskulin dr. med., spec. epidemiologije i zdravstvene ekologije

Neposredni voditelj: dr. sc. Arlen Antolovi¢ Pozgain, dr. med., spec. medicinske mikrobiologije s
parazitologijom

Rad ima 25 listova i 10 tablica.



SADRZAJ

L UVOD ettt ettt e et e nh et e e nee s 1
1.1 KampilobaKteriozZa.........cccoiiiiiiiiiiiceee e 1
1.2  Epidemioloska obiljezja kampilobakterioze............coevviiiiiiiiiiiiiciicsenees 2
1.3 Laboratorijska dijagnostika kampilobakterioze.............ccocvieiiiniiiis e 4

2 CHLI RADA e 5

3 ISPITANICI I METODE ... s 6
T8 A U1 (o 5] 11 o [ =SSOSR 6
30 (1o =1 [ SRS OSURPSN 6
3.3 IMIBLOE ...t 6

3.3.1 Bakterioloska pretraga stolice na Campylobacter Spp ........cccevverveeriveiiiesiieninnns 6
3.4 StatiStCKE METOAEC .. ..ueiiii et be e re e sae e s aeearees 8

A REZULT AT ettt e e nnee s 10

5 RASPRANV A et 17

6 ZAKLIUCAK ..ottt sttt 19

T SAZETAK oottt 20

8 SUMMARY ettt ettt bbbttt r e te e nne e 21

O LITERATURA ettt ettt b et e et e e be e nne e 22

10 ZIVOTOPIS ..ottt 26



uUvoD
1 UvOoD
1.1 Kampilobakterioza

Kampilobakteri su sitni, zavijeni gram-negativni Stapi¢i, mikroaerofilni su i termofilni.
Zanimanje za infekcije ljudi uzrokovane tim bakterijama raste jos od 19. stolje¢a kad su uocene
zavinute, gram-negativne bakterije u stolici bolesne djece s proljevom (1). Kampilobakteri se
razmnozavaju sporije nego uobicajena crijevna flora. Najbolje rastu u mikroaerofilnim uvjetima (5
— 10 % kisika) i na temperaturi od 42 °C (2). U starijim kulturama ili nakon duljeg izlaganja
atmosferskom kisiku mogu poprimiti kokoidan oblik. Na jednom ili obama krajevima posjeduju
polarnu flagelu koja im omogucava veliku pokretljivost (3). Danas tomu rodu pripada 17 vrsta.
Nekoliko vrsta uzrokuje proljeve kod ¢ovjeka (C. jejuni, C. coli, C. upsaliensis, C. lari i drugi), a
najvazniji su C. jejuni i C. coli. U laboratorijskom radu C. jejuni se od C. coli razlikuje testom
hidrolize hipurata koji je za C. jejuni pozitivan (4). Danas je Campylobacter jejuni vode¢i uzro¢nik
bakterijskoga gastroenteritisa i u zemljama u razvoju i u razvijenim zemljama. Izolira se mnogo
¢esce od ostalih crijevnih patogena (Salmonella, Shigella), stoga je vazan javnozdravstveni problem
(5). Infekcije ljudi najc¢esce su posljedica konzumiranja nedovoljno termicki obradenoga pilecega ili
svinjskoga mesa kontaminiranoga tijekom obrade, nepasteriziranog mlijeka, vode zagadene
izlu¢evinama inficiranih zivotinja te izravnog kontakta s inficiranim Zivotinjama (profesionalno ili s
kuénim ljubimcima) (6). Nakon ingestije, kampilobakteri prolaze kroz Zeludac te adheriraju 1
koloniziraju kolon i distalni dio ileuma. Kao posljedica adhezije na stanice crijevnog epitela dolazi
do promjene u apsorpciji crijeva. To moze biti posljedica ostecenja epitelnih stanica invazijom i/ili
produkcijom toksina ili izazivanjem upalnog odgovora domacina, a sve ovisi 0 soju kampilobaktera
i imunoloskom statusu domacina. Za pokretljivost kampilobaktera odgovorno je posjedovanje jedne
polarne flagele (koja je vrlo vazan ¢imbenik virulencije). Ve¢ na pocetku infekcije flagela olakSava
bakterijama prolaz kroz Zzeludac do crijeva (7). Infekcije izazvane drugim vrstama zajedno
predstavljaju samo 1 % infekcija izazvanih kampilobakterima u humanoj medicini (8). Od ostalih
vrsta koje su izolirane iz stolice bolesnika s dijarejom pojavljuje se Campylobacter upsaliensis. S
izuzetkom C. lari, koji ¢ini samo oko 0,1 % infekcija, ostale vrste zahtijevaju kompliciraniju
metodu izoliranja (metoda filtracije) jer slabo ili uopée ne rastu na uobicajenim selektivnim
podlogama. Simptomi bolesti zapoc¢inju naglo, nakon inkubacije do tjedan dana. Bolest je
samoogranic¢avajuca i naj¢esce se ocituje proljevom, vru¢icom i abdominalnim gréevima. Stolice su

ucestale, vodenaste, ponekad s primjesama krvi ili sluzi. Tjelesna temperatura najcesSce je umjereno
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povisena, no moze biti i do 40 °C te trajati do tjedan dana (9). Leukociti i eritrociti mogu se na¢i u
stolici inficiranih osoba u 75 % slucajeva. Kampilobakteri koji uzrokuju gastroenteritise
koloniziraju tanko i1 debelo crijevo i dovode do upalnog proljeva pracenog povisenom
temperaturom, leukocitima, a ponekad i prisutnos¢u Krvi u stolici bolesnika. Infektivna doza za C.
jejuni iznosi izmedu 800 i 10000 bakterija. Kako do infekcije dolazi najceS¢e ingestijom
kontaminirane hrane i vode, vazna je otpornost kampilobaktera na razlicite stresne ¢imbenike
kojima su u hrani i vodi izlozeni. Adhezija, invazija, proizvodnja toksina i izbjegavanje obrambenih
mehanizama domacina ¢initelji su virulencije mnogih crijevnih patogena pa tako i kampilobaktera
(10). Poznat je cijeli niz Cinitelja virulencije kampilobaktera. Jedan od najranije upoznatih je bic,
flagela, koja ima vaznu ulogu u kolonizaciji sluznice probavnog sustava (11-12). Kliconostvo
zaostaje prosje¢no Cetrnaest dana, Sto je dulje kod dojencadi. Nakon preboljele infekcije povecana
je ucestalost sindroma iritabilnog kolona (13). Campylobacter spp. najprije prianja uz epitelne
stanice jejunuma, ileuma i kolona, kolonizira crijevo, a potom napada epitelne stanice te dovodi do
njihova osteCenja. Pojedini sojevi proizvode termolabilni cholera-like enterotoksin, koji je
odgovoran za pojavu obilnih vodenastih stolica te citotoksin, koji uzrokuje krvave proljeve. Uz
intestinalne bolesti, kampilobakteri mogu uzrokovati i infekcije drugih organskih sustava,
meningitis, pankreatitis, septi¢ni artritis (14). Dok u terapiji najveéu vaznost ima nadoknada
tekucine i elektrolita, a specifi¢na antibiotska terapija potrebna je jedino u tezim klini¢kim stanjima,
kod trudnica te kod imunokompromitiraninh bolesnika. Lijek izbora u teZim zarazama jest
eritromicin (azitromicin). U prevenciji je vazna termic¢ka obrada namirnica i pasterizacija mlijeka te
klorinacija pitke vode (15). C. jejuni moze kod trudnica uzrokovati spontani pobacaj ili prerani
porod, perinatalnu sepsu i neonatalni meningitis (16). Kod imunokompromitiranih osoba bolest ima
tezi 1 dulji tijek, a takoder je ¢eS¢a pojava bakterijemije 1 ekstraintestinalnih oblika (reumatoloskih,

neuroloskih, koznih, plu¢nih) (17-18).

1.2 Epidemioloska obiljezZja kampilobakterioze

C. jejuni je vodeci uzro¢nik bakterijskog gastoenteritisa u zemljama u razvoju i razvijenim
zemljama. Izolira se CeS¢e od ostalih crijevnh patogena (Salmonella, Shigella) te predstavlja
znacajan javnozdravstveni problem (19-20). U epidemioloskim istrazivanjima isti¢e se sezonski
karakter kampilobakterioze. U zemljama s umjerenom klimom, veci broj slucajeva registrira se ljeti

i u ranu jesen. U sjevernim europskim zemljama (Danska, Nizozemska) bolest se Ce$ce javlja
2
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krajem ljeta, a u juznim (Gréka, Malta, Spanjolska) u proljeée ili krajem zime. Nasuprot tome, u
zemljama s tropskom klimom i manjim temperaturnim oscilacijama, sezonska distribucija izostaje
(21-22). Epidemioloski podatci iz zemalja u razvoju pokazuju da je razvoj humoralne imunosti
najvazniji u zasStiti od bolesti uzrokovane kampilobakterom. Podatci kazu da su npr. u Tajlandu
infekcije djece u prvoj godini Zivota s teSkim klini¢kim slikama prac¢ene krvavim proljevima, dok u
starijoj dobi prolaze asimptomatski ili s blazom klinickom slikom (23). To pokazuje ulogu primarne
infekcije jer su djeca u zemljama u razvoju ¢esce izloZena toj bakteriji (zagadena voda za pice i
bliski kontakt sa Zivotinjama) od djece u industrijski razvijenim zemljama (24). Bolest se javlja
sporadi¢no, vrlo rijetko epidemijski. Prema podatcima ameri¢kog centra za kontrolu i prevenciju
bolesti iz 2005. godine u SAD-u je incidencija na 100000 stanovnika 12,72, $to je za 30 % manje u
odnosu na prethodno desetogodisnje razdoblje. Mnogobrojni sluc¢ajevi ne dijagnosticiraju se ili ne
prijave, ali smatra se da tijekom godine oboli priblizno 0,5 % populacije (25). Prema podatcima
Europske komisije iz 2006. godine u zemljama Europske unije kampilobakterioza bila je naj¢esce
prijavljena zoonoza s 175561 potvrdenih prijavljenih slucajeva. Iste godine bilo je 160649
prijavljenih slu¢ajeva salmoneloze (26). Podatci takoder pokazuju da dob bolesnika s proljevom
uzrokovanog C. jejuni odgovara onoj u razvijenim zemljama (djeca oko 5 godina i mlade odrasle
osobe od 20 do 29 godina) (27). I u drugim europskim drzavama opisan je trend povecanja
incidencije, posebno na Islandu, gdje je poprimio epidemijske razmjere u razdoblju od lipnja 1998.
godine do oZzujka 2000. godine, kada je zabiljeZzeno poveéanje incidencije od 80,4 % (s 14,6/100000
na 157/100000) (28). Campylobacter i Salmonella vode¢i su crijevni patogeni i na ostalom
europskom prostoru. Godisnja incidencija kampilobakterioze u zemljma clanicama EU, prema
podatcima iz 1997. godine krece se izmedu 9,5/100000 i 108/100000 stanovnika. U Njemackoj,
Belgiji, Danskoj, Austriji i Spanjolskoj dominantnu ulogu imaju salmonele (81,8/100000
stanovnika), dok je kampilobakter na drugom mjestu (49/100000 stanovnika). Za razliku od
spomenutog u Velikoj Britaniji, Svicarskoj, Finskoj, Norveskoj i Nizozemskoj kampilobakter
dominira s prosje¢nom incidencijom od 79,6/100000 stanovnika (29). Godi$nja incidencija
kampilobakterioze pokazuje izrazite razlike unutar iste drzave, pa se npr. u Finskoj incidencija u
1999. godini kre¢e od 12,5/100000 do 101/100000 stanovnika, ovisno o regiji (30). Nacionalna
incidencija u Skotskoj pokazuje regionalne razlike od oko 17 % (31). U ispitivanjima koja su
provedena desetak godina kasnije na zagrebackom podrucju utvrdena je podjednaka ucestalost
obaju vrsta, ali je u samom gradu dominirao C. jejuni (32). Bolest se u zemljama u razvoju najéesce

javlja kod djece mlade od dvije godine, a u razvijenim zemljama kod djece do pet godina i mladih
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odraslih osoba (33). Ti podatci upu¢uju na potrebu edukacije mladih, posebno majki male djece, s
obzirom na moguci, a nedovoljno istrazeni, interhumani prijenos uzro¢nika (34). Fekalno-oralni
prijenos s osobe na osobu, 0sobito je mogu¢ medu malom djecom koja nisu stekla higijenske

navike, a moze se sprijeciti unaprijedenjem higijenskog standarda (35).

1.3  Laboratorijska dijagnostika kampilobakterioze

Uzorak koji se $alje u laboratorij kod crijevnih infekcija jest stolica, a kod sustavnih ovisi 0
sustavu koji je zahvacen. Izravna mikroskopija stolice rijetko se koristi. Kampilobakter se zbog
svojih dimenzija teSko uocava u bojenim preparatima, ali moze se koristiti mikroskopija u tamnom
polju i fazno kontrastna mikroskopija. U mikroskopskim preparatima iz kulture, koji se boje
fuksinom, vide se sitni, zavinuti Stapici, pojedinac¢ni ili tvore formacije nalik slovu S ili galebovim
krilima. Za kultivaciju stolice koriste se selektivne hranjive podloge (po Karmaliju, Skirrowu,
Boltonu i druge) koje se inkubiraju u mikroaerofilnoj atmosferi pri 42 °C 48 sati. Inkubacija se
odvija u mikroaerofilnim uvjetima u loncima s komercijalnim gas-pack vre¢icama (vrecice su tvrtke
Bio Merieux). Nakon inkubacije iz karakteristicnih kolonija (razlivene, staklaste) napravi se
mikroskopski preparat i test oksidaze (pozitivan) te test katalaze (pozitivan). Testom hidrolize
hipurata razlikuju se Campylobacter jejuni (pozitivan) od Campylobacter coli. Primarno sterilni
uzorci (krv, likvor, punktat) nasaduju se na obogaéene hranjive podloge (krvni agar po Karmaliju).

Seroloska se dijagnostika u rutini ne koristi (36).
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2 CILJRADA

S obzirom na ucestalost pojavljivanja, Campylobacter je vrlo znafajan uzro¢nik

gastroenterokolitisa medu stanovni$tvom Osjecko-baranjske zupanije. Ciljevi ovog istrazivanja bili

Su:

1)

2)

3)

4)

utvrditi ucestalost kampilobakterioze medu stanovniStvom Osjecko-baranjske

zupanije tijekom jedne kalendarske godine

utvrditi sezonsku raspodjelu obolijevanja od te bolesti medu stanovnistvom Osjecko-

baranjske Zupanije tijekom jedne kalendarske godine

utvrditi demografska obiljezja oboljelih od kampilobakterioze na podru¢ju Osjecko-

baranjske Zupanije tijekom jedne kalendarske godine

izvr$iti  biokemijsku  identifikaciju ~ Campilobactera kod  oboljelih  od
kampilobakterioze na podrucju Osjecko-baranjske zupanije tijekom jedne kalendarske

godine.
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3 ISPITANICI | METODE

3.1 Ustroj studije

Ovo istrazivanje bilo je ustrojeno kao prospektivna kohortna epidemioloska studija.
Pracena je cjelokupna populacija Osjecko-baranjske Zupanije tijekom jedne kalendarske godine,
koja je trajala od 1. 4. 2013. do 31. 3. 2014. godine. Pacijenti s podrué¢ja Osjecko-baranjske Zupanije
sa simptomima gastroenterokolitisa koji su dosli u Zavod za javno zdravstvo Osjecko-baranjske
zupanije radi bakterioloSke pretrage stolice zbog sumnje na kampilobakteriozu bili su ukljuéeni u

planirano istrazivanje.

3.2 Ispitanici

Demografski podatci o ispitanicima (dob, spol) te podatci o vrsti Campylobatera i mjesecu
izolacije unutar kalendarske godine dobiveni su iz uputnica Zavoda za javno zdravstvo Osjecko-
baranjske Zupanije uz suglasnost EtiCkog povjerenstva Zavoda za javno zdravstvo Osjecko-
baranjske zupanije. Istrazivanje je obuhvatilo 221 ispitanika s podrué¢ja Osjecko-baranjske Zupanije.
Ispitanici su oboljeli od kampilobakterioze od 1. 4. 2013. do 31. 3. 2014. godine. Uzorak je
razvrstan prema mjesecu obolijevanja unutar kalendarske godine, vrsti Campylobactera, dobi te
spolu oboljelih. Istrazivanjem je utvrdena ucestalost infekcije Campylobacterom medu
stanovniStvom Osjecko-baranjske zupanije tijekom jedne kalendarske godine te je izvrSena
biokemijska identifikacija Campylobactera ¢ime se dobio uvid u epidemioloske osobitosti tog

uzro¢nika na ispitivanoj populaciji.

3.3 Metode

3.3.1 Bakterioloska pretraga stolice na Campylobacter spp

Podloga

Uzorci stolice nasaduju se na ¢vrstu selektivnu podlogu po Karmaliju. Za 500 ml podloge
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potrebno je 21,5 g baze (Campylo agar base — Karmali) i 500 ml destilirane vode. Smjesu je
potrebno promjesati i prokuhati te sterilizirati u autoklavu na 121 °C, 15 minuta. Ohladiti na 50 °C i
dodati 1 Campylobacter selektivni saplement (Karmali SR0167) koji je rastvoren s 2 ml 50 %-tnog
etanola (proizvoda¢ OXOID). Dobro promijesati i izliti u sterilne petrijeve zdjelice, pH treba biti
7,4 £ 0,2 na 25 °C (sobna temperatura). Sastav Campylobacter agar baze (Karmali) jest: kolumbia
agar baza 39,0 g/L; aktivni ugljen 4,0 g/L; hematin 0,032 g/L (37). Nasadene podloge inkubiraju se
48 sati na 42 °C u mikroaerofilnim uvjetima. Sumnjive kolonije (malene, sluzave, sivkaste,
plosnate, nepravilnih rubova, razlivene) nakon inkubacije bojaju se po Grammu i mikroskopiraju.
Pripadnost vrsti Campylobacter odreduje se mikroskopskim nalazom karakteristicnih gram-

negativnih, njeznih, zavinutih bakterija, koje tvore oblike slova S ili galebovih krila (38).
Test oksidaze

Uz mikroskopski nalaz potreban je pozitivni test oksidaze. Campylobacter posjeduje enzim
citokrom oksidazu, koji oksidira s reagensom p-fenilenedijaminom te stvaraju ljubicastu reakciju.

Organizmi koji ne sadrZe citokrom ne oksidiraju reagens pa on ostaje bez boje (39).

Test hidrolize hipurata

Za utvrdivanje prisutnosti Campylobacter jejuni koristi se test hidrolize hipurata. Bakterija
Campylobacter jejuni ima sposobnost razgraditi (hidrolizira) natrijev hipurat na benzojevu kiselinu
i glicin aktiviranjem enzima hipurikaze te daje pozitivan test hidrolize hipurata. Sposobnost
bakterije da razgradi hipurat ispituje se koriStenjem indikatora zeljeznih klorida kojima se potvrduje
prisutnost benzojeve kiseline. Medutim, razvijena je dvosatna brza metoda za utvrdivanje hidrolize
hipurata, nasuprot uobicajenoj 48-satnoj metodi. Kratkotrajni test koristi ninhidrin kao indikator, a
on reagira s bilo kojim proteinom ili aminokiselinom, u ovom slucaju, potvrduje prisutnost glicina.
Brza hidroliza hipurata pokazala se osjetljivom i jednako valjanom kao i klasi¢éna metoda koja
benzojevu kiselinu otkriva kao nusproizvod. Za dokazivanje bakterije Campylobacter jejuni koristi
se 1%-tni natrijev hipurat. U epruveti s hipuratom napravimo zasi¢enu otopinu 48-satne Kkulture
(paziti da se kolonije na zamjene s gljivama). Epruvetu inkubirati 2 sata na 37 °C. Nakon inkubacije
dodati Cetiri kapi ninhidrinske otopine. Potom ponovo inkubirati na tempetaturi od 37 °C, 30
minuta. Pozitivna reakcija vidljiva je pojavom tamno plave boje u 30 minuta. Negativna reakcija
javlja se ako promjene boje nema ili je ona svjetlo ljubicasta. Lazno pozitivni rezultati mogu se

javiti ako inkubacija s ninhidrinom prijede 30 minuta. LaZzno negativni rezultati mogu se pojaviti
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ako je u soju mali broj C. jejuni (40). Za analizu se koristi 1%-tni Na-hipurat (Benzoylaminoacatic
acid). 100 ml 1 %-tnog Na-hipurata dobijemo tako da pomijesamo 1 g Na-hipurata s 99 ml
demineralizirane vode. Nakon toga otopinu dispenzorom razdijelimo u epruvete po 0,4 ml. Na-
hipurat moZe stajati 7 dana u hladnjaku, dok u ledenici moze stajati duze. Otopinu 99 %-tnog
ninhidrina pripremamo tako da pomijeSamo 0,7 g ninhidrina s 10 ml acetona i 10 ml butanola
(obavezno koristiti rukavice). Ninhidrin se ¢uva u tamnoj boc¢ici u mraku, dodatno omotanoj

folijom, u hladnjaku ili na sobnoj temperaturi do 4 mjeseca (41).

Test osjetljivosti na antibiotike

Test osjetljivosti na antibiotike provodi se difuzijskom metodom. Na krutu podlogu (krvni
agar, krvni agar po Karmaliju) nasadi se odredena koli¢ina bakterije te se na tako nasaden soj
odmah nanesu papirnati diskovi s to¢no odredenom koli¢inom antibiotika, koji difundira u podlogu.
Ako je bakterija osjetljiva na atibiotik, u odredenoj udaljenosti oko diska nec¢e porasti, a ako je
rezistentna, porast ¢e do diska s antibiotikom. Rezultat disk-difuzijske metode izrazava se kao ,,S
(senzitivan ili osjetljiv), ,,I (intermedijaran ili umjereno osjetljiv), ,,R*“ (rezistentan ili otporan). ,,S*
znaci da Ce taj antibiotik najvjerojatnije biti djelotvoran, ,,R*“ znaci da taj antibiotik najvjerojatnije
nece biti djelotvoran, dok ,,I“ znaci da bi taj antibiotik mozda mogao biti djelotvoran u visokim
dozama ili na mjestu nakupljanja antibiotika (42). Eritromicin (azitromicin) je lijek izbora kod tezih

kampilobakterioza (43).

3.4 Statisticke metode

Za opis distribucije frekvencija istrazivanih varijabli upotrijebljene su deskriptivne
statisticke metode. Sve varijable testirane su na normalnost distribucije Kolmogorov-Smirnovljevim
testom te u ovisnosti o rezultatu za njihovu daljnju obradu primijenjene su parametrijske ili
neparametrijske metode. Srednje vrijednosti kontinuiranih varijabli izrazene su aritmetickom
sredinom i standardnom devijacijom za normalno distribuirane. Nominalni pokazatelji prikazani su
raspodjelom ucestalosti po skupinama i udjelom. Za utvrdivanje razlika medu proporcijama izmedu
dva nezavisna uzorka koristen je Fisherov egzaktni test. Znacajnost razlika utvrdenih statistickim
testiranjem iskazana je na razini p < 0,05. U obradi podataka upotrijebljeni su izvorno pisani
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programi za baze podataka te statisticki paket Statistica for Windows 2010 (inacica 10.0, StatSoft
Inc., Tulsa, OK).



REZULTATI
4 REZULTATI

U promatranom jednogodiSnjem razdoblju, od 31. 3. 2013. do 1. 4. 2014. godine, na
podrucju Osjecko-baranjske zupanije zabiljezena je ukupno 221 osoba oboljela od
kampilobakterioze kod koje je u stolici biokemijskom identifikacijom utvrdena prisutnost
Campylobactera.

Prosje¢na dob svih oboljelih od kampilobakterioze iznosila je 16,46 + 20,00 godina
(raspona 1 do 85 godina) (Tablica 1.).

Tablica 1. Osobe oboljele od kampilobakterioze na podrucju Osjecko-baranjske Zzupanije od 1. 4.
2013. do 31. 3. 2014. godine prema dobi

Godine Zivota N* Min” Max” X SD”
ispitanika
16,46 221 1 85 16,46 20,00

“N-broj ispitanika; Min-minimalni broj godina ispitanika; Max-maksimalni broj godina ispitanika;

“x-aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija

Promatrajué¢i sve oboljele, medu njima je bilo 52,9 % (117/221) muskaraca te 47,1 %
(104/221) Zena (Tablica 2.).

Tablica 2. Osobe oboljele od kampilobakterioze na podruc¢ju Osjecko-baranjske zupanije od 1. 4.
2013. do 31. 3. 2014. godine prema spolu

Spol Broj ispitanika (%)
Muskarci 117 (52,9)

Zene 104 (47,1)
Ukupno 221 (100,0)

Prosje¢na dob oboljelih muskaraca bila je 15,59 + 19,31 godina (raspona 1 do 85 godina),
prosjecna dob oboljelih Zzena bila je 17,43 = 20,80 godina (raspona 1 do 76 godina) (Tablica 3.).
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Tablica 3. Osobe oboljele od kampilobakterioze na podrucju Osjecko-baranjske zupanije od 1. 4.
2013. do 31. 3. 2014. godine prema dobi i spolu

Broj ispitanika Min” Max” X SD”

(%)
Muskarci | 117 (52,9%) 1 85 15,59 19,31
Zene 104 (47,1%) 1 76 17,43 20,80
Ukupno | 221 (100,0%) 1 85 16,46 20,00

“Min-minimalni broj godina ispitanika; Max-maksimalni broj godina ispitanika; ~x-aritmeti¢ka

sredina; SD-standardna devijacija

Gledaju¢i prema dobnim skupinama medu svim oboljelima, bilo je 56,6 % (125/221)
oboljelih iz dobne skupine 1 — 10 godina, 15,8 % (35/221) iz dobne skupine 11 — 20 godina, 8,6 %
(19/221) iz dobne skupine 21 — 30 godina, 4,5 % (10/221) iz dobne skupine 31 — 40 godina, 3,6 %
(8/221) iz dobne skupine 41 — 50 godina, 6,3 % (14/221) iz dobne skupine 51 — 60 godina, 2,3 %
(5/221) iz dobne skupine 61 — 70 godina, 1,8 % (4/221) iz dobne skupine 71 — 80 godina, te 0,5 %
(1/221) iz dobne skupine 81 — 90 godina (Tablica 4.).

Tablica 4. Osobe oboljele od kampilobakterioze na podrucju Osjecko-baranjske zupanije od 1. 4.
2013. do 31. 3. 2014. godine prema dobnoj skupini kojoj pripadaju

Dobna skupina Broj ispitanika (%)
1-10 125 (56,6)
11-20 35(15.8)
2130 19 (8,6)
31-40 10 (4.5)

11




REZULTATI

41-50 8 (3,6)
51— 60 14 (6,3)
61—70 5(2,3)
71-80 4 (1,8)
81— 90 1(0,9)
Ukupno 221 (100,0)

Gledajuci prema radnom statusu ispitanika, medu svim oboljelima bilo je 71 % (157/221)
iz dobne skupine 1 — 18 godina (djeca), 24,9 % (55/221) iz dobne skupine 19 — 65 godina (radno
aktivno stanovniStvo) te 4,1 % (9/221) iz dobne skupine 66 i vise godina (umirovljenici) (Tablica
5.).

Tablica 5. Osobe oboljele od kampilobakterioze na podru¢ju Osjecko-baranjske Zupanije od 1. 4.
2013. do 31. 3.2014. godine prema radnom statusu

Dobna skupina (radni status) Broj ispitanika (%)
1-18 (djeca) 157 (71,0)
19 — 65 (radno aktivno 55 (24,9)
stanovni$tvo)
66 i vise godina (umirovljenici) 94,1
Ukupno 221 (100,0)

Razmatrajué¢i mjesec obolijevanja unutar kalendarske godine utvrdeno je kako je u sijecnju
oboljelo 3,6 % (8/221) osoba, u veljaci je oboljelo 5 % (11/221) osoba, u ozujku je oboljelo 5,4 %
(12/221) osoba, u travnju je oboljelo 7,7 % (17/221) osoba, u svibnju je oboljelo 7,2 % (16/221)
osoba, u lipnju je oboljelo 16,3 % (36/221) osoba, u srpnju je oboljelo 10,4 % (23/221) osoba, u
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kolovozu je oboljelo 8,6 % (19/221) osoba, u rujnu je oboljelo 10,4 % (23/221) osoba, u listopadu
je oboljelo 10 % (22/221) osoba, u studenom je oboljelo 10,9 % (24/221) osoba te je u prosincu
oboljelo 4,5 % (10/221) osoba (Tablica 6.).

Tablica 6. Osobe oboljele od kampilobakterize na podru¢ju Osjecko-baranjske Zzupanije od 1. 4.

2013. do 31. 3. 2014. godine prema mjesecu obolijevanja

Mjesec obolijevanja Broj ispitanika (%)
Sijecan;j 8 (3,6)
Veljaca 11 (5,0)
Ozujak 12 (5,4)
Travan; 17 (7,7)
Svibanj 16 (7,2)

Lipanj 36 (16,3)
Srpanj 23 (10,4)
Kolovoz 19 (8,6)

Rujan 23 (10,4)
Listopad 22 (10,0)
Studeni 24 (10,9)
Prosinac 10 (4,5)
Ukupno 221 (100,0)

Gledajuci prema godisnjem dobu, u zimi je oboljelo 13,1 % (29/221) osoba, u proljece je
13
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oboljelo 20,4 % (45/221) osoba, u ljeto je oboljelo 35,3 % (78/221) osoba, u jesen je oboljelo 31,2
% (69/221) osoba (Tablica 7.).

Tablica 7. Osobe oboljele od kampilobakterioze na podru¢ju Osjecko-baranjske zupanije od 1. 4.
2013. do 31. 3. 2014. godine prema godisnjem dobu.

Godisnje doba Broj ispitanika (%)
Zima 29 (13,1)
Proljece 45 (20,4)
Ljeto 78 (35,3)
Jesen 69 (31,2)
Ukupno 221 (100,0)

Razmatrajuéi vrstu izolata Campylobactera medu svim oboljelima utvrdeno je kako je C.
jejuni izoliran kod 92,8 % (205/221) oboljelih, C. coli izoliran je kod 4,1% (9/221) oboljelih, a C.
lari izoliran je kod 3,2 % (7/221) oboljelih osoba (Tablica 8.).

Tablica 8. Osobe oboljele od kampilobakterioze na podrucju Osjecko-baranjske zupanije od 1. 4.
2013. do 31. 3. 2014. godine prema vrsti izolata.

Izolat Broj ispitanika (%)
C. jejuni 205 (92,8)

C. coli 9(4)

C. lari 7(3,2)
Ukupno 221 (100,0)

Razmatraju¢i meduodnos izolata i oboljelih prema radnom statusu utvrdeno je da se C. jejuni u
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dobnoj skupini 1 — 18 godina (djeca) pojavljuje 147 (71,7 %) puta, u dobnoj skupini 19 — 65 godina
(radno aktivno stanovni$tvo) pojavljuje se 50 (24,4 %) puta te u dobnoj skupini od 66 i vise godina
pojavljuje se 8 (3,9 %) puta. C.coli u dobnoj skupini 1 — 18 godina pojavljuje se 4 (44,4 %) puta, u
dobnoj skupini 19 — 65 (radno aktivno stanovnis$tvo) pojavljuje se 4 (44,4 %) puta te u dobnoj
skupini od 66 i vise godina (umirovljenici) pojavljuje se jednom (11,1 %). C. lari u dobnoj skupini
1 — 18 godina (djeca) pojavljuje se 6 (85,7 %) puta, u dobnoj skupini 19 — 65 godina pojavljuje se
jednom (14,3 %) te se u dobnoj skupini od 66 i vise godina ne pojavljuje. Nije bilo statisticki
znacajne razlike u pojavnosti pojedinih izolata kampilobaktera medu ispitanicima razli¢itog radnog

statusa (Fisherov egzaktni test; p = 0,261) (Tablica 9.).

Tablica 9. Osobe oboljele od kampilobakterioze na podrucju Osjecko baranjske Zzupanije od 1. 4.

2013. do 31. 3. 2014. godine u meduodnosu izolata i oboljelih prema radnom statusu.

Izolat kampilobaktera

Radni status C. jejuni C. coli C. lari Ukupno p*
oboljelih
N (%) N (%) N (%)
1-18 godina 147 4 6 157
(djeca) (71,7) (44,4) (85,7) (71,0)
19 — 65 godina 50 4 1 55
(radno aktivno
N (24,4) (44,4) (14,3) (24,9)
stanovni$tvo)
0,261
66 i vise 8 1 0 9
godina
3.9 11,1 0,0 4,1
(umirovljenici) (39) (11.1) (00) “41)
Ukupno 205 9 7 221
(100,0) (100,0) (100,0) (100,0)

*Fisherov egzaktni test
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Razmatraju¢i meduodnos izolata i oboljelih prema godi$njem dobu obolijevanja utvrdeno je da se
C. jejuni zimi pojavljuje 24 (11,7%) puta, u proljece pojavljuje 41 (20,0 %), u ljeto se pojavljuje 76
(37,1 %) puta te u jesen 64 (31,2 %) puta. C. coli se zimi pojavljuje 2 (22,2 %) puta, u proljece se
pojavljuje 3 (33,3 %) puta, u ljeto se pojavljuje 2 (22,2 %) puta te se u jesen pojavljuje 2 (22,2 %)
puta takoder. C. lari zimi se pojavljuje 3 (42,9 %) puta, u proljeée se pojavljuje jednom (14,3 %),
dok tijekom ljeta nije nadena niti jednom, a u jesen se pojavljuje 3 (42,9 %) puta. Fisherov egzaktni

test iznosi p = 0,073, $to znaci da nema statisticki znacajne razlike (Tablica 10.).

Tablica 10. Osobe oboljele od kampilobakterioze na podrucju Osjecko-baranjske Zupanije od 1. 4.
2013. do 31. 3. 2014. godine u meduodnosu izolata i oboljelih prema godi$njem dobu

Izolat kampilobaktera
Godisnje doba C. jejuni C. coli C. lari Ukupno p*
obolijevanja
N (%) N (%) N (%)
Zima 24 2 3 29
(11,7) (22,2) (42,9) (13,2)
Proljece 41 3 1 45
(20,0) (33,3) (14,3) (20,4)
Ljeto 76 2 0 78 0,073
(37,1) (22,2) (0,0) (35,3)
Jesen 64 2 3 69
(31,2) (22,2) (42,9) (31,2)
Ukupno 205 9 7 221
(100,0) (100,0) (100,0) (100,0)

*Fisherov egzaktni test
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5 RASPRAVA

Istrazivanje je pokazalo kako je kampilobakterioza vrlo znacajan wuzroénik
gastroenterokolitisa medu stanovnistvom Osjecko-baranjske zupanije. Od 31. 3. 2013. do 1. 4.
2014. godine na podrucju Osjecko-baranjske zupanije zabiljezena je ukupno 221 osoba oboljela od
kampilobakterioze. Prema podatcima Sluzbe za epidemiologiju Zavoda za javno zdravstvo
OsjeCko-baranjske zupanije u navedenom razdoblju zabiljezeno je 96 osoba oboljelih od
salmoneloze, koja je takoder uzro¢nik gastroenterokolitisa. Usporedi li se utvrdeni broj oboljenja,
moze se zakljuciti kako je pojavnost kampilobakterioze vise nego dvostruko ¢es¢a od salmoneloze.
Unato¢ podatcima o sve vecoj ucestalosti kampilobakterioze u svijetu, u Republici Hrvatskoj (RH)
nema dostupne sustavne epidemioloske studije. Kako donedavno spomenuta bolest nije podlijegala
obvezatnom prijavljivanju, nedostaju pouzdani podatci o prevalenciji/incidenciji te infekcije u RH.
Tek je Zakonom o za$titi pucanstva od zaraznih bolesti, iz srpnja 2007. godine kampilobakterioza
proglasena zaraznom bolesti ¢ije je sprjecavanje i suzbijanje od interesa za Republiku Hrvatsku, te
je propisana obveza prijavljivanja svakog oboljenja ili smrti od te bolesti (44). U laboratoriju za
dijagnostiku crijevnih infekcija Nastavnoga zavoda za javno zdravstvo Primorsko-goranske
Zupanije tijekom 2006. godine izolirano je 239 primoizolata. Od toga je 187 (78,24 %)
identificirano kao Campylobacter jejuni, 50 (20,92 %) kao Campylobacter coli. Najvise je
primoizolacija bilo u sijecnju (6,99 %), lipnju (4,07 %) te kolovozu (3,97 %) (45). Usporede li se ti
rezultati s rezultatima Osjecko-baranjske Zupanije, zakljuCuje se da je broj primoizolata sukladan
istrazivanjima Primorsko-goranske Zupanije te da je utvrdeno oko 14 % vise Campylobacter jejuni i
oko 16 % manje Campylobacter coli. Nadalje, u Osjecko-baranjskoj Zupaniji najvise primoizolacija
bilo je u lipnju (16,3 %), studenom (10,9 %) te u srpnju i rujnu (10,4 %). Prate¢i sezonsku
distribuciju kampilobakterioze, utvrdeno je da se na podru¢ju Primorsko-goranske zupanije bolest
javlja najéeSce od srpnja do rujna, Sto je donekle sukladno ovom istraZivanju. Moguce objasnjenje
najveceg broja izolata tijekom toplijih mjeseci jest pozitivna korelacija s porastom temperature,
odnosno sezonske promjene prehrambenih navika i ponasanja ljudi zbog kojih su vise izlozeni
kampilobakterima. Istrazivanja u Danskoj pokazala su da porast prosjeCne i maksimalne
temperature prethodi porastu broja oboljelih od kampilobakterioze (46), sto je takoder sukladno
istrazivanjima u RH. Prateci spolnu i dobnu distribuciju Primorsko-goranske zupanije, uoceno je da
je najveci broj kampilobaktera bio izoliran iz stolice djece od 1 do 18 godine starosti te radno
aktivnog stanovniStva od 19 do 65 godina, dok je broj izolata u uzorcima dobivenih od osoba iznad

66 godina starosti opadao. Veéi udio Cinile su osobe muskog (166 ili 53,5 %) spola u odnosu na
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zenski (144 ili 46,5 %) spol (47). Usporede li se ti podatci s podatcima istrazivanja Osjecko-

baranjske Zupanije dolazimo do sukladnih rezultata.

Pracenje ucestalosti bakterija roda Campylobacter kao uzro¢nika gastroenterokolitisa
posebno je vazno, jer pridonosi unapredenju kontrole namirnica, a time i njihovoj kvaliteti.
Rezultati istrazivanja ukazuju na potrebu analize tijekom duljeg vremenskog razdoblja, kako bi se
omogucila usporedba s podatcima koji se o¢ekuju tijekom sljedeéih godina, s obzirom na zakonsku

odredbu o obvezi prijavljivanja i te zarazne bolesti.
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6 ZAKLJUCAK
Na temelju ovoga istrazivanja dosli smo do sljedeé¢ih zakljucaka:

1. Prosje¢na dob svih bolesnika oboljelih od kampilobakterioze od 1. 4. 2013. do 31. 3.
2014. godine s podrucja Osjecko-baranjske zupanije iznosila je 16,46 + 20,00 godina. Medu njima
bilo je vise muskaraca (52,9 %) u odnosu na zene (47,1 %). Gledajuci prema dobnim skupinama,
najveci broj pripadao je dobnoj skupini 1 — 18 godina (71 %), a najmanji dobnoj skupini od 66 i
vise godina (4,1 %).

2. Razmatrajuc¢i mjesec obolijevanja unutar kalendarske godine, najvise oboljelih bilo je u
lipnju (16,3 %), a najmanje u sije¢nju (3,6 %). Gledajuci prema godisnjem dobu, najveci broj bio je
u ljeto (35,3 %), a najmanji u zimi (13,1 %), ¢ime se dolazi do zakljuc¢ka da porastom temperature

zraka dolazi do ¢esce pojavnosti kampilobakterioze.

3. Razmatrajué¢i meduodnos izolata 1 oboljelih prema radnom statusu utvrdeno je da se

najcesce pojavljuje C. jejuni (92,8 %) kod svih dobnih skupina, a narjede C. lari (3,2 %).
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SUMMARY
7 SAZETAK

Pozadina istrazivanja: Kampilobakterioza predstavlja vazan javno zdravstveni problem. U

Hrvatskoj se biljezi kontinuirani porast broja pozitivnih slucajeva kampilobaktrioze.

Cilj istrazivanja: Utvrditi uCestalost kampilobakterioze medu stanovni§tvom Osjecko-baranjske

zupanije, sezonsku raspodjelu obolijevanja od te bolesti, od 1. 4. 2013. do 31. 3. 2014. godine.
Ustroj istrazivanja: Prospektivno kohortno epidemiolosko istrazivanje

Ispitanici i metode: Analizirani su uzorci stolice u rutinskom radu na temelju lije¢ni¢ke uputnice.
Istrazivanjem je bio obuhvaéen ukupno 221 ispitanik. Uzorci su razvrstani prema dobi, spolu,
mjesecu oboljevanja te vrsti kampilobaktera. Demografski podatci dobiveni su iz arhive Zavoda za
javno zdravstvo Osjecko-baranjske zupanije. Metode kojoma se utvrdivala prisutnost
kampilobaktera u stolici bile su: test oksidaze, test hidrolize hipurata te test osjetljivosti na

antibiotike.

Rezultati: U promatranom razdoblju u Osjecko-baranjskoj zupaniji 221 osoba oboljela je od
kampilobakterioze. Prosjec¢na je dob oboljelih 16,46 + 20,00 godina. Medu oboljelima bilo je vise
muskaraca (52,9 %) u odnosu na zene (47,1 %). Najveci broj oboljelih pripadao je dobnoj skupini 1
— 18 godina (71 %). Najvise oboljelih bilo je u lipnju (16,3 %), a najmanje u sijeénju (3,6 %), dok je
prema godisnjem dobu najveéi broj oboljelih bio u ljeto (35,3 %), a najmanji u zimi (13,1 %).

Utvrdeno je da se najcesce pojavljuje C. jejuni (92,8 %) kod svih dobnih skupina.

Zakljucak: Istrazivanje je pokazalo kako je kampilobakterioza vrlo znacajan uzro¢nik
gastroenterokolitisa. Usporedi 1i se utvrdeni broj oboljenja kampilobakterom (221) s brojem
oboljelih od salmonele (96) pojavnost kampilobakterioze vise je nego dvostruko cesca od

salmoneloze.

Kljuéne rije¢i: kampilobakterioza, stolica, biokemijska identifikacija Campylobactera, Hrvatska
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8 SUMMARY

Background: Campylobacteriosis is an important public health problem. According to the data
from the Croatian Institute of Public Health, there is a continuous increase in the number of positive

cases of campylobacteriosis in Croatia.

Objectives: The aim of this study was to determine the incidence of campylobacteriosis, seasonal
distribution of this disease, and demographic characteristics of affected people. Furthermore, the
aim was to complete the biochemical identification of Campilobacter in campylobacteriosis
patients. The survey was conducted in Osijek-Baranja County from 1% April 2013 until 31 March
2014.

Study design: Prospective cohort epidemiological study

Participants and Methods: The study stool samples were analyzed based on patients’ medical
references. The survey included 221 respondents from Osijek-Baranja County. Samples were sorted
by age, sex, gender, and type of Campylobacter. Demographic data on respondents and data on the
month of the illness occurrence were obtained from the archives of the Institute of Public Health of
Osijek-Baranja County. Methods used to determine the presence of Campylobacter in the stool

were: oxidase test, hippurate hydrolysis test, and antibiotic susceptibility test.

Results: The average age of respondents was 16.46+20.00 years. There were more men (52.9%)
affected than women (47.1%). The largest number of the affected respondents belonged to the age
group 1 to 18 (71%). The highest incidence of campylobacteriois seems to be in June (16.3%) and
the lowest in January (3.6%), while the highest number of patients was registered in summer
(35.3%) and the lowest in winter (13.1%). In all age groups C. jejuni (92.8%) occurs most

commonly.

Conclusion: The study indicated that campylobacteriosis is a very significant cause of
gastroenterocolitis in Osijek-Baranja County. The incidence of campylobacteriosis (221) is more

than twice as common as salmonella (96).

Keywords: campylobacteriosis, stool, biochemical identification of Campylobacter, Croatia
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