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1. UvOD

Znacenje bakterije Listeria monocytogenes u higijeni hrane poznato je
desetljeC¢ima, a njen nalaz je posebice vazan u tzv. gotovoj hrani (engl. Ready-To-
Eat, RTE), hrani koja se prije konzumacije ne obraduje nikakvim postupcima (npr.
sirevi, fermentirani mesni proizvodi, riblji proizvodi i dr.). L. monocytogenes
rasprostranjena je u okoliSu, vodi, tlu i biljkama, a karakteristika joj je, za razliku od
veCine ostalih patogena, da raste na temperaturi hladnjaka (do 8 °C). Domace
Zivotinje su asimptomatski nosioci, tako da su izvor zaraze za ljude proizvodi
Zivotinjskog podrijetla. U ostale izvore ubrajaju se objekti za preradu hrane
zivotinjskog podrijetla, ali i hladnjaci u kucanstvima u kojima je pohranjena
kontaminirana hrana. Infekcija ovim patogenom osobito je opasha u starije
populacije, trudnica, djece i imunokompromitiranih osoba, a inkubacija iznosi od 3
do 70 dana. Obiljezava ju i visok letalitet, oko 25 %. U Hrvatskoj je u 2014. godini
prijavlieno 5 oboljelih i dvoje umrlih od listerioze (Hrvatska agencija za hranu;
HAH, 2016.). Prema GodiSnjem izvjeS¢u o zoonozama u Hrvatskoj za 2014.
godinu (HAH, 2016.) L. monocytogenes je bila izolirana samo iz jednog uzorka iz
skupine ,slastice i tijesto“ (n=363), dok su uzorci mlije¢nih proizvoda (n=495),
povréa (n=80), tekih proizvoda od jaja (n=44) i sendvica s mesom (n=153) bili
negativni.

Otpornost na antimikrobne tvari (antimikrobna rezistencija) medu vodeéim je
javno-zdravstvenim temama pri ¢emu vaznu ulogu ima i proizvodnja hrane
zivotinjskog podrijetla, odnosno kompleksna interakcija farmskih Zivotinja, farmera i
okolisa (GARIPCIN i SEKER, 2015.; ZDOLEC i sur., 2016.a). Povezanost primarne
proizvodnje na razini farme i proizvodnje hrane zivotinjskog podrijetla posebno je
oCita kroz fenomen prijenosa antimikrobne rezistencije (ZDOLEC, 2015.). Poseban
se znacCaj pridaje moguénosti prijenosa rezistentnih bakterija hranom, odnosno
prijenosa gena rezistencije na Kklinicki relevantne bakterije (TEUBER, 2001).

Posljednjih godina je antimikrobna rezistencija patogenih bakterija postala
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dominantni javnozdravstveni problem, izmedu ostalog i zbog intenzivne, Cesto
nepromisljene, primjene antimikrobnih tvari u animalnoj proizvodnji. Problem
postaje joS kompleksniji ukoliko promisSliamo o mogucnosti prijenosa gena
rezistencije preko mikroorganizama iz hrane koji nisu patogeni, poput bakterija
mlijeCne kiseline ili stafilokoka (SHARMA i sur., 2014.; ZDOLEC i sur., 2016.b).

U pogledu otpornosti L. monocytogenes iz hrane na antimikrobne tvari,
podaci iz literature su oskudni, a u nasoj zemlji ne postoji objavljenih rezultata
istraZivanja tog tipa. Stoga je cilj ovog diplomskog rada bio utvrditi minimalne
inhibicijske koncentracije odabranih antimikrobnih lijekova za izolate L.
monocytogenes prikuplijene iz hrane zivotinjskog podrijetla, sirovina i obrisaka iz

pogona prehrambene industrije.



2. PODACI IZ LITERATURE

2.1. Otpornost bakterija na antimikrobne lijekove

O znacenju antimikrobne rezistencije kao javnozdravstvenog problema sve
se viSe govori i u kontekstu uske povezanosti veterinarske i humane medicine,
stoCarstva i proizvodnje hrane. Mikrobna rezistencija zasigurno je jedan od
najboljih primjera koji se mogu uklopiti u svjetsku inicijativu ,Jednog zdravlja“ (engl.
One Health) koji podrazumijeva zblizavanje veterinarske i humane medicine u
okviru zajedniCke zastite zdravlja ljudi, Zivotinja i okolisa (Jedan svijet- Jedna
medicina-Jedno zdravlje) (ZDOLEC, 2011.).

Proizvodnja hrane zivotinjskog podrijetla (mlijeko, meso i dr.) je takoder
vazan segment u spomenutom konceptu, a pojava mikrobne rezistencije usko
povezana s primjenom veterinarskih lijekova u stoCarstvu o ¢emu svjedoCe svi
relevantni statisticki podaci o monitoringu rezistencije. Najvazniju skupinu
veterinarskih lijekova u javnozdravstvenom pogledu Cine antibiotici koji se u
animalnoj proizvodnji koriste za lijeCenje i spreCavanje bakterijskih infekcija, a
donedavno i kao tvari za poboljSanje prirasta (dodaci hrani za Zivotinje). Dakle,

koriste se u:

e terapiji - lije€enju infekcija klinicki bolesnih zivotinja na temelju bakterioloSke
dijagnoze odnosno potvrde uzroc¢nika;

e metafilaksi — tretiranju klini¢ki zdravih Zivotinja iz iste skupine Zzivotinja
(stada i dr.) u kojima ima klinicke manifestacije bolesti. Time se infekcija
tretira prije nego postane vidljiva, ¢ime se i vrijeme lije€enja moze bitno
skratiti;

e profilaksi — tretiranju klini¢ki zdravih Zivotinja za vrijeme stresa (npr. odbice)

radi spre€avanja oboljenja. U ovom slu€aju primjena antibiotika je indicirana



samo kod nekih znacajnih prijetecih stanja koja ugrozavaju zdravlje stada, a
opcenito je takva primjena zabranjena;

e zootehnici — davanje antibiotika u hranu za Zivotinje radi spreCavanja
subklini¢kih infekcija ¢ime se izravno pospjeSuje prirast (promotori rasta).

Taj postupak je takoder danas napusten.

Posljednje spomenuto posebno je znacCajno jer su se antibiotici ne tako
davno legalno davali Zivotinjama u hrani iz ekonomskih (bolji prirast), a ne
zdravstvenih razloga $to je bitno doprinjelo pojavi i Sirenju otpornosti bakterija
prema antibioticima (zbog stalne izloZenosti, niskih doza i dr.). Nadlezne institucije
vremenom su donosile preporuke o zabrani primjene nekih antibiotika u hrani za
Zivotinje i podrzavale samo njihovo davanje u terapijske svrhe tj. lijeCenju ljudi i
Zivotinja. NajveCi problemi nastali su pojavom otpornosti bakterija prema
antibioticima koji se koriste u terapiji ljudi, a kao posljedica primjene sli¢nih

(analognih) preparata u veterinarskoj medicini.

Jedan od mogucih nacina Sirenja ovakve otpornosti bakterija prema
antibioticima sa zivotinja na ljude je preko Zivotinjskih proizvoda. Brojne patogene
bakterije iz hrane i oportunisticke bakterije (npr. enterokoki) potje€u iz organizma
zivotinja (koza, crijeva). One mogu onecistiti primjerice meso tijekom klaoniCke
obrade ili onedistiti povrce ako se tlo obogacuje stajskim gnojem. Na taj nacin i
rezistentne bakterije ulaze u prehrambeni lanac i ugrozavaju zdravlje ljudi (npr.
Salmonella  spp., Yersinia  enterocolitica, Listeria monocytogenes,
enterohemoragi¢na Escherichia coli itd.). Na takve bakterije antibiotici ne djeluju (a

trebali bi) pa je krajnji ishod — infekcija ljudi.



2.1.1. Savjesna primjena antimikrobnih lijekova

Kod primjene antimikrobnih lijekova op¢a je preporuka koristiti ih u terapijske
svrhe tek nakon identifikacije bakterije (uzroCnika bolesti) i testiranja njene
osjetljivosti/otpornosti na antibiotike (antibiogram). Nadalje, preporu¢a se primjena

antimikrobnih tvari s uskim spektrom djelovanja (ciljano).

U veterinarskoj medicini primjena antimikrobnih lijekova treba osigurati
ucinkovito lijeCenje bolesnih zivotinja, ali istovremeno smanjiti potencijalne rizike
(pojava rezistencije) na najmanju mjeru. To se prvenstveno osniva na etiolo$koj
dijagnozi (utvrditi uzroCnika bolesti), a samo ponekad na klinickoj slici koja je
strogo specificna za neku bolest (npr. kod vrbanca). Medutim, kod akutne infekcije
vazno je zapoceti terapiju odmah pa je iluzorno Cekati laboratorijski nalaz o
uzroCniku i njegovoj osjetljivosti/otpornosti na antibiotike. U tom sluaju od
presudne je vaznosti znanje veterinara o op¢em stanju (zdravlju) stada/jata te
primjenjivosti pojedinih antibiotika u odnosu na prijasnju terapiju (ZDOLEC, 2005.).
Radi kontrole razvoja rezistencije na antibiotike najsigurnijim se cini ograniciti
njihovu uporabu $to je vise moguée. Stoga se svaka nepotrebna uporaba
antimikrobnih lijekova treba strogo izbjegavati i zabraniti (u profilaksi, u hrani za
zivotinje). Ukoliko ¢e se antibiotici koristiti samo za ciljano lijeCenje zivotinja, tada

mozemo o&ekivati smanjenje pojave otpornosti bakterija (SEOL i sur., 2010.).

2.2. Otpornost bakterije Listeria monocytogenes na antimikrobne lijekove

U lije€enju humane listerioze primjenjuju se primarno ampicilin u kombinaciji
s gentaminicom, potom trimetoprim i sulfametoksazol, eritromicin, meropenem,
vankomicin, ciprofloksacin, rifampin i linezolid (TEMPLE i NAHATA, 2000.; LEITI i
sur., 2005.). Istrazivanja otpornosti L. monocytogenes na antimikrobne tvari od
klinickog znagenja posljednjih godina ukazuju na mali udio rezistentnih izolata iz
ljudi, Zivotinja, hrane ili okoli8a (GRANIER i sur., 2011., BERTSCH i sur., 2014.). U



tablici 1 sazeto su prikazana neka istrazivanja antimikrobne rezistencije L.
monocytogenes te najvazniji nalazi. Interpretacija rezultata i medusobna
usporedba rezultata razli¢itih istrazivanja Cesto je teSko provediva, zbog
nepostojanja kriterija rezistencije L. monocytogenes za pojedine antimikrobne tvari,
koriStenja razliCitih metoda ispitivanja, ili koriStenja kriterija rezistencije koji su
odredeni za neke druge bakterijske vrste. Vecini istraZivanja otpornosti L.
monocytogenes iz hrane, ali i drugih izvora (okolisa, ljudi), zajednicCki je nalaz
rijetko prisutna otpornost na klini¢ki relevantne antimikrobne tvari koje se koriste u
lijeCenju listerioze (CHARPENTIER i COURVALIN, 1999.). Ipak, tijekom vremena
povecavaju se minimalne inhibicijske koncentracije odredenih tvari u izolata L.
monocytogenes $to moze biti znak povecanja otpornosti. Takoder, povremene se
nalaze u hrani i izolati L. monocytogenes sa steCenom otpornosti, odnosno izolati
S mobilnim genetskim materijalom odgovornim za antimikrobnu rezistenciju
(BERTSCH i sur., 2014.). U Hrvatskoj prema naSim saznanjima nisu provedena

ispitivanja otpornosti na antimikrobne tvari izolata L. monocytogenes iz hrane.



Tablica 1. Odabrana istrazivanja otpornosti L. monocytogenes na antimikrobne tvari

Podrijetlo i broj Utvrdena otpornost Udio/postotak Metode Referenca
izolata rezistentnih izolata | ispitivanjai
L. monocytogenes interpretacija
Hrana, povrSine iz | Klindamicin, pa linezolid, | 11.7 % otpornih na | VITEK2, CONTER [
proizvodnih pogona, ciprofloksacin, ampicilin i rifampicin, | najmanje 1 tvar Kriteriji ~ CLSI | sur., 2009.
n=120 trimetoprim/sulfametoksazol, te za stafilokoke
vankomicin i tetraciklin

MlijeCni proizvodi, | Oksacilin, penicilin, ampicilin, | 93,33 % (oksacilin), Disk difuzijski | HARAKEH i
n=30 vankomicin 90 % (penicilin), test sur., 2009.

60 % (ampicilin),

26,66% (vankomicin)
Klini€ki izolati iz ljudi Tetraciklini, fluorokinoloni 1,2 % Disk difuzijski | MORVAN [
n=4816 test sur., 2010.
Hrana i okolis, Eritromicin, tetraciklin-minociklin, | 2% Mikrodilucijski GRANIER i
n=202 trimetoprim postupak, PCR | sur. 2011.
Hrana (n=107), Ceftriakson, tetraciklini 10,83 % (ceftriakson), | PCR SU i sur,
ljudi (n=13) 5,83 % (tetraciklini) 2016.
Hrana i proizvodni | Ampicilin, penicilin,  klindamicin, | 35 % (ampicilin), Disk difuzijski | QUENDERA i
pogoni (n=34) gentamicin, rifampicin 24 % (penicilin), test, kriteriji | sur., 2016.

3 % (klindamicin, | CLSI za

gentamicin, odnosno | stafilokoke

rifampicin)




3. MATERIJAL | METODE

3.1. Uzorci sirovina, hrane zivotinjskog podrijetla i obrisaka

Uzorci sirovina, hrane i obrisaka za potrebe istraZivanja prikupljeni su tijekom
rutinskih mikrobioloSkih pretraga u laboratoriju Zavoda za higijenu, tehnologiju i
sigurnost hrane Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Prisutnost bakterije
Listeria  monocytogenes u 25 grama (sirovine, hrana Zzivotinjskog podrijetla)
odredivana je standardnim postupkom prikazanim u dijagramu 1. Deset izolata L.
monocytogenes ustupljeno je ljubaznoséu doc.dr.sc. Andree Humski iz Hrvatskog

veterinarskog instituta.

Obrisci radnih povrSina uzeti su tijekom rada u pogonima mesnih industrija, te su
koriStena ista teku¢a hraniliSta za predobogacenje i obogacenje kao i selektivha

podloga za izolaciju.



*Uzorak + half Fraser bujon1:9

PRED- -Inkubiratina 30 °C +1 °C 24 h + 3 h
OBOGACIVANJE

*0,1 mL kulture + 10 mL Fraser bujona

SELEKTIVNO *Inkubiratina 35°Cili37°C+1°C48h+3h
OBOGACIVANJE

precijepiti kulturu na ALOA agar
Inkubiratina 37°C+1°C24 h+3h

* (inkubacija se moze dodatno produziti za 24 h + 2 h)

IZOLACIJA
*Sa svake ploce potvditi minimalno 5 karakteristi¢nih i / ili
suspektnih kolonija.
- (karakteristi¢ne kolonije: tirkizno plave za opalescentnom zonom precipitacije na
ALOA agaru)
* API Listeria
POTVRDA

(katalaza, bojanje po Gramu, test pokretljivosti)

Slika 1. Dijagram postupka odredivanja prisutnosti bakterije Listeria

monocytogenes u hrani Zivotinjskog podrijetla



3.2. I1zolati bakterije Listeria monocytogenes

Tijekom istraZivanja prikupljeno je ukupno 26 izolata bakterije L. monocytogenes iz

razli€itih uzoraka sirovine, obrisaka i hrane Zivotinjskog podrijetla Sto je prikazano u

tablici 2.

Tablica 2. Podrijetlo izolata L. monocytogenes koriStenih u istraZivanju

Oznaka | Hranalsirovina/povrsina iz/s koje je | Napomena

izolata |izolirana

1. NCTC 10527 serovar 4b -

11. Svjezi sir Kolekcija laboratorija Zavoda
za higijenu, tehnologiju i
sigurnost hrane*

12. Svjezi sir *

13. ATCC 7644 serovar 1/2c -

14. Kulenova seka, trajni proizvod HVI**

15. Cevapgici *x

16. Usoljena svinjska crijeva b

17. Pileca krila o

18. Cesnjovka, polutrajni proizvod *x

19. Kulen, trajni proizvod *

20. Prsut, rezani **

21. Cesnjovka, polutrajni proizvod %

22. Janjetina *x
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Oznaka | Hranalsirovina/povrsina iz/s koje je | Napomena
izolata |izolirana
23. Pljeskavica *
24. Trajna kobasica *
27. Domaca kobasica, polutrajna, prie |*
pasterizacije
28. Prirodna svinjska crijeva *
29. Smjesa za slavonsku kobasicu iz | *
mjeSalice
30. Nadjev za slavonsku kobasicu *
31. Obrisak kutera *
32. Obrisak — odmrzavanje mesa *
33. Obrisak punilice za kobasice *
34. Obrisak radnog stola za nadjevanje *
35. Trajna kobasica 4. dana zrenja *
36. Slavonska kobasica, trajna *
37. Svinjetina *
38. Trajna kobasica 4. dana zrenja *
39. Trajna kobasica 7. dana zrenja *

Determinacija izolata izvrSena je standardnim API Listeria sustavom (bioMerieux,

Francuska; slika 2).
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Slika 2. API Listeria sustav (snimio: Tomislav Rajkovic¢)

3.3. Odredivanje osjetljivosti izolata L. monocytogenes na antimikrobne tvari

Testiranje osjetljivosti na antimikrobne lijekove provedeno je na ukupno 26
izolata L. monocytogenes i dva referentna soja (ATCC/ NCTC).
Koristen je postupak odredivanja minimalnih inhibicijskih koncentracija (MIC)

epsilometar testom (E-test; AB BIODISK, bioMérieux, Francuska; slika 3).
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Slika 3. Odredivanje MIC azitromicina i ciprofloksacina E-testom (snimio Tomislav
Rajkovic¢)

Ukratko, sojevi su prije testiranja bili pohranjeni u smrznutom stanju u Microbank
sustavu. Namnazani su u Brain Hearth Infusion bujonu (bioMerieux, Francuska)
24-48 sati na 37 °C. Potom su presadeni na Agar Listeria Ottavani & Agosti -
ALOA agar i inkubirani 24-48 sati na 37 °C.

Nacinjena je suspenzija Ciste kulture u BHI bujonu (bioMerieux, Francuska)
gustoc¢e od 1 McFarlanda (Densimat, bioMerieux) koja je nanesena troslojno i
trosmjerno pomocu sterilnog brisa na Muller Hinton- F agar. Nakon 15 minuta
nanesene su trakice E-testa pri ¢emu su koriStene najvise dvije trakice po jednoj
petrijevoj plo€i. Svaki je izolat L. monocytogenes testiran na 10 antimikrobnih tvari:

e Ampicilin

e Gentamicin
e Vankomicin
e Streptomicin

e Linezolid
13



e Azitromicin

e Rimfapicin

e Oksacilin

e Trimetoprim/sulfametoksazol

e Ciprofloksacin

Plo¢e su potom inkubirane 24 sata na 35 °C nakon ¢ega su ocitane minimalne
inhibicijske koncentracije. Nakon ocitavanja MIC vrijednosti su uvrStene u tablice
prema EUCAST-u za odredivanje distribucije MIC-a kod izolata bakterija L.
monocytogenes.

Interpretacija rezultata provedena je prema kriterijima EUCAST-a (2016) za
L. monocytogenes. Buduéi da se ti kriteriji odnose samo na MIC vrijednosti za
ampicilin, benzilpenicilin, eritromicin, meropenem i trimetoprim/sulfametoksazol, za
preostale tvari je kriterij otpornosti L. monocytogenes bio izostanak inhibicije rasta

u E-testu.

Tablica 3. EUCAST kriteriji otpornosti na antimikrobne tvari klini¢kih izolata L.

monocytogenes
Antimikrobna tvar Grani¢na MIC vrijednost (mg/L)
Osijetljiv (S, engl. sensitive) Otporan (R, engl. resistant)
S < R2
Benzilpenicilin 1 1
Ampicilin 1 1
Meropenem 0,25 0,25
Eritromicin 1 1
Trimetoprim/sulfametoksazol 0,06 0,06

14



4. REZULTATI

U tablici 4 prikazane su MIC vrijednosti 10 antimikrobnih tvari s obzirom na
ispitivane izolate L. monocytogenes. 1z tablice je vidljivo da je utvrdeno 5 izolata L.
monocytogenes Kkoji su bili otporni (nije bila vidljiva zona inhibicije rasta oko testne
trakice) na tvari: vankomicin (2 izolata), linezolid (3 izolata) i oksacilin (3 izolata).
Izolat L. monocytogenes 28 izdvojen iz svinjskih crijeva za nadijevanje kobasica
pokazao je viSestruku otpornost, tj. rast bakterije nije bio inhibiran vankomicinom,
linezolidom i oksacilinom. Preostali izolati L. monocytogenes koji nisu bili inhibirani
navedenim tvarima potjecali su, kao i svinjska crijeva za nadijevanje kobasica
(izolat br. 28), iz istog pogona mesne industrije — iz nadjeva trajne kobasice,
obrisaka kutera i punilice.

U tablici 5 je prikazana distribucija MIC vrijednosti izolata L. monocytogenes
(n=26) s obzirom na odredenu antimikrobnu tvar, dok su slikama 4-13 prikazane

distribucije MIC pojedinih antimikrobnih tvari.
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Tablica 4. MIC vrijednosti antimikrobnih tvari prema izolatima L. monocytogenes

Ampicilin Gentamicin Vancomicin Streptomicin  Linezolid Azitromicin  Rimfapicin Oxacilin T/S Ciprofloxacin
0,125 0,094 1 2 2 1 0,032 2 0,023 8
0,125 0,094 1 1,5 1,5 1 0,004 2 0,006 0,75

0,19 0,094 0,5 2 1,5 0,5 0,003 1,5 0,008 0,5
0,19 0,064 0,75 3 1 0,75 0,006 2 0,016 1
0,25 0,125 0,5 4 1 1 0,016 3 0,012 0,75
0,094 0,125 0,5 4 1 1 0,012 2 0,006 0,5
0,25 0,125 0,75 4 1 0,75 0,023 2 0,016 0,75
0,38 0,094 1 3 2 2 0,016 4 0,016 1
0,25 0,094 1 3 1,5 1 0,016 3 0,008 0,75
0,38 0,125 0,75 4 2 1 0,032 3 0,012 0,5
0,19 0,125 0,75 4 1,5 1 0,023 2 0,012 0,75
0,125 0,064 1 1,5 3 0,5 0,016 3 0,006 0,5
0,094 0,064 1 2 2 0,75 0,023 2 0,006 0,75
0,25 0,125 1 4 3 1 0,016 4 0,008 0,5
0,125 0,094 1 2 0,75 0,5 0,012 3 0,008 0,38
0,125 0,19 0,75 16 0,75 0,38 0,25 0,064 0,023 0,5
0,125 1 0 4 0 32 1 0 0,006 0,25
0,125 0,25 4 6 0 1 4 4 0,008 0,5
0,19 0,19 0,75 6 1 1,5 0,5 2 0,004 0,5
1 0,25 0 2 0 4 2 96 0,047 0,012
0,125 0,125 1 96 12 0,38 0,25 0 0,003 0,047
0,125 0,25 0,75 4 1 1 0,032 0 0,003 0,75
0,25 0,19 0,75 3 1,5 0,75 1,5 2 0,006 0,75
0,25 0,125 0,75 3 2 1 0,016 3 0,002 0,75
0,19 0,125 0,5 4 1,5 0,75 0,023 2 0,008 1
0,094 1 0,5 1 0,75 1 0,047 2 0,032 0,75
0,125 0,094 0,5 3 1,5 1,5 0,06 2 0,008 0,5
0,125 0,094 0,75 1,5 0,75 1 0,016 2 0,004 0,38
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Tablica 5. Distribucija izolata L. monocytogenes prema MIC vrijednostima antimikrobnih tvari

Antimikrobna tvar

Broj izolata s navedenim MIC-om

Ampicilin

Gentamicin

Vankomicin

Streptomicin

Linezolid

Azitromicin

Rimfapicin

Oksacilin
Trimetoprim/sulfametoksazol
Ciprofloksacin

0,003 0,004 0,006

0,008 0,012 0,016

0,023 0,032

0,047 0,064 0,094 0,125
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Broj izolata s obzirom na odredenu MIC (ug/ml) ampicilina
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Slika 4. Distribucija izolata L. monocytogenes prema MIC vrijednostima ampicilina

Na slici 4 vidljivo je da se raspon MIC vrijednosti ampicilina za vecinu ispitivanih izolata L.
monocytogenes (n=25) kretao od 0,094 do 0,38 pg/ml, a za najveci broj izolata (n=10;
38,46 %) je zabilieZena minimalna inhibicijska koncentracija ampicilina od 0,125 pg/ml.
Samo za jedan izolat (izolat br. 31) je utvrdena MIC od 1 pg/ml, Sto prema kriterijima
EUCAST-a ga svrstava u rezistentne. Navedeni soj, kako je prije nhavedeno, bio je otporan
na vankomicin i linezolid (tablica 3).
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Broj izolata s obzirom na odredenu MIC (pg/ml) gentamicina
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Slika 5. Distribucija izolata L. monocytogenes prema MIC vrijednostima gentamicina

Na slici 5 vidljivo je da se raspon MIC vrijednosti gentamicina za vecinu ispitivanih izolata
L. monocytogenes (n=24) kretao od 0,064 do 0,25 pg/ml, a za najveci broj izolata (n=9;
34,61 %) je zabilieZzena minimalna inhibicijska koncentracija gentamicina od 0,125 pg/ml.
U dva izolata utvrdena je najveca vrijednost MIC od 1 pg/ml, §to ih Cini slabije osjetljivima

na gentamicin.
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Broj izolata s obzirom na odredenu MIC (ug/ml) vankomicina
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Slika 6. Distribucija izolata L. monocytogenes prema MIC vrijednostima vankomicina

Na slici 6 vidljivo je da se raspon MIC vrijednosti vankomicina za vecinu ispitivanih izolata
L. monocytogenes (n=23) kretao u uskom rasponu od 0,5 do 1 pg/ml, a za najveci broj
izolata (n=9; 37,50 %) je zabiljezena minimalna inhibicijska koncentracija vankomicina od
0,75 pg/ml. MIC jednog izolata je odstupala zna¢ajno od navedenih vrijednosti i iznosila 4
pg/ml. Kako je prije navedeno, 2 izolata L. monocytogenes nisu pokazivala rast u

prisutnosti vankomicina.
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Broj izolata s obzirom na odredenu MIC (ug/ml) streptomicina
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Slika 7. Distribucija izolata L. monocytogenes prema MIC vrijednostima streptomicina

Na slici 7 vidljivo je da se raspon MIC vrijednosti streptomicina za vecinu ispitivanih
izolata L. monocytogenes (n=24) kretao u rasponu od 1 do 6 pg/ml, a za najveéi broj
izolata (n=9; 34,61 %) je zabiljezena minimalna inhibicijska koncentracija streptomicina od
4 pg/ml. MIC vrijednosti dvaju izolata bili su zna¢ajno veée od navedenih, tj. iznosile su 16,

odnosno ¢ak 96 pg/ml.
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Broj izolata s obzirom na odredenu MIC (ug/ml) linezolida
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Slika 8. Distribucija izolata L. monocytogenes prema MIC vrijednostima linezolida

Na slici 8 vidljivo je da se raspon MIC vrijednosti linezolida za vecinu ispitivanih izolata L.
monocytogenes (n=22) kretao u rasponu od 0,75 do 3 pg/ml, a za najveci broj izolata (n=7;
31,81 %) je zabiliezena minimalna inhibicijska koncentracija linezolida od 1,5 pg/ml. MIC
vrijednost jednog izolata zna€ajno je odstupala, odnosno iznosile 12 pg/ml. Kako je prije

navedeno, tri izolata L. monocytogenes bila su otporna na linezolid.
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Broj izolata s obzirom na odredenu MIC (ug/ml) azitromicina
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Slika 9. Distribucija izolata L. monocytogenes prema MIC vrijednostima azitromicina

Na slici 9 vidljivo je da se raspon MIC vrijednosti azitromicina za vecinu ispitivanih izolata
L. monocytogenes (n=25) kretao u rasponu od 0,38 do 4 ug/ml, a za najveéi broj izolata
(n=12; 48 %) je zabiljezena minimalna inhibicijska koncentracija azitromicina od 1 pug/ml.

MIC vrijednost jednog izolata zna€ajno je odstupala, odnosno iznosile 32 pg/ml.
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Broj izolata s obzirom na odredenu MIC (ug/ml) rimfapicina

0.125

Slika 10. Distribucija izolata L. monocytogenes prema MIC vrijednostima rimfapicina

Na slici 10 vidljivo je da se raspon MIC vrijednosti rifampicina kretao u Sirokom rasponu

od 0,004 do 4 pg/ml, a za najveci broj izolata (n=7; 26,92 %) je iznosila 0,016 pg/ml. MIC

vrijednosti pojedinih izolata L. monocytogenes bile su iznad 1 pg/ml.
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Broj izolata s obzirom na odredenu MIC (ug/ml) oksacilina
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Slika 11. Distribucija izolata L. monocytogenes prema MIC vrijednostima oksacilina

Na slici 11 vidljivo je da se raspon MIC vrijednosti oksacilina vecine izolata (n=21) kretao

u rasponu od 1,5 do 4 pg/ml, a za najveci broj izolata (n=12; 57,14 %) je iznosila 2 ug/mil.

MIC wvrijednosti dvaju izolata L. monocytogenes su bitno odstupale od navedenih

vrijednosti i iznosile 0,064, odnosno 96 pg/ml.
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Broj izolata s obzirom na odredenu MIC (ug/ml) trimetoprim/sulfametoksazola
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Slika 12. Distribucija izolata L. monocytogenes prema MIC vrijednostima
trimetoprim/sulfametoksazola

Na slici 12 vidljivo je da se raspon MIC vrijednosti trimetoprim/sulfametoksazola kretao u
rasponu od 0,003 do 0,047 pg/ml, a za najveci broj izolata (n=7; 26,92 %) je iznosila 0,008
pug/ml. S obzirom na kriterije EUCAST-a, grani¢na vrijednost MIC-a od 0,06 pg/ml iznad

koje se L. monocytogenes smatra rezistentnom, nije nadmasena.
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Broj izolata s obzirom na odredenu MIC (ug/ml) ciprofloksacina
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Slika 13. Distribucija izolata L. monocytogenes prema MIC vrijednostima ciprofloksacina

Na slici 13 vidljivo je da se raspon MIC vrijednosti ciprofloksacina u vecini izolata (n=24)

kretao u rasponu od 0,25 do 1 ug/ml, a za najveci broj izolata (n=10; 41,66 %) je iznosila

0,75 pg/ml. MIC vrijednosti ciprofloksacina u dva sluaja bile su znacajno ispod

navedenog raspona i iznosile 0,012 odnosno 0,047 pg/ml.
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5. RASPRAVA

U radu su odredivane minimalne inhibicijske koncentracije antimikrobnih
tvari (lijekova) koji imaju klinicko znacenje, odnosno koriste se u terapiji listerioze.
Nalaz eventualno rezistentnih izolata L. monocytogenes u hrani ili lancu
proizvodnje hrane na neke od tih tvari predstavljao bi potencijalnu opasnost u
slucaju infekcija ljudi patogenom otpornim na ciljanu tvar. Prilikom odredivanja MIC
vrijednosti zabiljezili smo pojavu potpune nedjelotvornosti vankomicina u 2 slucaja,
linezolida u tri slu€aja, i oksacilina u tri slu€aja (izolata L. monocytogenes). Kako je
prije navedeno svi otporni izolati bili su podrijetlom iz jednog objekta prerade mesa,
a izolirani su prilikom retrogradnog utvrdivanja mjesta oneciScenja u proizvodniji
trajnih kobasica. Ukupno gledajuci, 5 od 26 ispitivanih izolata L. monocytogenes
bilo je otporno na najmanje jednu antimikrobnu tvar primjenom E-testa, Sto Cini
udio od 19,23 %. Medutim, promatrajuci podrijetlo izolata, o€ito je da otpornih
izolata L. monocytogenes u hrani nije bilo, ve¢ su svi izolirani iz povrSina koje
dolaze u dodir s hranom, odnosno sirovina koje su bile namijenjene proizvodniji

trajnih kobasica.

Sliéno nasim rezultatima, ZHANG i sur. (2013.) utvrdili su otpornost na
vankomicin u jednom izolatu L. monocytogenes (n=39; 2,6 %) iz hrane s trzista.
Vankomicin-rezistentna L. monocytogenes takoder je bila rijedak nalaz u
istrazivanju CONTERA i sur. (2009.). S druge strane, za razliku od naseg nalaza,
otpornost na oksaciklin je u navedenom istrazivanju bila dominantna i potvrdena u
46,2 % izolata L. monocytogenes. HARAKEH i sur. (2009.) zabiljezili su takoder
dominantnu otpornost na oksaciklin u izolatima L. monocytogenes iz mlije¢nih
proizvoda, dok je otpornost na vankomicin bila zaCudujuée visoka (26,66 %
izolata). Stoga navedeni nalaz i na$i rezultati ukazuju na rizik od prisutnosti
vankomicin-rezistentne L. monocytogenes, buduci je vankomicin medu zadnjim
obranama od bakterijskih infekcija ljudi (HARAKEH i sur., 2009.). Pored navedenih

dvaju antimikrobnih tvari, u naSem istraZivanju izolirana su dva soja L.
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monocytogenes otporna na linezolid koji se preporuCuje u terapiji humane
listerioze. Rijetka su izvjeS¢a o otpornosti L. monocytogenes na linezolid, no
CONTER i sur. (2009.) biljeze visok udio linezolid-rezistentnih sojeva iz hrane i
proizvodnih pogona, no u interpretaciji rezultata koriste kriterije za stafilokoke. U
svakom slucaju rast dvaju naSih izolata nije bio zaustavljen u prisutnosti linezolida

na Muller-Hinton F agaru.

Prvu liniju obrane u lijeCenju listerioze predstavlja ampicilin s gentamicinom
pa je znacCajno utvrditi udio rezistentnih L. monocytogenes na te tvari. Nasi su
rezultati pokazali odsutnost otpornosti $to je povoljan nalaz, za razliku od nekih
novijih istrazivanja (QUENDERA i sur., 2016.). Takoder, svi izolati u nasem
istrazivanju bili su osjetljivi i na trimetoprim/sulfametoksazol (lijek izbora u slu€aju
alergija na peniciline), te na streptomicin, azitromicin, rimfapicin i ciprofloksacin. Za
razliku od navedenog, pojedini autori izvjeS€uju o nalazu L. monocytogenes iz
hrane otpornih na trimetoprim ili rifampicin (CONTER i sur., 2009., GRANIER i sur.,
2011.; QUENDERA i sur., 2016.), no radi se o rijetkim sluCajevima u odnosu na

broj rezistentnih na druge tvari.

S obzirom na utvrdene MIC vrijednosti pojedinih antimikrobnih tvari u nasem
istrazivanju (n=10) provedena je njihova usporedba s EUCAST distribucijom MIC
vrijednosti izolata L. monocytogenes (EUCAST, 2016.). MIC vrijednosti ampicilina
u nasSem istrazivanju za vecinu izolata L. monocytogenes u rasponu su trenutnih
EUCAST podataka. Medutim, najveci broj nasih izolata distribuiran je u rasponu
MIC vrijednosti od 0,125-0,25, dok je u EUCAST bazi vecina u podrucju od 0,25-
0.5 ug/ml, §to govori 0 manjoj otpornosti nasih izolata. Pri usporedbi treba uzeti u
obzir da EUCAST baza (pristup 10. lipnja 2016) trenutno raspolaze s 543 izolata L.
monocytogenes. ECOFF vrijednost od 1 ug/ml je odredena za ampicilin, Sto je
utvrdeno za jedan izolat u naSem istraZivanju (3.8 %, u odnosu na 5,5 % izolata

prema EUCAST podacima).
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Sliéni odnos distribucije L. monocytogenes prema MIC vrijednostima je
zabiliezen i za gentamicin. Naime, EUCAST determinira najuCestalije MIC
gentamicina od 0,5-1 ug/ml, dok je u naSem istrazivanju to izmedu 0,094 do 0,125
pg/ml, Sto takoder ide u prilog veée osjetljivosti nasih izolata L. monocytogenes
(n=26) na gentamicin u odnosu na EUCAST obradene izolate (n=317). MIC
vrijednosti vankomicina u nasem istrazivanju su bile u uskom rasponu od 0,5 do 1
Mg/ml, Sto je sukladno EUCAST vrijednostima. Ipak, i u ovom slucaju najveci broj
nasih izolata pokazuje manju MIC vrijednost (0,75 pg/ml) u odnosu na

dominirajucih 1 ug/ml EUCAST izolata L. monocytogenes.

U slu€aju streptomicina, raspon MIC vrijednosti naSih izolata L.
monocytogenes kretao se u rasponu od 1-6 pg/ml, dok EUCAST podaci biljeze
vrijednosti od 4-8 pg/ml Sto ponovno ukazuje na vecu osjetljivost nasih izolata na
streptomicin. Medutim, utvrdili smo dva izolata koja pokazuju znacajno ve¢e MIC
vrijednosti (vecu otpornost) — 16, odnosno 96 pg/ml. MIC vrijednosti linkomicina za
L. monocytogenes distribuirane su prema EUCAST-u izmedu 1 i 4 ug/ml, dok je u
nasem istraZivanju raspon bio nesto nizih vrijednosti — od 0,75 do 3 ug/ml, $to
upucuje na vecu osjetljivost nasih izolata na linezolid. EUCAST je postavio ECOFF
za linezolid od 4 pg/ml, pa se prema tom kriteriju izolat L. monocytogenes koji je
pokazao MIC od 12 pg/ml smatra rezistentnim. Uzevsi u obzir i tri izolata koja nisu
bila inhibirana linezolidom, ukupno smo determinirali 4 otporna izolata L.

monocytogenes na linezolid (15,38 %).

Vecéina izolata L. monocytogenes prema EUCASTU je distribuirana s
obzirom na MIC oksacilina u vrijednosti od 4 pg/ml (176 od 223 izolata), dok je u
nasem istrazivanju najuCestalija bila vrijednost od 2 pg/ml. Jedan izolat L.
monocytogenes znacajno je odstupao od navedenih vrijednosti, odnosno MIC
oksacilina je iznosila 96 pug/ml i pokazatelj je vece otpornosti na oksacilin. MIC
vrijednosti trimetoprim/sulfametoksazola u naSem su istrazivanju naj¢eSce
utvrdene u vrijednosti od 0,008 pg/ml, $to odgovara podacima EUCAST-a. Vece
vrijednosti od postavliene ECOFF granice otpornosti od 0,064 pg/ml nisu
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zabilieZzene, dok se u bazi EUCAST-a bilieze pojedinacni izolati s MIC-om za
trimetoprim/sulfametoksazol od 0,125 do 0,5 pg/ml. MIC vrijednosti ciprofloksacina
za L. monocytogenes prema EUCAST-u se kre¢éu od 0,5 do 2 pg/ml, s
najucestalijom utvrdenom vrijednosti od 1 pg/ml. U nasem istrazivanju zabiljezene

su nize MIC vrijednosti, a naj¢eS¢e od 0,75 pg/ml.
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6. ZAKLJUCAK

Visestruko otporni izolati L. monocytogenes izdvojeni su iz pogona mesne
industrije s radnih povrSina, opreme i sirovina u procesu proizvodnje trajnih

kobasica.

Nalaz sojeva L. monocytogenes otpornih na vankomicin/ linezolid/ ampicilin/
oksacilin ukazuje na rizik prijenosa antimikrobne rezistencije kroz lanac

proizvodnje gotove hrane.

Izolati L. monocytogenes iz hrane Zivotinjskog podrijetla bili su osjetljivi na

kliniCki relevantne antimikrobne tvari koje se koriste u terapiji listerioze.
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8. SAZETAK

U radu je istrazena osjetljivost na antimikrobne tvari bakterije Listeria
monocytogenes (n=26) izoliranih iz hrane i proizvodnih pogona primjenom E-testa.
Odredene su MIC vrijednosti ampicilina, gentamicina, vankomicina, streptomicina,
linezolida, azitromicina, rimfapicina, oksacilina, trimetoprim/sulfametoksazola i
ciprofloksacina. Svi su izolati bili osjetljivi na klini¢ki relevantne antimikrobne
lijekove gentamicin, streptomicin, azitromicin, rifampicin,
trimetoprim/sulfametoksazol i ciprofloksacin. Distribucija izolata L. monocytogenes
prema MIC vrijednostima bila je za vecinu tvari u nizem rasponu u odnosu na
EUCAST podatke. Pet izolata (19,23 %) L. monocytogenes bilo je otporno na
najmanje jednu tvar, a svi su izolirani s radnih povrSina, sirovine i opreme u mesnoj
industriji. Dva su izolata bila otporna na vankomicin, po tri na linezolid i oksacilin, a
jedan na sve tri tvari. Jedan izolat je pokazao otpornost na vankomicin, linezolid i
ampicilin. Takoder, u otpornih izolata izmjerene su i visoke MIC vrijednosti za
azitromicin-rifampicin, ampicilin-oksacilin, odnosno streptomicin-linezolid. Rezultati
ukazuju na nisku razinu otpornosti L. monocytogenes iz hrane na Kklinicki
relevantne antimikrobne lijekove. S druge strane nalaz viSestruko otpornih L.
monocytogenes na radnim povrSinama i opremi u mesnoj industriji upucuje na rizik

prijenosa antimikrobne rezistencije kroz lanac proizvodnje hrane.

Klju€ne rijeci: Listeria monocytogenes, hrana, antimikrobna rezistencija
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9. SUMMARY

DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY OF LISTERIA
MONOCYTOGENES FROM FOOD BY E-TEST

In this study the antimicrobial susceptibility of Listeria monocytogenes from food
and food processing facilities (n=26) was tested by E-test. Minimal inhibitory
concentrations of ampicillin, gentamicin, vancomycin, streptomycin, linezolid,
azitromycin, rifampicin, oxacillin, trimethoprim/sulphametoxazol and ciprofloxacin
were measured. All isolates were susceptible to clinically relevant antibiotics
gentamicin, streptomicin, azitromycin, rifampicin, trimethoprim/sulphametoxazol
and ciprofloxacin. Distribution of L. monocytogenes according to MIC levels ranged
for most agents in lower values compared to EUCAST data. Five isolates (19.23
%) of L. monocytogenes was resistant at least to one antimicrobial agents, and all
originated from raw material, food contact surfaces and equipment in meat
processing plant. Two isolates were resistant to vancomycin, three to linezolid and
oxacillin, and one to all three agents. One isolate showed the resistance to
vancomycin, linezolid and ampicillin. Also, in the case of resistant isolates, the
high-level MIC of azitromycin-rifampicin, ampicillin-oxacillin and streptomicin-
linezolid were recorded. Results show the low level of resistance toward clinically
relevant antimicrobials in L. monocytogenes from food. Contrary, the occurrence of
multi-resistant L. monocytogenes strains in meat-processing facility samples
indicates the risk of antimicrobial resistance transfer along the food producing

chain.

Key words: Listeria monocytogenes, food, antimicrobial resistance
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