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Utjecaj razlicitih cimbenika na rezultate
testiranja osjetljivosti bakterija disk
difuzijskom metodom

Factors affecting the antimicrobial susceptibility testing of bacteria
by disc diffusion method

Marina Bubonja®’, Maja Mesari¢?, Ante Mise?, Marina Jakovac!, Maja Abram?
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Medicinski fakultet Sveucilista u Rijeci SAZETAK. Cilj: Disk difuzijska metoda odredivanja osjetljivosti bakterija na antibiotike zbog

jednostavnosti izvedbe rutinski se primjenjuje u vecini klinickih mikrobioloskih laboratorija. Na
europskom podrucju primjenjuje se, medutim, viSe razli¢itih nacionalnih standarda za
interpretaciju rezultata testiranja antimikrobne osjetljivosti. Ispitano je kako promjena
Primljeno: 22. 7. 2008. fizikalnih uvjeta testiranja, kao i tumacenje dobivenih rezultata prema standardima americkog
Prihvaceno: 10. 10. 2008. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ili britanskog British Society for Antimicrobial
Chemotherapy (BSAC) utjeCu na ishod testiranja osjetljivosti bakterija na antibiotike. Metode:
Antimikrobna osjetljivost klinickih izolata te kontrolnih ATCC bakterijskih sojeva poznate
osjetljivosti na antibiotike ispitana je metodom disk difuzije pri razli¢itim pH vrijednostima
hranjive podloge, razli¢itoj gusto¢i bakterijskog inokuluma te uz promjenu temperature i
duljine inkubacije. Rezultati: Znacajno odstupanje u veli¢ini zona inhibicije te posljedicno i
tumacenje rezultata osjetljivosti uoceno je kod bakterije Stenotrophomonas maltophilia
(osjetljivost na kotrimoksazol pri promjeni temperature i duljine inkubacije). Promjena gustoce
inokuluma kao i pH vrijednosti podloge dovela je do promjene u veli¢ini zona inhibicije svih
ispitivanih antibiotika testiranih ATCC sojeva. Istice se izrazita podloZnost aminoglikozidnih
antibiotika promjenama pH vrijednosti, Sto ima za posljedicu smanjenu osjetljivost bakterija
Staphylococcus aureus i Escherichia coli na antibiotike iz ove skupine. Rasprava i zakljucak:
Rezultati dobiveni disk difuzijskom metodom ne ovise samo o odrZavanju visoko standardizi-
ranih postupaka tijekom izvodenja, nego i o odabranom nacionalnom standardu za testiranje
osjetljivosti. Redovitom kontrolom kvalitete izvodenja antibiograma mogu se uoditi i ispraviti
pogreske u svakodnevnom radu te na taj nacin osigurati vjerodostojnost rezultata izdanih u
klinicke svrhe. Uskladivanje nacionalnih standarda pridonijet ¢e kvalitetnijoj usporedbi
rezultata europskih kao i svjetskih laboratorija.

Kljucne rijeci: bakterije, disk difuzija, odredivanje antimikrobne osjetljivosti

ABSTRACT. Aim: The disc diffusion technique is used routinely for antimicrobial susceptibility
testing of rapidly growing bacteria. However, in different European countries various national
standards for antimicrobial testing are used to determine bacterial susceptibility. The aim of
this study was to determine the influence of different conditions, as well as interpretation of
results according to Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) or British Society for
Antimicrobial Chemotherapy (BSAC) on antimicrobial susceptibility testing. Methods:
Antimicrobial susceptibility of clinical isolates and quality control ATCC was tested by disc
diffusion technique using different temperatures, incubation period, pH of agar medium and
the size of bacterial inoculum. Results: The great variations in the inhibition zone diameters
and consequently in the interpretation of results were noticed in the case of Stenotrophomonas
maltophilia. Cotrimoxazole susceptibility results varied significantly depending on standard
Adresa za dopisivanje: applied. Inoculum density and alteration in pH value of the testing medium had effect on zone
* Dr. sc. Marina Bubonja, dr. med., inhibition diameters of Staphylococcus aureus and Escherichia coli ATCC strains. The
antibacterial activity of all examined antibiotics was affected by the alteration of acidity of the
testing medium but aminoglycosides were the most affected by different pH. Discussion and
conclusions: The results of susceptibility testing depend on performance of standardized disc
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should aid detection and comparison of antibiotic resistance in Europe and elsewhere.
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uvobD

Zbog svoje se jednostavnosti ve¢ dugi niz godina
disk difuzijska metoda rutinski koristi za odredi-
vanje osjetljivosti bakterija na antibiotike. Postu-
pak poznat i kao Kirby-Bauerov test inacica je po-
stupka koji su prije Cetrdeset godina opisali Bauer,
Kirby, Sherris i Turck!. Ova je metoda ne samo jef-
tina i jednostavna za izradu, nego i relativno brzo
daje potrebne podatke (18-24h nakon izolacije i
identifikacije bakterija), te omogucuje ispitivanje
osjetljivosti bakterije na viSe antibiotika istovre-
meno. Difuzijski se postupak izvodi u Petrijevoj
zdjelici na Cvrstoj hranjivoj podlozi odredenog sa-
stava — Mueller-Hintonov agar (MHA) sa ili bez
dodatka ovcje krvi. Diskovi natopljeni antibio-
tikom stavljaju se na povrsinu hranilista koja je
prethodno nacijepljena cCistom bakterijskom kul-
turom. Bududi da debljina i sastav hranjive podlo-
ge mogu utjecati na rezultate, postupak se izvodi
u skladu s nacelima koja ujednacduju metodologiju
izvodenja. Nakon inkubacije mjeri se promjer
zone inhibicije rasta bakterija, te se prema stan-
dardu, u Hrvatskoj CLSI dokument, ispitivani soj
svrstava u kategorije osjetljiv, umjereno osjetljiv i
otporan?.

Buduci da razli¢iti ¢imbenici mogu utjecati na
rezultate ispitivanja osjetljivosti bakterije na anti-
biotike, tijekom postupka svi parametri moraju
biti konstantni. Velicina zone inhibicije jedina je
promjenjiva varijabla, a na osnovi dobivenih rezul-
tata odabire se najdjelotvorniji antibiotik. Tako se
u svakodnevnom radu laboratorija, zbog neradnih
vikenda ili blagdana, susre¢cemo s odstupanjem u
preporucenoj duljini inkubacije antibiograma, a
nedostatak ili neispravnost odgovarajuce labora-
torijske opreme takoder moze znacajno utjecati
na ishod dobivenih rezultata. Poznato je, naime,
da antibakterijska aktivnost testiranog antibiotika
ovisi 0 brojnim ¢imbenicima kao $to su tempera-
tura i vrijeme inkubacije, izbor hranjive podloge,
pH vrijednost podloge, starost i nacin skladistenja
antibiotika itd.2 Dodatno, u razli¢itim se europ-
skim zemljama koriste razli¢iti nacionalni standar-
di za testiranje osjetljivosti bakterijskih izolata. Iz
svega navedenog slijedi da interpretacija rezulta-
ta testiranja osjetljivosti ovisi kako o izvedbi stan-
dardizirane metode tako i o primijenjenim stan-
dardima i protokolima.
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MATERIJALI | METODE

Antimikrobna osjetljivost klini¢kih izolata bakte-
rije Stenotrophomonas maltophilia te kontrolnih
sojeva (Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococ-
cus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aerugino-
sa ATCC 27853) na razliCite antibiotike ispitana je
disk difuzijskom metodom. Suspenzija ispitivanog
soja bakterija nanesena je na MHA (Oxoid, Engle-
ska) te su na povrSinu agara postavljeni diskovi
natopljeni standardiziranom koli¢inom antibio-
tika: tetraciklin, 30; ciprofloksacin, 5; norfloksa-

Odstupanje od standardnih preporuka za izradu disk
difuzijskog antibiograma (odgovarajuca temperatura
i duljina inkubacije, gustoc¢a bakterijskog inokuluma,
pH vrijednost hranilista) ima za posljedicu znacdajne
promjene veli¢ina zona inhibicije, Sto utjeCe na inter-
pretaciju antimikrobne osjetljivosti testiranih bakte-
rijskih sojeva.

cin, 5; eritromicin, 15; kotrimoksazol, 1,23/23,75;
gentamicin, 10; amikacin, 30 i azitromicin, 15 (kon-
centracije navedene u mikrogramima), (Oxoid, En-
gleska). Vrijednost pH podloge prethodno je
podesSena na 5; 6; 7,3; 8 i 9. Gustoca koristenog
bakterijskog inokuluma bila je 108, 10% i 10%° CFU
(jedinica koja formira koloniju; od engl. colony
forming unit). Broj bakterija u inokulumu odreden
je nacjepljivanjem serijskih razrjedenja bakte-
rijske suspenzije na hranjivu podlogu te brojenjem
poraslih kolonija nakon prekonoéne inkubacije pri
37°C. Ispitivanje osjetljivosti kontrolnih ATCC
sojeva izvedeno je prema CLSI standardu®#, a te-
stiranje osjetljivosti S. maltophilia prema CLSI i
BSAC dokumentima®. Inokulirane podloge stavlje-
ne su na inkubaciju na 35 do 37°C, a S. maltophi-
lia na 35-37°C i 30°C. Nakon 24h (kao i nakon 18h
u slucaju S. maltophilia) ploce su pregledane i
vrijednosti ocitane.

REZULTATI

Zone inhibicije za S. maltophilia dobivene disk di-
fuzijskom metodom izvedenom prema BSAC
(18h/30°C) ili CLSI preporukama (20-24h/35 + 2°C)
znacajno se razlikuju (tablica 1). Izolat osjetljiv na
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kotrimoksazol prema BSAC standardima pokazao
se otpornim prema CLS| standardima kojima se
preporuca dulja inkubacija na visoj temperaturi.

Iz tablice 2 vidljivo je da odstupanje od preporu-
Cene gustoce inokuluma koristenih bakterija, koja
iznosi 108 CFU, utjeCe na veli¢inu promjera zone
inhibicije oba ispitivana kinolonska antibiotika.
Veli¢ine zone inhibicije smanjuju se s pove¢anjem
bakterijskog inokuluma. Jedino u sludaju ispiti-
vanja osjetljivosti kontrolnog ATCC soja bakterije
S. aureus na ciprofloksacin, medutim, dolazi do

Promjene u uvjetima izrade disk difuzijskog antibio-
grama znatno utjec¢u na veli¢inu zona inhibicije ami-
noglikozidnih antibiotika, ne odrazavajudi se znatnije
na rezultate testiranja kinolonskih antibiotika. Testi-
ranje osjetljivosti bakterije Stenotrophomonas mal-
tophilia na kotrimoksazol prema BSAC i CLSI standar-
dima daje razlicite rezultate.

znacajne promjene veli¢ine zone $to ima za po-
slijedicu i promjenu u tumacenju antimikrobne
osjetljivosti ove bakterije.

Promjene pH vrijednosti MHA utjecale su na
veli¢inu zona inhibicije rasta i to u vec¢oj mjeri kod
testiranja bakterija S. aureus i E. coli, a manje u
slu¢aju P. aeruginosa (tablica 3). S porastom pH
vrijednosti hraniliSta povecavale su se i veliine
zona inhibicije kod svih ispitivanih antibiotika izu-
zev tetraciklina, kod kojeg je pri porastu pH vrije-
dnosti doslo do smanjenja zona inhibicije. Od svih
testiranih antibiotika kinoloni su najmanje pogo-
deni promjenom pH. Odstupanja od vrijednosti

Tablica 1. Utjecaj duljine inkubacije i temperature na vrijednost
promjera zone inhibicije (mm) odabranih antibiotika na Stenotro-
phomonas maltophilia

Table 1. Effect of incubation time and temperature on antimicrobial
activity of selected antibiotics against Stenotrophomonas maltophilia,
expressed as inhibition zone (mm)

Duljina / temperatura inkubacije
Antibiotik
(18h/30°C) (24h/37°C)
tetraciklin 8 (R) 0 (R)
ciprofloksacin 15 (R) 14 (R)
kotrimoksazol 30 (S) 7 (R)

S = osjetljiv, R = otporan
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zadanih za kontrolne ATCC bakterijske sojeve CLSI
priru¢nikom bila su izraZenija kod krajnjih vrijed-
nosti pH za sve antibiotike. IzraZene promjene
veli¢ine zona inhibicije bakterija E. coli i S. aureus
na aminoglikozidne antibiotike pri krajnjim vrijed-
nostima pH vrijednosti podloge rezultirale su
drugacijim tumacenjem osjetljivosti ovih bakte-
rija (osjetljive bakterije postaju umjereno osjetlji-
ve). Isto se moZe uociti u slucaju ispitivanja
osjetljivosti svih sojeva na tetraciklin, te osjetlji-
vosti S. aureus na azitromicin.

RASPRAVA

Brzina bakterijskog rasta, kao i prezivljavanje bak-
terije u hranjivom mediju, izmedu ostalog ovise o
razli¢itim fizikalnim i kemijskim cimbenicima iz
okoline, Sto moze izravno utjecati i na rezultate
ispitivanja antimikrobne osjetljivosti bakterija.
Primjena standardiziranih postupaka u svakodne-
vhom radu klinickih mikrobioloskih laboratorija
osigurava jednake uvjete i vjerodostojnost dobi-
venih rezultata.

Ispitivanjem antimikrobne osjetljivosti kontrolnih
ATCC sojeva brzorastucih bakterija poznate osjetlji-
vosti na antibiotike pokazali smo da odstupanje od
standardnih preporuka dovodi do znacajnih pro-
mjena u veli€ini zona inhibicije te u nekim slucaje-
vima i do drugacijeg tumacenja rezultata. Odstu-
panje od preporucene neutralne pH vrijednosti
MHA rezultira djelomi¢nom inaktivacijom pojedi-
nih antibiotika, Sto ima za posljedicu prividno
smanjenje osjetljivosti ispitivanih sojeva. Dobiveni
se rezultati uglavhom podudaraju s podacima iz li-
terature koji kazu da pri nizim pH vrijednostima
hranjivog medija aminoglikozidi, kinoloni i makroli-
di gube djelotvornost, dok se djelotvornost tetra-
ciklina povecava. Povisenje pH djeluje obrnuto, pa
povecava ucinak aminoglikozida, makrolida i kino-
lona, a smanjuje ucinak tetraciklina3.

Istrazujuci i usporedujudi rezultate standardizira-
nog i nestandardiziranog ispitivanja antimikrobne
osjetljivosti bakterije E. coli, skupina istrazivaca
ustanovila je da inkubacija pripremljenih antibio-
grama na 35 ili 40°C nema znacajniji utjecaj na
dobivene rezultate, no istom studijom pokazano
je da anaerobna atmosfera ili promjena bakte-
rijskog inokuluma znatno mijenja ishod testi-
ranja®. Nasa je studija pokazala da je ishod ispiti-
vanja antimikrobne osjetljivosti klinickog izolata
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Tablica 2. Utjecaj bakterijskog inokuluma na veli¢inu promjera zone inhibicije (mm) odabranih kinolona prema
ATCC sojevima bakterija za kontrolu kvalitete antibiograma

Table 2. Effect of inoculum on antimicrobial activity of selected kinolones against ATCC reference strains, expressed
as inhibition zone (mm)

CLSI raspon Gustoca inokuluma (CFU/ml)
Bakterija Antibiotik

za QC sojeve 10° 10° 10%
S. aureus cip 22-30 25 (S) 22(9) 18%(1)**
ATCC 25923 NOR 17-28 24 (S) 20 (S) 18 (S)
E. coli cp 30-40 33(S) 30 (9) 26*(S)
ATCC 25922 NOR 28-35 30 (S) 28 (S) 23*(S)
P, geruginosa cip 25-33 37%(S) 30 (S) 23%(S)
ATCC 27853 NOR 22-29 31*(S) 26 (S) 21*(S)

CFU=colony forming units, CLSI=Clinical and Laboratory Standards Institute, QC=quality control, I=umjereno osjetljiv, S=osjetljiv;
R=otporan, CIP=ciprofloksacin, NOR=norfloksacin, * vrijednost izvan raspona predvidenog CLSI standardom za kontrolne sojeve,
** promjena kategorije osjetljivosti

Tablica 3. Utjecaj pH vrijednosti hranilista na veli¢inu promjera zone inhibicije (mm) odabranih antibiotika na ATCC sojeve za kontrolu
kvalitete antibiograma

Table 3. Effect of pH on antimicrobial activity of antibiotics against ATCC reference strains, expressed as inhibition zone (mm)

Bakterija Antibiotik | CS! raseon pH hranilista
za QC sojeve pH 5 pH 6 pH7,3 pH8 pH9
GM 19-27 15%(s) 20(3) 25(S) 26 (5) 30%(s)
S. aureus AK 20-26 16%(1)** 22 (S) 25 (S) 25 (S) 25 (S)
cp 2230 23(5) 23 (5) 24(5) 24 (s) 22(5)
NOR 17-28 20(S) 23(5) 20(S) 20(3) 20(s)
E 22-30 14%(1)** 23 (S) 28 (S) 28 (S) >30*(S)
AUSCEDLE TE 24-30 >30%(S) 25 (s) 24(5) 20(s) 17%(1)**
AZM 2126 O*R)** | 17%(I)** 26 (S) >30%(S) >30%(S)
c ol GM 19-26 14%(1)* 16%(S) 24(5) 27%(5) 28%(5)
AK 19-26 15%(1)** 17%(s) 24(5) 25(5) 28%(5)
cp 30-40 25%(S) 25%(s) >30(S) >30 (S) >30(S)
NOR 28-35 24%(5) 26%(3) >30(S) >30(S) >30(S)
ATCC 25922 TE 18-25 23(5) 20(s) 19.(5) 165()* | 15%()*
. eruginosa GM 16-21 16 (S) 18 (S) 21(5) 20(s) 20 (5)
AK 1826 22 (S) 22 (S) 24 (S) 24 (S) 23 (S)
cp 25-33 20%(1)** 30 (S) 30 (S) 30 (S) 28 (5)
NOR 2229 12%(R)** 30 (s) 29.(5) 29(s) 29.(5)
ATCC 27853 TE ; 16%(1)** 0(R) 0(R) 0(R) 0(R)

CLSI=Clinical and Laboratory Standards Institute, QC=quality control, S=osjetljiv; I=umjereno osjetljiv, R=otporan, CIP=ciprofloksacin,
NOR=norfloksacin, TE=tetraciklin, E=eritromicin, SXT=kotrimoksazol, GM=gentamicin, AK=amikacin, AZM=azitromicin, * vrijednost izvan raspona
predvidenog CLSI standardom za kontrolne sojeve, ** promjena kategorije osjetljivosti
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S. maltophilia na kotrimoksazol izrazito ovisan o
temperaturi i vremenu uzgoja. Pored toga $to je
lije¢enje infekcija uzrokovanih bakterijom S. mal-
tophilia problemati¢no zbog njene intrinzicne re-
zistencije na mnoge antibiotike, ono je dodatno
otezano poteskocama koje proizlaze iz metodo-
loskih problema rutinskog testiranja njene anti-
mikrobne osjetljivosti. Preporuke britanskih i
americkih standardnih dokumenata za ispitivanje
osjetljivosti bakterije S. maltophilia na antibiotike
ne razlikuju se samo u preporucenoj temperaturi,
vec i u duljini inkubacije. Nedostatak standardizi-
ranih testova i njihovih interpretativnih kriterija
za testiranje osjetljivosti bakterije S. maltophilia
izrazito otezava izbor odgovarajuceg antibiotika.
Neophodne su daljnje studije kako bi se pobolj-
Salo in vitro testiranje osjetljivosti ove bakterije i
utvrdila optimalna temperatura i duljina inkuba-
cije antibiograma koja ¢e dati rezultate u skladu
sa stvarnim in vivo u¢inkom antibiotika.
Vrijednost bakterijskog inokuluma u svakodnev-
nom se radu cesto odreduje golim okom na osno-
vu zamucenja medija. Nepreciznost ove metode
dovodi do odstupanja od preporucenih vrijedno-
sti. Pokazali smo da, iako s povecanjem broja bak-
terija u inokulumu dolazi do smanjenja zona inhi-
bicije kinolonskih antibiotika, ove promjene ne
utjeCu na interpretaciju rezultata. Ovo se mozZe
objasniti stabilnoséu kinolonskih antibiotika, ali i
velikim rasponom njihovih zona inhibicije, pa se
manje promjene u veli¢ini zone ne odraZavaju
znacajno na tumacenje osjetljivosti bakterije na
pojedini kinolonski antibiotik. Za razliku od kino-
lona, aminoglikozidni antibiotici imaju manje
zone inhibicije pa svako dodatno smanjenje brze
rezultira promjenom u tumacenju osjetljivosti
ispitivanog bakterijskog soja. Tako je jedna studija
pokazala da koristenje nove zalihe hranjive po-
dloge moze utjecati na rezultate testiranja osjetlji-
vosti bakterije P. aeruginosa na aminoglikozidne
antibiotike’. Ovo se moZe objasniti i varijacijom u
sastavu podloge jer je utvrdeno da bakterija po-
staje otpornija na antibiotik ukoliko se povecava
sadrzaj kationa u agaru®.

Znacajnije promjene u rezultatima ispitivanja
osjetljivosti bakterija na antibiotike nastale uslijed
nestandardiziranog izvodenja testova mogu rezul-
tirati pogresnim izborom antibiotika za lijecenje
infekcije. Trajna kontrola kvalitete je nuzna u pre-

http://hrcak.srce.hr/medicina

poznavanju, rjeSavanju i izbjegavanju greSaka u
svakodnevnom laboratorijskom radu. Kontinuira-
na unutarnja i vanjska kontrola rada mikrobio-
loskih laboratorija osigurat ¢e toc¢nost rezultata
testiranja antimikrobne osjetljivosti®?°,
Uskladivanje nacionalnih i donosenje jedinstve-
nog europskog standarda za testiranje osjetljivo-
sti trebalo bi takoder pomodi u detekciji i uspored-
bi antibiotske rezistencije u Europi i Sire''.
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Ispitivanje virulencije razlicitih sojeva
kampilobaktera u misjem modelu

Comparative virulence of four different Campylobacter strains

in a mouse model

Darinka Vuckovi¢™, Maja Abram?

SAZETAK. Cilj: Bakterije roda Campylobacter najée$¢i su uzrocnici bakterijskog gastroenteritisa
u ljudi Sirom svijeta. Naj¢esc¢im izvorom infekcije ljudi s C. jejuni i C. coli smatra se pile¢e meso.
Dijelom i zbog nedostatka odgovarajudeg Zivotinjskog modela za in vivo istraZivanja, jo$ uvijek
nije objasnjeno jesu li svi izolati iz namirnica virulentni i mogu li izazvati infekciju u ¢ovjeka. Cilj
naseg istraZivanja bio je utvrditi razliku u virulenciji izmedu sojeva kampilobaktera razli¢itog
podrijetla koriste¢i prethodno uspostavljeni model misje kampilobakterioze. Metode: BALB/c
miSevi intravenski su inficirani razli¢itim sojevima kampilobaktera. Ispitana su tri soja C. jejuni
(dva klinicka izolata i jedan izolat iz pileceg mesa) i jedan C. coli (klinicki izolat). Broj bakterija u
homogenatima organa (jetre i slezene) pracen je osam dana. Rezultati: Nakon inokulacije, bez
obzira na ispitivani soj, uspostavljena je sustavna infekcija koja je potvrdena izolacijom
bakterija iz jetre i slezene. S obzirom na razlike u broju izoliranih kampilobaktera iz homogenata
ispitivanih organa, zapaZena je razlika u virulenciji ispitivanih sojeva. Najveéi broj bakterija
dokazan je u jetri i slezeni Zivotinja inficiranih C. jejuni izolatom iz pileceg mesa, dok je C. coli
pokazao najslabiju virulenciju. Zakljucci: Bakterije roda Campylobacter pokazuju razlike u
virulenciji ovisno o vrsti i podrijetlu izolata. U opisanom miSjem modelu virulencija je
najsnaznije izrazena u slucaju C. jejuni izolata iz namirnice, upucujuci na znacajnost pileceg
mesa u uspostavi humane kampilobakterioze.

Kljuéne rijeci: kampilobakteri, klini¢ki izolat, miSevi, piletina, virulencija

SUMMARY. Aim: Campylobacter spp. is recognized as the most common bacterial cause of
human gastroenteritis worldwide. Poultry meat is considered to be a major source of C.
jejuni and C. coli. However, partly due to the lack of appropriate animal model of infection,
it is still not clear whether all of food isolates are virulent and can cause disease in humans.
The aim of this study was to affirm possible virulence differences of Campylobacter spp.
from different origin in a previously established mouse model. Methods: BALB/c mice were
intravenously infected with four different Campylobacter strains. Three different strains of
C. jejuni (two isolates recovered from diarrhoeal patients and one poultry derived isolate),
and one C. coli (human clinical isolate) were tested. Infected mice were sacrificed at different
time points and the number of recovered bacteria (CFU/organ) in the organ homogenates
(spleen and liver) was determined. Result:. The isolates were differentially virulent for mice
according to different numbers of bacteria recovered from the examined organs. The highest
numbers of bacteria were recovered from livers and spleens of animals infected with food
isolate of C. jejuni. C. coli showed the least virulence potential. Conclusions: Campylobacter
spp., @ major human enteric pathogen, exhibits significant strain-to-strain differences in
pathogenic potential in a mouse model. Mouse virulence of tested strains showed a trend
toward food isolate indicating chicken meat associated risk of campylobacteriosis.

Key words: campylobacters, clinical isolate, food isolate, mice, virulence
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uvobD

Kampilobakteri, gram-negativni zavijeni Stapiéi, nor-
malni su stanovnici probavnog sustava toplokrvnih
Zivotinja i ptica. Ima ih viSe od 17 vrsta, a u huma-
noj patologiji najznacajniji su Campylobacter jejuni
koje se moZe naci i u peradi, macaka, pasa i gloda-
vaca, te C. coli koji se izolira pretezno iz svinjal?.

Ove su vrste, a posebno C. jejuni, danas prepoz-
nate kao vodedi uzrocnici bakterijskog gastroen-
teritisa u zemljama u razvoju i razvijenim zemlja-

Kampilobakteri, posebno C. jejuni i C. coli, danas su
vodecdi uzroCnici bakterijskog gastroenteritisa u zem-
ljama u razvoju i razvijenim zemljama. Glavnim izvo-
rom infekcije u ljudi smatra se nedovoljno termicki
obradeno pileée meso, no joS uvijek nije poznato
jesu li svi sojevi izolirani iz mesa peradi sposobni
izazvati infekciju.

ma i izoliraju se znatno cesée od ostalih crijevnih
patogena, salmonela i Sigela. Poznat je cijeli niz
Cinitelja virulencije kampilobaktera. Jedan od
najranije upoznatih je bic, flagela, koja ima vaznu
ulogu u kolonizaciji sluznice probavnog sustava**.
Dokazano je takoder da neke tvari, kao $to su Zuc
ili mucin, djeluju kao kemoatraktanti za kampilo-
baktere, Sto olakSava naseljavanje u probavnom
sustavu i Zu¢nom mjehuru Zivotinja, a vjerojatno i
ljudi®. Kampilobakteri takoder mogu proizvoditi i
niz toksina od kojih je najpoznatiji citoletalni tok-
sin (engl. cytolethal distending toxin, CTD), zatim
vero toksin, shiga-like toksin, hepatotoksin itd.,
medutim njihova uloga u patogenezi nije sasvim
razjasnjena’®.

Zbog velike prevalencije C. jejuni u peradi, nedo-
voljno termicki obradeno pile¢e meso ili krizna
kontaminacija druge hrane smatra se glavnim izvo-
rom infekcije u ljudi. lzvor infekcije moze biti i
meso drugih domacih Zivotinja, narocito svinja, ali
i nepasterizirano mlijeko, voda i druge namirnice
zagadene ekskretima inficiranih Zivotinja te izravni
kontakt s inficiranim Zivotinjama (profesionalno ili
s kuénim ljubimcima)?. Prema podacima laborato-
rija za kontrolu hrane u Hrvatskoj, tijekom 2005.
utvrdeno je tri posto uzoraka hrane Zivotinjskog
podrijetla kontaminirane kampilobakterom®.

http://hrcak.srce.hr/medicina

lako je uocena veza izmedu konzumacije konta-
miniranog pile¢eg mesa i kampilobakterioze u lju-
di, jos uvijek nije poznato jesu li svi sojevi izolirani
iz mesa peradi sposobni izazvati infekciju u Covje-
ka. Nedostatak pogodnog Zivotinjskog modela za
istrazivanje virulencije kampilobaktera in vivo
oteZava izuCavanje patogeneze kampilobakterio-
ze, stoga smo odlucili usporediti virulenciju neko-
liko sojeva kampilobaktera razli¢itog podrijetla na
prethodno uspostavljenom eksperimentalnom
misjem modelu sustavne kampilobakterioze koji
se pokazao visoko reproducibilnim i pogodnim za
istraZivanje patogeneze ove bolesti2.

MATERIJAL | METODE

Pokusne Zivotinje. U radu su koristeni BALB/c (H-
2d) misevi, Zenke starosti 8 — 10 tjedana. Misevi
su uzgojeni u uzgojnoj koloniji Medicinskog fakul-
teta u Rijeci, a hranjeni su hranom za laborato-
rijske miSeve (Diete M Standard, Mmucedola s.
r.l., ltalija).

Bakterijski sojevi. Ispitana su dva klinicka izolata
C. jejuni (A i B) izolirana iz stolice bolesnika s
izrazenim enteralnim simptomima, jedan izolat C.
jejuni (C) izoliran iz namirnice (pile¢e meso) te je-
dan klinicki izolat C. coli iz stolice bolesnika s
proljevom. Bakterijski sojevi su do upotrebe
zamrznuti u mozdano sréanom bujonu (BHI od
engl. brain heart infusion) (Difco, Detroit, SAD) uz
15% (v/v) glicerola na -80°C. Inokulum je pripre-
man odledivanjem bakterija te presadivanjem na
krvni agar s dodatkom 5% ovcje krvi. Nakon inku-
bacije od 48 sati u mikroaerofilnim uvjetima
(CampyPak vredice, Becton Dickinson, Maryland,
SAD) i pri temperaturi od 42°C radila se svjeza su-
spenzija za inokulaciju. MiSevi su inficirani intra-
venski (i.v.) dozom od 2.5 — 5x108 bakterijskih sta-
nica (CFU od engl. colony forming unit) po Zivotinji
u volumenu 0,2ml BHI. Broj bakterija u suspenziji
odredivan je spektrofotometrijski, a potvrden
nasadivanjem serijskih desetorostrukih razrjede-
nja na krvni agar s dodatkom 5% ovcje krvi.
Odredivanje broja kampilobaktera u organima.
Broj bakterija u homogenatima tkiva/organa pra-
¢en je tijekom osam dana. Nakon Zrtvovanja asep-
ticki su odstranjene jetra i slezena. Svaki organ je
propasiran u 5 ml sterilne puferirane fizioloske
otopine (PBS od engl. phosphate buffered saline).
Homogenati organa su zatim centrifugirani na
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1300g kroz 5 minuta, supernatant je odstranjen,
a talog resuspendiran u 5ml destilirane vode i
ostavljen 15 minuta na sobnoj temperaturi. Bak-
terije su zatim isprane u fizioloskoj otopini te re-
suspendirane u 5ml BHI bujona. Broj bakterijskih
stanica odreden je nasadivanjem serijskih dese-
terostrukih razrjedenja homogenata organa na
krvni agar s 5% ovcje krvi nakon inkubacije od 48
sati u mikroaerofilnim uvjetima.

Statisticka obrada. Razlike izmedu pojedinih pa-
rova bakterija odredivane su pomodéu Mann-
-Whitney testa. Razina statisticke znacajnosti po-
stavljena je na 95% ( p < 0,05).

C. coli. Broj je bio statisti¢ki znacajno veéi nego u
slucaju infekcije klinickim izolatima C. jejuni A
(p=0,024) i B (p=0,036), dok se statisticki znacajna
razlika nije mogla uoditi kod infekcije izolatom iz
pileceg mesa. Tred¢i dan po infekciji
statisticki znacajne razlike u broju bakterija izoli-

nema

ranih iz jetre, bez obzira na soj kojim je infekcija
izazvana. Osmog dana po infekciji joS uvijek nije
doslo do sterilnog iSC¢iS¢avanja bakterija iz jetre
eksperimentalnih miseva. Ipak, izolirano je zna-
¢ajno manje bakterija iz jetre Zivotinja inficiranih
C. coli u slucajevima infekcije klinickim izolatima
C. jejuni (soj A p=0,014 i soj B p=0,034).

REZULTATI

BALB/c miSevi su intravenski (i.v.) inficirani razli-
¢itim sojevima kampilobaktera. Infekcija je prace-
na osam dana, a miSevi su Zrtvovani prvi, tredi i
osmi dan nakon inokulacije. Tijekom promatranog
razdoblja niti jedna Zivotinja nije uginula. Usposta-
va sustavne infekcije potvrdena je izolacijom kam-
pilobaktera iz jetre i slezene inficiranih miseva.

Najveci broj bakterija iz tkiva jetre (slika 1) izoli-
ran je prvi dan nakon infekcije klini¢kim izolatom

Logio CFU
SN

Dani

‘IC. jejuni A BC. jejuni B OC. coli OC. jejuni C

slika 1. Broj kampilobaktera u jetri BALB/c mi$eva. Zivotinje su
inficirane intravenski s 2.5 — 5 x 108 CFU kampilobaktera razli¢itog
podrijetla. Ispitivani su klinicki izolati C. jejuni A (M), C. jejuni B
(M), C. coli( )iC. jejuniC( )izolatiz namirnice. U razli¢itim
vremenskim razmacima misevi su Zrtvovani i odreden je broj
bakterija u jetri. Rezultati su prikazani kao medijane vrijednosti
grupe 3 — 5 miSeva i izraZeni su kao log,  CFU po organu.

Figure 1. Growth curve of C. jejuni in the liver of BALB/c mice.
The animals were infected intravenously with 2.5 — 5 x 10° CFU
campylobacters from different origin. C. jejuni A (M), C. jejuni B
(M) and C. coli ( ) were clinical isolates and C. jejuni C( ) was
food isolate. Mice were sacrificed at different time points and the
number of bacteria in the liver was determined. The results are
presented as the median values of bacteria recovered from
groups of 3 — 5 mice and expressed as log,, CFU per organ.
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Usporedba virulencije nekoliko sojeva kampilobaktera
razliCitog podrijetla na eksperimentalnom misjem mo-
delu sustavne kampilobakterioze pokazala je razlike u
virulenciji ovisno o vrsti i podrijetlu koriStenog bakte-
rijskog soja. Virulencija je bila najsnaznije izrazena u
sluéaju C. jejuni izolata iz namirnice, ukazujuci na znacaj
pile¢eg mesa u uspostavi kampilobakterioze.

Log,o CFU
N w B [$,] (2]

Dani

HC. jejuniA EC. jejuni B OC. coli AC. jejuni C

slika 2. Broj kampilobaktera u slezeni BALB/c mieva. Zivotinje su
inficirane intravenski s 2.5 — 5 x 10 CFU kampilobaktera razlicitog
podrijetla, klinicki izolati C. jejuni A (M), C. jejuni B (M), C. coli ( )
i C. jejuni C () izolat iz namirnice. U razli¢itim vremenskim
razmacima misevi su Zrtvovani i odreden je broj bakterija u
slezeni. Rezultati su prikazani kao medijane vrijednosti grupe

3 —5 miSeva i izraZeni su kao log, CFU po organu.

Figure 2. Growth curve of C. jejuni in the spleen of BALB/c mice.
The animals were infected intravenously with 2.5 —5 x 10 CFU
campylobacters from different origin. C. jejuni A (M), C. jejuni B
(™) and C. coli ( ) were clinical isolates and C. jejuni C ( ) was
food isolate. Mice were sacrificed at different time points and the
number of bacteria in the spleen was determined. The results are
presented as the median values of bacteria recovered from
groups of 3 - 5 mice and expressed as log,, CFU per organ.
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Pratedi broj bakterija u slezeni (slika 2) zamijetili
smo da je pocetni broj izoliranih kampilobaktera
prvog dana po infekciji bio najmaniji u sluéaju in-
fekcije s C. jejuni B u usporedbi s C. jejuni A
(p=0,007), C. coli (p=0,017) i C. jejuni pile¢im izo-
latom (p=0,033). Do kraja eksperimentalnog raz-
svih klini¢kih izolata kampilobaktera. Za razliku od
njih, broj CFU C. jejuni C izolata iz namirnice
osmog se dana po infekciji u slezeni ¢ak povecava,
te je broj bio znacajno veci u usporedbi s brojem
C. jejuni A (p=0,044) i C. coli (p=0,049).

RASPRAVA

Gastroenteritis uzrokovan kampilobakterima jed-
na je od najces¢ih akutnih dijarealnih bolesti
svugdje u svijetu. Buduci da je poznato da je in-
fektivna doza potrebna za izazivanje bolesti
razli¢ita, a isto tako varira i tezina klinicke slike,
od blagih proljeva do ucestalih krvavo sluzavih
stolica s loSim opcim stanjem bolesnika, jasno je
da patogenost kampilobaktera ovisi o cijelom
nizu ¢cimbenika od strane bakterije, ali i domacina.
Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi izazivaju li
razliciti izolati kampilobaktera sustavnu infekciju
u misa, te postoje li razlike u virulenciji ispitivanih
sojeva, s obzirom na broj bakterija izoliranih iz je-
tre i slezene inficiranih Zivotinja. Nakon intraven-
ske infekcije postignuta je diseminacija bakterija
u jetru i slezenu. Tijekom osam dana trajanja ek-
sperimenta, broj izoliranih bakterija i kinetika
iSCiS¢avanja iz analiziranih organa razlikovali su se
medu ispitivanim bakterijskim sojevima. Kod svih
ispitivanih sojeva kampilobaktera prvog dana po
infekciji uoceno je znacajno manje bakterija u je-
tri od pocetnog inokuluma, Sto se moZe objasniti
aktivacijom nespecifi¢nih imunoloskih mehaniza-
ma domacina, posebice makrofaga, ¢iju smo
izrazenu aktivnost dokazali u ranijim istrazZiva-
njima®. Ovaj broj bakterija ostao je podjednak
kod vecine ispitivanih sojeva i nakon osam dana.
Najvise je opao broj C. coli Cija se virulencija u
ovom pokusnom modelu pokazala najslabijom.
Sterilno is¢iS¢avanje bakterija postignuto je u sle-
zeni u slucaju infekcije klinickim izolatima kampi-
lobaktera. Nasuprot tome, izolat C. jejuni C je i
nakon osam dana izoliran u znacajnom broju,
upucujudi na virulenciju izolata iz pile¢eg mesa i
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potencijalnu ulogu ove namirnice u humanoj
kampilobakteriozi.

Nas$ se pokusni in vivo model pokazao vrlo do-
brim za istrazivanje razlika u virulenciji bakterij-
skih sojeva. Razlike su posebno uocljive i naglase-
ne ukoliko se eksperimentalna sustavna infekcija i
broj bakterija prate na razini slezene. Koristeni
pokusni model primjenjiv je i za in vivo istraZivanja
patogeneze kampilobakterioze te praéenje imuno-
loSkog odgovora domacina.
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