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SAZETAK

PREVALENCIJA I ZNACAJVKE POTENCIJALNO PATOGENIH Vibrio spp.
IZDVOJENIH IZ SKOLJKASA PROIZVODNIH PODRUCJA ISTARSKOGA
AKVATORIJA

U RH SskoljkaSi se uzgajaju cijelom obalom Jadranskoga mora. Uzgoj, izlov i promet
SkoljkaSima reguliran je brojnim zakonskim aktima kojima je cilj stavljanje na trZiSte
sigurne hrane, no zakonodavstvo ne predvida kontrolu Vibrio spp., pa postoji mogucnost
da se na trziStu nalaze SkoljkaSi kontaminirani bakterijama ovoga roda koje mogu
uzrokovati pojavu bolesti u ljudi. Kako su potencijalno patogeni vibriji vrlo proSireni u
prirodi, osobito u morskoj 1 slatkoj vodi, obalama mora i koritima rijeka, cesto se dokazuju
u razlicitim vrstama akvati¢nih Zivotinja. U naSem istrazivanju pretraZena su ukupno 632
uzorka SkoljkaSa iz istarskoga akvatorija kako bi se dokazala prisutnost najznacajnijih,
potencijalno patogenih vibrija, V. cholerae, V. parahaemolyticus 1 V. vulnificus. KoriStena
je standardna mikrobioloSka metoda HRN EN ISO 21872-1:2017, te molekularne PCR
metode koje su dokazale vecu prevalenciju (23,89 %) u odnosu na 2,37 %, koliko je
postignuto mikrobioloskom metodom. PCR metodama za dokazivanje genoma bakterija
dokazane su sljedece prevalencije: V. cholerae 0,95 %; V. parahaemolyticus 17,72 % (uz
temperaturu prednamnazanja 41,5 °C), odnosno 15,36 % (uz temperaturu prednamnazanja
37 °C); V. vulnificus 3,96 % (uz temperaturu prednamnazanja 41,5 °C), odnosno 7,87 %
(uz temperaturu prednamnazanja 37 °C). Po prvi put u RH dokazana je prisutnost bakterije
V. cholerae u skoljkasima, te geni bakterije V. parahaemolyticus tdh i trh uz prevalenciju
od 1,6 % odnosno 6,4 %, koji kodiraju enterotoksine odgovorne za simptome oboljenja
ljudi. Utvrdeni izgledi za dokazivanje vrste V. parahaemolyticus bili su 5,18 puta veci ako
je temperatura mora iznad 15 °C (P<0,001). S javnozdravstvenog gledista od izrazite je
vaznosti nalaz potencijalno patogenih bakterija roda Vibrio. Uz poviSenu temperaturu mora
1 zraka, u vrhuncu turisti¢ke sezone kada je najveca potraznja za dagnjama, kamenicama,
kapicama, kunjkama i rumenkama, ti morski plodovi mogu biti izvor infekcije, te je

potrebno pratiti njihovu pojavnost s ciljem zastite zdravlja ljudi.

Kljucne rijeci: dvoljusturni Skoljka$i, potencijalno patogeni Vibrio spp.,

mikrobioloSka pretraga, lancana reakcija polimerazom (PCR)



EXTENDED ABSTRACT

INTRODUCTION

The cultivation of bivalve molluscs is an activity performed by numerous
individuals and organizations in the Republic of Croatia, as shellfish are a traditional food
of the country’s whole coastal area. Their peculiarity lies in the consumption without
thermal processing, or eventually, with only partial thermal processing. Shellfish
cultivation, harvesting, and trade are all regulated by numerous legislations, which aim to
put healthy foods on the market. However, the European Legislation does not call for the
Vibrio spp. examination — this could result in placing the shellfish contaminated by the
bacteria of this genus on the market, their consumption, and consequently, human illness.
The potentially pathogenic vibrios are widely spread in nature, especially within salt and
fresh water, at the seacoasts and riverbeds, and are often detected in various species of

aquatic animals.
METHODS

This paper presents the most important potentially pathogenic halophilic vibrios, V.
cholerae, V. parahaemolyticus and V. vulnificus, detected in bivalve molluscs harvested in
the Istrian aquatory. A total of 632 samples from 18 locations were analysed. The bivalve
molluscs samples collected in the period of time from March 2017 to March 2020 included
mussels, oysters, scallops, Noah's Ark shell and Smooth Venus clam. The following
methods were used: the microbiological method for the detection of potentially
enteropathogenic Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae and Vibrio vulnificus (HRN
EN ISO 21872-1:2017), and the polymerase chain reactions (PCR) for the detection of V.
parahaemolyticus, V. cholerae and V. vulnificus. The polymerase chain reaction (PCR) was
also used for the detection of tdh and trh genes of the positive Vibrio parahaemolyticus.
The PCR methods were used for confirmation of the bacterial isolates, after biochemical
identification. They were also used for the detection of presence of all potentially

pathogenic Vibrio spp. in the secondary enrichment broths.



RESULTS

The classical microbiological method, used on a total of 632 shellfish samples,
detected the prevalence of 2.37 % for the potentially pathogenic Vibrio spp., while
molecular PCR techniques detected a total prevalence of 23.89 % of potentially pathogenic
Vibrio spp., when applied in secondary enrichment broth of all 632 samples. Among 15
confirmed isolates, one was V. cholerae detected in Noah's Ark shell which presents the
first detection of V. cholerae in shellfish sample in Croatia; two isolates were V. vulnificus
detected in mussels and oysters and 12 isolates of V. parahaemolyticus detected in mussels,
Noah's Ark shell and oysters in 8, 3 and 1 samples respectively. The PCR method for the
detection of V. cholerae genes detected a prevalence of 0.95 %. The use of the PCR
method for the detection of V. parahaemolyticus genes detected a prevalence of 17.72 %
with the enrichment temperature of 41.5 °C, while the prevalence of 15.36 % was detected
with the enrichment temperature of 37 °C. The use of the PCR method for the detection of
V. vulnificus genes detected a prevalence of 3.96 % with the enrichment temperature of
41.5 °C, while the prevalence of 7.87 % was detected with the enrichment temperature of
37 °C. The PCR method for the detection of tdh and trh genes of the V. parahaemolyticus
revealed no positive among 12 isolates, while the same method detected a prevalence of
1.6 % and 6.4 % respectively within the total number of positive V. parahaemolyticus
samples when applied on secondary enrichment broth. Detection of tdh and trh genes of
the V. parahaemolyticus presents the first finding in Croatia indicating possible risk for

consumers.

CONCLUSIONS

The use of the ISO method within the classical microbiological method show lower
prevalence compared to the results obtained with the molecular PCR technique, which
implies that the quality of selective culture media and incubation conditions needs further
improvement. The used PCR methods are reliable, but time-consuming, since an individual
PCR test has to be conducted for each bacterial species. Hence, it is necessary to try to
implement multiplex PCR methods, according to the references, which would reduce the
time required to obtain results. A larger percentage of positive samples within the Noah's
Ark shell and the Smooth Venus clam population were noticed at the harvesting areas of

multiple shellfish species, which could be used for the selection of indicator types for the



occurrence monitoring of potentially pathogenic Vibrio spp. The determined odds for the
detection of V. parahaemolyticus species are 5.18 times higher with the sea temperature
above 15 °C (P<0.001). Obtained results in all indicate the presence of potentially
pathogenic Vibrio spp. in shellfish harvested in the Istrian aquatory and the need for the
introduction of regular monitoring of their presence. Using the results achieved, the time of
greatest risk for consumers can be selected, when it is necessary to monitor the presence of

potentially pathogenic Vibrio spp. with the aim of protecting human health.

Key words: bivalve molluscs, potentially pathogenic Vibrio spp., microbiological method,

polymerase chain reaction (PCR)
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1. UVOD

Veterinarsko javno zdravstvo u svojim osnovnim postavkama ima zadatak osigurati
zaStitu zdravlja Zivotinja i time zaStitu zdravlja ljudi. U provodenju mjera veterinarskog
javnog zdravstva sudjeluje Citav niz stru¢njaka, od uzgajivaca Zivotinja, preko proizvodaca i

preradivaca hrane, do inspektora i laboratorijskog osoblja.

U Republici Hrvatskoj uzgoj skoljkasa je djelatnost kojom se bavi ve¢i broj pojedinaca
1 udruZenja, jer SkoljkaSi predstavljaju tradicionalnu hranu u cijelom priobalnom podrucju.
Specifi¢nost Skoljkasa kao hrane lezi u Cinjenici Sto se u prodaji Skoljkasi nalaze kao Zive
Zivotinje, a samo manjim dijelom kao djelomi¢no preradeni proizvod (ociS€eni i zamrznuti
Skoljkasi). Posebnost SkoljkaSa nadalje lezi u Cinjenici da se konzumiraju toplinski
neobradeni, ili tek djelomicno toplinski obradeni. Takve namirnice su nezamjenjiv dio
turisticke ponude 1 kako je ve¢ receno tradicionalne prehrane, i stoga je jasna potreba procjene

sigurnosti Skoljkasa kao hrane.

Provjera sigurnosti Skoljkasa kao hrane podrazumijeva pracdenje njihovog
mikrobiolo§kog oneciS¢enja putem najvjerojatnijeg broja bakterije Escherichia coli (Most
Probably Number; MPN E. coli) kao indikatora fekalnog oneciS¢enja, te pracenje pojavnosti
morskih biotoksina iz skupina Paralytic Shellfish Poisoning (PSP), Diarrhetic Shellfish
Poisoning, (DSP), Neurotoxic Shellfish Poisoning (NSP), Amnesic Shellfish Poisoning (ASP)
i Azaspiracid Poisoning (AZP). DZAFIC (2012.) je navedenu problematiku istraZivala na
podrucju Istarske Zupanije, te naglasila potrebu i opravdanost pracenja mikrobioloskog
oneciS¢enja skoljkasa, kao i praéenje pojavnosti biotoksina. Takoder, zakljucuje da pracenje
najvjerojatnijeg broja bakterije E. coli, kao mikrobioloskog indikatora onecis¢enja Skoljkasa,
ima ograni¢enu vrijednost kod procjene opasnosti prilikom konzumacije Skoljkasa
oneciS¢enih prirodno prisutnim patogenima, kao Sto su bakterije Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus te virusima antropogenog podrijetla, pogotovo norovirusa i
virusa uzro¢nika hepatitisa A. SKOKO (2015.) je objavila rezultate svojih istraZivanja o
prisutnosti norovirusa izdvojenih iz SkoljkaSa iz proizvodnih podruc¢ja RH, pri ¢emu je
ustanovljena prevalencija od 10,61 %, a takoder je utvrdena sezonska varijacija s najve¢im
brojem pozitivnih uzoraka u zimskim mjesecima. Dosadasnja pojavnost Vibrio spp. u Zivim

Skoljkasima i morskim ribama u Republici Hrvatskoj rijetko je istraZivana, i to na uzorcima



na trzistu (JAKSIC i sur., 2002.), dok u primarnoj fazi proizvodnje $koljkasa sjevernog
Jadrana zapravo takva istraZivanja nisu zabiljeZena, osim kao pretraZivanja pojedina¢nih

uzoraka iz Limskog kanala (IVEZIC-JAKSIC, 1986.).

U vezi s navedenim, naSim smo istrazivanjem, za razliku od prethodnih usmjerenih na
pojedinacne uzorke riba i1 Skoljkasa, obuhvatili sustavno istraZivanje prisutnosti potencijalno

patogenih bakterijskih vrsta roda Vibrio u SkoljkaSima na podrucju istarskoga akvatorija.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

2.1. Anatomija i fiziologija dvoljusturnih Skoljkasa

DAGNJA (Mytilus galloprovincialis) je dvoljuSturni $koljkas, pripada rodu Mytilus, porodici

Mytilidae, redu Mytiloida, razredu Bivalvia, koljenu Mollusca.

KAMENICA (Ostrea edulis) je dvoljusturni Skoljkas, pripada rodu Ostrea, porodici

Ostreidae, redu Ostreoida, razredu Bivalvia, koljenu Mollusca.

KAPICE (Aequipecten opercularis) su dvoljuSturni $koljkaSi, pripadaju rodu Aequipecten,

porodici Pectinidae, redu Pectinida, razredu Bivalvia, koljenu Mollusca.

Osnovna anatomska karakteristika dvoljuSturnih SkoljkaSa zajedniCka pripadnicima
razreda Bivalvia, podrazumijeva postojanje dvije ¢vrsto spojene ljuSture koje obavijaju meka

tkiva u unutraSnjosti.

— -
Slika 1. Asimetricna ljustura kamenice Slika 2. Asimetri¢na ljuStura kapice
(foto: N. Dzafi¢) (foto: N. Dzafi¢)

LjuSture mogu biti simetri¢ne kao u dagnji i kucica, ili asimetri¢ne kao u kamenica i

kapica (slike 1. 1 2.). Medusobno su povezane jednim (dagnje i kucice) ili dvama (kamenice i



kapice) aduktornim miSi¢ima kojima je glavna funkcija zatvaranje i otvaranje ljuStura. Kod
nekih vrsta kao Sto je kapica, aduktorni miSi¢ potpomognut plaStom sluZi i za kretanje
Skoljkasa po morskom dnu naglim istiskivanjem vode iz tjelesnih Supljina u trenutku
zatvaranja (https://www.museum.zoo.cam.ac.uk/collections-research/ddf-bivalve-mollusc-

project/anatomy-bivalve).

Troslojne ljusture, gradene uglavnom od kalcijevog karbonata, na dorzalnom su dijelu
spojene zglobnim ligamentom (elasti¢ni proteini) koji funkcionira poput opruge: kad su
ljusture spojene, ligament je maksimalno istegnut, opustanjem aduktornog misica ljusture se

otvaraju jer se ligament stegne (slika 3.).

>
(@]

Slika 3. Unutarnji organi dagnje Mytilus galloprovincialis: A-plast, B-Skrge, C-Zeludac, D-
probavna Zlijezda, E-rudimentirano stopalo s bisusom, F-aduktorni miSi¢, G-gonade (foto: N.
Dzafic)

Unutarnje organe obavija plast (slika 4.), kojem je glavna funkcija sekrecija gradevnih
tvari ljustura. Takoder ima osjetilnu funkciju kojom u nepovoljnim okolnostima pokrece

zatvaranje ljuStura, te sudjeluje u disanju.



Slika 4. Unutarnji organi kapice - crvena strelica pokazuje plast, bijela probavnu
Zlijezdu (foto: N. DZzafi¢)

Otvaranjem ljuStura u unutraSnjost SkoljkaSa ulazi voda i filtrira se kroz dva para Skrga

(slika 5.) koje imaju dvostruku funkciju, disanje i filtriranje hranjivih Cestica iz vode.

Slika 5. Unutarnji organi kamenice — crna strelica pokazuje gonade, bijele pokazuju
Skrge (foto: N. Dzafi¢)

Filtrirane hranjive tvari se pomocu dva zakrilca usmjeravaju prema labijalnim

dlanovima koji okruzuju usta. Kuglice hrane kratkim jednjakom dolaze do vrecastog Zeludca
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podijeljenog u komore 1 okruzenog probavnom Zlijezdom (slika 6.), te potom u zavojito

crijevo koje zavrSava rektumom 1 u nekih vrsta SkoljkaSa anusom.

Slika 6. Probavna Zlijezda kamenice nakon uklanjanja plasta, Skrga i gonada (foto: N.

Dzafi¢)

Zeludac ima jo§ jedan otvor koji vodi do vreéaste cijevi u kojoj se nalazi kristali¢na
igla sastavljena od slojeva mukoproteina, a sluZi mijesanju hrane u Zeludcu i oslobadanju
probavnih enzima. Probavljena hrana prenosi se jedva primjetnim venama do jednostavnog
srca gradenog od dvije pretklijetke i jedne klijetke, te potom prednjom i straZnjom aortom do

svih dijelova tijela.

Skoljkasi mogu biti odvojenog spola ili hermafroditi pri ¢emu kod nekih vrsta dolazi
do promjene spola. Spol se u nekih vrsta moze razluciti po boji zrelih gonada prije mrijesta,
tako su u muskih kapica gonade bijele, a u Zenskih crvene (slika 7.). Bubrezni sustav je jedva
uocljiv, a sastoji se od dva bubrega koji se prazne u tjelesnu Supljinu. Slabo razvijeni Zivcani

sustav sastoji se od tri para ganglija s pripadaju¢im poveznicama (HELM i BOURNE, 2004.).



Slika 7. Kapica - strelica pokazuje gonade (foto: N. DZafi¢)



2.2. Izvori kontaminacije dvoljuSturnih Skoljkasa

Razmatraju¢i SkoljkaSe u okviru problematike veterinarskog javnog zdravstva,
moramo imati na umu dva izvora kontaminacije Skoljkasa patogenim 1 potencijalno
patogenim mikroorganizmima. U prvom slucaju, izvor patogenih mikroorganizama ukljucuje
bakterije i1 parazite koji potjeCu iz fecesa ljudi, Zivotinja i ptica, te viruse antropogenog
podrijetla, a koji mogu kontaminirati us¢a ili morsku vodu. Drugi izvor ukljucuje potencijalno
patogene halofilne vibrije, kao §to su V. parahaemolyticus i V. vulnificus (LEE i YOUNGER,
2002.) prirodno prisutne u takvim vodama. Isti autori identificirali su u uzorcima Skoljkasa
sljedec¢e mikrobioloSke opasnosti: bakterije iz rodova Salmonella, Shigella, Campylobacter,
enteropatogenu Escherichia coli O 157, Staphylococcus aureus, Yersinia spp., Vibrio vrste,
Bacillus cereus, Clostridium perfringens; patogene protozoe kao $to su Cryptosporidium,
Giardia i Entamaoeba histolytica; patogene viruse kao §to su Norwalk-like virusi, rotavirusi,
polio i drugi enterovirusi te virus hepatitisa A. OneciS¢enje Skoljkasa nastaje kao posljedica
selektivnog filtriranja Cestica fitoplanktona, zooplanktona, virusa, bakterija i anorganskih tvari

iz vode u prirodnom procesu hranjenja Skoljkasa.

Najve¢i broj mikroorganizama u more dospije neprociS¢enim ili djelomicno
procis¢enim gradskim otpadnim vodama, no isto tako, mikrobioloSko oneciS¢enje moze biti
prouzroceno ispiranjem tla jakom kiSom 1 vjetrom, kao i balastnim vodama iz brodova, a
more mogu oneéistiti i kupagi (KRSTULOVIC i SOLIC, 1997.). U zemljama u razvoju
znaCajan problem predstavljaju vode kontaminirane neodgovaraju¢e obradenom
kanalizacijskom vodom, te s visokom koncentracijom bakterija koje uzrokuju bolesti i time
povecavaju ucestalost emergentnih patogena (IGBINOSA i OKOH, 2008.). Za razliku od
drugih mikroorganizama, bakterije iz roda Vibrio prirodno su prisutne u morskoj vodi i
njihove koncentracije variraju sezonski. Vec¢ina vrsta moZe Zivjeti u Sirokom rasponu

saliniteta, a brojnost im se povecava s porastom temperature (WITTMAN i FLICK, 1995.).

Dvoljusturni Skoljkasi se hrane filtriranjem hranjivih Cestica iz vode u kojoj Zive, a u
jednom satu mogu profiltrirati i viSe od osam litara vode i time bioakumulirati prirodno
prisutne ili antropogene kontaminante prenoseéi ih do potrosaca (LEES, 2000.; RIBARIC i
sur., 2012.). Kontaminanti u Skoljkasima ukljuuju patogene vrste mikroorganizama koje
mogu uzrokovati bolesti u ljudi. Neki od tih mikroorganizama sluze SkoljkaSu kao hrana u

formi planktona, dok druge, neprobavljene akumulira u svojem tijelu. Tek nakon konzumacije



sirovih ili toplinski nedovoljno obradenih skoljkasa, akumulirani mikroorganizmi prelaze u
aktivni stadij i uzrokuju bolest ili intoksikaciju koja moZe ozbiljno ugroziti ljudsko zdravlje a
ponekad uzrokovati smrtni ishod (CADEZ i TESKEREDZIC, 2005.). Prema ranije
objavljenim podatcima, nakon konzumacije Skoljkasa koji su sadrzavali akumulirane
mikroorganizme uzrok bolesti ljudi su u 27 % slucajeva bili virusi, u 60 % bakterije, au 3 %
paraziti (MEAD 1 sur., 1999.). Trovanje morskim biotoksinima (fikotoksinima) javlja se
ubrzo nakon konzumacije $koljkasa kontaminiranih azaspiracidima, okadaicnom kiselinom,
pektenotoksinima, jesotoksinima, ciklickim iminima, domoi¢nom kiselinom, saksitoksinima,
brevetoksinima, ciguatoksinima i palitoksinima, najce$¢e sa Zelu€ano crijevnim i neuroloskim
znacima, dok vecina oboljelih opisuje viSestruke znakove bolesti (MUNDAY i REEVE,
2013.; KVRGIC i sur. 2021.).

Opcenito gledajuci, postupci sustava HACCP i tehnoloski postupci prerade mogu biti
dostatni ¢imbenici u zastiti konzumenata od oboljenja. No Skoljkasi zbog njihove jedinstvene
fizionomije 1 razli¢itth nacina izlovljavanja, obrade 1 rukovanja, predstavljaju stvarnu
opasnost u sustavu sigurnosti hrane. Kontrola rizika kod njih uz sustav HACCP ukljucuje
upravljanje kakvo¢om vode iz okoliSa u uzgojnim i izlovnim podru¢jima, a po potrebi jos§
moze ukljuciti postupke prociS¢avanja i druge tehnoloske postupke uklanjanja patogenih

mikroorganizama.



2.3. Potencijalno patogeni halofilni vibriji

Porodica Vibrionaceae pripada redu Vibrionales, razredu Gammaproteobacteria.
Bakterije porodice Vibrionaceae oblika su ravnih ili svinutih Stapica, veli¢ine 0,3-1,3 x 1,4-
5,0 um. Pokretljive su i fakultativno anaerobne (NAGLIC i sur., 2005.). Isti autori kazu da su
u rod Vibrio svrstane mnoge gram-negativne bakterije, svinutih stanica. Opisano je 27 vrsta,
njih 12 vazno je za humanu medicinu, a kao uzro¢nicima infekcija u riba opisano je 15 vrsta
(KONEMAN i sur., 2000.). Vrste V. cholerae (non-O1), V. parahaemolyticus, V. vulnificus,
Vibrio fluvialis, Vibrio furnisii, Vibrio metschnikovii, Vibrio mimicus, Vibrio alginolitycus,
Vibrio harveyi (Vibrio carchariae), zatim Grimontia (Vibrio) hollisae i Photobacterium
(Vibrio) damselae uzrokuju bolesti u akvati¢nih Zivotinja i ljudi. Dokazano je da V. vulnificus
ima zoonotski potencijal, a ostale su vrste visoko rizi¢ne bakterije koje uzrokuju bolest u riba
i ljudi, ali ljudi se najcesce zaraze konzumirajuci sirovu ribu, rakove i SkoljkaSe. Razli¢ite
vrsta riba i vodene ptice su rezervoari i vektori ovih bakterija. S obzirom na zoonotski
potencijal, AUSTIN (2010.) pripadnike roda Vibrio svrstava u mikroorganizme veceg rizika
(V. cholerae, V. parhaemolyticus i V. vulnificus), 1 one manjeg rizika (V. alginolyticus, V.
Sfluvialis, V. furnissii, V. harveyi, V. metschnikovii, V. mimicus, kao i nekadasnje pripadnike

roda Vibrio Grimontia hollisae — V. hollisae i Photobacterium damselae - V. damselae).

Najpoznatija vrsta u rodu je V. cholerae. Infekcije Sto ih vibriji uzrokuju u covjeka
opcenito su svrstane u ,kolere* 1 ,non-kolere* vibrijske infekcije. Vecina ,,non-kolera“
vibrijskih infekcija u covjeka javlja se nakon konzumacije sirovih morskih plodova,
primjerice kamenica, rakova, Skoljkasa ladica. Nakon inkubacije od 12 do 52 sata javljaju se u
bolesnika znakovi gastroenteritisa kao $to su proljev, gréevi, muénina i povraéanje. Cesto se
vibrijima inficiraju ozljede ili rane na koZi prilikom obrade rakova i Skoljkasa. Septikemijski

oblici ocituju se vru¢icom, tresavicom, generaliziranom mijalgijom te bolovima u nogama.

Vibriji su vrlo proSireni u prirodi, osobito u morskoj i slatkoj vodi, obalama mora i
koritima rijeka, a vrlo ¢esto se dokazuju u razli¢itih vrsta akvatiénih Zivotinja (CVETNIC,

2013.).
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2.3.1 Vibrio cholerae

V. cholerae je prema Gramu negativna, pokretna bakterija s jednom flagelom
smjestenom polarno. Proizvodi enterotoksin, kolera-toksin odgovoran za razvoj simptoma
bolesti. Na osnovi lipopolisaharidnih somatskih O antigena sojevi te bakterije podijeljeni su u
seroloske skupine. Poznato je viSe od 200 serotipova bakterije V. cholerae, a epidemije kolere
uzrokuju sojevi bakterije V. cholerae serogrupe O1 i O139. Drugi serotipovi mogu uzrokovati
blagi do teski oblik gastroenteritisa pa ¢ak i epidemije sa simptomima kolere (de MAGNY i
sur., 2011.). Serogrupa O1 pojavljuje se u 2 biotipa, klasicni i El Tor, a oba se mogu
klasificirati u tri serotipa, Ogawa, Inaba i Hikojima. Uzro¢nik kolere osjetljiv je na kiselost
(pH < 6 ga uniStava, a dobro podnosi pH > 6). Ostali sojevi koji nemaju O1 1 O139 antigene
(non-O1 1 non-O139) ne proizvode kolera toksin, ali se po biokemijskim svojstvima ne

razlikuju od uzroc¢nika kolere i uglavnom uzrokuju dijarealne bolesti (RUKAVINA, 2013.).

Prvih $est pandemija kolere uzrokovane su bakterijom seroloske grupe O1 (HASE i
BARQUERA, 2001.), dok je sedma pandemija koja je zapocela 1961., a traje i danas,
uzrokovana novim biotipom bakterije V. cholerae O1, El Tor, koji bolje prezivljava u tezim
okoliSnim uvjetima. Bolest uzrokovana ovim biotipom obi¢no nije tako teSka, kao kod
oboljenja uzrokovanih klasiénim O1 biotipom (COLWELL, 1996.). V. cholerae O139
posjeduje kapsulu i lipopolisaharidni antigen kao oznaku virulencije, uz to sadrZi
promijenjenu DNA na Ol kromosomu, u smislu insercije nove regije koja kodira
lipopolisaharid i kapsulu O139. HASE i BARQUERA (2001.) navode pojavu epidemije
kolere iz 1992. godine uzrokovanu serotipom O139. Patogenost sojeva bakterija V. cholerae
O1 1 0139 ovisi o kombinaciji ¢imbenika virulencije koji ukljuuju enterotoksin (kolera-
toksin CT, gen ctxA) te sposobnost vezivanja i kolonizacije stanica tankog crijeva (faktor
kolonizacije, fcpA). Drugi c¢imbenici povezani s enteropatogenim ucinkom ukljucuju
homolizin sli¢an El Tor-u (El Tor-like hemolysin: hlyA), termostabilni enterotoksin (stn/sto),
hemaglutinine, neuraminidaze (nanH), novi CT, vanjski membranski protein (ompU), toksin
nalik na Shiga toksin (Shiga-like toxin (stx), ToxR regulatorni protein i zonula occludens

toksin (zof) (RIVERA i sur. 2001).

Prirodna povezanost bakterije V. cholerae 1 zooplanktona kopepoda dokazana je 1982.
godine (HUQ i sur., 1983.), kada je elektronskom mikroskopijom potvrdeno specifi¢no
vezanje bakterije V. cholerae na Zive kopepode, najviSe u oralnom podrucju i na jajéanoj

vre¢i. Takoder je dokazano da se navedena bakterija ne veZe na uginule kopepode, te da je
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preZivljavanje bakterije V. cholerae duZze u prisutnosti Zivih nego u prisutnosti uginulih
kopepoda. Isti su autori dokazali prisutnost bakterije V. cholerae u fazi diobe na povrsini
jajcane vrece kopepoda, te time postavili teoriju diseminacije i multiplikacije uzro¢nika u
vodenom okoliSu putem jajasaca, suprotno dotadasnjem miSljenju epidemiologa koji su
smatrali da su jedini rezervoar bakterije V. cholerae probavni organi ljudi i da u vanjskom
okoliSu uzro¢nik kratko prezivljava. U svojem istraZzivanju NALIN i sur. (1979.) su utvrdili da
inkubacija bakterije V. cholerae u kulturi s dodatkom hitina rezultira adsorbcijom vibrija na
hitin, te tako vezane bakterijske stanice bolje prezivljavaju izlaganje kiselom mediju kakav je

u Zeludcu.

Primjenom odgovarajucih analitickih metoda bakterija V. cholerae se u uzorcima vode
moze naci tijekom godine ( HUQ i sur., 2013.) no odsutnost istog uzro¢nika ne znaci da ga u
uzorku nema, jer je poznato da moze prijeci u "viable but nonculturable state" - VBNC stanje
u kojem bakterija ima metabolicku aktivnost, ali se ne moZe dokazati mikrobioloSkim
metodama za dokazivanje njezine prisutnosti. U morskom sedimentu se bakterije V. cholerae
zadrzavaju zahvaljujuc¢i polarnom elektricnom naboju. Kako je ve¢ receno, planktoni imaju
vaznu ulogu za preZivljavanje bakterije V. cholerae u vodi, pri ¢emu u vrijeme "cvjetanja
mora", odnosno bujanja fitoplanktonskih zajednica, dolazi do znacajnog povecanja broja
bakterija, te se infektivna doza od 6 x 10° stanica moZe naéi na tijelu jednog zooplanktona
(HUQ i sur., 1983.; LIPP i sur.,, 2002.). U ekosustavu oceana, sposobnost bakterijske
razgradnje hitina ima klju¢no ekoloSko znacenje. Bakterija V. cholerae posjeduje hitinazu
koja joj omogucuje KkoriStenje hitina kao izvora ugljika. Takoder, posjeduje sustav
prepoznavanja hitina i sustav kolonizacije crijeva kopepoda (LIPP 1 sur., 2002.). U
istrazivanju pojavnosti zooplanktona i incidencije kolere na dva podrucja Bangladesa,
ustanovljeno je da su dominantne skupine zooplanktona na tom podrucju kopepodi, rotiferi i
kladocerani povezane s dokazom bakterije V. cholerae i/ili pojavom bolesti (de MAGNY i

sur. 2011.).

SUITZA 1 sur. (2009.) istiu SkoljkaSe 1 morske plodove kao jedan od glavnih izvora
kolere u ljudi. U morskoj i slatkoj vodi bakterije V. cholerae prisutne su kao slobodnozivuce
ili pricvrs¢ene na kopepode (zooplankton) i alge, a dvoljusturni Skoljkasi, koji se hrane
filtriranjem planktona, mogu akumulirati patogene mikroorganizme prisutne u vodi i na
planktonu. Pri tome se vrste roda Vibrio snazno pri¢vrS¢uju za probavni sustav Skoljkasa i ne

mogu se ukloniti ispiranjem 1 prociS¢avanjem. Prilikom pri¢vrS¢ivanja na povrSinu
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fitoplanktona i zooplanktona, bakterija V. cholerae stvara biofilm, dok fitoplanktoni izlu¢uju
cijeli niz organskih tvari koje podrZavaju rast pridruZenih u formi biofilma i slobodno Zivucih
bakterija V. cholerae. Pri¢vr$€ivanjem na plankton i stvaranjem biofilma olakSava se
prezivljavanje bakterije V. cholerae u okoliSu, povecavaju¢i njenu toleranciju prema niskom
pH 1 visokoj temperaturi. Autori isticu kako je za prevenciju kolere prenosivu morskim
organizmima neophodno odgovarajuce tretiranje kanalizacijskih voda, kao 1 edukacija
potrosaca s ciljem smanjenja navike konzumacije sirovih ili nedovoljno kuhanih Skoljkasa u

obalnim podruc¢jima koja sadrze uzro¢nika kao prirodno prisutnog patogena.

V. cholerae je halofilna bakterija koja zahtijeva prisutnost iona natrija (Na*). Postoje
dokazi koji ukazuju na povezanost aktivnosti flagele i gena za regulaciju virulencije na nacin
da flagela odgovara na promjene u membranskom potencijalu Sto rezultira rotacijom flagele, a

to moZe posluZiti kao signal za ekspresiju gena za virulenciju toxT (HASE i sur., 2001.).

Okolis je vazan ¢imbenik u epidemiologiji kolere. Gustoc¢a naseljenosti, loSa sanitarna
1 zdravstvena infrastruktura ozbiljni su nedostatci u kontroli i suzbijanju bolesti. Promjena
temperature povrSinske vode 1 kontaminacija okoliSa hranjivim tvarima dovodi do
proliferacije fitoplanktona i zooplanktona uz posljedi¢no povecanje brojnosti uzro¢nika kolere
(HARRIS i sur., 2012.). Kopepodi (Crustacean), planktonski morski racici i trzalci (Diptera,
Chironomidae), vodeni kukci, prirodni su rezervoari vrste V. cholerae. Poznato je da mnoge
vrste riba mogu biti rezervoari i vektori bakterije V. cholerae. Do sada je bakterija V. cholerae
izdvojena iz 22 vrste slatkovodnih i devet vrsta morskih riba, a u nekoliko slucajeva dokazan
je 1 serovar O1. Opisana je povezanost konzumacije ili rukovanja sirovom ribom u pojavi
nekoliko epidemija kolere. Bakterija V. cholerae je izdvojena iz ribljih crijeva, koZe, bubrega,
jetre i mozdanog tkiva. Vodene ptice takoder imaju vaznu ulogu u Sirenju bakterije jer se

hrane inficiranim ribama (HALPERN i1 IZHAKI, 2017.).

Vibriji mogu preZivjeti i razmnoZavati se u oneciS¢enim vodama s povecanom
koncentracijom soli pri temperaturi od 10 °C do 30 °C (HARRIS 1 sur. 2012.). U izolatima
bakterije V. cholerae iz endemi¢nih podrucja kolere u Bangladesu, utvrdena je tolerancija na 6
% soli u 85 % izolata, u njih 45 % na 3 % soli, dok niti jedan nije prezivio uzgoj pri
koncentraciji od 8 % soli. Isti izolati testirani su na antimikrobnu rezistenciju, pri cemu je
utvrdeno da je vecina rezistentna na barem dva uobiCajena antimikrobna lijeka: 95,45 % je
bilo rezistentnih na ampicilin, 50 % na eritromicin, 66,63 % na nalidiksi¢nu kiselinu, 27,27 %

na kotrimoksazol. Rast svih izolata koji su pokazali antimikrobnu rezistenciju uspjesno je
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inhibirao ekstrakt biljke Terminalia arjuna, $to ukazuje na moguénost primjene biljnog

ekstrakta za tretiranje multirezistentnih sojeva (FAKRUDDIN i sur., 2011.).

2.3.2 Vibrio parahaemolyticus

Bakerija V. parahaemolyticus je prema Gramu negativni, halofilni, svinuti Stapi¢ s

jednom polarnom flagelom 1 pokretljiv je kad raste u teku¢em mediju.

Vecina sojeva bakterije V. parahaemolyticus izdvojenih iz okolisnih uzoraka i morskih
plodova nije patogena. Za razliku od takvih sojeva, klinic¢ki izolati pokazuju sposobnost
stvaranja enzima koji lizira eritrocite. Hemoliticka aktivnost patogenih sojeva ove bakterije na
Wagatsuma agaru poznata je kao kanagawa fenomen, a posljedica je prisutnosti
termostabilnog direktnog hemolizina TDH (NELAPATI i sur., 2012.). Neki kanagawa
negativni sojevi proizvode toksin srodan TDH nazvan TDH-related hemolizin (TRH).
Navedene TDH 1 TRH hemolizine kodiraju #dh i trh geni, a smatraju se vaznim ¢imbenicima
virulencije. Izmedu razli¢itih serotipova V. parahaemolyticus koji uzrokuju infekcije u ljudi,
najvec¢a ucestalost u klinickim izolatima pripada serotipu O3:K6. Osim u bakterije V.
parahaemolyticus, trh gen se moze naci i u nekih drugih pripadnika roda Vibrio. ROSEC i
sur. (2012.) smatraju da se trh gen moZe naci u bakterije V. alginolyticus, te kao takav ne

moze biti pouzdan za dokazivanje bakterije V. parahaemolyticus.

U jednom od ranijih istraZivanja ekologije bakterije V. parahaemolyticus potvrdena je
ovisnost incidencije bakterije o temperaturi vode (KANEKO i COLWELL, 1973.). Autori su
potvrdili da se uzro¢nik ne moZze dokazati u vodi tijekom zimskih mjeseci kad je temperatura
< 14 °C, iako je prisutan u sedimentu. Porastom temperature vode od kasnog prolje¢a do
ranog ljeta, vibriji koji su prezimili u sedimentu oslobadaju se iz pridnenih zajednica,
povezuju na zooplankton te Sire stupcem vode. U tropskim i suptropskim podrucjima koja
karakteriziraju visoke temperature tijekom cijele godine nema vecih razlika u brojevima
bakterije V. parahaemolyticus u morskoj vodi, sedimentu 1 §koljkasima u odnosu na promjene
temperature morske vode. Broj bakterija Vibrio spp. u morskoj vodi ovisi o intenzitetu
oborina, a u sedimentu i Skoljkasima je utvrden pozitivan utjecaj saliniteta. Znacajno veci broj
bakterija Vibrio spp. i V. parahaemolyticus ustanovljen je u uzorcima Skoljkasa u odnosu na

uzorke morske vode i sedimenta (YU i sur., 2013.).
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SU i LIU (2007.) navode da distribucija bakterije V. parahaemolyticus u morskoj vodi
ovisi o temperaturi, pa se rijetko pojavljuje dok temperatura mora ne dosegne 15 °C ili viSe.
Kako je prevalencija V. parahaemolyticus u SkoljkaSima takoder ovisna o temperaturi,
mogucnost njegove detekcije veca je u Skoljkasa izlovljenih tijekom proljeca i ljeta, nego
zimi. Autori navode da je broj bakterija V. parahaemolyticus u SkoljkaSima nakon
izlovljavanja obi¢no manji od 10° cfu/g, no uvjeti skladiStenja pri temperaturama do 26 °C
pogoduju njegovom naglom umnaZzanju za 50 do 790 puta od pocetne vrijednost tijekom 24

sata.

Adsorpcija bakterije V. parahaemolyticus na hitin 1 kopepode je jedan od najvaznijih
¢imbenika koji odreduju prirodni habitat te bakterije i njenu ekolosku niSu (KANEKO i
COLWELL, 1975.). Utvrden je utjecaj saliniteta na adsorpciju na nacin da povecanje
saliniteta sa 4,2 %o na 10 - 16 %o (vrijednosti saliniteta vode na uscu rijeke Rhode u
Chesapeak zaljevu, Sjedinjene Americke DrZave) smanjuje adsorpciju sa 100 % na 70 - 80 %.
Takoder je utvrden utjecaj pH pri ¢emu je 100 % - tna apsorpcija pri pH ~ 6, dok povecanjem
pH na ~ 9, adsorpcija pada na 60 %. Autori zakljucuju da distribucija ovog mikroorganizma

ovisi o temperaturi, salinitetu, pH i drugim okoliSnim ¢imbenicima.

Bakterija V. parahaemolyticus jedan je od glavnih uzrocCnika otrovanja hranom
posebno u zemljama poput Japana, Indonezije, Tajvana i drugih gdje se obilno konzumiraju
sirovi morski plodovi. Uzrocnik stvara enterotoksin koji uzrokuje gubitak tekucine. Ve¢ 24
sata poslije konzumacije morskih plodova prisutni su vodenasti proljev, abdominalni grcevi,

glavobolja, povracanje i blago poviSenje temperature (LETCHUMANAN i sur. 2014.).

2.3.3 Vibrio vulnificus

Bakterija V. vulnificus je po Gramu negativni, halofilni Stapi¢, prvi put izoliran 1964.
godine u Sjedinjenim Americkim Drzavama (BAKER-AUSTIN i OLIVER, 2018.). Ova
bakterija odgovorna je za viSe od 95 % smrtnih slucajeva povezanih s morskom hranom u
SAD-u, a i dalje su nepoznati mnogi aspekti vezani za biologiju, genom, virulenciju i
epidemiologiju uzro¢nika. Kao poznatu Cinjenicu autori navode vecu ucestalost oboljenja u

muskaraca (86 %) nego u zena (14 %), te u ljudi starijih od 40 godina.
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Infekcija s bakterijom V. vulnificus moze se javiti kao infekcija hranom 1 kao infekcija
povrsSinskih rana (LINKOUS i OLIVER, 1999.; BAKER-AUSTIN i OLIVER, 2018.). Isti
autori navode infekciju s bakterijom V. vulnificus biogrupa 1, kao uzro¢nikom primarne
septikemije u imunokompromitiranih ljudi i onih s povecanim razinama serumskog,
slobodnog Zeljeza (obi¢no nakon konzumacije sirovih Skoljkasa). Osim u vidu primarne
septikemije, infekcija moZe nastati kontaminacijom postoje¢ih rana morskom vodom ili u
dodiru s morskim plodovima i ribama. Sojevi bakterije V. vulnificus biogrupa 2 poznati su kao
uzro¢nici bolesti jegulja, rakova i riba (LINKOUS i OLIVER, 1999.; AUSTIN, 2010.;
CVETNIC, 2013.), uz napomenu da barem neki od sojeva unutar biogrupe 2 mogu biti
patogeni za ljude (LINKOUS i OLIVER, 1999.).

Izolati bakterije V. vulnificus proizvode Citavi niz ¢imbenika patogenosti, izmedu
ostalih to su polisaharidne kapsule, hemolizin, pili tipa IV, razlicite proteaze (uglavnom
serinproteaze), metaloproteaza koju regulira tzv. Quorum sensing, koji je ucinkovitiji na 25
°C nego na 37 °C, 1 za kojeg se smatra da bi mogao biti odgovoran za rane na koZi udova
zbog nize temperature od ostatka ljudskog tijela (AUSTIN, 2010.; CVETNIC, 2013.).
Povecane koncentracije serumskog Zeljeza Cine vazan element patogeneze bakterije V.
vulnificus. Slobodnog Zeljeza u organizmu nema te ga vibriji dobivaju putem siderofora koje
se koriste Zeljezom iz transferina ili laktoferina (CVETNIC, 2013.). Bakterija V. vulnificus
simultano proizvodi fenolat i hidroksamat siderofore, pri ¢emu hidroksamat siderofore
omogucuju virulentnim sojevima prihvacanje zeljeza od visokozasi¢enog transferina

(LINKOUS 1 OLIVER, 1999.).

U morskoj vodi bakterije Vibrio spp. nadene su slobodne ili pri¢vr§¢ene na veée i
manje planktone, te u sedimentu, pri ¢emu je utvrdeno da se na ve¢im planktonima (> 200
um) moZze nac¢i bakterija V. alginolyticus, dok je na manjim planktonima (0,45 - 200 pum)
nadena bakterija V. vulnificus (MONTANARI i sur., 1999.). Prisutnost bakterije V. vulnificus
utvrdena je u uzorcima veceg i manjeg planktona, te u uzorcima morske vode, pri ¢emu je
najveCa gustoc¢a ustanovljena na uzorcima manjeg planktona tijekom Iljetnih mjeseci

(MAUGERI i sur., 2006.).
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2.4. Vibrio spp. u zemljama Mediterana

Tijekom zadnjih dvadesetak godina provedena su istrazivanja u zemljama
mediteranske regije, koja su redom potvrdila prisutnost vibrija u morskoj vodi, SkoljkaSima,

sedimentu, kao i u otpadnim vodama.

U ranijim istrazivanjima, krajem 20. stolje¢a, duz Jadranskog mora u Hrvatskoj te
dijelom u Sloveniji (Izola, Pore¢, Limski kanal, Rijeka, Krk, Novigrad, Biograd, Murter,
Sibenik - Skrad, Pako$tane i Ston) u razli¢itim uzorcima morske hrane dokazana je pojava
Vibrio spp., 1 to u 9,3 % od 150 obradenih uzoraka. Najzastupljenije vrste bile su V.
parahaemolyticus u 6,7 % i1 V. vulnificus u 2,7 % obradenih uzoraka. Pozitivni nalazi bili su
utvrdeni na Krku u 20 % uzoraka, Biogradu (14,3 %), Novigradu (8,9 %), Sibeniku — Skradin
(8,3 %), Porecu (5,6 %) i Izoli (4,6 %) (IVEZIC-JAKSIC, 1986., cit. MIKUS i sur., 2010.).
JAKSIC i sur. (2002.) navode nalaz bakterije V. parahaemolyticus u morskoj hrani na
trznicama i u hotelskoj ponudi. Tako je na trZznicama postotak pozitivnih uzoraka varirao od 4
do 12 %, a najceS¢e je bakterija V. parahaemolyticus dokazana u SkoljkaSima, dok je u
uzorcima morske hrane podrijetlom iz hotela taj postotak bio 1 visi, a kretao se od 10 do 50 %.
CANAK i sur. (2018.) su tijekom istraZivanja mikrobioloske populacije u svjezoj ribi (lubin) i
Skoljkasima (dagnje i kamenice) iz juznog Jadrana dokazali Vibrio spp. u pet (33,3 %) od 15
obradenih uzoraka. Bakterija V. cholerae izdvojena je iz uzoraka crijeva i Zeluca jednog
lubina, a iz Cetiri uzorka Skrga, probavne Zlijezde i Zeluca dagnji i kamenica izdvojena je vrsta

V. parahaemolitycus.

RIPABELLI i sur. (1999.) su pretrazili 62 uzorka dagnji izlovljenih na odobrenim
uzgajaliStima na talijanskom podruc¢ju Jadranskog mora te dokazali prisutnost bakterija V.
alginolyticus u 32,2 % uzoraka, V. vulnificus u njih 17,7 %, V. cincinnatiesis u 3,2 % uzoraka
te V. parahaemolyticus, V. fluvialis 1 V. cholerae non-O1 u 1,6 % uzoraka. U Jonskom moru
(Tarantski zaljev, Mar Piccolo) CAVALLO i STABILI (2002.) su utvrdili prosjecne
vrijednosti broja bakterija uzgojivih vibrija u morskoj vodi 5,6 x 10" cfu/ml, te u dagnjama
4,0 x 10* cfu/g. Kao najcesc¢e izdvojenu vrstu iz roda Vibrio u morskoj vodi u Italiji autori

navode bakteriju V. alginolyticus.

OTTAVIANI i sur. (2005.) su utvrdili prisutnost bakterije V. parahaemolyticus u 35
od 144 pretrazenih uzoraka dagnji porijeklom iz odobrenih uzgajaliSta na podrucju

Jadranskog mora (srediSnja Italija). Od navedenih izolata, jedan je bio pozitivan na prisutnost
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tdh gena, a tri na trh gen. Rezultati trogodiSnjeg istraZzivanja pojavnosti bakterija V.
parahaemolyticus, V. vulnificus 1 mikroorganizama fekalnog podrijetla u dagnjama u
maloprodaji (NORMANNO i sur., 2006.) u regiji Puglia, Italija, pokazali su da je od 600
pretrazenih uzoraka V. parahaemolyticus prisutan u njih 47 (7,83 %), a V. vulnificus u 17

(2,83 %) uzoraka.

Za razliku od dotada$njih istraZivanja na dagnjama iz Jadranskog mora, VERNOCCHI
i sur. (2007.) su utvrdili prisutnost bakterije V. parahaemolyticus u uzorcima pretraZenima u
travnju 2002., te sijecnju i veljaci 2003. godine. U razdoblju od lipnja 2006. do lipnja 2007.
godine, DI PINTO 1 sur. (2008.) pretrazili su 144 uzorka dagnji iz razliCitih centara za
prociS¢avanje Skoljkasa na jugu Italije. Od 47 suspektnih izolata s hranjivih podloga, potvrdili
su njih 12 kao bakteriju V. parahaemolyticus biokemijskom identifikacijom, a devet od
navedenih 12 je potvrdeno molekularnom PCR metodom, pri ¢emu je jedan izolat detektiran

tijekom zimskih mjeseci.

Od svibnja 2011. do kolovoza 2012. godine SUFFREDINI i sur. (2014.) su pretraZzili
147 uzoraka razliCitih SkoljkaSa porijeklom iz dvije regije, Veneto i Sardinija. Bakteriju V.
parahaemolyticus dokazali su u 56,7 % uzoraka iz Sardinije, te u 27,5 % uzoraka iz Veneta
pri ¢emu su utvrdili prisutnost potencijalno patogene bakterije V. parahaemolyticus u Sest

uzoraka, Sto je ukljucivalo tri #dh pozitivna i tri trh pozitivna izolata.

Prvi dokaz prirodno prisutne bakterije V. vulnificus u uzorcima morske vode i
$koljkagima na podru&ju Spanjolske bio je u proljeée 1996. (COVADONGA i sur., 1998.) dok
je prisutnost iste bakterije u kanalizacijskim vodama, Skoljkasima i morskoj vodi na podrucju

Valencije u Spanjolskoj dokazana 2009. godine (CANIGRAL i sur., 2009.).

Prvi dokazani slu¢aj oboljenja ljudi direktno povezan s konzumacijom Skoljkasa u
Spanjolskoj (Galicija) bio je 1999. godine (LOZANO-LEON i sur., 2003.). U uzorcima
stolice oboljelih dokazana je prisutnost bakterije tdh+ V. parahaemolyticus, $to je ujedno

znacilo prvu potvrdu prisutnosti tog patogena u morskom okoliSu Europe.

Do 2015. godine, EFSA-ini godiSnji izvjeStaji nisu razlucivali Vibrio vrste kao
pojedinacne uzro¢nike oboljenja u ljudi, ve¢ su ih svrstavali u kategoriju "ostalih bakterijskih
uzro¢nika", da bi u izvjestaju za 2015. godinu evidentirali Cetiri epidemije u Francuskoj s 29

oboljelih osoba (EFSA/ECDC, 2016.).
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U EFSA-inom izvjeS¢u za 2019. godinu navode se Cetiri epidemije uzrokovane
vibrijima u Francuskoj 1 Italiji, s tim da je uzro¢nik identificiran kao V. parahaemolyticus u
Francuskoj, dok za Italiju podatci ne postoje (ANONIMNO, 2021.). Isto izvjes¢e za 2018.
godinu navodi deset epidemija uzrokovanih bakterijom V. parahaemolyticus u Spanjolskoj i
Francuskoj (ANONIMNO, 2019.). U izvjes¢u za 2017. godinu evidentirane su tri epidemije s
viSe od 60 oboljelih u Francuskoj a uzrokovane vrstom V. parahaemolyticus (ANONIMNO,
2018.). Tijekom 2016. godine nije bilo evidentiranih epidemija uzrokovanih s Vibrio spp. na

podrucju Europske Unije.
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2.5. Globalna rasprostranjenost Vibrio spp.

OKUDA i sur. (1997.) izvijestili su o aktivhom nadzoru pacijenata u Kalkuti, Indija,
hospitaliziranih radi infekcije bakterijom V. parahaemolyticus. Pocetkom veljace 1996.
godine utvrdili su znacajno povecanje broja oboljelih. Ispitujuci izolate ustanovili su da ih 50
- 80 % pripada O3:K6 serovaru, te da su svi tdh+ i trh-. Nakon pojave pandemijskog klona
bakterije V. parahaemolyticus O3:K6 1996. godine u jugoisto€noj Aziji, isti uzrocnik je
dokazan 1998. godine u JuZnoj Americi, u Cileu (GONZALEZ-ESCALONA i sur., 2005.),
gdje je na podrucju gradova Puerto Montt i Antofagasta prouzroc¢io oboljenje oko 1500 ljudi.
CORDOVA i sur. (2002.) povezuju pojavu oboljenja ljudi u gradu Antofagasta s
konzumacijom SkoljkaSa i dokazuju prisutnost istog uzro¢nika u fecesu ljudi i SkoljkaSima.
Pretpostavljaju da je pojava patogenog uzrocnika povezana s klimatoloskim fenomenom El
Nifio koji je potaknuo "bujanje" bakterija u Antofagasti. Pandemijski soj je ostao prisutan na
podruéju Cilea narednih godina, da bi tijekom ljeta 2006. godine opet doslo do pojave
masovnog oboljenja u Puerto Monttu (FUENZALIDA 1 sur., 2007.), dok je u Antofagasti
pojava bolesti bila rijetka. Specificnost ove pojave je u niZoj temperaturi mora u Puerto
Monttu koja ljeti ne prelazi 18 °C u odnosu na Antofagastu, gdje je temperatura mora za 5 °C
viSa, a pojavnost V. parahaemolyticus je u pravilu ovisna o viSoj temperaturi mora.
Pretrazujuci uzorke SkoljkaSa s ta dva podrucja, ustanovljeno je da u uzorcima iz Antofagaste
niti jedan nije sadrzavao bakteriju V. parahaemolyticus, dok je u uzorcima s drugog podruc¢ja

njih 50 % bilo pozitivno na tdh+ gen (pandemijski soj O3:K6).

Od 60-ih godina proslog stoljeca, bakterija V. parahaemolyticus je jedan od
najznacajnijih patogena koji se prenose hranom, da bi pandemijski soj O3:K6 prouzrocio
veliku epidemiju u Japanu, u razdoblju od 1997. do 2001. godine (HARA-KUDO 1 sur.,
2012.). IstraZivanjem velikog broja uzoraka morskih plodova utvrdena je stalna prisutnost
pandemijskog soja bakterije uz znac¢ajno smanjenje broja oboljelih. Autori pretpostavljaju da
navedeno smanjenje broja oboljelih nije posljedica smanjene kontaminacije patogenim sojem,
ve¢ je posljedica poboljSanih higijenskih postupaka tijekom distribucije Skoljkasa sve do
konzumacije. Takoder, navode da je ucinkovita pohrana na temperaturi manjoj od 10 °C uz
primjenu mikrobioloskih standarda koji propisuju odsutnost bakterije V. parahaemolitycus u
25 g kuhanih plodova, odnosno manje od 100 MPN/g morskih plodova namijenjenih za

konzumaciju u sirovom stanju.
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WU i sur. (2014.) sumiraju podatke za razdoblje od 2003. do 2008. godine za Kinu (12
provincija), gdje su ustanovljena 322 sluCaja epidemije gastroenteritisa prouzrocenog
bakterijom V. parahaemolyticus s 9041 oboljelim, od ¢ega je njih 3948 hospitalizirano, Sto
kriZzna kontaminacija gotove hrane s nekuhanim morskim plodovima, prvenstveno u toplijem
dijelu godine. U istrazivanju provedenom u razdoblju od prosinca 2008. do studenoga 2009.
godine, na uzorcima iz maloprodaje u isto¢nim priobalnim provincijama Kine, ZHAO 1 sur.
(2011.) prijavili su 172 izolata V. parahaemolyticus od kojih su dva bila tdh+ i pet trh+.

Koriste¢i MPN metodu utvrdena je sezonalno ovisna razlika u broju bakterija.

LEE 1 sur. (2008.) navode bakteriju V. parahaemolyticus kao jednu od vodecih
uzro¢nika bolesti koje se prenose hranom u Republici Koreji. Istrazujuéi prisutnost navedene
bakterije na 72 uzorka kamenica, prikupljenih od travnja do prosinca, pronadeno je 48

pozitivnih uzoraka, od kojih je samo jedan bio trh+.

RAGHUNAT 1 sur. (2008.) isticu bakteriju V. parahaemolyticus kao uzroCnika
priblizno 10 % gastroenteritisa u Indiji. Koriste¢i metodu kolonijalne hibridizacije odredili su
granicu detekcije metode od 10 cfu/g odnosno 100 cfu/g, ovisno o izabranom razrjedenju. U
48 od 83 uzorka utvdili su vise do 10 cfu/g bakterije V. parahaemolyticus, a u deset od 83
uzorka vise od 10* cfu/g iste bakterije. Od ukupno 68 pozitivnih uzoraka, ustanovljeno je

osam tdh + 1 26 trh+ izolata bakterije V. parahaemolyticu.

Prate¢i promjene u broju bakterije V. parahaemolyticus na Tajvanu, YU i sur. (2013.)
su utvrdili prisutnost te bakterije u 77,5 % uzoraka vode, 77,5 % uzoraka sedimenta, 70,5 %
uzoraka kamenica i 68,8 % uzoraka kucica, s tim da je broj bakterija u Skoljkasima bio
znacajno veci (1,33 log cfu/g) u odnosu na ustanovljeno u uzorcima sedimenta (1,04 log

cfu/g) odnosno vode (0,02 log cfu/g).
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2.6. Klimatske promjene

Svjedoci smo pojave globalnog zatopljenja o cemu se govori u svim sferama ljudskog
postojanja. S glediSta sigurnosti hrane i Skoljkasa kao hrane, globalno zatopljenje i klimatske
promjene imaju znacajan utjecaj na dinamiku i rasprostranjenost potencijalno patogenih
halofilnih vibrija u podru¢jima u kojima nisu povijesno dokazani kao uzrocnici oboljenja

ljudi.

Pojava bolesti uzrokovanih vibrijima prije je bila ogranicena na tropska i suptropska
podrucja, zemlje u razvoju s netretiranim kanalizacijskim vodama, te podru¢ja u kojima je

tradicionalno uvrijeZena konzumacija sirovih Skoljkasa i drugih morskih plodova.

KoriStenjem dugoro¢nih podataka o povrSinskoj temperaturi Baltickog mora,
ustanovljeno je do tad nezabiljeZeno povecanje temperature od 0,063 °C do 0,078 °C
godisnje, S$to na stoljetnom nivou iznosi 6,3 °C do 7,8 °C (BAKER-AUSTIN i sur., 2012.).
Navedeno zagrijavanje podudara se s neocekivanim pojavama infekcija s Vibrio spp. na
sjeveru Europe, prvenstveno na podrucju uz Balticko more, pri ¢emu brojevi i distribucija
slucajeva korespondiraju s prostornim i vremenskim pikovima povrSinske temperature mora.
Autori navode da je to jedan od prvih dokaza da antropogena promjena klime dovodi od
pojave oboljenja uzrokovanih s Vibrio spp. u umjerenim podru¢jima kroz utjecaj na
rezidentne bakterijske zajednice, impliciraju¢i da taj proces utjeCe na preoblikovanje

distribucije zaraznih bolesti na globalnom nivou.

Prema Europskoj agenciji za okoli§ globalno poviSenje povrSinske temperature mora
je jedan od najvaznijih fizikalnih pokazatelja promjene klime. Povecanje povrSinske
temperature mora na podru¢ju Europe raste 4 - 7 puta brze tijekom zadnjih desetljeca u
odnosu na svjetske oceane (LE ROUX 1 sur. 2015.). To povecanje je povezano s pojavom
oboljenja u ljudi uzrokovanih s V. cholerae non-O1 non-O139, V. parahaemolyticus i V.
vulnificus. Takoder je ustanovljna povecana ucestalost pojave masovnih uginu¢a u morskih
zivotinja. LE ROUX i sur. (2015.) zakljuCuju da povecana ucestalost oboljenja vibrijima ima
direktan utjecaj na ljude, ali i indirektan, smanjujuci sigurnost morske hrane i zdravlje

ekosistema.

Na podruéju Svedske i Finske, 2014. godine je zabiljeZeno 89 sludajeva infekcije

Vibrio vrstama Sto je znacajno viSe u odnosu na do tada prijavljene slucajeve u sjevernoj
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Europi (BAKER-AUSTIN 1 sur., 2016.). Pojava oboljenja vezana je uz neuobiajeno visoke
temperature mora u srpnju i kolovozu, gdje je evidentirana temperatura bila nekoliko
Celzijevih stupnjeva visa od prethodno najviSih temperatura evidentiranih ranih 1980-ih

godina.

BAKER-AUSTIN i sur. (2017.) navode cetiri znacajke pripadnika roda Vibrio koje ih
¢ine pogodnima za koriStenje kao "barometra" klimatskih promjena. To su osjetljivost na
temperaturu (svi pripadnici roda jako dobro rastu pri temperaturama iznad 15 °C); brzo
umnazanje (u povoljnim uvjetima vrijeme umnaZanja je 8 do 9 minuta); "neZeljeni
posjetitelji" (pojava oboljenja u podru¢jima koja povijesno nisu povezana s Vibrio
infekcijama, kao §to su sjeverna Europa, Aljaska, Cile, sjeveroistoéno podruéje SAD), te
izloZenost infekciji — kada i gdje (posebnost vibrija je u ¢injenici da imaju viSe mogucénosti
ulaska u organizam, i to putem hrane i izlaganjem kontaminiranoj vodi, §to moZe biti od

koristi za otkrivanje izvora zaraze).
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2.7. Zakonodavni okvir

Zakonodavstvo Europske unije (Uredba (EZ) 853/2004) zahtijeva da Skoljkasi u trenu
prodaje budu Zivi ili odgovarajuée preradeni, besprijekornih senzornih znacajki, unutar
dozvoljenih granica prisutnosti biotoksina te da udovoljavaju Uredbi (EZ) 2073/2005 s

obzirom na broj bakterija Escherichia coli.

U Republici Hrvatskoj, pra¢enje kakvoce SkoljkaSa sustavno se provodi prema Planu
pracenja kakvoce mora i SkoljkaSa na proizvodnim podru¢jima i podrucjima za ponovno
polaganje Skoljkasa (ANONIMNO, 2020.) a temelji se na odredivanju prisutnosti bakterije E.
coli kao indikatora mikrobioloskog oneciS¢enja, biotoksina, teskih metala i benzo(a)pirena. U
slucajevima kada sSkoljkasi ne udovoljavaju propisanim kriterijima, odreduje se postupanje u
smislu zabrane izlovljavanja / obvezno prociS¢avanje / toplinska obrada ovisno o dostupnim

mogucnostima.
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2.8. Mogucnost primjene razlicitih tehnoloskih postupaka s ciljem uklanjanja

potencijalno patogenih vibrija

2.8.1. Proc¢is¢avanje Skoljkasa

Skoljkasi su vrlo kvalitetna namirnica visoke hranjive vrijednosti, bogat izvor
mikroelemenata. Medutim, uobicajeni nacin konzumacije sirovih ili neznatno toplinski
obradenih Skoljkasa otvara mogucnost unosa patogenih mikroorganizama i razvoj bolesti u

potroSaca.

Komercijalno su vrjedniji Zivi SkoljkaSi, koji se prociS€avaju u centrima za

prociscavanje ili postupkom ponovnog polaganja, kako bi zadovoljili propisane kriterije.

Vec¢ je istaknuto da V. cholerae, V. parahaemolyticus i V. vulnificus predstavljaju
opasnost za zdravlje ljudi, pogotovo rizi¢nih skupina. Uzgojna i izlovna podrucja istarskoga
akvatorija, ve¢inom su klasificirana u zonu A, §to znaci da se Skoljkasi stavljaju na trZiSte bez
potrebe za prociS¢avanjem. Postupkom proci§¢avanja se u roku od 12 do 24 sata u vecini
slucajeva, Skoljkasi ocCiste od bakterije E. coli, dok je za smanjivanje broja bakterija Vibrio
spp. potrebno sedam do osam dana (LOPEZ-JOVEN i sur., 2011.). MARINO i sur., (2005.)
istrazujuci ucinkovitost pro¢iS¢avanja nakon umjetne kontaminacije dagnji s bakterijama E.
coli, V. cholerae 1 Enterococcus durans, ustanovili su da je najucinkovitija temperatura
procis¢avanja za bakteriju E. coli 21 °C, pri kojoj se nakon 72 sata ista bakterija ne moZe
dokazati. Medutim, proc¢is¢avanjem na istoj temperaturi, bakterija V. cholerae je nadena i
nakon 168 sati. Mogucnost pro€iS¢avanja kamenica nakon umjetne kontaminacije bakterijama
V. parahaemolyticus prikazana je u istraZivanju SUREERATA 1 sur. (2012.). Navedeni autori
su ustanovili da je najucinkovitija temperatura vode za proc¢iS¢avanje skoljkasa u rasponu od 7
°C do 15 °C tijekom pet dana. Istrazivanjem Skoljkasa koji su prosli postupak proc¢is¢avanja,
autori DI PINTO i sur. (2008.) su dokazali prisutnost V. parahaemolyticus klasicnom
mikrobioloSkom metodom u 12 od 144 uzorka. Molekularnom analizom potvrdili su devet od
12 izolata, pri ¢emu su u tri od njih devet potvrdili prisutnost gena tdh. Uz navedeno, proveli
su i izolaciju bakterijske DNA iz bujonskih kultura koje su pokazale sumnjiv rast na TCBS-u,
i utvrdili prisutnost V. parahaemolyticus u 23 od 47 uzoraka, uz detekciju gena tdh u sedam

od 23 uzorka.
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2.8.2. Ostali tehnoloski postupci

Osim prociS¢avanja u centrima za prociS€avanje, mnogi su autori istrazivali i druge
tehnoloske moguc¢nosti kondicioniranja Skoljkasa i to, tretiranje ekstraktima zelenog ¢aja (XI i
sur., 2012.), X - zrakama (MAHMOUD, 2009.), klorovim dioksidom (WANG i sur., 2010.),
visokim salinitetom (LARSEN i sur., 2013.), ugljicnim dioksidom (MEUJO i sur., 2010.),
visokom temperaturom (LIEW 1 sur., 1998.,) primjenom visokog hidrostatskog tlaka uz
razli¢ite uvjete temperature (KURAL 1 HAIQIANG, 2008.; KURAL i sur. 2008.; MA 1 Y.-C.
SU, 2011.; PHUVASATE i Y.-C. SU, 2015.). Opcenito se navedeni postupci mogu podijeliti
na one koji omogucavaju skoljkasima prezivljavanje tretmana, i one koji se mogu primijeniti
samo na preradevine. RONHOLM i sur. (2016.) sumiraju postupke za produZavanje roka
trajanja 1 smanjenje kontaminacije Vibrio vrstama u razli¢itih morskih plodova. Tako navode
ucinkovite tretmane ozonom, prirodne organske tretmane (esencijalnim uljem timijana,
origana, ruzmarina, te ekstraktima cCaja), tretiranje bakteriofagima, visokim hidrostatskim
pritiskom, i ioniziraju¢im zracenjem. Takoder, navode da svaki od ovih postupaka ima
razli¢ite utjecaje na senzorska svojstva, pri ¢emu tretiranje visokim hidrostatskim tlakom
rezultira promjenom boje tkiva kamenica, dok ostali postupci, osim primjene organskih
tretmana, ne rezultiraju promjenom senzorskih svojstava. Sto se ti¢e sigurnosti primjene ovih
postupaka, jedino tretiranje ozonom ostavlja rezidue (CO, i H,0), dok su ostali postupci
sigurni. Za primjenu ioniziraju¢eg zracenja autori navode da je odobreno u nekoliko drzava,

ukljucujuc¢i SAD, Veliku Britaniju i Francusku.
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2.9. Metode dokaza Vibrio spp.

2.9.1. Metode za dokazivanje prisutnosti, brojanje i biokemijsku identifikaciju
potencijalno patogenih Vibrio spp.

Postoji niz razli¢itth metoda koje se primjenjuju za dokazivanje prisutnosti
potencijalno patogenih Vibrio spp. Vazece izdanje norme HRN EN ISO 21872-1:2017
Mikrobiologija u lancu hrane — Horizontalna metoda za odredivanje Vibrio spp. — 1. Dio:
Dokazivanje prisutnosti potencijalno enteropatogenih Vibrio parahaemolyticus, Vibrio
cholerae 1 Vibrio vulnificus, (ANONIMNO, 2017.) u odnosu na prethodno, ukljucuje
primjenu dviju temperatura za inkubaciju bujonskih kultura, ¢ime se poboljSava otkrivanje

prisutnosti bakterije V. vulnificus.

Razvojem metoda za dokazivanje prisutnosti potencijalno patogenih Vibrio spp.
utvrdena je vaznost teku¢eg medija koji se koristi za razrjedivanje i namnaZanje uzoraka.
Tako su AZANZA 1 sur. (1996.) ustanovili da je 1 %-tna otopina peptona s dodatkom 3 %
NaCl bolji diluent u odnosu na puferiranu slanu peptonsku otopinu. Norma ISO 8914:1990
(ANONIMNO, 1990.) propisuje koristenje alkalne slane peptonske vode (ASPV), kao i HRN
EN ISO 21872-1:2017 (ANONIMNO, 2017.). Bolji uc¢inak izolacije i detekcije bakterije V.
parahaemolyticus tdh/trh + postignut je koriStenjem bujona s dodatkom Zucnih soli i pH 6,0
(RAGHUNATH i sur., 2009.). Autori objaSnjavaju bolju ucinkovitost navedenog bujona
¢injenicom da se patogena bakterija V. parahaemolyticus mora bolje prilagoditi uvjetima u
probavnom sustavu ¢ovjeka, koji ukljucuju prisutnost Zu¢nih soli i niskog pH. Zahvaljujuci
rezistenciji bakterije V. parahaemolyticus na antibiotik polimiksin B, razvijen je slani bujon s
polimiksinom B, pH 7,4 koji je omogucio postizanje boljih rezultata kada se koristio kao

drugi bujon za namnazanje, jer je smanjio mogucnost razvoja kompetetivne mikroflore

(BLANCO-ABAD i sur. 2009.).

Krute hranjive podloge koje se koriste za izolaciju bakterija Vibrio spp. sadrze
razli¢ite komponente kojima je svrha inhibicija rasta neZeljene mikroflore te poticanje rasta
ciljnih mikroorganizama. Norma HRN EN ISO 21872-1:2017 (ANONIMNO, 2017.)
propisuje koristenje tiosulfat-citrat-saharoza agara sa Zu¢nim solima (Thiosulfate Citrate Bile
Salts Sucrose Agar - TCBS agara), te drugu hranjivu podlogu po izboru laboratorija. Problem
s TCBS agarom je slaba selektivnost podloge na koju su ukazali LOTZ i sur. (1983.). Navode

da je od ispitivanih 188 izolata njih ¢ak 177 dobro raslo na TCBS agaru, pri ¢emu je cak devet
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razli¢itih bakterijskih vrsta pokazalo rast kolonija Zute boje, dok je devet vrsta poraslo
zelenim kolonijama. Pojava istog izgleda kolonija V. parahaemolyticus 1 V. vulnificus na
TCBS agaru rezultirala je razvojem agara s dodatkom natrijevog dodecil sulfata (KITAURA i
sur., 1983.) (Sodium dodecyl sulfate polymyxin B sucrose agar - SPS agar) koji omogucuje
razlikovanje kolonija V. parahaemolyticus 1 V. vulnificus zbog aktivnosti sulfataze V.
vulnificus, $to se na agaru oCituje pojavom zone (halo) koja okruzuje koloniju. Isti autori
dokazali su da bakterija V. cholerae O1 takoder posjeduje sulfatazu, te se navedeni agar moze
uspjesno koristiti za dokazivanje njene prisutnosti. Daljnjim istraZivanjima utvrdena je veca
selektivnost agara uz dodatak celobioze, polimiksina B i kolistina (Cellobiose Polymyxin B
Colistin agar, CPC agar), koji je podrZavao rast bakterijskih vrsta V. vulnificus i V. cholerae i

istovremeno omogucio medusobno razlikovanje kolonija (MASSAD i OLIVER, 1987.).

HARWOOD i sur. (2004.) navode joS niz agara s razli¢itim dodtacima koji podrZzavaju
rast bakterije V. vulnificus. Tako spominju modificirani CPC agar (Modified CPC- mCPC) sa
smanjenom koncentracijom kolistina; agar za brojanje bakterije V. vulnificus ( V. vulnificus
enumeration medium-VVE) s celobiozom kao izvorom ugljika i kromogenim supstratom za
dokazivanje [3-galaktozidaza pozitivnih kolonija bakterije V. vulnificus; agar za V. vulnificus
(V. vulnificus agar-VVA) s celobiozom i bez antibiotika namijenjen za direktno dokazivanje
bez prednamnazanja; celobioza kolistin agar (Celobiose colistine agar - CC) agar koji je

modifikacija mCPC agara i ne sadrZi polimiksin B.

Uz spomenuta istraZzivanja koja se bave metodama dokazivanja prisutnosti
potencijalno patogenih Vibrio spp., razvijane su metode za brojanje bakterija. Metode
brojanja potencijalno patogenih vibrija uklju¢uju postupke direktnog brojanja bez
namnaZzanja, te postupke odredivanja najvjerojatnijeg broja. DE PAOLA i sur. (1988.) su
usporedivali Cetiri razliita postupka za odredivanje broja bakterije V. parahaemolyticus:
MPN metodu (FDA); R-MPN metodu (MPN metoda poboljSana namnaZanjem u triptikaza
soja bujonu praceno selektivnim namnaZanjem u glukoza slanom Teepol bujonu);
membransku filtraciju; te modificiranu membransku filtraciju uz uporabu hidrofobnih
membrana. S obzirom na postignute rezultate, upotrijebljeni materijal i potreban rad,

zakljucili su da je najprihvatljivija uporaba modificirane membranske filtracije.

Biokemijska identifikacija okoli$nih izolata Vibrio vrsta je zahtjevan postupak radi
njihove velike razli¢itosti (ALSINA i BLANCH, 1994a; 1994.b). Klinicki izolati nisu toliko

fenotipski razli€iti, te je samim tim njihova identifikacija jednostavnija. Autori predstavljaju
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set biokemijskih testova koji su primjenjivi za rutinske svrhe, a prethodi im nekoliko
osnovnih uvjeta koje izolati moraju zadovoljiti: rast na TCBS agaru, gram-negativni Stapici,
oksidaza pozitivni i fakultativni anaerobi. PocCetni korak u identifikaciji je odredivanje arginin
dihidrolaze, lizin dekarboksilaze i ornitin dekarboksilaze, ¢ime se dobiva osam mogucih
klastera, od kojih se Sest podvrgavaju daljnjoj biokemijskoj identifikaciji. Potom slijede rast
pri 0, 6 1 8 % NaCl, rast pri 4, 35 1 40 °C, a-ketoglutarat, amigdalin, rezistencija na ampicilin
10 pg, arabinosa, citrat, d-glukozamin, gelatinaza, indol, 1-arabinoza, luminiscencija, manitol,
NO,, rezistencija na 0/129 10 pg, ONPG, oksidaza, salicilna kiselina, saharoza, ureaza i
Voges Proskauer test. KoriStenjem kljuceva kako su ih autori prikazali, kroz nekoliko koraka

se moze doci do biokemijske identifikacije.

V. logei

Citrat
+

V.vulnificus

V. mimicus

Rast pri 0 %

+ V. cholerae

Kiselina iz saharoze

Rast pri 8 %

V. harveyi

+ V. carchariae

L-arabinoza

V. harveyi

Citrat

D-glukozamin

+ V.parahaemolytius

VP
+

V.alginolyticus

Shema 1. Identifikacijski klju¢ za klaster arginin - / lizin dekarboksilaza + / ornitin
dekarboksilaza + (A-/L+/O+) (prema ALSINA i BLANCH, 1994a).

Komercijalno dostupni biokemijski testovi kao API 20E i API 20NE omogucavaju
biokemijsku identifikaciju ali, u usporedbi s molekularnim metodama, ne daju uvijek

pouzdane rezultate (ROBERT-PILLOT i sur., 2002., BONNIN-JUSSERAND i sur., 2017).
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FAO/WHO vodi€ (2016.) navodi moguc¢nost primjene razli¢itih metoda dokazivanja i
odredivanja broja bakterija Vibrio vrsta u odnosu na krajnji cilj koji se Zeli posti¢i. Tako se za
metode dokazivanja navodi da su primjenjive za: monitoring i nadziranje izlovnih podrucja;
dobivanje osnovnih informacija o nekom podru¢ju bez ikakvih prethodnih podataka;
istrazivanje sezonske prevalencije i1 identifikaciju rizi€nih razdoblja kada treba provesti
dodatna istrazivanja; dokazivanje sukladnosti s kriterijima koji propisuju koncentraciju
(primjer <100 MPN/g) ovisno o ocekivanoj koncentraciji; dokazivanje sukladnosti s
kriterijima koji propisuju odsutnost, npr. odsutnost u 25 g. Istit FAO/WHO vodi¢ (2016.)
navodi mogucénosti primjene metoda za brojanje bakterija u svrhu: monitoringa izlovnih
podru¢ja za utvrdivanje povecanih koncentracija bakterija tijekom rizi¢nih vremenskih
razdoblja; dokazivanja sukladnosti sa standardima koji propisuju grani¢ne vrijednosti brojeva
(na primjer kada je grani¢na vrijednost prihvatljiva); ispitivanja povezanosti infektivne doze i
oboljenja tijekom istraZivanja epidemija; odredivanja omjera patogenih i nepatogenih

bakterija V. parahaemolyticus; odredivanja krivulje rasta i prezivljavanja.

BONNIN-JUSSERAND i sur. (2017.), prikazali su rezultate istraZivanja razli¢itih
autora, koji svi potvrduju manjkavost klasi¢nih mikrobioloskih metoda u smislu dugotrajnosti
postupaka, manje specifiCnosti, te ograni¢enja biokemijske identifikacije, koja Cesto daje
pogresne rezultate radi velike fenotipske slicnosti razli€itih Vibrio vrsta. Prema istim autorima
preporuceno je ukljuciti molekularne metode (PCR, qPCR, LAMP), s ciljem povecanja
to¢nosti identifikacije. Takoder, navode manjkavost klasicne mikrobioloske metode u smislu

nemogucnosti utvrdivanja patogenosti dobivenih izolata.

2.9.2. Molekularne metode

Tijekom posljednjih tridesetak godina razvijane su razliCite metode s ciljem
pouzdanije identifikacije Vibrio vrsta. Neki su autori radili na poboljSanju kulturelne
mikrobiolo§ke metode (PENDRU i sur., 2009.), dok je ve€ina radova bazirana na razvoju i
primjeni molekularnih tehnika: konvencionalni PCR (BILUNG i sur. 2005.), PCR u stvarnom
vremenu - RT PCR (BEJ i sur., 1999.; BLACKSTONE i sur. 2003.; WANG i LEVIN, 2007.),
multiplex PCR (LEE i sur., 2003.). U radovima autora ROSEC i sur. (2009.; 2012.)

usporedivana je primjena kulturelne mikrobioloske metode i PCR-a.
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Da bi molekularne metode bile ucinkovite, potrebno je izabrati odgovarajucu
nukleotidnu sekvencu koja ¢e biti reprezentativna za trazenu vrstu bakterija. U svom radu
LEE i sur. (1995.) su prikazali primjenu nukleotidne sekvence fragmenta pR72H kloniranog
iz bakterije V. parahaemolyticus. Temeljem te sekvence sintetizirane su pocetnice VP33-
VP32, te je odredena osjetljivost PCR-a za Cistu bakterijsku kulturu V. parahaemolyticus od
10 stanica. Primjena PCR-a na istom fragmentu pR72H, prikazana je u istrazivanju ROBERT-
PILLOT i sur. (2002.) koji su provjerili 122 izolata biokemijski identificirana kao V.
parahaemolyticus ili V. alginolyticus. Utvrdeno je nepodudaranje biokemijske identifikacije i
PCR-a u 11 % izolata iz morske vode. Dodatnom provjerom izolata metodom DNA-DNA
hibridizacije, ustanovljeno je da neki sojevi biokemijski identificirani kao V. alginolyticus,
pripadaju vrsti V. parahaemolyticus. Biokemijska identifikacija je provedena API 20E
sustavom, u kojem je jedina razlikovna biokemijska karakteristika navedenih vrsta
fermentacija saharoze, pri ¢emu vecina sojeva V. parahaemolyticus ne fermentira saharozu, a
veéina sojeva V. alginolyticus fermentira saharozu, medutim, 11 - 25 % sojeva V.

alginolyticus takoder ne fermentira saharozu.

Za potrebe identifikacije idealno je koriStenje nukleotidne sekvence koja je dobro
oCuvana i koja odrazava filogenetsku povezanost. S tim su ciljem KIM 1 sur. (1999.)
proucavanjem foxR gena, koji je prethodno otkriven kao regulatorni gen za kolera-toksin
operon, utvrdili postupkom DNA kolonijalne hibridizacije na 373 sojeva bakterije V.
parahaemolyticus pozitivne rezultate. Od 290 sojeva koji nisu pripadali vrsti V.
parahaemolyticus, postignuta su 4 pozitivna rezultata (jedan se odnosio na bakteriju V.
alginolyticus), s tim da je hibridizacijski signal bio slabiji u odnosu na signal bakterije V.
parahaemolyticus. Temeljem navedenog rada, pripremljene su pocetnice: VpToxR (FW):
GTC TTC TGA CGC AAT CGT TG, VpToxR (REV): ATA CGA GTG GTT GCT GTC ATG
te uspostavljeni uvjeti za PCR (KIM i sur., 1999., ANONIMNO, 2017.).

Na temelju DNA sekvence nazvane tdh gen, koji kodira termostabilni direktni
hemolizin TDH (NISHIBUCHI i KAPER, 1985.), sintetizirane su pocetnice za TDH
pozitivnu bakteriju V. parahaemolyticus L-tdh (FW): GTA AAG GTC TCT GAC TTT TGG
AC, R-tdh (REV): TGG AAT AGA ACC TTC ATC TTC ACC (BEJ i sur. 1999.,
ANONIMNO, 2017.). U istrazivanju autora BEJ i sur. (1999.) navedene su 1 poCetnice za trh
gen: L-trh (FW): TTG GCT TCG ATA TTT TCA GTA TCT, R-trh (REV):CAT AAC AAA
CAT ATG CCC ATT TCC G (BEJ i sur. 1999., ANONIMNO, 2017.).
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Identifikacija bakterije V. cholerae bazirana na podatcima molekularnog
sekvencioniranja predstavljala je izazov radi velike sli¢nosti s bakterijom V. mimicus (CHUN
i sur., 1999.). Koriste¢i regiju koja se razlikuje u bakterije V. cholerae u odnosu na bakteriju
V. mimicus, dizajnirane su pocetnice za V. cholerae prVC (FW): TTA AGC STT TTC RCT
GAG AAT G, prVC (REV): AGT CAC TTA ACC ATA CAA CCC G, te uspostavljeni uvjeti
za PCR (CHUN i sur., 1999, ANONIMNO, 2017.)

Za 1identifikaciju bakterije V. vulnificus u umjetno kontaminiranim kamenicama,
koriStena je ciljana regija koja sadrZi citotoksin-hemolizin gen (HILL i sur., 1991.). Temeljem
nukleotidne sekvence sintetizirane su pocetnice: VVH (FW): CCG GCG GTA CAG GTT
GGC GC VVH, (REV): CGC CAC CCA CIT TCG GGC C (HILL i sur.,, 1991.,
ANONIMNO, 2017.).

Primjena PCR protokola za odredivanje prisutnosti bakterije V. parahaemolyticus u
bujonima za namnaZanje uzoraka prirodno kontaminiranih Skoljkasa, opisana je u radu
ROSEC i sur. (2009.). Od 57 pretrazenih uzoraka, kulturelnim postupkom utvrdena je
prisutnost trazene bakterije u tri uzorka, a PCR protokolom u njih 25, od kojih je osam bilo
pozitivho na prisutnost tdh gena. Odredujuci limit detekcije u dvije razine kontaminacije
(niska, 1 - 12 cfu/25 g te srednja 44 - 74 cfu/25 g) za oba postupka s tri razli¢ita soja bakterije
V. parahaemolyticus (jedan soj trh+ i dva tdh+), utvrdeno je da kulturelnom metodom nije
uspjelo dokazivanje za dva od tri ispitivana soja u obje razine kontaminacije, dok je PCR-om

prisutnost ispitivanih bakterija dokazana u svim pretraZivanim razinama kontaminacije.

ROSEC 1 sur. (2012.) su u proSirenom istraZivanju koje se nadovezuje na postupke
opisane u radu iz 2009. godine, ukljucili ispitivanje prisutnosti bakterije V. cholerae, te
prosirili paletu uzoraka sa zivim dvoljusturnim S$koljkaSima, zamrznutim rakovima i
zamrznutim ribljim filetima. Za razliku od prethodnog istrazivanja, ustanovili su prisutnost
trh gena u ukupno osam uzoraka kamenica, bez prisutnosti VptoxR gena. Usporedujuci
rezultate postignute kulturelnim i PCR postupkom, od ukupno 112 uzoraka SkoljkaSa, u njih
32 je dokazana prisutnost bakterije V. parahaemolyticus 1SO metodom, dok je PCR
postupkom dokazana u 68 uzoraka. Bakterija V. cholerae je dokazana u pet od Sest PCR
pozitivnih uzorka. U uzorcima zamrznutih rakova ustanovljena je velika podudarnost
rezultata postignutih s oba postupka, bez obzira Sto se u zamrznutim uzorcima ocekuje manji
broj Zivih bakterija V. parahaemolyticus. Za navedenu podudarnost autori smatraju da je

posljedicom primjene temperature od 37 °C za inkubaciju bujona za namnaZanje koja se
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primjenjuje za zamrznute proizvode, u odnosu na 41,5 °C koja se primjenjuje za Zive
Skoljkase (ANONIMNO, 2017.). Za navedenu temperaturu inkubacije od 41,5 °C
pretpostavljaju da je previsoka i ometa rast bakterije V. parahaemolyticus, radi ¢ega ne moZze

prerasti kompetetivnhu mikrofloru (ROSEC i sur., 2012.).
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2.10. Uzgoj Skoljkasa

2.10.1. Uzgoj i izlov dagnji
Na podrucju istarskoga akvatorija uobicajen je uzgoj dagnji na pergolarima. Uzgoj
zapocinje nasadivanjem mladi u pergolar, koji je cjevasta mreza od umjetnog materijala s

oknima razlicite veliine ovisno o veli¢ini mladi koja se nasaduje.

Slika 8. Mreza pergolara (foto: N. DZafic¢)

Pergolari se pune u duZini koja ovisi o dubini mora u koje se polaze pri cemu pergolar ne
smije leZati na dnu. Napunjeni pergolar ¢vrsto se zatvara i postavlja na vodoravni konop

razapet izmedu plutaca.

Slika 9. UzgajaliSte dagnji (foto: N. DZafi¢)
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Razmak izmedu pojedinih pergolara je promjenjiv i uskladuje se ovisno o dotoku hranjivih

tvari kako bi se svim jedinkama omogucio pristup hrani.

Slika 10. Konop s pergolarima Slika 11. Pergolar s nasadenim dagnjama
(foto N. DZzafi¢) (foto N. DzZafi¢)

Za postizanje komercijalne velicine, dagnja treba u prosjeku jednu i pol godinu,
odnosno dva ciklusa tople vode. Tako pergolari nasadeni mladem u proljetnim mjesecima,

postignu konzumnu veli¢inu sljede¢e godine u jesen.

Izlov dagnji uzgojenih na pergolarima zapocinje odabirom pergolara s dagnjama

konzumne veliCine.

Slika 12. Pergolar s dagnjama konzumne veli¢ine (foto: N. DZafi¢)
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Pergolari se vade iz mora te se dagnje ru¢no ili strojno oslobadaju iz uzgojnih busena.

Istovremeno se peru ¢istom morskom vodom te sortiraju.

Slika 13. Odvajanje dagnji iz uzgojnih busena  Slika 14. Izlazni otvor uredaja za pranje i
(foto: N. DzZafi¢) sortiranje (foto: N. Dzafi¢)

Dagnje sortirane za konzum se pakira u mreZice za prodaju. Prilikom sortiranja,

odvaja se mlad u razli¢itim veli¢inama te se ponovo nasaduje za daljnji uzgoj.

Slika 15. Dagnje pakirane u mreZice za prodaju (foto: N. Dzafi¢)
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2.10.2. Uzgoj i izlov kamenica

Uobicajeni uzgoj kamenica u istarskom akvatoriju je u koSarama. Kosare su radene od
¢vrste mreZaste Zice zatvorene sa svih strana, pri ¢emu se na jednoj strani nalaze kopce za
otvaranje i zatvaranje koSare. Prikupljena mlad stavlja se u koSare i zatvori, a koSare se
konopom objese na nosace. Uzgoj kamenica do konzumne veliCine traje dvije do tri godine.
Tijekom uzgojnog razdoblja koSare s kamenicama se redovito provjeravaju, te se izdvajaju

uginule jedinke.

Slika 16. KoSara za uzgoj kamenica Slika 17. KoSara s kamenicama (foto N. Dzafi¢)
(foto: N. DzZafi¢)

Izlov kamenica uzgojenih u koSarama je jednostavan, iz koSare se istresu kamenice,

operu ¢istom morskom vodom i pakiraju u kutije za prodaju.
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3. OBRAZLOZENJE TEME

Ciljevi ovog rada obuhvatit ¢e sustavno istrazivanje prisutnosti bakterijskih vrsta V.
parahaemolyticus, V. cholerae 1 V. vulnificus u Skoljkasima neposredno nakon izlova,
primjenom standardizirane mikrobioloske metode i1 molekularnih postupaka (PCR). PCR
postupci ¢e se primijeniti za identifikaciju bakterijskih izolata kao i za dokaz gena za
kodiranje TDH 1 TRH toksina bakterije V. parahaemolyticus. Istovremeno, uz primjenu
standardizirane mikrobioloSke metode, primijenit ¢e se i PCR postupci za dokazivanje

potencijalno patogenih Vibrio spp. u uzorcima skoljkasa iz bujonskih prednamnaZzanja.

Pretpostavka je istrazivanja da ¢e pojavnost patogenih Vibrio vrsta biti uvjetovana
lokalitetom i1 sezonom uzorkovanja SkoljkaSa, kao i da ¢e molekularni postupci dokazivanja
prisutnosti patogenih Vibrio vrsta rezultirati ve¢im brojem pozitivnih uzoraka u odnosu na

kulturelnu metodu.

Rezultati ovog istrazivanja pruZit ¢e izvorne znanstvene spoznaje o prevalenciji
bakterija roda Vibrio u Skoljkasima istarskoga akvatorija, omoguditi utvrdivanje patogenih
Vibrio vrsta i ukazati na podrucja i godiSnja doba povecanog rizika za konzumaciju Skoljkasa.
Nadalje, ostvareni rezultati moguce ¢e ukazati i na potrebu sustavnog pracenja prisutnosti
bakterija V. parahaemolyticus, V. cholerae 1 V. vulnificus u moru i SkoljkaSima za
konzumaciju. Uz navedeno, primjena razli¢itih ispitnih metoda ukazat ¢e na mogucnost
odabira jednostavnijeg i brzeg, te isplativijeg postupka za osiguranje mikrobioloske
ispravnosti Skoljkasa. Dobivene spoznaje ukazat ¢e na zoonotski potencijal Skoljkasa te

posluZiti u poticanju nadzora sigurnosti hrane.
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4. MATERIJAL I METODE

4.1. Uzorci

IstraZivanje prisutnosti potencijalno patogenih vrsta roda Vibrio u SkoljkaSima
sjevernog Jadrana je obuhvatilo ekonomski najznacajnije vrste dvoljusturnih Skoljkasa, dagnje
(Mytilus galloprovincialis), kamenice (Ostrea edulis) 1 kapice (Aequipecten opercularis) te
ostale, manje znacajne vrste. Uzorci su izuzimani u okviru provedbe "Plana pracenja kakvoce
mora i Skoljkasa na proizvodnim podruc¢jima i podrucjima za ponovno polaganje Zivih
Skoljkasa" (u daljnjem tesktu: Plan) (ANONIMNO, 2017.; 2018.; 2019.; 2020.), pri ¢emu su
za naSe istraZivanje iskoriSteni preostali dijelovi uzoraka nakon rutinskih analiza. Po
sakupljanju, SkoljkaSi su pakirani na nacin koji uzorak osigurava od vanjske i medusobne
kontaminacije te su u rashladnim kutijama transportirani pri temperaturi < 15 °C kako bi
pristigli u laboratorij u roku koji osigurava pocetak analize unutar 24 sata od uzorkovanja.
Uzorci su prikupljani u razdoblju od veljace 2017. do oZujka 2020. godine, a ukupno je
pretrazeno njih 632 (Tablica 1.). Najveci broj uzoraka prikupljen je tijekom 2019. godine, a
najmanji 2020. godine.

Tablica 1. Broj prikupljenih i analiziranih uzoraka Skoljkasa po godinama

Godina Udio u ukupnom

broju uzoraka, %

2017 181 28,64
2018 184 29,11
2019 213 33,70
2020 54 8,54
Ukupno 632 100
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U tablici 2. prikazan je broj pretraZenih uzoraka prema vrstama Skoljkasa. Najbrojnija
vrsta pretraZzenih Skoljkasa su dagnje (53,01 %), a najmanje zastupljena vrsta su rumenke
(3,96 %).

Tablica 2. Broj pretraZzenih uzoraka prema vrstama Skoljkasa

Vrsta uzorka Udio u ukupnom
broju uzoraka, %
Dagnje* 335 53,01
Kamenice* 58 9,18
Kapice* 85 13,45
Kunjke* 89 14,08
Prnjavice* 40 6,33
Rumenke* 25 3,96

*Zivi $koljkasi
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4.2. Geografska podrucja za uzgoj i izlov Skoljkasa

Jadransko more dio je Sredozemnog mora s kojim dijeli neke sli¢nosti ali po mnogim
svojstvima je posebno. Jadran je more male dubine, najpli¢e je na krajnjem sjeveru, koji je
zasut nanosima rijeka Pad (Po). Na fizikalna svojstva Jadranskog mora utjecu atmosfera,
kopnene vode te medudjelovanje Jadrana i Jonskog mora uz topografiju bazena kao
kontrolirajueg ¢imbenika. Opce povrSinsko strujanje odvija se u smjeru suprotnom od
kretanja kazaljke sata — voda utje¢e kroz Otrantska vrata duz istocne obale Jadrana prema
sjeveru, a istjeCe uz talijansku obalu prema jugu. Postoji i nekoliko popre¢nih tokova, a u
toplom dijelu godine prisutni su manji kruzni tokovi suprotnog smjera od glavne struje.
Povrsinska slanost je u jugoisto¢nom dijelu visa od 38 %o, a u sjeverozapadnom dijelu pada na
manje od 35 %o, pri ¢emu je podloZna vremenskim promjenama: godi$njim, medugodiSnjim i
dugogodiS$njim. Primitak vode oborinama i kopnenim dotocima nadmasuje gubitak
isparavanjem, Sto znaCi da se sol unosi u Jadran iz Sredozemnog mora. PovrSinska
temperatura mora najniZa je u veljaci 1 oZujku, a najviSa u kolovozu. Kao S$to slanost mora
opada od juga prema sjeveru, tako i temperatura mora opada po istoj vertikali, Sto znaci da se
toplina unosi u Jadran i predaje u atmosferu. Geografski polozaj Jadranskog mora odreduje
njegovo veliko prometno znacenje, pri cemu se na krajnjem sjeveru nalaze tri glavna lucka
srediSta, Trst i Venecija s talijanske strane i Rijeka s hrvatske strane Jadrana. Preko ove tri
luke odvija se najve¢i dio jadranskog pomorskog prometa i glavnina tranzita (izvor:

https://www.enciklopedija.hr/Natuknica.aspx?ID=28478).

U istrazivanja su ukljuceni uzorci Zivih Skoljkasa uzgojenih i izlovljenih na podrucju
Istarske Zupanije (sjeverni Jadran). Skoljkasi uzorkovani na proizvodnim podrugjima za uzgoj
ili izlov Zivih SkoljkaSa, prikupljani su jednom mjesecno, uvijek s istih lokacija. U moru
istarskoga akvatorija Planom (ANONIMNO, 2017.; 2018.; 2019.; 2020) je odredeno Sest
uzgojnih i dva izlovna podrucja. Za svako proizvodno podru¢je definirane su granice
podrucja, referentne vrste pracenja mikrobioloskog oneciS¢enja te geografske tocke
uzorkovanja. Prema navedenom Planu, u istarskome akvatoriju uzorci su uzorkovani na devet

toCaka u uzgojnim podru¢jima i devet toCaka s izlovnih podrugdja.
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Slika 18. Geografske lokacije uzgojnih i izlovnih podrucja (preuzeto s www.caps2.eu/caps2/)
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Tablica 3. Ukupan broj uzoraka SkoljkasSa po tockama uzorkovanja

Lokacija n Udio u ukupnom broju
uzoraka, %

L1-1 34 5,38
L2-1 28 4,43
L3-Z 38 6,01
L4-7Z 38 6,01
L5-Z 38 6,01
L6-1 34 5,38
L7-1 34 5,38
L8-Z 38 6,01
L9-1 34 5,38
L10-Z 36 5,70
L11-Z 38 6,01
L12-7Z 37 5,85
L13-Z 32 5,06
L14-7Z 33 5,22
L15-Z 37 5,85
L16-Z 35 5,54
L17-Z 33 5,22
L18-Z 35 5,54
UKUPNO 632 100

Lokacije L1 - I, L2 - I, L6 - I, L7 - I'i L9 - I nalaze se na isto¢noj obali Istre, a ostale

lokacije su smjeStene na zapadnoj obali Istre.
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4.3. Metode rada

Ovim je istraZzivanjem obuhvaceno:
1. dokazivanje prisutnosti bakterija roda Vibrio u Skoljkasima istarskoga akvatorija
2. obrada podataka o vremenskim uvjetima i temperaturi mora u vrijeme uzorkovanja

U mikrobioloskim ispitivanjima i dokazu bakterija Vibrio spp. primijenjene su

sljedece metode:

- HRN EN ISO 21872-1:2017 Mikrobiologija u lancu hrane — Horizontalna metoda za
odredivanje Vibrio spp. — 1. dio: Dokazivanje prisutnosti potencijalno enteropatogenih Vibrio

parahaemolyticus, Vibrio cholerae i Vibrio vulnificus.

Biokemijska identifikacija suspektnih kolonija V. parahaemolyticus, V. cholerae i V.

vulnificus.
- Molekularna dijagnostika (Polymerase Chain Reaction; PCR)

Potvrda izolata PCR tehnikom. Testiranje izolata bakterije V. parahaemolyticus na

prisutnost gena za kodiranje toksina tdh i trh.

Pretrazivanje uzoraka nakon prednamnazanja PCR tehnikom.

4.3.1. Metoda za dokazivanje prisutnosti i biokemijsku identifikaciju potencijalno
enteropatogenih Vibrio spp.

Izdvajanje 1 dokazivanje prisutnosti potencijalno enteropatogenih Vibrio spp.
provedeno je kroz viSe sukcesivnih faza. Vrste roda Vibrio, u uzorcima Zivih SkoljkaSa
uobicajeno su prisutne u vrlo malom broju, zbog ¢ega je neophodna primjena prednamnazanja
pri odgovaraju¢im temperaturama. S obzirom da je istraZivanje zapocelo prije objavljivanja
jedinstvene norme HRN EN ISO 21872-1:2017, Mikrobiologija u lancu hrane — Horizontalna
metoda za odredivanje Vibrio spp. — 1. Dio: Dokazivanje prisutnosti potencijalno
enteropatogenih Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae 1 Vibrio vulnificus, tijekom 2017. 1
2018. godine prednamanaZanje uzoraka je obavljeno pri temperaturi 41,5 °C tijekom 6 sati,
dok je od 2019. godine uz navedenu primijenjena i temperatura prednamnazanja od 37 °C.
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Po dostavi uzoraka u laboratorij, Skoljkasi su oprani Cistom, tekuCom vodom, te
otvoreni u asepti¢nim uvjetima. Za ispitivanje je prikupljeno tkivo i meduljusturna tekucina u

kolicini od 25 g.

PRVO NAMNAZANJE 25 g ispitnog uzorka + 225 ml ASPV
37°C+£1°Ctijekom6h+ 1hi
41,5°C =1 °C tijekom 6 h = 1h

| |

DRUGO NAMNAZANJE 1 ml sa povriine prvog namnaZanja
ul0Oml ASPVna37°C+1°Ci4l,5°C+1°Ctijekom 18+ 1h

I ’ ]
NACJEPLJIVANJE na TCBS* NACJEPLJIVANJE na CV *x*
37+1°C,24+3h 37+1°C,24+3h

|

SUBKULTIVACUJA
Slani hranjivi agar***
inkubacija 37+ 1 °C, 21 -27h

v

‘ Biokemijska potvrda API 20 NE*#*%* ‘

‘ Izrazavanje rezultata ‘

*Tiosulfat-citrat-saharoza agar sa Zu¢nim solima TCBS Kobayashi agar (TCBS) (Biolife, pH
8,6 £ 0,2); ** Kromogeni agar CHROMagar™Vibrio (CHROMagar™, pH 9,0 + 0,2);
*#*Slani hranjivi agar (Biolife, 1% NaCl, pH 7,2 £ 0,2,); **** Biokemijska identifikacija API
sustavom (API NE) (Biomerieux)

Shema 2. Postupak dokazivanja prisutnosti potencijalno patogenih Vibrio spp.
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Tipi¢ne kolonije V. parahaemolyitcus porasle na TCBS agaru su glatke, prozirne do
zelene boje, s plavo zelenim centrom, promjera 2 - 3 mm, te neznatnom promjenom boje
agara ispod poraslih kolonija. V. vulnificus raste takoder u obliku zelenih kolonija, a V.
alginolyticus formira velike Zute kolonije. V. cholerae na TCBS agaru raste u obliku glatkih,
Zutih do smedkastih kolonija promjera 1 - 2 mm te s pojavom Zute boje u agaru. Na
CHROMagar™Vibrio V. cholerae 1 V. vulnificus formiraju glatke zeleno plave do tirkizno
plave kolonije promjera 1 - 2 mm, dok V. parahaemolyticus raste u obliku glatkih svijetlo
ljubicastih kolonija, promjera 1 - 2 mm. V. alginolyticus na ovom kromogenom agaru raste u

obliku velikih mlije¢no bijelih kolonija.

Biokemijska identifikacija API 20 NE sustavom temelji se na sposobnosti bakterijskih
stanica da iskoriStavaju odredene supstrate pri ¢emu dolazi do promjene boje nakon
propisanog vremena inkubacije inokuliranih trakica/stripova. Reakcije se ocitavaju prema

uputi proizvodaca, a identifikacija se obavlja pomocu softvera za identifikaciju.

4.3.2. Molekularna dijagnostika lanéanom reakcijom polimerazom (PCR)

Za molekularnu dijagnostiku lan¢anom reakcijom polimerazom (PCR) pracene su
upute referentne norme (HRN EN ISO 21872-1:2017). Metoda PCR uvedena je u postupke
pretraZzivanja na uzorcima namnoZenim u ASPV-u kroz opisana dva koraka. Za izolaciju
DNA koristen je protokol kolonijalne izolacije. Od namnozenog uzorka u ASPV-u izuzet je
povrsSinski sloj u volumenu od 1 ml, te centrifugiran 6 minuta pri 13400 rpm (centrifuga
HETTICH, MIKRO 120). Supernatant je dekantiran, a peleta isprana s 1 ml jednostruko
koncentriranog tris EDTA pufera (TE pufer) (Lonza, AccuGENETM 1 x TE Buffer; 0,01M
Tris, 0,00IM EDTA, pH 7,4). Uzorak je potom izmijeSan na vorteksu, te ponovo
centrifugiran na 13400 rpm tijekom 6 minuta. Nakon odlijevanja supernatanta, u
mikroepruvetu s peletom je dodano 500 ul TE pufera, sadrZaj izmijeSan na vorteksu do
otapanja pelete te tako pripremljen uzorak toplinski obraden u termo bloku pri 100 °C tijekom
10 minuta (THERMO-SHAKER, Kisker Biotech GmgH, TS-100). Po zavrSetku zagrijavanja,
uzorak je naglo hladen u kadici s mrvljenim ledom tijekom 5 minuta te centrifugiran na 13400
rpm kroz 5 minuta. Odvojeni supernatan je izdvojen u Cistu mikroepruvetu i pohranjen na

-20 °C do izvodenja PCR-a.
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Izolacija DNA iz suspektnih kolonija te kontrolnih sojeva takoder je provedena
kolonijalnom izolacijom. Iz Ciste kulture na slanom hranjivom agaru izuzeta je jedna kolonija
i razmucena u 500 pl TE pufera te toplinski obradena u termo bloku pri 100 °C tijekom 10

minuta. Nastavak postupka je isti kao za bujonske kulture.

Svi postupci s uzorcima, ukljucujuci suspektne kolonije i kontrolne sojeve do faze

toplinske obrade, provedeni su u mikrobioloSkom kabinetu s laminarnim strujanjem zraka.
Izolirana DNA ¢uvana je do provodenja PCR analize na temperaturi od -20 °C.

Za izvodenje PCR-a koriStene su specifi¢ne pocetnice i kontrolni referentni sojevi V.
parahaemolyticus ATCC 17802; V. vulnificus ATCC 27562; okoliSni izolati V.
parahaemolyticus tdh/trh+env. 1 V. cholerae env. (Istituto Zooprofilattico Sperimentale,
Teramo), pomocu kojih je dokazivana prisutnost genoma ciljanih vrsta, te prisutnost gena koji
kodiraju tdh i trh kao ¢imbenike virulencije V. parahaemolyticus. KoriStene su liofilizirane
pocetnice proizvodaca Metabion International AG, Njemacka, osim pocetnica za potvrdu tdh i
trh gena V. parahaemolyticus koje su nabavljene od proizvodaca Macrogen Humanizing
Genomics, Seoul. Sve su pocetnice pripremljene prema uputi proizvodaca, na nacin da se
dobije 100 pmol/ul. Od pocetne otopine pripremljene su radne otopine pocetnica

koncentracije 10 uM.

Tablica 4. Sekvence pocetnica za dokazivanje genoma V. parahaemolyticus

Bakterija Pocetnice Sekvence pocetnica
VpTox (FW) GTC TTC TGA CGC AAT CGT TG
VpTox (REV) ATA CGA GTG GTT GCT GTC ATG

V. parahaemolyticus

Tablica 5. Sekvence pocetnica za dokazivanje genoma za kodiranje toksina
V. parahaemolyticus tdh
Bakterija Pocetnice Sekvence pocetnica
L-tdh GTA AAG GTC TCT GAC TTT TGG AC

R-tdh TGG AAT AGA ACCTTC ATC TTC ACC

V. parahaemolyticus tdh
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Tablica 6. Sekvence pocetnica za dokazivanje genoma za kodiranje toksina
V. parahaemolyticus trh
Bakterija Pocetnice Sekvence pocetnica

L-trh TTG GCT TCG ATA TTT TCA GTA TCT
R-trh CAT AAC AAA CAT ATG CCC ATT TCC G

V. parahaemolyticus trh

Tablica 7. Sekvence pocetnica za dokazivanje genoma V. cholerae

Bakterija Pocetnice Sekvence pocetnica

prVC (FW) TTA AGC STT TTC RCT GAG AAT
V. cholerae

prVC (REV) AGT CAC TTA ACC ATA CAA CCC

Tablica 8. Sekvence pocetnica za dokazivanje genoma V. vulnificus
Bakterija Pocetnice Sekvence pocetnica

VVH (FW) CCG GCG GTA CAG GTT GGC GC

V. vulnificus
VVH (REV) CGC CACCCACTTTCG GGCC

Lancana reakcija polimerazom izvodena je u konacnom volumenu od 20 pl, u uredaju
PRIME THERMAL CYCLER, TECHNE. Za pripremu reakcijske mjeSavine koriSten je
premiks Emerald Amp®MAX HS PCR Master Mix (Takara) dvostruke koncentracije, koji
sadrzi visoko ucinkovitu, toplinom aktiviranu DNA polimerazu, optimizirane reakcijske
pufere, dNTP-e i reagens za gustocu (density reagent). Takoder sadrZi zelenu boju koja se
elektroforezom razdvaja na Zutu 1 zelenu, i sluZi kao indikator tijeka elektroforeze, odnosno
migracije, pri ¢emu Zuta boja migrira ispod 50 baznih parova (bp) (ako se koristi 1 %

agarozni gel).

KoriSteni su sljedeci udjeli za pripremu PCR mjeSavine: Master mix 10,0 ul; pocetnice

(FW) 0,5 pl; pocetnice (REV) 0,5 ul; voda 7,0 ul; uzorak DNA 2,0 pl.

Uredaj za lancanu reakciju polimerazom programiran je za provodenje

amplifikacijskih ciklusa prema postupku navedenom u normi HRN EN ISO 21872-1:2017.



Tablica 9. Amplifikacijski ciklusi za dokazivanje genoma V. parahaemolyticus (Tox-R) i
genoma V. vulnificus (VVH)

Opis koraka Temperatura i vrijeme Broj ciklusa

Predgrijavanje 96 °C/5 min 1
denaturacija 94 °C/1 min

Amplifikacija prianjanje 63 °C/1,5 min 30
produljivanje 72 °C/1,5 min

Postamplifikacija 72 °/7 min 1

Kraj 4°C

Tablica 10. Amplifikacijski ciklusi za dokazivanje genoma za kodiranje toksina tdh/trh

Opis koraka Temperatura i vrijeme Broj ciklusa

Predgrijavanje 94 °C/5 min 1
denaturacija 94 °C/1 min

Amplifikacija prianjanje 58 °C/1 min 30
produljivanje 72 °C/1 min

Postamplifikacija 72 °/5 min 1

Kraj 4°C

Tablica 11. Amplifikacijski ciklusi za dokazivanje genoma V. cholerae - prVC

Opis koraka Temperatura i vrijeme Broj ciklusa
Predgrijavanje 94 °C/2 min 1
denaturacija 94 °C/1 min
Amplifikacija prianjanje 50 °C/1 min 30
produljivanje 72 °C/1,5 min
Postamplifikacija 72 °/10 min 1
Kraj 4°C

Za elektroforezu u gelu koriStena je 2 % agaroza (Lonza, SeaKem® LE Agarose) u
tris-acetat EDTA puferu (TAE) (Lonza, AccuGENE® 50X TAE Buffer, 2M Tris-Acetat, 0,05
EDTA (disodium salt), pH 8,3). Radna otopina TAE pufera (10X) dobivena je razrjedivanjem
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s ultragistom vodom (uredaj Millipore, Direct - Q® 5 UV). Po zagrijavanju do potpunog
otapanja, gel je hladen u vodenoj kupelji na temperaturi 55 °C - 65 °C. Za detekciju
nukleinskih kiselina u prohladeni gel dodana je boja (Lonza, GelStar™ Nucleic Acid Gel
Stain 10,000x concentrate in DMSO) u jednostrukoj koncentraciji (Sul boje na 50 ml gela).
Otopljeni gel je izliven u odgovarajuce kadice s postavljenim ceslji¢ima, te ostavljen na

sobnoj temperaturi do potpunog stiskanja.

Za odredivanje velicine DNA produkta (molekule) koriSten je standardni DNA marker
u volumenu od 2 pl (Takara, 100 bp DNA Ladder (Dye Plus)), koji sadrzi 10 fragmenata od
100 do 1000 bp i dodatni fragment od 1500 bp.

Za svaki ciklus izvodenja PCR-a koriStene su pozitivne (ATCC sojevi) i negativne

kontrole (reakcijska mjeSavina bez uzorka).

Elektroforeza je provedena pri naponu od 130 V tijekom 65 do 80 minuta, ovisno o

veli¢ini gela u plasti¢nim kadicama THERMO SCIENTIFIC.

Za vizualizaciju produkta koriSten je gel dokumentacijski sustav UVIDOC HD 5,
UVITEC CAMBRIDGE, i pripadaju¢i program za obradu podataka UVI TEC UVI 1-D.

Tablica 12. Ocekivana veli¢ina PCR produkta:

PCR metoda Veli¢ina produkta (bp)

ToxR 368
tdh 269
trh 500
prvC 295-310
VVH 519
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4.3.3. Obrada podataka o vremenskim uvjetima i temperaturi mora

Podatci o vremenskim uvjetima 1 temperaturi mora u vrijeme uzorkovanja dobiveni su
od DrZzavnog hidrometeoroloskog zavoda (DHMZ). Koristeni podatci prikupljeni su
prizemnim meteoroloskim motrenjem na glavnoj meteoroloSkoj postaji Pula. PovrSinska
temperatura mora mjerena je na stalnoj toCki mjerenja, na dubini od 30 cm te potom
kontrolirana prije unoSenja u informacijski sustav. KoriSteni su podatci srednje dnevne
temperature mora, koji su po danu uzorkovanja pridruZeni rezultatima mikrobioloskih
pretrazivanja. Ostali podatci o vremenskim uvjetima odnose se na srednje dnevne temperature

zraka i oborine.

4.3.4. Statisticka obrada podataka

Za obradu broj¢anih podataka prikupljenih u istraZivanju koristili smo raCunalni

program Stata 13.1 (Stata Corp. USA).

Univarijantnu analizu povezanosti rezultata laboratorijskih pretraga s vrstom
SkoljkaSa, mjestom i godinom uzimanja uzorka provjerili smo koriStenjem hi-kvadrat testa i
Fisher-ovim egzaktnim testom. OkoliSne uvjete (temperaturu mora i zraka) usporedili smo t-
testom izmedu lokacija s kojih je uzroCnik utvrden s vrijednostima na kojima ciljani
mikroorganizam nije dokazan. Rezultate statistiCke obrade prikazali smo kao vjerojatnost (P

vrijednost), a statistiCki zna¢ajnima smo smatrali vrijednosti manje od 0,05.

U model logisticke regresije uvrstili smo varijable koje su s rezultatima laboratorijskih
pretraga bile statisticki znacajno povezane u univarijantnoj analizi. Temperaturu mora i
lokaciju pritom smo pretvorili u binarne varijable kako bismo usporedili utjecaj temperature
mora viSe od 15 °C u odnosu na temperaturu < 15 °C na rezultate laboratorijskih pretraga te
usporedili pojavnost V. parahaemolyticus na zapadnoj obali Istre u odnosu na isto¢nu obalu.
Rezultate logistiCke regresije prikazali smo kao izglede za izdvajanje uzro¢nika (OR - odds

ratio) s pripadaju¢im P vrijednostima.

Rezultate izdvajanja V. parahaemolyticus 1 V. vulnificus pri razliitim temperaturama
usporedili smo Kappa testom, a rezultate smo prikazali kao Kappa koeficijent s pripadaju¢im

P vrijednostima.
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5. REZULTATI

U tablicama 13. do 45., te u grafikonima 1. i 2. prikazan je broj prikupljenih i analiziranih

uzoraka SkoljkaSa prema vrstama i analizama tijekom 2017., 2018., 2019. 1 2020. godine.

5.1. Rezultati mikrobioloSke pretrage

U tablicama 13. do 17. prikazani su rezultati mikrobioloSke pretrage SkoljkaSa te rezultati
povezani s lokacijom uzorkovanja, u odnosu na godinu uzorkovanja i temperaturu mora.
Rezultati se odnose na mikrobiolosku pretragu metodom HRN EN ISO 21872-1:20017 koja je

u ukupno 15 uzoraka rezultirala dokazom prisutnosti potencijalno patogenih Vibrio spp.

Tablica 13. Skupni rezultati mikrobioloSke pretrage na prisutnost potencijalno patogenih
Vibrio spp. prema vrsti Skoljkasa (n= 632)

Mikrobioloska pretraga*
Uzorak**

Negativno Pozilti(vl;; ())***
Dagnje 335 326 9 (2,69)
Kamenice 58 56 2 (3,45)
Kapice 85 85 0
Kunjke 89 85 4 (4,49)
Prnjavice 40 40 0
Rumenke 25 25 0
Ukupno 632 617 15 (2,37)

*HRN EN ISO 21872-1:20017
**7jvi $koljkasi
**% Pozitivno na prisutnost potencijalno patogenih Vibrio spp.

U tablici 13. prikazani su rezultati mikrobioloske pretrage SkoljkaSa na prisutnost
potencijalno patogenih Vibrio spp. prema vrsti uzoraka. U devet uzoraka dagnji, dva uzorka

kamenica i Cetiri uzorka kunjki mikrobioloSkom pretragom dokazana je prisutnost Vibrio spp.

52



Opazene razlike u ucestalosti nalaza pripadnika roda Vibrio izmedu vrsta Skoljkasa nisu

statisticki znacajne (P = 0,369).

Tablica 14. Rezultati mikrobioloSke pretrage SkoljkaSa na prisutnost Vibrio spp.
prema lokaciji porijekla uzorka

Mikrobioloska pretraga*

Lokacija
uzorkovanja Ukupno Negativno Pozitivno®*#*
n (%)
L1-1 34 33 1(2,94)
L2-1 28 27 13,57)
L3-Z 38 36 2 (5,26)
L4-7 38 37 1(2,63)
L5-7Z 38 38 0
L6-1 34 34 0
L7-1 34 32 2 (5,88)
L8-Z 38 37 1(2,63)
L9-1 34 33 1(2,94)
L10-Z 36 36 0
L11-Z 38 36 2 (5,63)
L12-Z 37 34 3(8,11)
L13-Z 32 31 1(3,13)
L14-7Z 33 33 0
L15-Z 37 37 0
L16-Z 35 35 0
L17-7Z 33 33 0
L18-Z 35 35 0
Ukupno 632 617 15 (2,37)

*HRN EN ISO 21872-1:20017

*¥ Pozitivno na prisutnost potencijalno patogenih Vibrio spp.

U tablici 14. prikazani su rezultati mikrobioloske pretrage SkoljkaSa i nalaz Vibrio spp.

na lokacijama uzorkovanja (18). Pripadnici roda Vibrio izdvojeni su iz uzoraka s ukupno
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deset lokacija. Na lokacijama na kojima su izdvojeni pripadnici Vibrio spp., broj pozitivnih
uzoraka kretao se od jedan do tri. Opazene razlike u ucestalosti nalaza pripadnika Vibrio spp.

klasiénom mikrobioloskom pretragom nisu statisticki znacajne (P = 0,431).

Tablica 15. Rezultati mikrobioloSke pretrage Skoljkasa na prisutnost Vibrio spp.
u odnosu na godinu uzorkovanja

Mikrobioloska pretraga*

Godina  Ukupno

Negativno Pozitivno** n (%)
2017. 181 178 3 (1,66)
2018. 184 181 3(1,63)
2019. 213 204 9 (4,23)
2020. 54 54 0
Ukupno 632 617 15 (2,37)

*HRN EN ISO 21872-1:20017

*¥ Pozitivno na prisutnost potencijalno patogenih Vibrio spp.

U tablici 15. prikazani su rezultati ucestalosti nalaza Vibrio spp. prema godinama
uzorkovanja. Pripadnici roda Vibrio izdvojeni su najceS¢e iz uzoraka uzorkovanih 2019.
godine (devet uzoraka ili 4.23 %) dok u 2020. godini mikrobioloSkom metodom nisu
izdvojeni. OpaZene razlike u ucestalosti izdvajanja pripadnika roda Vibrio izmedu razlicitih

godina promatranja nisu statisticki znacajne (P = 0,221).
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Tablica 16. Zbirni rezultati mikrobioloske pretrage SkoljkaSa prema vrstama prisutnih potencijalno patogenih Vibrio spp.

Datum
uzorkovanja

Lokacija
uzorkovanja

Temperatura
mora, °C

Temperatura
zraka, °C

Mikrobioloska pretraga**

Dagnje 10.7.2017. L3-Z 27,3 28,5 Vibrio parahaemolyticus
Dagnje 7.8.2017. L11-Z 27,3 26,1 Vibrio parahaemolyticus
Kunjke 9.10.2017. L13-7Z 20,3 15,3 Vibrio parahaemolyticus
Dagnje 4.6.2018. L11-Z 25,7 24 Vibrio parahaemolyticus
Kunjke 13.8.2018. L12-7Z 26,9 24,5 Vibrio parahaemolyticus
Dagnje 1.10.2018. L8-Z 21,5 14,6 Vibrio parahaemolyticus
Kunjke 14.1.2019. L12-7 11,2 7,2 Vibrio cholerae

Dagnje 10.6.2019. 1L3-7 22,5 25,5 Vibrio parahaemolyticus
Dagnje 15.7.2019. L7-1 24,7 23,1 Vibrio parahaemolyticus
Kamenice 15.7.2019. L1-1 24,7 23,1 Vibrio parahaemolyticus
Kunjke 19.8.2019. L12-7Z 27,3 25,2 Vibrio parahaemolyticus
Dagnje 19.8.2019. L9-1 27,3 25,2 Vibrio vulnificus
Kamenice 16.9.2019. L2-1 23,6 21 Vibrio vulnificus

Dagnje 16.9.2019. L7-1 23,6 21 Vibrio parahaemolyticus
Dagnje 11.11.2019. L4-7 17,6 13,5 Vibrio parahaemolyticus

*#7ivi §koljkasi

**HRN EN ISO 21872-1:20017
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U tablici 16. prikazani su svi uzorci u kojima je primjenom mikrobioloSke metode
dokazana prisutnost potencijalno patogenih bakterija roda Vibrio. Od ukupno 15 izolata, jedan
izolat je V. cholerae izdvojen iz kunjki, dva su izolata V. vulnificus (jedan izdvojen iz dagnji i
jedan iz kamenica), te 12 izolata V. parahaemolyticus (jedan iz kamenica, tri iz kunjki, te
osam iz dagnji).

Tablica 17. Povezanost srednje vrijednosti temperatura mora i zraka (°C) u trenutku

uzorkovanja SkoljkaSa s postignutim rezultatima mikrobioloSke pretrage

Temperatura, Mikrobioloski nalaz Srednja Standardna
°C vrijednost, °C devijacija, °C
Mora Negativan 617 18,19 5,8 0,0005
Potencijalno 15 23,43 4,45
patogeni Vibrio spp.
Zraka Negativan 617 15,46 7,19 0,0031
Potencijalno 15 21,18 5,90

patogeni Vibrio spp.

U tablici 17. prikazane su srednje vrijednosti temperature mora pri uzimanju uzoraka za
mikrobiolo§ku pretragu povezane s postignutim rezultatima pretraga, koji se statistiCki
razlikuju izmedu pozitivnih i negativnih uzoraka (P = 0,0005). Statisti¢ki znacajna razlika
izmedu ovih dviju skupina rezultata opaZena je i promatranjem srednje vrijednosti

temperature zraka (P = 0,0031).

Svi uzorci koji su pokazali tipican rast na selektivnim hranjivim podlogama,
supkultivirani su na neselektivnu hranjivu podlogu te podvrgnuti biokemijskoj identifikaciji.

Biokemijski pozitivni izolati dodatno su provjereni molekularnom PCR tehnikom.

Na slikama 19. do 23. prikazan je rast kolonija Vibrio spp. na selektivnim hranjivim

podlogama.
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Slika 19. Kolonije V. parahaemolyticus Slika 20. Kolonije V. parahaemolyticus na
na TCBS agaru (foto N. Dzafi¢) CHROMagar™Vibrio (foto N. DZafi¢)

Na slikama 19. 1 20. prikazane su kolonije V. parahaemolyticus izvojene u €istoj

kulturi na TCBS agaru i CHROMagar™Vibrio.

Slika 21. Kolonija V. vulnificus na Slika 22. Kolonije V. parahaemolyticus
CHROMagar™Vibrio (foto N. Dzafi¢) 1 V. alginolyticus na
CHROMagar™Vibrio (foto N. DZafi¢)

Slike 21. 1 22. prikazuju kolonije Vibrio spp. na CHROMagar™Vibrio. Uz obilan rast
bijelih kolonija uocava se na slici 21. plava kolonija oznacena crnom stelicom, potvrdena kao
V. vulnificus, te na slici 22. ljubicaste kolonije potvrdene kao V. parahaemolyticus (zelena

strelica) i bijele kolonije V. alginolyticus (crna strelica).
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Slika 23. V. cholerae na CHROMagar™Vibrio (foto N. DZafic¢)

Slika 23. prikazuje kulturu V. cholerae na CHROMagar™Vibrio, plavo zelene boje, s
uvucenim srediStem kolonije.
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5.2. Rezultati molekularne dijagnostike lan¢anom reakcijom polimerazom (PCR) na
prednamnoZenim uzorcima

U tablicama 18. do 45. prikazani su rezultati PCR metoda na prednamnoZenim uzorcima

Skoljkasa. Rezultati su obradeni i prikazani po vrstama potencijalno patogenih Vibrio spp.

5.2.1. V. cholerae

Dokazivanje bakterijske vrste V. cholerae provedeno je nakon prednamnaZanja
uzoraka na temperaturi od 41,5 °C. Od ukupno 632 pretraZena uzorka, njih Sest (0,95 %) je

bilo pozitivno na prisutnost bakterije V. cholerae.

U tablicama 18. do 21. prikazani su rezultati ucestalosti dokaza PCR metodom vrste
V. cholerae u pojedinim vrstama SkoljkaSa u odnosu na lokaciju i godinu uzorkovanja te
srednje vrijednosti temperatura mora i zraka.

Tablica 18. Rezultati dokazivanja V. cholerae u prednamnoZenim uzorcima PCR metodom
prema vrsti SkoljkaSa

PCR pretraga - V. cholerae

Negativno Pozitivno n (%)
Dagnje 335 330 5(1,49)
Kamenice 58 58 0
Kapice 85 85 0
Kunjke 89 88 1(1,12)
Prnjavice 40 40 0
Rumenke 25 25 0
Ukupno 632 626 6 (0,95)

#7ivi §koljkasi
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U tablici 18. prikazana je ucestalost bakterijske vrste V. cholerae dokazane PCR
metodom. Bakterija je dokazana u ukupno Sest uzoraka i to u dagnji (pet uzoraka) i kunjki
(jedan uzorak). OpaZene razlike u ucestalosti dokazivanja V. cholerae izmedu razlic¢itih vrsta

Zivih Skoljkasa nisu statisticki znacajne (P = 0,955).

Tablica 19. Rezultati PCR pretrage za dokazivanja V. cholerae prema lokaciji porijekla
uzorka

PCR pretraga - V. cholerae

Lokacija Ukupno
Negativno Pozitivno n (%)
L1-1 34 34 0
L2-1 28 28 0
L3-Z 38 38 0
14-7 38 37 1(2,63)
L5-7 38 37 1(2,63)
L6-1 34 33 1(2,94)
L7-1 34 33 1(2,94)
1L8-7 38 38 0
19-1 34 34 0
L10-7Z 36 35 1(2,78)
L11-Z 38 38 0
L12-7Z 37 36 1(2,7)
L13-Z 32 32 0
L14-7Z 33 33 0
L15-Z 37 37 0
L16-Z 35 35 0
L17-Z 33 33 0
L18-Z 35 35 0
UKUPNO 632 626 6 (0,95)

Tablica 19. prikazuje rezultate pretrage na V. cholerae PCR metodom koja je u
uzorcima Skoljkasa dokazana na Sest lokacija. OpaZene razlike u ucestalosti dokazivanja V.

cholerae izmedu lokacija nisu statisticki znacajne (P = 0,945).
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Tablica 20. Ucestalost dokaza V. cholerae PCR metodom po godinama istraZivanja

PCR pretraga - V. cholerae

Godina Ukupno Negativno Pozitivno n (%)
2017. 181 180 1 (0,55)
2018. 184 184 0

2019. 213 208 5(2,35)
2020. 54 54 0
Ukupno 632 626 6 (0,95)

U tablici 20. prikazana je ucestalost dokaza V. cholerae po godinama istraZivanja.
Bakterija je dokazana u uzorcima prikupljenim tijekom 2019. (pet uzoraka) i 2017. (jedan
uzorak). OpaZene razlike u ucestalosti dokazivanja bakterijske vrste V. cholerae izmedu

godina nisu statisticki znacajne (P = 0,103).

Tablica 21. Povezanost srednje vrijednosti temperatura mora i zraka (°C) u trenutku
uzorkovanja Skoljka$a s postignutim rezultatima pretraZivanja PCR metodom za V. cholerae

Temperatura, PCR pretraga Srednja Standardna
°C vrijednost, °C  devijacija, °C
Mora Negativan 626 18,28 5,82 0,2359
Pozitivan 6 21,65 5,31
Zraka Negativan 626 15,54 7,18 0,0155
Pozitivan 6 22,26 7,40

Tablica 21. prikazuje kako nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu temperatura mora
na lokacijama s uzorcima pozitivnima na prisutnost V. cholerae i onima gdje prisutnost ove
vrste nije dokazana (P = 0,2359). Nasuprot tome, temperatura zraka statisticki se razlikovala

(P=0,0155).
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Slika 24. prikazuje profil DNA markera koriStenog u elektroforezi PCR produkata

uzoraka.

Molecular weight marker's values and profile

Slika 24. DNA marker (Takara, 100 bp DNA Ladder (Dye Plus) — profil i molekularne teZine
(foto N. Dzafi¢)
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Slike 25. 1 26. dio su fotodokumentacije i prikazuju vizualizirani PCR produkt nakon
gel elektroforeze. Slika 25. prikazuje pripremu pozitivne kontrole bakterije V. cholerae kroz
decimalna razrjedenja, koja je koriStena u PCR protokolu. Slika 26. prikazuje dva uzorka

pozitivna na bakteriju V. cholerae, u stupcima C i F, dok je pozitivna kontrola u posljednjem

stupcu.

Slika 25. Priprema pozitivne kontrole bakterije V. cholerae: DNA marker (prvi i zadnji

stupac) i decimalna razrjedenja pozitivne kontrole V. cholerae, veli€ina produkta prVC gena
295-310 bp (foto N. DZafi¢)

T T C—T— - E— - EE— - E— —

Slika 26. Serija uzoraka: DNA marker (prvi stupac), uzorci pozitivni na prVC gen bakterije V.
cholerae (stupac C 1 F) 1 pozitivna kontrola (stupac O) (foto N. DZafi¢)

63



5.2.2. V. parahaemolyticus (41,5 °C)

Prisutnost bakterijske vrste V. parahaemolyticus pracena je tijekom cijelog perioda
istraZzivanja, s tim da su prve dvije godine uzorci pretraZivani samo na temperaturi

prednamnazanja od 41,5 °C.

Rezultati PCR pretrage prikazani su u tablicama 22. do 26.

Tablica 22. Rezultati nalaza V. parahaemolyticus PCR metodom u uzorcima prednamnoZenim
na 41,5 °C prema vrsti SkoljkaSa

PCR pretraga - V. parahaemolyticus**

Negativno Pozitivno n (%)

Dagnje 335 264 71 (21,19)
Kamenice 58 52 6 (10,34)
Kapice 85 80 5(5,88)
Kunjke 89 70 19 (21,35)
Prnjavice 40 34 6 (15)
Rumenke 25 20 5 (20)
Ukupno 632 520 112 (17,72)

#7ivi §koljkasi

**Temperatura prednamnaZzanja 41,5 °C

U tablici 22. prikazana je uCestalost dokazivanja V. parahaemolyticus prema vrstama
SkoljkaSa, uz temperaturu prednamnazanja od 41,5 °C. Ova bakterija je dokazana u ukupno
112 uzoraka. Bakterija je ¢eS¢e dokazana u kunjkama (21,35 %) i dagnjama (21,19 %), a rjede
u kamenicama (10,34 %) i kapicama (5,88 %). Opazene razlike u ucestalosti dokazivanja
vrste V. parahaemolyticus izmedu razlicitih vrsta Zivih Skoljkasa statisticki su znacajne (P =

0,014).
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Tablica 23. Rezultati PCR pretrage na V. parahaemolyticus u uzorcima prednamnoZenim na
41,5 °C prema lokaciji porijekla Skoljkasa

PCR pretraga - V. parahaemolyticus*

Lokacija
Negativno Pozitivno n (%)
L1-1 34 29 5(14,71)
L2-1 28 28 0
13-7Z 38 25 13 (34,21)
L4-7 38 28 10 (26,32)
L5-7 38 26 12 (31,58)
L6-1 34 31 3 (8,82)
L7-1 34 25 9 (26,47)
L8-7Z 38 35 3(7,89)
19-1 34 29 5(14,71)
L10-Z 36 30 6 (16,67)
L11-Z 38 29 9 (23,68)
L12-Z 37 24 13 (35,14)
L13-7Z 32 28 4 (12,5)
L14 -7 33 28 5(15,15)
L15 -Z 37 28 9 (24,32)
L16-Z 35 35 0
L17 -7 33 29 4 (12,12)
L18-Z 35 33 2(5,71)
UKUPNO 632 520 112 (17,72)

*Temperatura prednamnaZanja 41,5 °C

Tablica 23. prikazuje ucestalost dokazivanja V. parahaemolyticus od 17,27 %, dok je
najvisa ucestalost na lokaciji L12 — Z (35,14 %). U uzorcima s dvaju lokaliteta, L2 - I1 L16 -
Z ova vrsta nije dokazana niti jednom. OpaZene razlike u ucestalosti dokazivanja V.
parahaemolyticus izmedu razlicitih lokaliteta uzorkovanja, statisti¢ki su znacajne (P <

0,0001).

65



Tablica 24. Ucestalost nalaza V. parahaemolyticus u uzorcima Skoljkasa prednamnoZenim na
41,5 °C PCR pretragom po godinama istraZivanja

PCR pretraga - V. parahaemolyticus*

zorak Ukupno Negativno Pozitivno n (%)
2017. 181 142 39 (21,55)
2018. 184 144 40 (21,74)
2019. 213 182 31 (14,55)
2020. 54 52 23.7)
Ukupno 632 520 112 (17,72)

*Temperatura prednamnaZanja 41,5 °C

U tablici 24. prikazana je ucestalost dokaza V. parahaemolyticus PCR metodom u
uzorcima prikupljenima tijekom svih godina istraZivanja. NajcesS¢e je bakterija dokazana u
uzorcima prikupljenima 2017. 1 2018. godine, dok je u uzorcima prikupljenima 2020. godine
bila potvrdena u samo 3,7 % pretraZenih uzoraka. OpaZene razlike u ucestalosti dokazivanja

vrste V. parahaemolyticus izmedu godina statisticki su znacajne (P = 0,000).

Tablica 25. Povezanost srednje vrijednosti temperatura mora i zraka (°C) s rezultatima
pretrazivanja uzoraka SkoljkaSa prednamnozenih na 41,5 °C PCR metodom za dokaz V.
parahaemolyticus

Temperatura, PCR pretraga Srednja Standardna
°C vrijednost, °C  devijacija, °C
Mora Negativan 520 17,51 5,67
< 0,0001
Pozitivan 112 22,04 5,02
Zraka Negativan 520 14,81 7,02
< 0,0001
Pozitivan 112 19,28 6,95

U tablici 25. prikazane su srednje vrijednosti temperature mora na lokacijama
uzorkovanja SkoljkasSa u kojima je dokazana vrsta V. parahaemolyticus, koje su se statistiCki
razlikovale od temperature mora lokacija uzoraka u kojima nije dokazana ova vrsta (P <

0,0001). Isto tako, temperatura zraka statisticki se zna€ajno razlikovala (P < 0,0001).
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Tablica 26. Omjer izgleda (OR- odds ratio) za dokazivanje V. parahaemolyticus pri inkubaciji
na 41,5 °C

95 %-tni interval

Cimbenik : X
povjerenja
Godina 0,87 0,11 21,08 0.281 0,67 -1,12
Temperatura (>15:<15°C) 5138 1,65 5,16 0,000 2,77 - 9.69

Lokacija (isto¢na:zapadna

1,042 0,25 0,17 0,868 0,64 — 1,69
obala)

Tablica 26. prikazuje omjer izgleda za dokazivanje V. parahaemolyticus koji je 5,18
puta veci ako je temperatura mora iznad 15 °C (P < 0,001). Omjer izgleda nije statisticki
povezan s godinom promatranja niti sa smjeStajem lokacije uzorkovanja na isto¢noj ili

zapadnoj obali.

Slike 27. 1 28. prikazuju vizualizirane PCR produkte nakon gel elektroforeze. Na slici
27. prikazana su decimalna razrjedenja pozitivne kontrole bakterije V. parahaemolyticus, dok
je na slici 28. prikazana serija uzorka za koje je utvrdeno da su pozitivni na prisutnost ToxR

gena bakterije V. parahaemolyticus.
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Slika 27. Priprema pozitivne kontrole bakterije V. parahaemolyticus: DNA marker u prvom
stupcu; drugi, tre¢i i Cetvrti stupac decimalna razrjedenja pozitivne Kkontrole V.
parahaemolyticus, veli¢ina produkta ToxR gena 368 bp (foto N. DZafi¢)

B L S

|

Slika 28. Serija uzoraka: stupac A - DNA marker, stupac B - pozitivna kontrola, stupci F do K
- uzorci pozitivni na prisutnost ToxR gena bakterije V. parahaemolyticus (foto N. DZafi¢)
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5.2.3. V. vulnificus (41,5 °C)

Prisutnost bakterijske vrste V. vulnificus pracena je tijekom cijelog razdoblja
istrazivanja, s tim da su prve dvije godine uzorci pretraZivani samo na temperaturi

prednamnazanja od 41,5 °C.

Rezultati su prikazani u tablicama 27. do 30.

Tablica 27. Rezultati pretraZzivanja PCR metodom za dokaz V. vulnificus u uzorcima
prednamnoZenim na 41,5 °C prema vrsti Skoljkasa

PCR pretraga - V. vulnificus**

Negativno Pozitivno n (%)

Dagnje 335 317 18 (5,37)
Kamenice 58 56 2 (3,45)
Kapice 85 85 0

Kunjke 89 86 3(3,37)
Prnjavice 40 39 12,5
Rumenke 25 24 1 (4,0)
Ukupno 632 607 25 (3,96)

*#7ivi §koljkasi

**Temperatura prednamnaZzanja 41,5 °C

Tablica 27. Prikazuje rezultate ulestalosti dokazivanja V. vulnificus prema vrsti
SkoljkaSa, uz temperaturu prednamnazanja od 41,5 °C. Ova bakterijska vrsta dokazana je u
ukupno 25 (3,96 %) uzoraka. Opazene razlike u ucestalosti izdvajanja V. vulnificus izmedu

razlicitih vrsta Zivih SkoljkaSa nisu statisticki znacajne (P = 0,259).
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Tablica 28. Rezultati PCR pretrage za dokaz V. vulnificus u uzorcima prednamnoZenim na
41,5 °C prema lokaciji porijekla Skoljkasa

PCR pretraga - V. vulnificus*

Lokacija Negativno Pozitivno n (%)
L1-1 34 34 0
L2-1 28 26 2 (7,14)
1L3-7 38 33 5(13,16)
L4-Z 38 36 2(5,26)
L5-7 38 34 4 (10,53)
L6-1 34 34 0
L7-1 34 31 3(8,82)
L8-Z 38 38 0
L9-1 34 33 1(2,94)
L10-Z 36 34 2 (5,56)
LIl-Z 38 37 1(2,63)
L12-Z 37 34 38,11
L13-Z 32 32 0
L14-7 33 32 1(3,03)
L15-Z 37 36 12,7
L16-Z 35 35 0
L17-7Z 33 33 0
L18-Z 35 35 0
UKUPNO 632 607 25 (3,96)

*Temperatura prednamnazanja 41,5 °C

U tablici 28. prikazana je ucestalost dokaza V. vulnificus od 3,96 %. Najcesce je ova
vrsta dokazana na lokaciji L3 — Z (13,16 %), dok u uzorcima sa sedam lokaliteta nije
dokazana. OpaZene razlike u ucestalosti dokazivanja V. vulnificus izmedu razlicitih lokaliteta

uzorkovanja, statisticki su znacajne (P = 0,043).
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Tablica 29. Ucestalost dokaza V. vulnificus u uzorcima SkoljkaSa prednamnoZenim na 41,5 °C
PCR pretragom po godinama istraZzivanja

PCR pretraga - V. vulnificus*

Uzorak  Ukupno - -
Negativno Pozitivno n (%)

2017. 181 179 2 (1,10)
2018. 184 171 13 (7,07)
2019. 213 203 10 (4,69)
2020. 54 54 0

Ukupno 632 607 25 (3,96)

*Temperatura prednamnaZanja 41,5 °C

U tablici 29. prikazana je ucestalost dokaza bakterijske vrste V. vulnificus, u uzorcima
prikupljenim tijekom tri godine istrazivanja. NajceS¢e je dokazana u uzorcima iz 2018.
godine, dok u uzorcima prikupljenima 2020. godine nije dokazana. OpaZene razlike u

ucestalosti dokazivanja V. vulnificus izmedu godina statistic¢ki su znacajne (P = 0,009).

Tablica 30. Povezanost srednje vrijednosti temperatura mora i zraka (°C) s rezultatima
pretrazivanja uzoraka prednamnoZenih na 41,5 °C PCR metodom za dokaz V. vulnificus

Temperatura, PCR pretraga Srednja Standardna
°C vrijednost, °C  devijacija, °C
Mora Negativan 607 18,14 5,78
0,0004
Pozitivan 25 22,56 5,15
Zraka Negativan 607 15,42 7,19
0,0027
Pozitivan 25 19,92 6,46

U tablici 30. prikazane su srednje vrijednosti temperature mora na lokacijama
uzorkovanja SkoljkaSa u kojima je dokazana vrsta V. vulnificus koja se statisticki razlikovala
od temperatura mora pri kojima su uzeti uzorci u kojih nije dokazana ova vrsta (P = 0,0004).

Isto tako, temperatura zraka na lokacijama statisticki se znacajno razlikovala (P = 0,0027).
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Na slici 29. prikazana je serija uzoraka, odnosno vizualizirani PCR produkti nakon gel

elektroforeze.

Slika 29. Serija uzoraka: prvi stupac - DNA marker, drugi stupac - pozitivna kontrola, treci,
cetvrti 1 peti stupac - uzorci pozitivni na prisutnost gena bakterije V. vulnificus, velicina PCR
produkta 520 bp (foto N. DzZafi¢)
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5.2.4. V. parahaemolyticus (37 °C)

Ukupno 267 uzoraka SkoljkaSa je pretraZzeno na prisutnost bakterije V.
parahaemolyticus KoriStenjem dviju temperatura prednamnaZzanja. Rezultati ostvareni pri

temperaturi prednamnazanja od 37 °C prikazani su u tablicama 31. do 34.

Tablica 31. Rezultati pretrazivanja PCR metodom za dokaz V. parahaemolyticus u uzorcima
prednamnoZenim na 37 °C prema vrsti Skoljkasa

PCR pretraga - V. parahaemolyticus**

Negativno Pozitivno n (%)

Dagnje 143 115 28 (19,58)
Kamenice 30 25 5(16,67)
Kapice 36 36 0

Kunjke 37 31 6 (16,22)
Prnjavice 11 11 0
Rumenke 10 8 2 (20,00)
Ukupno 267 226 41 (15,36)

*Zivi Skoljkasi

**Temperatura prednamnazanja 37 °C

U tablici 31. prikazana je povezanost vrste SkoljkaSa s dokazom bakterije V.
parahaemolyticus uz temperaturu prednamnaZzanja pri 37 °C. Navedena bakterija dokazana je
ukupno u 41 uzorku (15,36 %). NajceSc¢e je dokazana u rumenkama (20 %) i dagnjama (19,58
%), dok u prnjavicama i kapicama nije dokazana. OpaZene razlike u ucestalosti dokaza vrste
V. parahaemolyticus izmedu uzoraka razli¢itih vrsta Zivih S$koljkasa inkubiranih pri

temperaturi 37 °C statisticki su znacajne (P = 0,02).
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Tablica 32. Rezultati pretrazivanja PCR metodom za dokaz V. parahaemolyticus u uzorcima
prednamnoZenim na 37 °C prema lokaciji porijekla Skoljkasa

PCR pretraga — V. parahaemolyticus*

Lokacija
Negativno Pozitivno n (%)
L1-1 14 12 2 (14,29)
[2-1 11 10 1 (9,09)
1L3-7Z 17 14 3 (17,65)
1L4-7Z 16 12 4 (25,00)
L5-7 16 13 3 (18,75)
L6-1 15 12 3 (13,33)
L7-1 15 9 6 (40,00)
18-7 16 13 3 (18,75)
19-1 15 13 2 (20,00)
L10-7Z 15 14 1 (6,67)
L11-7Z 16 13 3 (18,75)
L12-7Z 16 12 4 (25,00)
L13-7Z 13 13 0
L14-7Z 14 14 0
L15-Z 16 12 4 (25,00)
L16-Z 14 14 0
L17-7Z 14 14 0
L18-7Z 14 12 2 (14,29)
UKUPNO 267 226 41 (15,36)

*Temperatura prednamnaZanja 37 °C

U tablici 32. vidljiva je najviSa ucestalost dokaza V. parahaemolyticus na lokaciji L7 -
I, dok u uzorcima s Cetiriju lokaliteta (L13 - Z, L14 — Z, L16 - Z i L17 — Z) ova vrsta nije
dokazana. OpaZene razlike u ucestalosti dokazane prisutnosti bakterijske vrste V.
parahaemolyticus izmedu razlicitih lokaliteta uzorkovanja, nisu statisticki znacajne (P =

0,148).
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Tablica 33. Ucestalost dokaza V. parahaemolyticus u uzorcima Skoljkasa prednamnoZenim na
37 °C PCR pretragom po godinama istraZivanja

PCR pretraga — V. parahaemolyticus*
Uzorak Ukupno

Negativno Pozitivno n (%)
2019. 213 176 37 (17,37)
2020. 54 50 4(7,41)
Ukupno 267 226 41 (15,36)

*Temperatura prednamnazanja 37 °C

U tablici 33. prikazani su rezultati dokazivanja prisutnosti vrste V. parahaemolyticus
po godinama istraZivanja. Dokazana je u 41 uzorku (15,36 %). Ce3ée je dokazana u uzorcima
prikupljenima 2019. godine. OpaZene razlike u ucestalosti dokazivanja V. parahaemolyticus

izmedu godina statisticki su znacajne (P = 0,047).

Tablica 34. Povezanost srednje vrijednosti temperatura mora i zraka (°C) s rezultatima
pretraZzivanja uzoraka Skoljkasa prednamnoZenih na 37 °C PCR metodom za dokaz V.
parahaemolyticus

Temperatura, PCR pretraga Srednja Standardna
°C vrijednost, °C  devijacija, °C
Mora Negativan 226 16,07 5,38
0,0023
Pozitivan 41 20,70 6,06
Zraka Negativan 226 13,46 6,24
0,0004
Pozitivan 41 18,86 7,23

U tablici 34. prikazane su srednje vrijednosti temperatura mora na lokacijama
uzimanja uzoraka u kojima je dokazana bakterija V. parahaemolyticus pri inkubiranju na
37 °C, a koje su se statisticki razlikovale od temperatura mora na kojima su uzeti uzorci u
kojima ova vrsta nije dokazana (P < 0,0023). Isto tako, temperatura zraka statistiCki se

znacajno razlikovala (P < 0,0004).
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5.2.5. V. vulnificus (37 °C)

Ukupno 267 uzoraka SkoljkaSa je pretrazeno na prisutnost bakterije V. vulnificus
koriStenjem dviju temperatura prednamnaZzanja. Rezultati ostvareni primjenom temperature

prednamnazanja od 37 °C su prikazani u tablicama 35., 36., 37. 1 38.

Tablica 35. Rezultati dokazivanja V. vulnificus PCR pretragom u uzorcima prednamnoZenim
na 37 °C prema vrsti Skoljkasa

PCR pretraga - V. vulnificus**

Negativno Pozitivno n (%)

Dagnje 143 130 13 (9,09)
Kamenice 30 26 4 (13,33)
Kapice 36 35 1(2,78)
Kunjke 37 35 2(5,41)
Prnjavice 11 11 0
Rumenke 10 9 1 (10,00)
Ukupno 267 246 21 (7,87)

*7ivi Skoljkasi
*% Temperatura prednamnazanja 37 °C

U tablici 35. prikazana je ucestalost dokaza bakterijske vrste V. vulnificus PCR
metodom nakon prednamnaZzanja pri 37 °C u razli¢itim vrstama SkoljkaSa. PretraZivana
bakterijska vrsta dokazana je u 21 uzorku. OpaZene razlike u ucestalosti izdvajanja V.

vulnificus izmedu razlicitih vrsta Zivih Skoljkasa nisu statisticki znacajne (P = 0,571).
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Tablica 36. Rezultati pretrazivanja PCR metodom za dokaz V. vulnificus u uzorcima
prednamnoZenima na 37 °C prema lokaciji porijekla Skoljkasa

PCR pretraga — V. vulnificus*

Lokacija
Negativno Pozitivno n (%)
L1-1 14 13 1(7,14)
L2-1 11 9 2 (18,18)
1L3-7 17 14 3 (17,65)
L4-7Z 16 15 1(6,25)
L5-Z 16 14 2 (12,50)
L6-1 15 15 0
L7-1 15 14 1 (6,67)
L8-7Z 16 14 2 (12,50)
L9-1 15 15 0
L10-Z 15 13 2 (13,33)
L11-Z 16 14 2 (12,50)
L12-Z 16 14 2 (12,50)
LI13-Z 13 12 1(7,69)
L14-7Z 14 14 0
L15-Z 16 15 1(6,25)
L16-Z 14 14 0
L17-Z 14 13 1(7,14)
L18-Z 14 14 0
UKUPNO 267 246 21(7,87)

* Temperatura prednamnaZanja 37 °C

U tablici 36. prikazana je povezanost dokaza vrste V. vulnificus s lokacijom porijekla
uzorka. NajviSa ucestalost V. vulnificus zabiljeZena je na lokaciji L2 - I. U 18,18 % uzoraka
zivih SkoljkaSa s ovog lokaliteta dokazan je V. vulnificus, dok u uzorcima s pet lokaliteta, nije
dokazan niti jednom. OpaZene razlike u ucestalosti izdvajanja vrste V. vulnificus izmedu

razlicitih lokaliteta uzorkovanja nisu statisticki znacajne (P = 0,759).
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Tablica 37. Ucestalost dokaza V. vulnificus u uzorcima Skoljkasa prednamnoZenima na 37 °C
PCR pretragom po godinama istraZzivanja

PCR pretraga - V. vulnificus*

szorak Ukupno Negativno Pozitivno n (%)
2019. 213 192 21 (9,86)
2020. 54 54 0
Ukupno 267 246 21 (7,87)

* Temperatura prednamnaZanja 37 °C

U tablici 37. prikazani su rezultati dokaza V. vulnificus kroz dvije godine istraZivanja.
Ta bakterijska vrsta je dokazana PCR metodom nakon prednamnaZanja pri 37 °C u uzorcima
prikupljenim tijekom 2019. godine u 9,86 % uzoraka, dok u uzorcima prikupljenima 2020.
godine nije dokazana. Opazene razlike u ucestalosti izdvajanja V. vulnificus izmedu godina

promatranja statisticki su znac¢ajne (P = 0,007).

Tablica 38. Povezanost srednje vrijednosti temperatura mora i zraka (°C) s rezultatima
pretrazivanja uzoraka SkoljkaSa prednamnozenih na 37°C PCR metodom za dokaz V.
vulnificus

Temperatura, PCR pretraga n Srednja Standardna
°C vrijednost, °C  devijacija, °C
Mora Negativan 246 16,39 5,55
0,0026
Pozitivan 21 21,37 5,94
Zraka Negativan 246 13,94 6,59
0,0022
Pozitivan 21 18,37 6,42

Tablica 38. prikazuje srednje vrijednosti temperature mora na lokacijama uzimanja
uzoraka u kojima je dokazana bakterija V. vulnificus koja se statisticki razlikovala od
temperatura mora na kojima su uzeti uzorci u kojima nije dokazana ova vrsta (P = 0,0026).

Isto tako, temperatura zraka statistiCki se znacajno razlikovala (P = 0,0022).
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5.2.6. Podudarnost rezultata dokaza prisutnosti vrsta V. parahaemolyticus i V. vulnificus
PCR metodom pri temperaturama prednamnazanja 41,5 °Ci 37 °C

U tablici 39. prikazana je podudarnost rezultata dokazivanja bakterije V.
parahaemolyticus pri temperaturama prednamnazanja od 37 °C i 41,5 °C. Usporedeni su

rezultati za godine 2019. 1 2020., kad su uzorci prednamnaZani na dvije temperature.

Tablica 39. Podudarnost ostvarenih rezultata dokaza V. parahaemolyticus PCR metodom pri
temperaturi prednamnazanja od 37 °C 1 41,5 °C

PCR pretraga Podudarni Nepodudarni
V. parahaemolyticus rezultati / broj rezultati/ broj
uzoraka n uzorka n

Ostvareni
rezultat Pozitivan / 37 °C, Negativan / 37 °C,
broj uzoraka n broj uzoraka n

Pozitivan /
41,5 °C, broj 25% Qukk 243%* D45
uzoraka n

Negativan /
41,5 °C, broj 16%* 218%
uzoraka n
Ukupno 267
uzoraka n
* isti rezultati ostvareni na obje temperature prednamnaZzanja

*¥ razliciti rezultati ostvareni na obje temperature prednamnazanja

Ukupan broj uzoraka SkoljkaSa pretrazen koriStenjem PCR metode za dokaz bakterije
V. parahaemolyticus u bujonima nakon prednamnaZanja na obje temperature (41,5 °C i 37

°C) bio je 267.

Iz tablice 39. vidimo sukladnost odnosno podudarnost ostvarenih rezultata primjenom
razli¢itth temperatura prednamnazanja. Pozitivni nalazi bakterija na obje temperature
prednamnazanja zabiljeZeni su u 25 uzoraka, a negativni u 218 uzoraka. Stoga se na tih 243
(25 + 218) uzorka rezultati savrSeno podudaraju u smislu da su pozitivni odnosno negativni
neovisno o koriStenoj temperaturi prednamnazanja. U 16 uzoraka pozitivni rezultati su
ostvareni primjenom temperature prednamnazanja od 37 °C, dok je tih istih 16 uzoraka dalo

negativne rezultate na 41,5 °C. Takoder, osam uzoraka je bilo negativno na 37 °C, a pozitivno
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na 41,5 °C. Dakle, navedenih 24 uzorka (16 + 8) dalo je nepodudarne, odnosno nesukladne

rezultate pri razli¢itim temperaturama prednamnaZanja.

Uzorci kod kojih nisu ostvareni isti rezultati primjenom razli¢itih temperatura
prednamnazanja utjeCu na vrijednost Kappa koeficijenta. U tablici 40. prikazana je
podudarnost rezultata dokazivanja vrste V. parahaemolyticus u uzorcima inkubiranima pri
dvjema koriStenim temperaturama koja je visoka (Kappa koeficijent 0,6240) i statistiCki

znacajna (P < 0,0001).
Tablica 40. Kappa koeficijenti izmedu razli¢itih temperatura prednamnaZanja za dokazivanje
V. parahaemolyticus pri temperaturi 37 °C141,5 °C

Vrsta Kappa koeficijent SEKappa P

V. parahaemolyticus 0,6240 0,0608 < 0,0001

U tablici 41. prikazana je podudarnost postignutih rezultata dokazivanja bakterije V.

vulnificus pri temperaturama 37 °C i 41,5 °C.

Tablica 41. Podudarnost rezultata dokazivanja V. vulnificus pri temperaturi od 37 °C 1 41,5 °C

Podudarni Nepodudarni
PCR pretraga rezultati / broj rezultati/ broj
Ostvareni V. vulnificus uzoraka n uzoraka n

rezultat Pozitivan / 37 °C, Negativan / 37 °C,
broj uzoraka n broj uzoraka n

Pozitivan /
41,5 °C, broj 6% 4% 248%* 19%*
uzoraka n

Negativan /
41,5 °C, broj 15%* 2427
uzoraka n
Ukupno 267
uzoraka n
* isti rezultati ostvareni na obje temperature prednamnazanja

*% razliciti rezultati ostvareni na obje temperature prednamnazanja
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Kako vidimo u tablici 41., Sest uzoraka je dalo pozitivne rezultate na obje temperature,
dok je njih 242 dalo negativne rezultate na obje temperature prednamnaZanja, te se na tih 248
uzoraka rezultati savrSeno podudaraju. Pozitivne rezultate na 37 °C dalo je 15 uzoraka, a
negativne na 41,5 °C, dok su Cetiri uzorka bila negativna na 37 °C, a pozitivna na 41,5 °C.
Navedenih 19 wuzoraka (15 + 4) dalo je nepodudarne rezultate primjenom razli€itih

temperatura prednamnazanja.

U tablici 42. prikazana je podudarnost rezultata dokazivanja vrste V. vulnificus u
uzorcima inkubiranima pri dvjema koriStenim temperaturama koja je umjerena (Kappa

koeficijent 0,3542) i statisticki zna¢ajna (P < 0,0001).
Tablica 42. Kappa koeficijenti izmedu razli¢itih temperatura prednamnaZanja za dokazivanje
V. vulnificus pri temperaturi 37 °C 1 41,5 °C

Vrsta Kappa koeficijent SExappa P

V. vulnificus 0,3542 0,0569 < 0,0001
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5.2.7. Rezultati dokazivanja prisutnosti gena za kodiranje toksina bakterije V.
parahaemolyticus u uzorcima nakon prednamnazanja pri temperaturama 41,5 °C i
37°C

Svi izolati za koje je biokemijskom i1 PCR pretragom dokazano da su V.
parahaemolyticus, pretrazeni su na prisutnost tdh 1 trh gena. Od ukupno 12 izolata bakterije

V. parahaemolyticus, niti na jednom izolatu nije dokazana prisutnost tdh i trh gena.

Nasuprot tome, uzorci koji su PCR metodom na prednamnoZenim bujonima dokazano
pozitivni na bakteriju V. parahaemolyticus, pri ¢emu bakterija nije izolirana mikrobioloskom
metodom, dodatno su pretraZeni na prisutnost gena za kodiranje toksina, tdh i trh. Rezultati su

prikazani u tablicama 43. 1 44.

Tablica 43. Rezultati dokazivanja prisutnosti gena tdh i trh bakterije V. parahaemolyticus u
prednamnoZenim uzorcima Skoljkasa pretrazenih u razdoblju od 2017. do 2020. godine

V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus tdh trh
GODINA 41,5°C 37°C n(%) (%)
2017. 39 - 10,8%) 324%)
2018. 40 - 0 0
2019. 31 37 1 (0,8 %) 54 %)
2020. 2 4 0 0
Ukupno 112 41 2(1,6%) 8(6,4 %)
Sveukupno 125 10 (8 %)

Tablica 43. prikazuje ucestalost prisutnosti gena za kodiranje toksina bakterije V.
parahaemolyticus, a koji su dokazani tijekom 2017. 1 2019. godine. U dva uzorka (1,6 %)
dokazana je prisutnost gena tdh, dok je prisutnost gena trh utvrdena u njih osam (6,4 %),
odnosno, 8 % uzoraka pozitivnih na bakteriju V. parahaemolyticus sadrzavalo je gene za
kodiranje toksina. Ukupan broj uzoraka u kojima je dokazana bakterija V. parahaemolyticus

je 125 pri ¢emu su neki uzorci bili pozitivni samo na jednoj temperaturi prednamnaZanja.
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Tablica 44. Rezultati dokaza prisutnosti gena tdh 1 trh bakterije V. parahaemolyticus prema
vrstama Skoljkasa

Uzorak * Broj uzoraka nt?;lo) ntz‘};o)
Dagnje 80 1 (1,25 %) 7 (8,75 %)
Kamenice 7 1 (14,29 %) 1 (14,29 %)
Kapice 5 - -
Kunjke 22 - -
Prnjavice 6 - -
Rumenke 5 - -
Ukupno 125 2 (1,6 %) 8 (6,4 %)

*Zivi Skoljkasi

U tablici 44. prikazani su rezultati uzoraka pozitivnih na prisutnost gena za kodiranje
toksina bakterije V. parahaemolyticus prema vrstama SkoljkaSa. Navedeni geni dokazani su u

uzorcima dviju vrsta SkoljkaSa, u dagnjama i kamenicama.

Na slikama 30. i 31. prikazani su vizualizirani PCR produkti nakon gel elektroforeze.
Na slici 30. prikazan je uzorak pozitivan na trh gen bakterije V. parahaemolyticus, dok su na

slici 31. prikazani uzorci pozitivni na tdh gen bakterije V. parahaemolyticus.
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Slika 30. Serija uzoraka pozitivnih na bakteriju V. parahaemolyticus, pretrazeni na prisutnost
trh gena: stupac A - DNA marker, stupac B - pozitivna kontrola, stupac K - uzorak pozitivan
na trh gen bakterije V. parahaemolyticus, veli¢ine 500 bp (foto N. DZafi¢)

Slika 31. Serija uzoraka pozitivnih na bakteriju V. parahaemolyticus, pretraZzeni na prisutnost
tdh gena: prvi 1 zadnji stupac DNA marker, drugi stupac - pozitivna kontrola, tre¢i i Cetvrti
stupac - uzorci pozitivni na tdh gen bakterije V. parahaemolyticus, veliCine 269 bp (foto N.
Dzafi¢)
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5.2.8. Skupni rezultati pretrazivanja mikrobioloSkom i PCR metodama za dokaz
prisutnosti potencijalno patogenih Vibrio spp.

U grafikonima 1. i 2. te tablicama 45. i 46. prikazani su zbirni rezultati svih pretraga
koje su rezultirale dokazom prisutnosti potencijalno patogenih Vibrio spp.

60

50 A

® Udiou ukupnombroju uzoraka
L1
0

mUdio pozitivnih u odnosuna
‘ brojuzoraka
: : L : : ‘ :

Dagnje Kamenice Kapice Kunjke Prnjavice Rumenke

Grafikon 1. UceSc¢e razlicitih vrsta Skoljkasa u ukupnom broju uzoraka i1 u udjelu pozitivnih

na nalaz potencijalno patogenih Vibrio spp.

U grafikonu 1. vidi se kako su najzastupljeniji uzorak Zivih SkoljkaSa cinile dagnje,
dok su rumenke bile najmanje zastupljene. U svih vrsta S§koljkaSa dokazani su uzorci pozitivni
na prisutnost potencijalno patogenih Vibrio spp. u razli¢itim udjelima. Pri tome je zabiljeZen
podjednaki udio pozitivnih uzoraka u rumenkama, dagnjama 1 kunjkama (28 %, 28,06 % i

28,09 % ) dok je najmanji udio pozitivnih uzoraka dokazan u kapicama (7,06 %).
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Grafikon 2. Broj pozitivnih uzoraka SkoljkaSa na nalaz potencijalno patogenih Vibrio spp. po

mjesecima i godinama istraZivanja

U grafikonu 2. je prikazan ukupan broj pozitivnih uzoraka na nalaz potencijalno
patogenih Vibrio spp. po mjesecima tijekom cijelog perioda istraZivanja. Vecina pozitivnih
uzoraka zabiljezena je u razdoblju od svibnja do studenog svake pojedinac¢ne godine. Tijekom
zime 2019. godine dokazan je neuobicajeni porast broja pozitivnih uzoraka, moguce povezan

s pomorskim prometom.

U tablici 45. prikazani su zbirni rezultati mikrobioloSke pretrage i PCR-a na nalaz
pojedinih vrsta Vibrio spp. prema lokacijama uzorkovanja. Od ukupno 632 uzorka Skoljkasa,
njih 267 pretrazeno je primjenom dvije temperature prednamnaZanja. Za obje pretrage je od
2019. godine uvedena 1 druga temperatura prednamnaZanja, s tim da su rezultati

mikrobioloSke pretrage prikazani jedinstvenim nalazom.
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Tablica 45. Skupni prikaz rezultata pretrazivanja SkoljkaSa istarskoga akvatorija s dokazanim potencijalno patogenim Vibrio spp.
mikrobiolo§kom 1 PCR metodom

Mikrobioloska pretraga* PCR pretraga
Broj V.ch. V.p. Vo V. ch. Vp.415°C V. 41,5°C Broj V.p. 37 °C
Lokacija uzoraka n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) uzoraka n (%)
41,5 °C 37 °C

L1-1 34 0 1(2,94) 0 0 5(14,71) 0 14 2 (14,29) 1(7,14)
L2-1 28 0 0 1(3,57) 0 0 2(7,14) 11 1 (9,09) 2 (18,18)
L3-7 38 0 2 (5,26) 0 0 13 (34,21) 5(13,16) 17 3 (17,65) 3 (17,65)
L4-7 38 0 1(2,63) 0 1(2,63) 10 (26,32) 2 (5,26) 16 4 (25,00) 1(6,25)
L5-7Z 38 0 0 0 1(2,63) 12 (31,58) 4 (10,53) 16 3 (18,75) 2 (12,50)

L6-1 34 0 0 0 1(2,94) 3(8,82) 0 15 3 (13,33) 0
L7-1 34 0 2 (5,88) 0 1(2,94) 9 (26,47) 3(8,82) 15 6 (40,00) 1 (6,67)
1L8-7 38 0 1(2,63) 0 0 3(7,89) 0 16 3 (18,75) 2 (12,50)

L9-1 34 0 0 1(2,94) 0 5(14,71) 1(2,94) 15 2 (20,00) 0
L10-Z 36 0 0 0 1(2,78) 6 (16,67) 2 (5,56) 15 1 (6,67) 2 (13,33)
L11-Z 38 0 2 (5,63) 0 0 9 (23,68) 1(2,63) 16 3 (18,75) 2 (12,50)
L12-Z 37 12,7 2 (5,45) 0 1(2,7) 13 (35,14) 3(8,11) 16 4 (25,00) 2 (5,45)
LI13-7Z 32 0 1(3,13) 0 0 4(12,5) 0 13 0 1(7,69)

L14-7Z 33 0 0 0 0 5 (15,15) 1(3,03) 14 0 0
L15-Z 37 0 0 0 0 9(24,32) 1(2,7) 16 4 1 (6,25)

L16-Z 35 0 0 0 0 0 0 14 0 0
L17-Z 33 0 0 0 0 4 (12,12) 0 14 0 1(7,14)

LI18-Z 35 0 0 0 0 2(5,71) 0 14 2 (14,29) 0
UKUPNO 632 1 (0,16) 12 (1,9) 2 (0,32) 6 (0,95) 112 (17,72) 25 (3,96) 267 41 (15,36) 21 (7,87)

*HRN EN ISO 21872-1:20017
V.ch. = Vibrio choleare; V.p.= Vibrio parahaemolyticus; V.v.= Vibrio vulnificus
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Iz tablice 45. vidljivo je da je na ukupno pet lokacija (L4 -7, L5 -7, L7-1, L10-Z1
L12 - Z ) dokazana prisutnost svih istraZzivanih bakterija, dok samo na jednoj lokaciji (L16 —

Z) prisutnost ovih bakterijskih vrsta nije dokazana.

Tablica 46. Skupni rezultati PCR pretraga uzoraka Skoljkasa u kojima su dokazani
potencijalno patogeni Vibrio spp. po vrstama Skoljkasa

V. parahaemolyticus V. vulnificus
V.
Uzorak * hol
cioterae 41,5 °C 37 °C 41,5°C 37°C

Dagnje 5 71 28 18 13
Kamenice 0 6 5 2 4
Kapice 0 5 0 0 1
Kunjke 1 19 6 3 2
Prnjavice 0 6 0 1 0
Rumenke 0 5 2 1 1
Ukupno 6 112 41 25 21

*Zivi $koljkasi

U tablici 46. prikazani su skupni pozitivni rezultati PCR pretraga prema vrstama
Skoljkasa. Uocava se najveéi broj uzoraka pozitivnih na prisutnost bakterije V.
parahaemolyticus (nakon prednamnaZanja na temperaturi 41,5 °C). Najmanji broj uzoraka bio

je pozitivan na prisutnost bakterije V. cholerae.
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6. RASPRAVA

Zdravstvena ispravnost SkoljkaSa osigurava se redovnim kontrolama mikrobioloskog
onecis¢enja pracenjem najvjerojatnijeg broja bakterije E. coli, potom prac¢enjem pojavnosti
morskih biotoksina, teSkih metala i benzo(a)pirena, dok je ucestalost pojave, kao i zoonotski
potencijal prirodno prisutnih moguce patogenih pripadnika roda Vibrio u Republici Hrvatskoj

nepoznata.

Ovim radom obuhvacene su tri vrste potencijalno patogenih bakterija roda Vibrio, koje
su molekularnim metodama dokazane u 151 uzorku Skoljkasa (n=632), odnosno u 23,89 %
pretraZzenih uzoraka, Sto je u skladu s rezultatima OTTAVIANIA 1 sur. (2005.), koji su
ustanovili prisutnost bakterije V. parahaemolyticus u 24,31 % uzoraka s odobrenih uzgajaliSta
na podrucju srediSnje Italije. NaSi rezultati su podudarni i s rezultatima istraZivanja
SUFFREDINIA i sur. (2014.) koji su dokazali prisutnost bakterije V. parahaemolyticus u 27,5
% uzoraka Skoljkasa iz regije Veneto. U ranijim istraZivanjima u Hrvatskoj prisutnost Vibrio
spp. dokazana je u 9,3 % uzoraka morskih plodova (IVEZIC-JAKSIC, 1986.) odnosno 27 %
uzoraka $koljkasa (JAKSIC i sur., 2002.). Manji dio nagih pozitivnih uzoraka naden je u
hladnijem dijelu godine, tijekom sijecnja i veljace, Sto se podudara s rezultatima koje su
objavili VERNOCCHI 1 sur. (2007.) 1 DI PINTO 1 sur. (2008.) koji su bakteriju V.
parahaemolyticus 1zdvojili iz uzoraka tijekom zimskih mjeseci. Najve¢i udio pozitivnih
uzoraka SkoljkaSa u nasem je istraZivanju zabiljezen u toplijem dijelu godine (grafikon 2.), Sto
je posljedica distribucije Vibrio spp. u morskoj vodi koja ovisi o temperaturi te dostupnosti
hranjivih tvari (KANEKO i COLWELL, 1973.; SU i LIU, 2007.; HARRIS 1 sur. 2012.; HUQ
1 sur., 2013.), za razliku od hladnijih zimskih mjeseci kada se navedene vrste ne mogu
dokazati mikrobioloskim metodama dokazivanja, jer se nalaze u "viable but nonculturable

state" (VBNC) stanju.

MikrobioloSkom pretragom uzoraka SkoljkaSa dokazali smo 15 (2,37 %) pozitivnih
uzoraka (tablica 13.), dok su rezultati postignuti primjenom PCR metoda uz primjenu dviju
temperatura prednamnaZanja (tablica 45.) rezultirali dokazivanjem 151 pozitivhog uzorka
(23,89 %). Opazena razlika u postignutim rezultatima primjenom razli¢itih postupaka
pretrazivanja, moguca je posljedica slabe selektivnosti koriStenog TCBS agara, na koju je
ukazano u nekoliko navrata (LOTZ 1 sur. 1983.; KITAURA 1 sur.,, 1983.; MASSAD i
OLIVER, 1987.). U radu IVEZIC-JAKSIC (1986.) ustanovljeno je da bakterija V.
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alginolyticus djeluje antagonistiCki na rast bakterije V. parahaemolyticus u njihovoj mijesanoj
kulturi porasloj na TCBS agaru, za $to autorica nije nasla potvrdu u dostupnoj literaturi. U
naSem se istraZzivanju na TCBS agaru naj¢es¢e uocavao obilan rast velikih zutih kolonija
bakterije V. alginolyticus, koja je tijekom toplijeg vremenskog razdoblja o€ito dominantna
vrsta u SkoljkaSima s obuhvacenog podrucja istraZivanja, a S$to je podudarno s rezultatima
CAVALLO i1 STABILI (2002.), koji su utvrdili kako je najceS¢e izdvojena vrsta u uzorcima

Skoljkasa iz roda Vibrio u Italiji upravo V. alginolyticus.

Drugi koriSteni agar po izboru laboratorija, prema normi HRN EN ISO 21872-1:2017
(ANONIMNO, 2017.), treba biti komplementaran TCBS agaru. U naSem istraZivanju koriSten
je kromogeni CHROMagar™Vibrio, na kojem smo izdvojili bakteriju V. cholerae iz uzorka u
sije€nju 2019. godine, pri temperaturi mora od 11,2 °C (tablica 16.), Sto je sukladno spoznaji
kako se te bakterije mogu umnazati pri temperaturama od 10 °C do 30 °C (HARRIS i sur.
2012.). O nalazu bakterije V. cholerae izvijestili su CANAK i sur. (2018.) koji su je izdvojili
iz uzorka crijeva i Zeluca lubina, te RIPABELLI i sur. (1999.) koji su tu bakteriju dokazali u
1,6 % uzoraka dagnji na talijanskom podruc¢ju Jadrana. NaSim istraZivanjem Zzivih SkoljkaSa
prikazan je dokaz prisutnosti bakterije V. cholerae koji je prvi takav nalaz na uzorcima
Skoljkasa iz proizvodnih podruc¢ja Republike Hrvatske. Zanimljivo je da u ovom uzorku nije
evidentirana prisutnost ostalih bakterija iz roda Vibrio, odnosno, porast bakterije V. cholerae
bio je u cistoj kulturi. S obzirom na grani¢ne vrijednosti temperature mora u trenutku
uzorkovanja ovog uzorka kunjki, te lokaciju porijekla uzorka u blizini plovnoga puta, moze se
pretpostaviti da je tome prethodio prolazak plovila koje je ispustilo oneciS¢ene balastne vode,
a one mogu biti izvorom mikrobioloskog oneéis¢enja (KRSTULOVIC i SOLIC, 1997.).
Evaluiraju¢i rezultate postignute mikrobioloske pretrage prema vrsti Skoljkasa (tablica 13.),
lokaciji porijekla uzorka (tablica 14.), te godini uzorkovanja (tablica 15.) nisu opaZene
statisticki znaCajne razlike. Medutim, uocena je statisticki znacajna razlika (P = 0,0005) u
srednjim vrijednostima temperature mora pri uzimanju uzoraka povezana S postignutim

rezultatima, kao i u srednjim vrijednostima temperature zraka (P = 0,0031) (tablica 17.).

Primjenom PCR metode za dokazivanje genoma bakterije V. cholerae dokazali smo
ukupno Sest (0,95 %) pozitivnih uzoraka (tablice 18. 1 19.), pri ¢emu nisu utvrdene statistic¢ki
znacajne razlike u pojavnosti bakterije V. cholerae izmedu razli€itih vrsta Zivih skoljkaSa, niti
izmedu razli¢itih lokacija uzorkovanja. Takoder, nije bilo statistiCki znacajnih razlika s

obzirom na godine uzorkovanja (tablica 20.). Medutim, usporedbom temperatura zraka,
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ustanovljena je statistiCki znaCajna razlika u srednoj vrijednosti temperature zraka kod
negativnih i pozitivnih uzoraka. Interesantno je za spomenuti da smo u Cetiri od Sest uzoraka
pozitivnih na bakteriju V. cholerae istovremeno utvrdili i bakteriju V. parahaemolyticus, pri
¢emu je jedan uzorak bio pozitivan na prisutnost 2 gena. Ovi rezultati ukazuju na mogucnost
istovremenog akumuliranja razliitih patogena u tkivima 1 organima SkoljkasSa tijekom
prirodnog procesa hranjenja (MEAD i sur., 1999.; LEES, 2000.; CADEZ i TESKEREDZIC,
2005.; RIBARIC i sur., 2011.).

S obzirom na to da se bakterije roda Vibrio u povoljnim uvjetima vrlo brzo umnazaju,
kroz 8 do 9 minuta (BAKER-AUSTIN 1 sur., 2017.), zabrinjavaju¢e je u uzorcima Zivih
SkoljkaSa dokazati prisutnost bakterije V. cholerae, neovisno o tome kojem serotipu pripadaju,
jer 1 drugi serotipovi (non-Ol1 i non-O139) mogu uzrokovati blagi do teSki oblik

gastroenteritisa (de MAGNY i sur. 2011.; RUKAVINA, 2013.).

U uzorcima u kojima je utvrdena prisutnost bakterije V. cholerae, najvjerojatniji broj
E. coli kretao se u rasponu od < 18 do 16 000 cfu/100 g (rezultati nisu prikazani, ali su
dostupni u laboratorijskoj dokumentaciji). Uzorak u kojem je vrijednost broja E. coli bila
16 000 cfu/100 g rezultirao je opozivom Skoljkasa s trziSta i zabranom stavljanja na trziSte bez
prethodno provedenog postupka prociS¢avanja. Poznato je da se SkoljkaSi relativho brzo
oCiste od bakterije E. coli, no za pripadnike roda Vibrio potrebno je puno viSe vremena, ¢ak
do osam dana (MARINO i sur., 2005.; PINTO i sur., 2008.; LOPEZ-JOVEN i sur., 2011.;
SUREET i sur., 2012.). Taj dugotrajni postupak prociS¢avanja posljedica je snaznog
pri¢vrS¢ivanja bakterije na probavni trakt Skoljkasa (SUITZA 1 sur., 2009.), ¢ime je postupak

prociS¢avanja prakticki neprimjenjiv za SkoljkaSe kontaminirane bakterijama roda Vibrio.

Molekularnom metodom (PCR) dokazivanja prisutnosti genoma bakterije V.
parahaemolyticus ustanovili smo 112 (17,72 %) pozitivnih uzoraka primjenom temperature
prednamnazanja 41,5 °C, kako je prikazano u tablicama 22., 23. i 24. U drugoj fazi
istrazivanja, uklju¢ivanjem druge temperature prednamnaZanja, pretraZeno je 267 uzoraka,
koji su nakon prednamnazanja pri 37 °C pokazali 41 (15,36 %) pozitivni rezultat (tablica 31.),
u odnosu na 33 pozitivna, koliko je dokazano u istim uzorcima, nakon prednamnazanja pri
41,5 °C (tablica 24., zbroj pozitivnih uzoraka tijekom 2019. i 2020. godine). Podudarnost
rezultata ostvarenih pri obje koriStene temperature je visoka (tablica 39. i 40.), ali nije
savrSena (Kappa koeficijent 0,6240), pa bi se jedan dio pozitivnih uzoraka izgubio ako bi se

koristila samo jedna temperatura. Drugim rije¢ima, koriStenjem obiju temperatura povecava
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se osjetljivost metode dokazivanja prisutnosti bakterije V. parahaemolyticus. Ovi rezultati su
na tragu prikazanog u radu ROSEC 1 sur. (2012.) koji smatraju da je temperatura inkubacije

od 41,5 °C previsoka i da ometa rast bakterije V. parahaemolyticus.

Najvisa ucestalost dokaza bakterije V. parahaemolyticus u naSem istrazivanju je bila u
kunjkama 1 dagnjama (21,35 % 1 21,19 %), a najniZza u kapicama i kamenicama (5,88 % i
10,34 %) Sto je prikazano u tablici 22. Nadalje, uocene su znacajne razlike u ucestalosti
dokazivanja izmedu razliCitih lokaliteta uzorkovanja (tablica 23.). Tako je najvisa ucestalost
dokazivanja vrste V. parahaemolyticus ustanovljena na lokaciji L12 — Z (35,14 % pozitivnih
uzoraka), potom na lokacijama L3 - Z (34,21 %), LS - Z (31,58 %) i L4 - Z (26,32 %), sve
smjeStene na zapadnoj obali istarskoga akvatorija. Takoder, znaCajna razlika je uocena u
srednjim vrijednostima temperatura mora na mjestu i u vrijeme uzimanja uzoraka u kojima je
dokazana vrsta V. parahaemolyticus pri ¢emu je srednja vrijednost temperature mora kod
pozitivnih uzoraka iznosila 22,04 °C (tablica 25.), ¢ime je potvrdena ovisnost incidencije
bakterije s temperaturom vode (KANEKO i COLWELL, 1973.; SU i LIU, 2007.). Statisticki
znaCajna razlika uoCena je u srednjim vrijednostima temperature zraka, gdje je srednja
vrijednost temperature zraka kod pozitivnih uzoraka iznosila 19,28 °C, a kod negativnih 14,81
°C (tablica 25.). Uvjeti skladiStenja pri temperaturama do 26 °C pogoduju naglom umnaZanju
bakterije V. parahaemolyticus za 50 do 790 puta od pocetne vrijednost tijekom 24 sata (SU i
LIU, 2007.), sto u ovakvim okoliSnim uvjetima ostavlja moguc¢nost znacajnog umnazanja
prisutnih bakterija roda Vibrio. Takoder, znac¢ajna je mogucénost krizne kontaminacije izmedu
kontaminiranih i nekontaminiranih SkoljkaSa, te je potrebno stalno poboljSavati higijenske
postupke tijekom distribucije do konzumacije (HARA-KUDO i sur., 2012.). U tablici 26.
prikazan je omjer izgleda (OR — odds ratio) za dokazivanje vrste V. parahaemolyticus Koji je
5,18 puta veci ako je temperatura mora iznad 15 °C (P < 0,001), pri ¢emu nije statisticki

povezan s godinom promatranja niti s lokacijom uzorkovanja na isto¢noj ili zapadnoj obali.

Za uzorke Skoljkasa inkubirane na temperaturi od 37 °C uocena je najviSa ucestalost
dokaza u rumenkama i dagnjama (tablica 31.), a promatrajuci razli¢ite lokacije, najucestaliji
pozitivan nalaz bakterije V. parahaemolyticus bio je na lokaciji L7 — I (tablica 32.). Kaoiu
slucaju prednamnazanja samo na temperaturi 41,5 °C, i ovdje je uoCena znaCajna razlika u
temperaturama mora i zraka kod pozitivnih uzoraka u odnosu na negativne (tablica 34.), Sto
potvrduje ovisnost pojave bakterije s temperaturom vode (KANEKO i COLWELL, 1973.; SU
i LIU, 2007.).
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Izolati bakterije V. parahaemolyticus pretraZzeni su na prisutnost gena za kodiranje
toksina, tdh 1 trh. Niti jedan izolat nije bio pozitivan na prisutnost gena za kodiranje toksina,
Sto je u skladu s istrazivanjima koja redom potvrduju manju ucestalost patogenih sojeva ove
bakterije u okoliSnim uzorcima i Skoljkasima (OTTAVIANI i sur., 2005.; LEE i sur., 2008.;
RAGHUNAT i sur., 2008.; ZHAO i sur., 2011.; SUFFREDINI i sur., 2014.).

Svi uzorci koji su PCR metodom bili pozitivni na bakteriju V. parahaemolyticus,
dodatno su pretraZzeni na prisutnost gena za kodiranje toksina, tdh i trh. U dva uzorka (1,6 %)
utvrdena je prisutnost gena tdh, dok je prisutnost gena trh utvrdena u osam (6,4 %) uzoraka,
odnosno, ukupno 8 % uzoraka pozitivnih na bakteriju V. parahaemolyticus sadrzavalo je gene
za kodiranje toksina (tablica 43.). Geni za kodiranje toksina tdh i1 trh dokazani su samo u
uzorcima dagnji i kamenicama, dok u ostalim vrstama SkoljkaSa nisu dokazani (tablica 44.)
Ukupan broj uzoraka u kojima je dokazana bakterija V. parahaemolyticus je 125 pri ¢emu su
neki uzorci bili pozitivni samo na jednoj temperaturi prednamnaZanja. U dosadaSnjim
istraZivanjima $koljkasa na podruéju Republike Hrvatske (IVEZIC-JAKSIC, 1986.; JAKSIC i
sur., 2002.; MIKUS i sur., 2010.;: CANAK i sur., 2018.) dokazano je prisustvo bakterije V.
parahaemolyticus, a ovo je prvi dokaz prisutnosti gena za kodiranje toksina, tdh i trh na
hrvatskom dijelu Jadrana. NaSi su rezultati podudarni s nalazima koje su objavili
OTTAVIANI i sur.(2005.), koji su od 35 pozitivnih uzoraka na bakteriju V. parahaemolyticus

utvrdili jedan odnosno tri pozitivna uzorka na tdh i trh gene.

Genom bakterije V. vulnificus dokazan je PCR postupkom u 25 uzoraka nakon
prednamnazanja na temperaturi od 41,5 °C (tablica 27.). Uz primjenu temperature
prednamnazanja od 37 °C bakterija je dokazana u 21 uzorku (tablica 35.), s tim da je
podudarnost rezultata pri dvjema koriStenim temperaturama umjerena (0,3542) (tablica 41.).
Usporeduju¢i podatake za 2019. godinu vidi se znacajno veci broj pozitivnih uzoraka (21)
nakon prednamnazanja na 37 °C (prikazano u tablici 37.) u odnosu na broj uzoraka (10) koji
su dokazano pozitivni koriStenjem temperature od 41,5 °C (tablica 29.). Pri tome su samo 4
uzorka bila pozitivna primjenom temperature od 41,5 °C, a primjenom temperature od 37 °C
nije dokazan genom bakterije V. vulnificus (tablica 41.). To je u skladu s ISO normom koja za
poboljsano dokazivanje bakterije V. vulnificus zahtijeva inkubaciju bujonskih kultura na
37 °C (ANONIMNO, 2017.). Sveukupno, primjenom obje temperature prednamnaZanja
dokazano je 40 (6,33 %) pozitivnih uzoraka Sto je manja ucestalost u odnosu na rezultate

RIPABELLIA i sur. (1999.), koji su naSli 17,7 % pozitivnih, a viSe od rezultata
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NORMANNA i sur. (2006.) koji su dokazali bakteriju V. vulnificus u 2,83 % uzoraka i vise
od rezultata IVEZIC-JAKSIC (1986.) gdje je nadeno 2,7 % pozitivnih uzoraka.

U nasem istraZivanju nisu uocene znacajne razlike u ucestalosti izdvajanja bakterije V.
vulnificus s obzirom na vrstu Zivih SkoljkaSa (tablica 27. i 35.), ali su uoCene statisticki
znacajne razlike s obzirom na lokaciju. Tako je najviSa ucestalost utvrdena na lokaciji L3 - Z
(13,16 %), dok na 7 lokacija ova vrsta nije dokazana (tablica 28.). Kao 1 u slu¢aju bakterije V.
parahaemolyticus, uoCene su statisticki znacajne razlike u temperaturi mora kod pozitivnih i
negativnih uzoraka te u temperaturi zraka (tablica 30.). Primjenom temperature
prednamnazaja od 37 °C uocena je najviSa ulestalost dokazivanja vrste V. vulnificus na

lokaciji L2 - 1 (18,18 %), dok na pet lokacija nije dokazana (tablica 36.).

Usporeduju¢i sve postignute rezultate prema lokacijama uzorkovanja, prikazane u
tablici 45., uocava se pet lokacija na kojima je dokazana prisutnost svih pra¢enih potencijalno
patogenih vibrija. U tri slucaja radi se o lokacijama smjeStenima u zaljevima koji ulaze
duboko u kopno. To su lokacije L4 — Z, LS — Z 1 L7 — 1. Jedna lokacija je zatvorena uvala
(L10 — Z), a jedna lokacija je smjeStena u priobalnom dijelu, na otvorenom moru (L12 — Z).
Od ukupno 18 lokacija samo na jednoj nije dokazana prisutnost niti jedne od pracenih

bakterijskih vrsta (L16 — Z).

Rezultati svih pozitivnih uzoraka prema vrstama Skoljkasa prikazani grafikonom 1.
ukazuju na podjednak udio pozitivnih uzoraka kod rumenki, dagnji i kunjki s tim da treba
imati na umu da su dagnje iz uzgojnih podrucja, koja su u pravilu blize obali radi laske
dostupnosti i uzgajaju se na konopima u vertikalnim linijama. Preostale dvije vrste, rumenke i
kunjke su pridnene vrste koje potjecu iz izlovnih podrucja, a izlovljavaju se ronjenjem i
povlacenjem ribolovnih alata po dnu. S obzirom na nacin prezivljavanja Vibrio spp. u
nepovoljnim uvjetima u tzv. "viable but nonculturable state" i zadrZavanju u sedimentu
(KANEKO i COLWELL, 1973.; SU i LIU, 2007.; HARRIS i sur. 2012.; HUQ i sur., 2013.),
bilo bi za ocekivati da ¢e 1 kapice i1 prnjavice imati podjednaki udio u pozitivnim rezultatima,
jer su istovremeno izloZene istim bakterijama koje filtriraju i bioakumuliraju u organima. Ovi
rezultati ukazuju na mogucénost odabira vrste Skoljkasa za potrebe pracenja prisutnosti
potencijalno patogenih vibrija na izlovnim podrucjima gdje se izlovljavaju razliCite vrste

Skoljkasa.
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Od 2014. godine EFSA-ina izvjeS¢a navode pojave epidemija prouzrocenih
bakterijama roda Vibrio u Francuskoj, Italiji i Spanjolskoj. U RH nema evidentiranih

oboljenja prouzro¢enih Vibrio spp. (Kureci¢ Filipovi¢, 2017.).

U Republici Hrvatskoj postoji zakonska obveza prijave oboljenja uzrokovanog
bakterijom V. cholerae ( ANONIMNO, 2007.; ANONIMNO 2014.). Neovisno §to do sada
nemamo evidentiranih oboljenja koja bi se mogla povezati s pojavom bakterija roda Vibrio u
Skoljkasima, izgledno je kako ¢e ih u buducnosti biti. Dio Jadrana obuhvaéen ovim
istrazivanjem ima najnize povrsinske temperature mora u sijecnju, veljaci i ozujku, u prosjeku
oko 10 °C do 12 °C (podatci DHMZ nisu prikazani). Ve¢ tijekom travnja, vrijednost
temperature se krece od 13 °C do 15 °C, a maksimum postiZe u lipnju, srpnju i kolovozu kada
su prosjecne povrsinske temperature u rasponu od 24 °C do 27 °C. Temperatura mora ostaje
iznad 15 °C u pravilu do kraja studenog ili pocetka prosinca, Sto ukupno daje 7 do 8 mjeseci
godiSnje s uvjetima koji pogoduju bakterijama roda Vibrio. Visoke temperature mora
pogoduju "cvjetanju mora" odnosno bujanju fitoplanktonskih zajednica, nakon cega slijedi i
proliferacija zooplanktonskih zajednica, te kona¢no i povecanje brojnosti Vibrio vrsta (HUQ i
sur., 1983.; LIPP i sur., 2002.; SUITZA i sur., 2009.; HARRIS i sur., 2012.). Uocljiv prikaz
ovog "bujanja" Zivota u moru istarskoga akvatorija dan je grafikonom 2. gdje se jasno vidi
grupiranje pozitivnih nalaza u najtoplijem dijelu godine. U istom grafikonu moZemo uociti
zanimljiv pik pozitivnih uzoraka tijekom sijecnja i veljate 2019. godine, kada je srednja
vrijednost povrSinske temperature mora iznosila 10,6 °C odnosno 10,3 °C. To su prilicno
niske vrijednosti temperature mora, pa je za pretpostaviti da je na ove rezultate utjecao

pomorski promet.

Mnogi autori koji su istrazivali pojavnost potencijalno patogenih Vibrio spp. su
ustanovili kako pojavnost ovih bakterijskih vrsta nije u korelaciji s najvjerojatnijim brojem
bakterije E. coli (NORMANNO i sur., 2006.; LHAFI i KUHNE, 2007.; CLEMENTS i sur.,
2015.) kao obveznim mikrobioloSkim kriterijem na temelju kojeg se odreduje postupanje s
izlovljenim S$koljkasima. Prikupljeni podatci naSeg istraZivanja nedvojbeno ukazuju na
prisutnost potencijalno patogenih Vibrio vrsta u Skoljkasima iz proizvodnih podrucja
uklju¢enima u ovo istrazivanje, te je oCigledno da se Skoljkasi kontaminirani Vibrio spp.

plasiraju na trziSte.

Smatramo vaznim joS jednom naglasiti razlike u rezultatima naSeg istraZivanja koje

smo ostvarili primjenom standardne mikrobioloske metode u odnosu na one ostvarene

95



primjenom molekularnih metoda. Dok je mikrobioloska metoda rezultirala dokazom 2,3 %
uzoraka pozitivnih na prisutnost potencijalno patogenih Vibrio spp., PCR metodama dokazali
smo prisutnost 23,89 % pozitivnih uzoraka SkoljkaSa, Sto je deseterostruko veca ucestalost.
Primjenom samo mikrobioloSke metode moguce je ostvariti laZno negativne rezultate, i time
umanjiti zoonotski znac¢aj i potencijalnu opasnost koju ove bakterijske vrste predstavljaju za
javno zdravlje. Umjetno kontaminirani uzorci zahtijevaju visoki nivo kontaminacije da bi se
postigli pozitivni rezultati mikrobioloSkom metodom pretrazivanja (dva od tri ispitivana soja
V. parahaemolyticus nisu potvrdena mikrobioloSkom metodom pri kontaminaciji od 44 do 74
cfu/g; ROSEC i sur., 2009.), dok je PCR metodom dokazana prisutnost svih ispitivanih sojeva
1 u najniZzem nivou kontaminacije od 1 - 6 cfu/g. UspjeSnost PCR metoda leZi u €injenici Sto
se u nasem istrazivanju, kao i u istrazivanjima drugih autora (ROSEC i sur., 2009; ROSEC i
sur. 2012.) primjenjuje nakon postupka prednamnazanja uzorka. Prvo prednamnaZanje uzorka
se priprema na nacin da se u 225 ml ASPV nacijepi 25 g uzorka, te se nakon inkubacije
precijepi 1 ml prednamnoZenog uzorka u 10 ml ASPV-a. Postupkom prednamnaZanja kroz
dva koraka postize se trazeno umnazanje ciljanih bakterijskih vrsta, uz istovremeno
uklanjanje inhibicijskog ucinka tkiva skoljkasa na PCR. Time se osiguravaju optimalni uvjeti
za molekularne metode pretraZivanja, dok je "izazov" za mikrobioloSku metodu namnaZanje
djelovati na rast ciljanih Vibrio spp. (IVEZIC-JAKSIC, 1986.). Za razliku od navedenog,
uzorci koji se distribuiraju u postupcima medulaboratorijskih usporednih testiranja
(proficiency test), obicno se sastoje od matriksa koje je jednostavno pripremiti (npr.
dehidrirani ili kuhani raci¢i), te ciljanog mikroorganizma u obliku liofilizata, bez
konkurentskih bakterija, te je u takvim uzorcima lakSe dokazati traZzene bakterijske vrste

mikrobioloSkom metodom pretrazivanja.

S obzirom na nase rezultate istrazivanja SkoljkaSa, s osvrtom na njihovu anatomiju i
fiziologiju, nacin Zivota u morskoj vodi, a uz intenzivan utjecaj covjeka na okoli§ u smislu
promjene klimatskih uvjeta, te intenzivnog razvoja turizma i pomorskog prometa, smatramo
potrebnim pratiti pojavnost potencijalno patogenih Vibrio spp. Time mozemo utjecati na
poboljsanje javnog zdravlja uvodenjem sustavnog prac¢enja odnosno monitoringa potencijalno

patogenih Vibrio spp. u Skoljkasima, prije dokumentirane pojave bolesti u ljudi.
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Temeljem rezultata naseg istraZivanja i dostupnih literaturnih podataka, moZemo predloZziti

postupak monitoringa prisutnosti potencijalno patogenih Vibrio spp.:

PRIJEDLOG MONITORINGA PRISUTNOSTI POTENCIJALNO PATOGENIH Vibrio spp.
NA PROIZVODNIM PODRUCJIMA ISTARSKOGA AKVATORIJA

Pracenje treba biti organizirano u razdoblju godine u kojem su temperature mora iznad
15 °C, §to je potrebno ustanoviti putem dostupnih podataka DHMZ-a, odnosno u budu¢nosti
pracenjem objava na ECDC geoportalu (https://geoportal.ecdc.europa.eu/vibriomapviewer/)
koji daje temperature mora specificno vezanih na pojavnost bakterija roda Vibrio. Takoder,
temperatura mora treba biti evidentirana tijekom uzorkovanja za potrebe realizacije Plana
pracenja kakvoce mora i SkoljkaSa na proizvodnim podru¢jima i podrucjima za ponovno

polaganje Zivih Skoljkasa, od strane ovlaStenih veterinara.

Predlazemo da se uzorkovanje provede jednom mjese¢no na svim toCkama koje su

navedene u Planu pracenja.

Nadalje, predlazemo primjenu standardne metode HRN EN ISO 21872-1:2017., uz
istodobnu primjenu molekularne metode (PCR). U slu€aju dokaza prisutnosti bakterija V.
cholerae, V. parahaemolyticus tdh+ i/ili trh+ te V. vulnifucus, predlazemo zabranu izlova i
opoziv s trzista te ponavljanje uzorkovanja i ispitivanja navedenim metodama jednom tjedno

do dobivanja negativnog rezultata.

Za potrebe ovog programa potrebno je uzorkovati sve vrste skoljkasa koje se uzgajaju

u pojedinom uzgojnom podrucju.

U izlovnim podru¢jima predlazemo koriStenje kunjki i/ili rumenki kao indikatorskih

vrsta.

Ukoliko je neko podrucje zatvoreno radi prisutnosti biotoksina predlazemo odgadanje

uzorkovanja do trenutka otvaranja navedenog podrucja.

Ukoliko je na nekom podrucju odredeno prociscavanje Skoljkasa radi povecanih
vrijednosti MPN E. coli, predlazemo obaviti uzorkovanje prema uobi¢ajenom rasporedu. Ako
se u navedenim okolnostima ustanovi i prisutnost uzoraka pozitivnih na potencijalno patogene
Vibrio spp., predlazemo ukidanje mjere prociS¢avanja SkoljkaSa, te uvodenje mjere zabrane

izlova do dobivanja negativnih rezultata na prisurnost Vibrio spp.
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7. ZAKLJUCCI

- Rezultati istrazivanja ukazuju na prisutnost Vibrio vrsta u gotovo cijelom istarskom
akvatoriju. Od 18 lokacija samo na jednoj lokaciji prisutnost Vibrio spp. nije dokazana, a na

njih pet je dokazana prisutnost svih pracenih bakterija.

- Ustanovljena prevalencija potencijalno patogenih Vibrio spp. deset puta je ve¢a primjenom
molekularnih metoda na uzorcima iz prednamnazanja (23,89 %), u odnosu na standardnu

mikrobiolosku metodu (2,37 %).

- Standardnom mikrobioloskom metodom izdvojena je bakterija V. cholerae u uzorku kunjki,
Sto je prvi zabiljeZeni izolat te bakterije iz Skoljkasa u RH. PCR metodom za dokazivanje
bakterije V. cholerae u uzorcima dagnji iz prednamnaZanja ustanovljena je prevalencija od

0,95 %, Sto je prvi podatak o prevalenciji te bakterijske vrste u §koljkaSima u RH.

- Standardnom mikrobioloSkom metodom izdvojeno je 12 izolata bakterije V.
parahaemolyticus, dok je PCR metodom ustanovljena prevalencija od 17,72 % odnosno
15,36 % pri temperaturi prednamnazanja od 41,5 °C 1 37 °C. Od ukupnog broja pozitivnih
uzoraka na prisutnost bakterije V. parahaemolyticus geni tdh i trh utvrdeni su u 1,6 %
odnosno 6,4 % slucajeva. To je ujedno prvi dokaz prisutnosti tdh+ bakterije V.

parahaemolyticus 1 trh+ bakterije V. parahaemolyticus u RH.

- Standardnom mikrobioloSkom metodom izdvojena su dva izolata bakterije V. vulnificus, dok
je PCR metodom za dokazivanje genoma bakterije V. vulnificus utvrdena prosjecna

prevalencija od 3,96 % odnosno 7,87 % pri temperaturi prednamnaZanja od 41,5 °C i 37 °C.

- Tijekom istraZivanja uocene su statisticki znacajne razlike u temperaturama mora i zraka pri
uzorkovanju uzoraka u kojima je dokazana prisutnost Vibrio spp. Izgledi za dokazivanje vrste
V. parahaemolyticus dokazano su 5,18 puta veci ako je temperatura mora iznad 15 °C (P <
0,001). U izlovnim podrucjima u kojima se izlovljava viSe razlicitih vrsta Skoljkasa uocen je
veéi udio pozitivnih uzoraka kunjki i rumenki. Ove spoznaje vrijedne su za odredivanje

vremenskog okvira i vrste $koljkasa za uzorkovanje pri mogu¢em uspostavljanju monitoringa.
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